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n RESUMO: O obje tivo do pre sente tra ba lho foi ava liar, de mane ira pre li mi nar, a 
capa ci dade dos fibro blas tos L929 sobre vi ver e se mul ti pli car quando cul ti va -
dos sobre dis cos de den tina humana con di ci o na dos com agen tes áci dos. Para 
isso, 10.000 célu las/cm2 foram cul ti va das por 24 ou 48 horas sobre dis cos de
den tina pre vi a mente con di ci o na dos com ácido cítrico 50% por 30 segun dos,
com EDTA 0,5 M por 120 segun dos (Gru pos Expe ri men tais) ou sobre subs -
trato plás tico (Gru pos Con trole). Decor ri dos os perío dos expe ri men tais, as
célu las foram tra ta das com flu o res cein dia ce tate (FDA) e final mente con ta das
em micros co pia de Con traste de Fase. A mor fo lo gia celu lar foi ava li ada em
micro sco pia ele trô nica de var re dura (MEV). Fibro blas tos L 929 sobre vi ve ram,
mul ti pli ca ram-se e apre sen ta ram seme lhante mor fo lo gia quan do cul ti va dos
em ambos os subs tra tos ava li a dos. Os dis cos de den tina tra ta dos com ácido
cítrico exi biam maior número de célu las do que para os demais gru pos Expe -
ri men tais e Con trole, sendo esta obser va ção com pro vada pela aná lise esta tís -
tica de ANOVA e a com ple men tar de Fis her.

n PALAVRAS-CHAVE: Den tina; fibro blas tos; ata que ácido den tá rio.
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Intro du ção

Os tes tes de Bio com pa ti bi li dade dos mate ri ais odon to ló gi cos vêm
pas sando por notá veis evo lu ções nas últi mas déca das. Nesta área de
pes quisa, os vari a dos tes tes e meto do lo gias apli ca das foram divi di dos
em níveis, os quais devem ser segui dos e cum pri dos, com o obje tivo de
ava liar de mane ira com pleta a rea ção pro vo cada pelos mate ri ais odon to -
ló gi cos e/ou seus com po nen tes.13

Tanto nos tes tes in vivo, quanto nos tes tes de “uso”, há difi cul dade
na padro ni za ção e estan dar ti za ção das rea ções, além do alto custo para
exe cu são des sas pes qui sas.12 Dessa forma, muita aten ção e inves ti men -
tos têm sido dis pen sa dos para os tes tes in vitro, pois, além de serem
mais bem estan dar ti za dos do que os tes tes in vivo, são de rápida exe -
cu ção e de cus tos rela ti va mente bai xos.19

Nos últi mos anos, os tes tes in vitro tive ram acen tu ada evo lu ção
com o desen vol vi mento de um modelo expe ri men tal deno mi nado “in
vitro pulp device” (IVPD).3, 7, 8, 9 Essa câmara pul par in vitro (IVPD) apro -
xima os tes tes de cito to xi ci dade e difu são den ti ná ria dos mate ri ais
odon to ló gi cos, daque las situ a ções clí ni cas onde se requer o for ra mento
cavi tá rio. Nesse modelo expe ri men tal, exis tem dois com par ti men tos
divi di dos por um disco de den tina, o qual simula o asso a lho cavi tá rio. O
com par ti mento supe rior é usado como a cavi dade den tá ria, e o infe rior
como a polpa coro ná ria. Na base do com par ti mento pul par são cul ti va -
das as célu las. Quando um mate rial odon to ló gico ou seus com po nen tes
são apli ca dos sobre o disco de den tina, pode-se ava liar a capa ci dade ou
não dele se difun dir atra vés dos túbu los den ti ná rios e alcan çar o com -
par ti mento pul par. Quando isso ocorre, o mate rial difun dido deverá atra -
ves sar todo o com par ti mento pul par, o qual é pre en chido por líquido, e
final mente entrar em con tato com as célu las cul ti va das sobre plás tico
posi ci o nado na base do com par ti mento infe rior (pul par). Nesse des lo ca -
mento, o mate rial difun dido pode se solu bi li zar no “fluido intra pul par”, e 
ape nas uma pequena quan ti dade dele poderá atuar sobre as célu las.
Esse meca nismo parece inter fe rir na ava li a ção dos resul ta dos da cito to -
xi ci dade do mate rial em teste.

Com o obje tivo de pre ve nir essa situ a ção, e ao mesmo tempo fazer
que a IVPD apre sente carac te rís ti cas seme lhan tes ao com plexo den -
tina-polpa in vivo, ten ta ti vas de cul ti var célu las sobre dis cos de den tina
humana estão sendo rea li za das. Dessa forma, o mate rial que tiver a
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capa ci dade de difun dir atra vés do disco de den tina, entrará dire ta mente
em con tato com célu las adja cen tes, da mesma forma como ocorre no
dente humano, onde existe a camada odon to blás tica reves tindo inter na -
mente a câmara pul par. Assim, o obje tivo do pre sente tra ba lho de pes -

quisa foi ava liar, de mane ira pre li mi nar, a capa ci dade das célu las L 929
sobre vi ver e se mul ti pli car sobre dis cos de den tina humana, sub me ti dos
a dois dife ren tes tra ta men tos áci dos pré vios. Tam bém foi com pa rada a
mor fo lo gia das célu las pre sen tes sobre den tina e plás tico.

Mate rial e método

Vinte e qua tro dis cos de den tina foram obti dos a par tir de mola res
huma nos ínte gros, os quais, após extra ção, foram man ti dos em eta nol
70% à tem pe ra tura ambi ente por 5 dias. Os den tes foram sub me ti dos à
remo ção de res tos de liga mento peri o don tal e debris, que esta vam
ade ri dos à sua super fí cie, uti li zando-se para isto, ins tru men tos cirúr gi -
cos. Estes mes mos den tes foram cor ta dos trans ver sal mente, uti li -
zando-se um apa re lho de baixa velo ci dade (230 rpm), no qual foi posi -
ci o nado um disco de dia mante (CO-153, 320 grit; Mager Sci en ti fic Inc., 
Dex ter MI). Os dis cos de den tina recém-cor ta dos foram lixa dos com
lixas d’água número 450 e pos te ri or mente 600, rea li zando para isso, 20
movi men tos gira tó rios manu ais para cada gra nu la ção dos papéis/lixa.
Os dis cos foram então lava dos com tam pão fos fato (PBS, pH = 7,4) e
veri fi ca ram-se suas super fí cies com o obje tivo de obser var a pre sença
ou não de esmalte e/ou sinais de corno pul par. Quando isso ocor reu, os 
dis cos de den tina foram des car ta dos do estudo. Os dis cos de den tina,
com 0,5 mm de espes sura, foram man ti dos em eta nol 70% por mais 5
dias. Nor mal mente, ape nas um disco foi obtido de cada dente.

Após lava gem dos dis cos por 3 vezes em PBS, foi rea li zado o seu
con di ci o na mento com ácido cítrico a 50% por 30 segun dos ou EDTA 0,5 M 
por 2 minu tos. Os dis cos de den tina foram divi di dos em 4 gru pos expe ri -
men tais e 2 con trole, como se observa no Qua dro 1. Após o con di ci o na -
mento ácido, os dis cos foram nova mente lava dos por 3 vezes em PBS e
pos te ri or mente 3 vezes em meio de cul tura-MEM (Gibco Labo ra to ries,
Grand Island, NY) suple men tado com 10% de soro bovino fetal-FBS
(Gibco Labo ra to ries).
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Qua dro 1 – Rela ção entre os gru pos expe ri men tais, tra ta mento e nú -
mero de dis cos de den tina por tempo de cres ci mento de
fibro blas tos L 929

Grupos Tempo Discos (D ou P) Tratamento

1 24 h 6-P –

2 48 h 6-P –

3 24 h 6-D EDTA – 2 minutos

4 48 h 6-D EDTA – 2 minutos

5 24 h 6-D Ácido cítrico – 30 segundos

6 48 h 6-D Ácido cítrico – 30 segundos

D – Den tina / P – Plás tico

Os espé ci mes foram colo ca dos em reci pi en tes, os quais pos su íam
24 com par ti men tos de 1,6 cm de diâ me tro (Well Dis hes, pro duto # 3542,
Coas tar Corp., Cam bridge, MA). Nes ses com par ti men tos foi apli cado 1 ml
de MEM com FBS, agora suple men tado com glu ta mina e peni ci li -
na/estrep to mi cina – meio de cul tura com pleto (Gibco Labo ra to ries).

Cul tu ras de fibro blas tos L 929 foram man ti das e pas sa das a cada 3
dias em fras cos de 25 cm2, em meio de cul tura com pleto. Após a con -
fluên cia celu lar, foi apli cado 1 ml da solu ção de trip sina/EDTA no inte -
rior dos fras cos, os quais foram man ti dos por 4 minu tos em incu ba dora à 
37oC/umi dade 95% e 5% CO2. As célu las em cada frasco de 25 cm2 foram 
con tadas em micros co pia de luz inver tida e final mente apli ca das sobre
cada disco de den tina em número de apro xi ma da mente 10.000 célu -
las/cm2. Per mi tiu-se que as célu las crescessem 1 ml de meio de cul tura
com pleto pelo período de 24 e 48 horas em estufa a 37oC, 95% de umi -
dade/5% CO2.

Num outro reci pi ente, foi apli cado o mesmo número de célu las em
12 lamí nu las de vidro de 1,2 cm de diâ me tro, as quais foram pre vi a -
mente este ri li za das e posi ci o na das em 12 dos 24 com par ti men tos. Em 6
deles, as célu las foram man ti das em cres ci mento por 24 horas, enquanto 
nos outros 6 com par ti men tos elas foram cul ti va das por 48 horas. Esses
com par ti men tos foram usa dos como Gru pos Con trole, onde pôde-se
com pa rar o cres ci mento e mor fo lo gia celu lar sobre os subs tra tos den ti -
ná rio (Gru pos Expe ri men tais) e/ou plás tico (Con tro les).
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Decor ri dos os perío dos de 24 e 48 horas da apli ca ção das célu las
sobre os subs tra tos den ti ná rio ou plás tico, o meio de cul tura foi cui da do -
sa mente remo vido dos com par ti men tos e 1 ml do corante vital flu o res cein
dia ce tato (FDA, Vec tor Labo ra to ries, Bur lin gane, CA) dis sol vido em PBS 
(0,02 mg/ml) foi apli cado em cada com par ti mento e man tido em estufa a 
37oC por 10 minu tos. As célu las vitais apre sen ta ram colo ra ção verde em
razão da ação do FDA. Assim, foi pos sí vel con tar o número de célu las
pelo uso de um retí culo ocu lar (Leitz Wetz lar Ger many – Peri plan GF 12.5)
adap tado a um micros có pio de luz inver tida, com apli ca ção de luz ultra -
vi o leta (Leitz-Ger many). A con ta gem celu lar foi rea li zada por meio da
sele ção de 8 cam pos esco lhi dos ale a to ri a mente sobre a super fí cie dos
dis cos de den tina ou plás tico. As foto mi cro gra fias foram obti das ime di a -
ta mente após a con ta gem celu lar com o micros có pio OXIOSKOP para
micros co pia de luz e con traste de fase, no qual estava adap tado uma
câmara foto grá fica MC 100 (Leitz, Ger many).

As célu las em cul tura sobre os dis cos de den tina ou plás tico foram
tam bém ava li a das em Micros co pia Ele trô nica de Var re dura (MEV)
após fixa ção dos espé ci mes em glu ta ral de ído 2,5% (Elec tron Micros -
copy Sci en ces – EMP, Fort Was hing ton, PE, Lote #971218) em tam pão
de Soren sen, e pós-fixa ção em tetró xido de ósmio 1% (Elec tron Micros -
copy Sci en ces, EMS – lote # 971218, FT. Was hing ton, PA). Pos te ri or -
mente à desi dra ta ção dos espé ci mes em tro cas ascen den tes de etha nol
(30% – 100%), foram rea li zadas 3 tro cas de 20 minu tos cada de Hexa -
methyldi si lane (HMDS, Sigma). Os espé ci mes foram colo ca dos no dis se -
ca dor “over night”, mon ta dos em pla ta for mas de alu mí nio (EMS, FT.
Was hing ton, PA), meta li za dos com ouro e exa mi na dos em micros có pio
AMRAY Scan ning E. M., Model 1000B (AMRAY, Cam bridge, MA).

Os gru pos foram sub me ti dos a com pa ra ção pela aná lise esta tís tica
de ANOVA e PLSD de Fis her com p < 0,05 (Stat View 4.5, Aba cus Con -
cepts Inc., CA, USA).

Resul tado e dis cus são

Quando os dis cos de den tina con di ci o na dos com ácido cítrico a 50%
pelo período de 30 segun dos foram ava li a dos, pôde-se obser var que pra -
ti ca mente toda a smear layer havia sido remo vida. Os túbu los den ti ná -
rios apre sen ta vam-se desobs tru í dos, com diâ me tro interno aumen tado
pro va vel mente pela ausên cia da den tina peri tu bu lar (intra tu bu lar), e
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com rede de fibras colá ge nas expos tas. Por outro lado, os dis cos de den -
tina tra ta dos com EDTA 0,5 M por 2 minu tos, apre sen ta vam res tos de
smear layer sobre sua super fí cie e no inte rior dos túbu los den ti ná rios;
em algu mas regiões, grande volume daquele mate rial amorfo reco bria
ampla quan ti dade de túbu los den ti ná rios (Figura 1 A/B). Na que les espé -
ci mes per ten cen tes tanto aos Gru pos Expe ri men tais quanto aos Con tro -
les, e que foram ava li a dos em micros co pia de luz inver tida (luz ultra vi o -
leta) e con traste de fase, pôde-se obser var que as célu las sobre vi ve ram
em ambos os tem pos de aná lise (24 e 48 hs) sobre os dis cos de den tina e
sobre o subs trato plás tico. Pela con ta gem celu lar, foi pos sí vel deter mi nar
que as célu las aumen ta ram em número entre os perío dos de tempo ava -
li a dos, carac te ri zando que ambos os subs tra tos den ti ná rios, sub me ti dos 
a tra ta men tos dife ren tes, per mi ti ram a mul ti pli ca ção celu lar. Ficou claro
que o subs trato que per mi tiu maior cres ci mento celu lar foi o den ti ná rio
con di ci o nado com ácido cítrico por 30 segun dos, se gui do pelo subs trato 
plás tico e final mente o subs trato den ti ná rio tra tado com EDTA. A rela -
ção entre o número médio de célu las L 929 pre sen tes sobre den tina e
plás tico e os vari a dos gru pos ava li a dos pode ser obser vada no Grá fico 1.
Foi pos sí vel ainda deter mi nar que, para todos os gru pos estu da dos, as
célu las exi biam carac te rís ti cas alon ga das, ou algu mas vezes estre la das
(Figu ras 2 e 3). Para os Gru pos Expe ri men tais, as célu las limi ta ram sua
pre sença e cres ci mento, ape nas sobre den tina, não sobre esmalte. A
dis tri bu i ção celu lar não foi uni forme, e gru pos de célu las pare ciam se
acu mu lar em deter mi na dos locais da den tina. Para os Gru pos Con trole,
um maior número de célu las sem pre foi obser vado nas bor das dos com -
par ti men tos onde as célu las foram apli ca das. Um menor número de
célu las espar sas estava pre sente no cen tro do com par ti mento.

Os espé ci mes dos gru pos expe ri men tais que foram ava li a dos em
MEV con fir ma ram as carac te rís ti cas mor fo ló gi cas de célu las fusi for mes
ou estre la das, obser va das sob micros co pia comum (Figura 4A), tanto para 
os Gru pos Expe ri men tais quanto para o Grupo Con trole. Nume ro sos e fi -
nos pro lon ga men tos cito plas má ti cos, os quais se ori gi na vam da mem -
bra na das célu las L 929, pare ciam aderi-las aos subs trato de cul tivo
(Figura 4B). Célu las de mor fo lo gia arre don dada carac te ri za ram o pro ces so
de divi são celu lar.

A ava li a ção esta tís tica de ANOVA demons trou que ocor reu sig ni fi -
ca tiva dife rença no número de célu las pre sen tes sobre os dis cos de den -
tina, para todos os Gru pos Expe ri men tais, onde houve vari a ção no tra ta -
mento da den tina, bem como entre os perío dos de obser va ção (p < 0,05).
A mesma dife rença sig ni fi ca tiva entre os Gru pos Expe ri men tais e entre os 
Expe ri men tais e Con tro les tam bém pôde ser obser vada pela aná lise de
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Fis her (p < 0,05). Toda via, não houve dife rença sig ni fi ca tiva no número
de célu las pre sen tes sobre os dis cos de den tina entre os gru pos 1 e 4.
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FIGURA 1 A – Disco de den tina con di ci o nado com ácido cítrico a 50% pelo período de 30
se gun dos. Note a pre sença das fibras colá ge nas expos tas e ausên cia de smear layer.
B –  Disco de den tina tra tado com EDTA 0,5 M por 2 minu tos. Pre sença de smear layer so -
bre a super fí cie den ti ná ria e no inte rior dos túbu los. MEV, mag ni fi ca ção ori gi nal x 10.0 KX.

FIGURA 2 – Grupo 4 – Pode-se obser var dis tri bu i ção não homo gê nea de célu las L 929
sobre o subs trato den ti ná rio. Deta lhe de uma área sobre den tina, onde as célu las
estão pre sen tes, con tor nando a embo ca dura dos túbu los den ti ná rios. Micros co pia de
Con traste de Fase com Luz ultra vi o leta, 320x.

FIGURA 3 – Grupo 6 – Maior número de célu las estão pre sen tes sobre a den tina
quando com pa rado com a Figura 2, ape sar de a dis tri bu i ção celu lar ainda não ocor rer
de forma homo gê nea. Observam-se as carac te rís ti cas fusi for mes ou estre la das das
célu las L 929 e que elas não estão con flu en tes neste período de ava li a ção. Micros co -
pia de Con traste de Fase com Luz ultra vi o leta, 400x.



Gráfico 1 – Número de célu las pre sen tes sobre o subs trato den ti ná rio
ou plás tico de acordo com os vari a dos gru pos expe ri men -
tais de con trole

Os espé ci mes per ten cen tes aos Gru pos Expe ri men tais e Con trole
de mons tra ram que a den tina per mi tiu a mul ti pli ca ção celu lar sobre sua
super fí cie, seme lhante ao que foi obser vado para o subs trato plás tico.
Toda via, o número de célu las pre sen tes sobre os dis cos de den tina con -
di ci o na dos com ácido cítrico foi supe rior àque les tra ta dos com EDTA ou
o subs trato plás tico. Tal vez, a per sis tên cia de res tos de smear layer nos
Gru pos 3 e 4 possa ter inter fe rido na mul ti pli ca ção e ade são celu lar à
den tina. Tem sido demons trado que a smear layer parece exi bir com po -
si ção do tecido a par tir do qual ela foi ori gi nada.20 Nor mal mente, após
corte de den tina sadia, como rea li zado no pre sente tra ba lho, a smear
layer pode apre sen tar res tos de colá geno e tri va lente fos fato em hidro xi a -
pa tita.18 Por outro lado, estu dos demons tra ram que a den tina tam bém
pos sui fato res de cres ci mento em sua com po si ção, tais com “trans for -
ming growth fac tors” (TGFs) a super-famí lia das “bone morp ho ge ne tic
pro te ins” (BMPs, prin ci pal mente BMP1 e BMP4), “insu lin-like growth fac -
tors” (IGF), “fibro blast growth fac tors” (FGFs), além de outras pro te í nas
e gli co sa mi no gli ca nos, os quais pare cem par ti ci par do pro cesso de repa -
ra ção do com plexo den tina-polpa.11, 14 Essas pro te í nas da den tina pare -
cem ser solu bi li za das por subs tân cias áci das de ori gem bac te ri ana
durante a evo lu ção de lesões de cárie, e então inte ra gem com re cep to res 
de mem brana das célu las pul pa res.2, 6 Algu mas des sas pro te í nas da den -
tina, fixa das e poten ci a li za das por deter mi na dos com po nen tes pro téi cos 
da matriz extra ce lu lar da polpa, são notá veis fato res mito gê ni cos sobre
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FIGURA 4 A – Grupo 3 – Carac te rís ti cas mor fo ló gi cas espe cí fi cas das célu las L 929,

com seu cito plasma e pro ces sos cito plas má ti cos como que ade rindo as célu las ao
subs trato den ti ná rio. MEV, mag ni fi ca ção ori gi nal x 200x. B – Note os nume ro sos pro -

lon ga men tos ori gi na dos da mem brana da célula L 929, os quais pare cem fixá-la ao

subs trato den ti ná rio. MEV, mag ni fi ca ção ori gi nal x 3.67 KX.



vari a das célu las de ori gem meso dér mica ou neu ro dér mica, den tre elas
os fibro blas tos.10, 17 Ainda, célu las mesen qui mais indi fe ren ci a das pre -
sen tes no tecido pul par podem ser esti mu la das, por meca nis mos espe cí -
fi cos, a se dife ren ciar, migrar, alon gar, além de sin te ti zar e depo si tar
matriz den ti ná ria após agres são pul par e durante o pro cesso de den ti no -
gê nese repa ra dora, cura e repa ra ção teci dual.10, 17 Dessa mane ira, pode -
mos espe cu lar que o con di ci o na mento ácido rea li zado sobre os dis cos
de den tina humana, no pre sente tra ba lho, pode ter libe rado algu mas
des sas pro te í nas meta bo li ca mente ati vas, as quais com pu nham parte do
tecido den ti ná rio. Essas pro te í nas, por sua vez, pode riam inte ra gir com
recep to res espe cí fi cos da mem brana celu lar dos fibro blas tros L 929, esti -
mu lando-os a se mul ti pli car mais rapi da mente do que obser vado para os 
casos em que as célu las foram cul ti va das sobre plás tico. Toda via, nos
Gru pos 3 e 4, onde os dicos de den tina foram con di ci o na dos com EDTA,
o número de célu las foi infe rior aos Gru pos 1, 2, 5 e 6. Tal vez isso possa
ter ocor rido em razão da per sis tên cia de res tos de smear layer sobre a
super fí cie den ti ná ria e ao baixo pKa do EDTA, o qual pode ter pro vo cado
menor libe ra ção das pro te í nas ati vas da den tina. Assim, além desse
tecido amor fo pre sente sobre a den tina pos si vel mente obs truir a libe ra -
ção de fato res de cres ci mento, pode ria ainda inter fe rir no pro cesso de
ade são das célu las à super fí cie den ti ná ria; isso por que a smear layer se
dis solve com o tempo, e con se qüen te mente leva ria con sigo as célu las
que esta vam ade ri das a ela. Alguns tra ba lhos de pes quisa têm extra ído
com po nen tes não cola gê ni cos da den tina uti li zando-se o EDTA, e essas
pro te í nas pare cem ter ati vi dade sobre a pola ri za ção dos odon to blas tos e
sua dife ren ci a ção fun ci o nal.1, 16 Pré-incu ba ção dos com po nen tes de
den tina solú veis em EDTA com um anti corpo mono clo nal blo que a dor da
ati vi dade das TGFß levou à ini bi ção de sua ati vi dade bio ló gica.15 Tal vez, 
maior con cen tra ção de EDTA ou exten são do tempo de con di ci o na mento 
dos dis cos de den tina pos sam remo ver mais smear layer, des cal ci fi car
den tina em maior pro fun di dade e, assim, libe rar mais fato res de cres ci -
mento e outros com po nen tes pro téi cos da den tina solú veis em EDTA.
Por outro lado, nos espé ci mes per ten cen tes aos Gru pos 5 e 6 foram
obser va das notá vel remo ção da smear layer e pro funda des cal ci fi ca ção
do tecido den ti ná rio, meca nismo este que pode ter con tri bu ído para a
libe ra ção de grande quan ti dade de com po nen tes pro téi cos meta bo li ca -
mente ati vos. Essas pro te í nas livres podem ter inte ra gido com recep to -
res de mem brana das célu las L 929. Dessa mane ira, a pro li fe ra ção celu lar
local foi esti mu lada, resul tando no maior número de célu las pre sen tes
sobre os dis cos de den tina nos dois perío dos de ava li a ção, com pa -
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rando-se com os demais gru pos estu da dos. Assim, parece que ambos os 
tra ta men tos de den tina per mi tem a sobre vi vên cia e pro li fe ra ção celu lar
sobre este subs trato. A apli ca ção do ácido cítrico, toda via, além de pro -
mo ver lim peza super fi cial da den tina supe rior ao EDTA, per mite maior
mul ti pli ca ção celu lar sobre os dis cos de den tina humana. Ape sar disso,
a dis tri bu i ção das célu las sobre a den tina não foi homo gê nea, o que
pode ria difi cul tar a com pleta con fluên cia celu lar sobre aquele subs trato
espe cí fico. Porém, este pro blema está sendo solu ci o nado pela manu ten -
ção dos dis cos de den tina sob cons tante agi ta ção durante o período de
apli ca ção dos áci dos. Quando a mor fo lo gia celu lar foi ava li ada, pôde-se
notar que as célu las L 929 exi biam carac te rís tica fusi forme e acha tada,
com finos pro lon ga men tos ori gi na dos a par tir da mem brana celu lar,
como que ade rindo as célu las ao subs trato. Essas carac te rís ti cas mor fo -
ló gi cas asso ci a das à manu ten ção da ade rên cia celu lar foram obser va das 
tanto para as célu las cul ti va das sobre den tina quanto sobre plás tico. Isso
indica que ambos os subs tra tos foram ade qua dos à mul ti pli ca ção celu lar.
Seme lhante mor fo lo gia celu lar e meca nismo de ade rên cia de cé lu las ao
subs trato foi demons trado por Schmalz & Schwe ikl,12 quando os auto res 
cul ti va ram fibro blas tos L 929 sobre plás tico e dis cos de den tina obti dos
de bovi nos. Dessa mane ira, pode-se espe cu lar que o cul tivo de outras
linha gens de célu las sobre dis cos de den tina humana, tais como cé lu las
odon to blas tói des, pode ser pos sí vel, apro xi mando os tes tes de ci to to xi -
ci dade dos mate ri ais odon to ló gi cos, in vitro, das situ a ções clí ni cas. Isso
por que as célu las cul ti va das sobre den tina pode rão simu lar uma mo no ca -
mada celu lar, seme lhante à camada odon to blás tica. Toda via, no vos tra -
ba lhos de pes quisa se fazem neces sá rios para ava liar a capa ci da de de cé -
lu las odon to blas tói des, como aque las recém-clo na das por Hanks et al.,4, 5

se mul ti pli car sobre dis cos de den tina humana e exer ce r a fun ção de sín -
tese e secre ção de pro te í nas espe cí fi cas da den ti na, quando esti mu la das 
para esta fun ção.
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n ABSTRACT: An in vitro pulp device (IVPD) has been devel oped to carry out in 
vitro stud ies con cern ing the cytotoxic effects of den tal mate ri als. This IVPD
has allowed that dif fer ent cell lines can be plated on pulpal sur face of dentin
discs rather than on the bot tom of its pulpal com part ment. Con se quently, the
aim of this pre lim i nary study was to eval u ate the con di tions in which a
fibroblast cell line (L 929) can grow on human dentin discs pre vi ously con di -
tioned with dif fer ent acidic agents. This is in order to deter mine whether a
repro duc ible cell num ber can be main tained on dentinal sub strate. In this
way, 10.000 cells/cm2 were allowed grow ing for 24 or 48 hours on plas tic
(Con trol Group) or dentin discs con di tioned with either 50% cit ric acid- 30
se c onds or EDTA 0.5M- 120 sec onds (Exper i men tal Groups). Fol low ing appli -
ca tion of fluorescein diacetate (FDA) on the cells, they were counted under
Phase Con trast Micro scope. Cell mor phol ogy was assessed by SEM. It was
observed that L 929 fibroblasts were able to sur vive and mul ti ply on human
dentin discs as well as on plas tic. The cells showed sim i lar mor phol ogy for
either sub strate. There fore, the dentin discs treated with 50% cit ric acid
showed higher num ber of cells on their sur faces than dentin discs treated
with EDTA or plated on plas tic sub strate (Con trol Groups) for both time of
eval u a tion. It was con firmed by ANOVA and Fisher’s PLSD sta tis ti cal anal y -
sis.

n KEYWORDS: Dentin; fibroblasts; acid etch ing den tal.
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