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RESUMO 
A cultura de células constitni um instrumento altamente valioso para investigações do funcionamento celular sob inúmeros aspectos.Existem 

diversos sistemas orgânicos de cultura do complexo dentino-pulpar, seja a partir de modelos animais ou humanos. Esses sistemas possibilitam 
o desenvolvimento de estudos in vitro sobre diferenciação celular, dentinogênese primária e terciária, calcificação pulpar, componentes da 
matriz extra-celular, fatores de crescimento, etc que podem ser extrapolados e aplicados à dentinogênese in vivo. Esse artigo tem como 
objetivo realizar uma revisão na literatura sobre as técnicas de cultivo que são empregadas para o estudo do comportamento pulpar. 
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A cultura celular consiste na manu- 
tenção e multiplicação in vitro de células 
vivas. Essa metodologia possibilita a aná- 
lise do metabolismo e do comuortamento 
celular. É possível conhecer >s mecanis- 
mos envolvidos na regulaqão, síntese e 
destino de produtos celulares como pro- 
teínas, comnonentes da matriz extra ce- 
lular além da influência de agentes exter- 
nos na b i o l o ~ a  das células (fatores de 

u 

crescimento, substâncias tóxicas, etc), o 
papel da informação genética nas ativi- 
dades celulares, enfim múltiplos aspectos 
do funcionamento celular. 

A cultura de células constitui um ins- 
trumento valioso para investigações da 
biologia celular. Esse artigo tem como ob- 
jetivo realizar uma revisão das técnicas 
de cultivo que são utilizadas para o estu- 
do do comportamento das células da pol- 
ua  dentária. 

O desenvolvimento de sistemas orgâ- 
nicos de cultura do comwlexo dentino- 
pulpar a partir de tecidos dentários seja 
a partir de modelos animais ou a partir 
de humanos representa um avanço cienti- 

fico para investigações de aspectos rela- 
cionados com a dentinogênese (SLOAN et 
al. 1994; SLOAN; SMITH, 1999). A tabe- 
la 1 auresenta um resumo das diferentes 
metodologias empregadas até o momento 
uara o estabelecimento de culturas de cé- 
lulas da polpa dental e algumas aplica- 
ções experimentais desses sistemas. 

Begue-Kirn et al., apud Unda' et al., 
(2000), estabeleceram um modelo para o 
estudo da dentinogênese (primária). Os pri- 
meiros molares inferiores de camundongos 
Swiss de 17 dias foram dissecados e trata- 
dos com 1% de tripsina, por 50 minutos, 
a 4°C para dissociação dos tecidos. Cada 
papila dental foi embebida em 10pl de 
meio de cultura semi-sólido contendo 
BGJP (Meio Fitton-Jackson Modificado), 
20% de soro fetal  bovino. ácido 
ascórbico, L-glutamina, kanamicina e 
agar. Usando esse modelo, Unda et al. 
(2000) avaliaram através da microscopia 
eletrônica a citodiferenciacão celular. 
cultivando a papila dental de primeiros 
molares inferiores de camundoneos em " 
presenqa da combinação de diferentes fa- 
tores de crescimento (FGF1 (fator de cres- 
cimento para fibrobliastos ácido), FGF2 

(fator de crescimento para fibroblastos 
básico), TGFP1 (fator de crescimento 
transformante beta l), FGFl + FGF2, 
FGFl + TGFP1 e FGF2 + TGFP1). 

Sloan et al. em 1994 desenvolveram 
um método de cul tura  do comwlexo 
dentino-pulpar de dentes maduros de ra- 
tos iaossihilitando o estudo da  
dentinogênese terciária. 0 s  incisivos de 
ratos com 28 dias de vida foram disseca- 
dos e processados de duas maneiras dis- 
tintas: os dentes foram cultivados após um 
corte no sentido longitudinal, que os au- 
tores chamaram de cultura de dentes 
intactos e também foram cultivados em 
finos slices (fatias), a partir de secções 
transversais de 2mm de espessura. Em 
ambos os casos os tecidos foram embebi- 
dos em meio DMEM (Dulbecco's 
Modification Eagle's Minimum Essencial 
Medium) contendo soro fetal de bovino. 
vitamina C, glutamina, antibióticos e 
&ar. Os tecidos foram cultivados a 37°C 
em uma atmosfera de 5% COZ em ar, por 
um ueríodo de 2 a 5 dias em culturas 
Trowel-type em 3mL de meio contendo os 
mesmos componentes usados para embe- 
ber os tecidos a exceção do ágar. A morte 
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celular foi observada. nas culturas de den- 
tes intactos, após 2 dias e nas culturas de 
secções, após 2 a 5 dias. A viabilidade do 
complexo dentino-pulpar das secções foi 
superior ao dente intacto e preservou a 
morfologia dos tecidos e das células. Os au- 
tores concluíram que o método de cultnra de 
seeçóes de dentes de ratos oferece condi- 
ções satisfatórias para o estudo do complexo 
dentino-pulpar e da dentinogênese terciária. 

Assim, Sloan e Smith (1999) usaram o 
modelo de cultura descrito por Sloan et ad. 
em 1994 para  examinar-os efeitos do 
TGFPI, TGFP2 e TGFP3 na resposta do com- 
plexo dentino-pulpar. Os s&es foram manti- 
dos em culturas de Trowel-type por 7 dias. 
Após a cultura, os slices foram fixados em 
formalina neutra 1090 por 24 horas e 
desmineralizados com ácido fórmico 10% 
por 48 horas. O material assim preparado 
foi desidratado e embebido em parafina, 
cortado e corado com hematoxilina e eosina. 
Amanutenção do conjunto dentinepulpar em 
cultura é vantajoso, visto que a dentina 
tem origem a partir de células pulpares e 
existe um prolongamento citoplasmático 
do odontoblasto no interior dos túbulos 
dentinários. A cultura do complexo dentino- 
pulpar favorece a manutenção da morfologia 
original do tecido e das células sendo possí- 
vel inclusive o exame sob microscopia óptica 
deste complexo. 

Heywood e Appleton (1984) avalia- 
ram a integridade ultraestrutural dos 
odontoblastos em um modelo de cultura 
também a partir de incisivos de ratos. 
Entretanto, nesse modelo a polpa é remo- 
vida e os odontoblastos são cultivados 
aderidos à superfície da dentina. Ratos 
de diferentes linhagens, de duas semanas 
de vida, foram usados no experimento. 
Os dentes foram clivados através de uma 
incisão longitudinal e a polpa foi raspada 
cuidadosamente deixando-se anenas a 
camada de odontoblastos aderidos à 
dentina. Os dentes foram colocados em 
placas de cultura contendo 5mL de MEM 
(Eagle's minimum essential medium), 
suplementa<io com glutamina, glicose, so- 
lução de antibiótico e anti-micótico e 10% 
de soro fetal bovino. Um tampão bicar- 
bonato foi empregado para obter-se um 
pH final de 7,4. As placas foram mantidas 
em uma incubadora umidificada a uma 
atmosfera de 5% de C02 em a r  por 24 
horas. Após, os dentes foram processa- 
dos e a camada de odontoblastos foi ava- 
liada por microscopia de contraste de fase 
e microscopia eletrônica de transmissão. 
Os resiiltados indicaram que a camatia (le 
odontoblastos permanece homogênea 
aderida à sunerfície da dentina. Ném dis- 
so, os odontoblastos apresentaram estru- 
tura normal, com núcleo polarizado si- 
milar ao que é observado in vivo. 

Células bovinas também são utiliza- 
das em culturas para estudos do compor- 
tamento pulpar. Em 1991, Nakashima es- 
tabeleceu um método de cultura primária 
para polpa dental de bovinos. Para tan- 
to, o autor testou quatro métodos de sepa- 
ração enzimática (tripsina, colagenase 
com e sem pr6-tratamento com &ripiana e 
a associação de tripsina e colagenase) e 
cinco meios de cultura (DMEM, DMEW 
Ham's FIZ, F12, RPMS 1640 (Roswell 
Park Memorial Institute) e meio 199). O 
método de separação enzimática mais efi- 
ciente e menos lesivo que resultou em alto 
número de células isoladas. satisfatória 
aclesão e bom crescimento foi o que utili- 
zou colagenase com pré-tratamento com 
tripsina. Com relação ao meio de cultura 
o DMEM e o DMEMIHam's F-12 apresen- 
taram os melhores resultados de cresci- 
mento celular, adesão e número de célu- 
las confluentes.  A metodologia de  
Nakashima (1991) utiliza a polpa de pri- 
meiros incisivos nermanentes extraídos 
de vacas de três anos de idade. A polpa é 
cortada em pedaços e lavada com HBSS 
(Hank's halanced salt solution) livre de 
cálcio, pH 7,O e inciibada a 37°C em 0,270 
de tripsina e 0,02% de EDTA em HBSS 
livre de cálcio por trinta minutos. A solu- 
ção é então colocada em 0,2% de colage- 
nase em HBSS contendo 5mM de cálcio. 
Após trinta minutos, a solução enzimática 
é centrifugada por 1 minuto a 50g, 4°C e o 
sobrenadante é novamente colocado em 
igual quantidade de solução enzimática. 
O sobrenadante, contendo as células em 
suspensão, é centrifugado por quatro mi- 
nutos a 120g, 4°C. O material é lavado 
com HBSS e rcssuspendido em DMEM 
contendo 10% de soro fetal bovino e anti- 
bióticos (penicilinalestreptomicina). O 
procedimento é repetido quatro vezes até 
ficar um mínimo resíduo de polpa dental. 
As células isoladas são semeadas em pla- 
cas de 35mm de diâmetro na densidade de 
SXIO%élulas por mL. O meio de cultura 
DMEM é trocado a cada dois dias e as 
culturas são ol)servadas em microscópio 
de contraste de fase. 

Toyono et al. (1997) também utiliza- 
ram culturas de c6lulas pulpares de inci- 
sivos de bovinos adultos, obtidas a partir 
da metodologia acima citada para avali- 
a r  as mudanças temporais na expressão 
tlos membros da superfamília do TCFb e 
de seus receptores durante a diferencia- 
ção de pr6-odontoblastos. 

No que diz respeito à utilização de cul- 
turas primárias ou subculturas os auto- 
res discordam quanto às vantagens. 
Nakashima (1992) por exemplo, prefere 
a cultura de célula primária, pois acredi- 
ta aue assim se mantém melhor as carac- 
terísticas fenotípicas das cklulas pulpares 

originais à cultura de células sub-cultiva- 
das ou clonadas. 

Tjaderhane et al. (1998) acreditam que 
métodos de cidtura a partir da papila den- 
tal de camundongos e das células da pol- 
pa de bovinos, que induzem a diferencia- 
ção de células mesenquimais em odonto- 
blastos nao são aconselháveis para o es- 
tudo de odontol)lastos maduros. O uso 
desses modelos é principalmente indica- 
do para estudos de diferenciação de célu- 
las precursoras. Os autores, consideran- 
do que o odontoblasto é uma célula que 
apresenta um prolongamento citopfas- 
mático na dentina, criaram um modelo 
de cultura de odontohlastos humanos 
respeitando essa característica. São usa- 
dos terceiros molares intactos recém ex- 
traídos, de pacientes jovens. Pmediata- 
mente após a extração os dentes são colo- 
cados em PBS (Phosnhate-Buffered 
Saline). A separação coroalraiz é obtida 
a vartir de um sulco realizado 5mm abai- 
xo tla junção cemento esmalte. O tecido 
pulpar é ciiretado e colocado em cultura, 
porém em placas de 96 poços contendo 
OPTI-MEM I (uma modificação do MEM 
contendo: tampão HEPES (N-2 Ifidro- 
xietil piperazine - N7- 2 ácido sulfonico 
etano p H  7,4), hipoxantina, timina, 
piruvato de sódio, L-glutamina, elemen- 
tos traço, fatores de crescimento e feno1 

> .  

vermelho reduzido) siiplementado com 
penicilina G, estreptomicina e anfotericina 
R. As coroas contendo a camada de odon- 
toblastos que permaneceu aderida, atape- 
tando a câmara pulpar, são embebidas 

- - 

parcialmente em agarose com a superfí- 
cie oclusal nara baixo e são colocadas em 
placas de 24 poços. As câmaras pulpares 
são gentilmente lavadas três vezes por dez 
minutos com o meio de cultura acima <:i- 
tado p a r a  remover o fluido tecidiial 
piilpar. Aproximadamente 200 a 300pL 
de meio de cultura são colocados no inte- 
rior da coroa e ao redor do gel de agarose 
para minimizar a desidratação. E colo- 
cada uma cobertura de vidro sobre as 
coroas para prevenir a evaporação. As 
coroas são cultivadas em uma atmosfera 
umidificada contendo 5Yo de COz. O meio 
de cultura é trocado diariamente e as cé- 
lulas permanecem em ci~ltura por até 10 
dias. 

O método de Tjiiderhane et al. (1998) 
contempla a cultura de odontoblastos huma- 
nos maduros com atividade secretora defi- 
d a .  Esse método foiutilizado por Palosaari 
et al. (2000), para investigar a expressão e 
localização da MMP-8 (metaloproteinase 
da matriz 8) em odontoblastos humanos e 
no tecido pulpar. Foram feitas culturas 
de três diferentes tipos celulares: células 
do tecido pulpar, odontoblastos e fihro- 
blastos da polpa. Para  a obtenção das 
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culturas de fbroblastos, após a curetagem 
da polpa, essa foi cortada em fragmentos 
e estes colocados em uma placa que ficou 
sem meio de cultura durante 30 minutos 
para possibilitar a adesão dos fragmen- 
tos. Após este período, o meio de cultura 
foi adicionado à placa e quando observa- 
do um grande número de fibroblastos, os 
fragmentos de tecido pulpar foram remo- 
vidos. Após os fibroblastos tornarem-se 
confluentes, uma linha dessas células foi 
estabelecida para subseqüente tripsiniza- 
ção e culturaatravés de várias passagens. 

Holt et al. (2001) usou uma modifica- 
ção da técnica de Tjaderhane et al. (1998) 
para observar os odontoblastos após um 
preparo cavitário com e sem refrigera- 
ção. Nesse experimento os autores utili- 
zaram como meio de cultura uma mistura 
de DMEMIF-12,1096 de soro fetal bovi- 
no e antibióticos (penicilinalestrepto- 
micina). A cultura de odontoblastos foi 
incubada em uma atmosfera umidificada 
a 37"C, 5% de COs por um período de dois 
a auatro dias. 

Cabe ressaltar que outros autores tam- 
bém têm utilizado culturas de células hu- 
manas de terceiros molares recém extra- 
ídos, porém com diferentes metodologias 
(SHIRAKAWA et al., 1994; MAGLOIRE, 
JOFFRE; BLEICHER, 1996; 
PALOSAARI et al., 2000; MELIN et al., 
2000). 

Shirakawa et al. (1994) iitilixaram cé- 
lulas pulpares (nomeadas P1, P2, P3  e 
P4) obtidas de quatro terceiros molares 
que  foram mantidos em cul turas  
monocamada separados para investigar 
os efeitos de TGFbl sobre a atividade da 
fosfatase alcalina, o nível de mRNA e o 
conteúdo de DNA. As polpas foram pica- 
das em fragmentos. Esses fragmentos fo- 
ram incubados a 37" C por 60 minutos em 
um tampão contendo HEPES (pH 7,4), 
NaH2P04, NaCl, I<H2POe, CaClz, KCl, 
glicose, manitol, albumina de soro bovi- 
no ,  penicilina, estreptomicina e 
colagenase baeteriana. A suspensão de 
células foi centrifugada 800g por 10 mi- 
nutos  e o mater ia l  resul tante  foi 
ressuspenso em DMEM suplementado com 
10% de soro Seta1 bovino, penicilina, 
estreptomicina e fungizona (meio A). As 
células foram semeadas em placas de cul- 
tura de 60mm de diâmetro e incubadas 
em 5% de CO I 95% de ar a 37°C. Quando 
as células to&arain-se confluentes, elas 
fo ram colhidas com tr ipsina e 
transferidas para subcultiiras de 8 x 10" 
células por 10 cm de placa, em presença 
do meio A. 

Magloire, Joffre e Bleicher (1996) re- 
comendam o uso de células humanas em 
culturas de slices de terreiros molares, 
pois assim 6 possível manter tanto as 

interaçães normais célula-célula, quanto 
a integridade micro-vascular. Os autores, 
afirmam que esse modelo de cultura pos- 
sibilita o estudo de fenômenos relaciona- 
dos com o processo de cura do complexo 
dentino-pulpar, tais como a indução 
molecular, a neovascularização, a proli- 
feração, a migração e a diferenciação de 
células precursoras  em células tipo 
odontoblastos. Nesse estudo os autores 
analisaram o comportamento do tecido 
pulpar após um preparo cavitário. Trin- 
ta terceiros molares recém extraídos fo- 
ram cuidadosamente werfurados sob re- 
frigeração criando lima cavidade oclusal. 
Estes foram posicionados em meio de cul- 
t u r a  BME (Basal Medium Eagle) 
s u ~ l e m e n t a d o  com ácido ascórbico, 
estreptomicina, penicilina e 10% de soro 
fetal de 13ovino sendo rapidamente trans- 
portados para o laboratório. Os dentes 
foram então cuidadosamente seccionados 
sob um fluxo de meio de cultura, em uma 
serra equipada com disco de diamante, em 
secções de aproximadamente 750 pm de 
espessura. Geralmente 3 ou 4 slices, in- 
cluindo a cavidade e tecido pulpar intacto 
foram selecionados por dente e lavados 
com PBS. Os slices (com e sem cavidades) 
foram cuidadosamente transferidos para 
placas de Petri (35mm de diâmero), sendo 
cultivados em meio de cultura BME 
suplementado como descrito e incubados 
por 3 a 30 dias em uma atmosfera com 5% 
de COz. O meio de cultura foi renovado a 
cada 2 dias. 

A metodologia de Magloire, Joffre e 
Bleicher (1996) foi utilizada Dor Melin et al. , , 
(2000) com o objetivo de demonstrar que os 
trgs principais eventos para o reparo da pol- 
pa dentária em humanos, isto é, prol&- 
ração celular, migração celular e síntese 
de colágeno tipo I (uma característica fiin- 
cional de odontoblasto) são influenciados 
pelo TGFP1. 

Feigal et al. (1985) compararam uma 
linhagem de células t ransformadas 
comumente usada  em testes de 
citotoxicidade (L929, Bmhagem continua 
de fibroblastos originada do tecido con- 
juntivo do pulmão de camundongos - 
American Type Culture Collection) com 
células humanas diplóides (presumi- 
velmente fibroblastos) de origem pulpar, 
em resposta a testes de citotoxicidade e a 
alterações no soro adicionado ao meio de 
cultura. As células da polpa foram obti- 
das de terceiros molares extraídos de pa- 
cientes entre 19 e 24 anos. A wolwa foi co- 
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locada em placas de Petri corn meio de 
cultura contendo 25% de soro fetal bovi- 
no. Após, foi cortada em fragmentos e es- 
ses foram colocados em um frasco de 
25cm" sendo adicionado sobre cada frag- 
mento dc tecido uma a duas gotas do meio. 

Os frascos foram cuidadosamente coloca- 
dos em uma estufa a 37°C em uma atmos- 
fe ra  de 95% de a r  e 5Vo de C 0 7  
umidificada. Após uma a duas horas de 
adaptação à atmosfera da estufa, os fras- 
cos foram selados e mantidos sob estas 
condições por mais 48 horas. Após esse 
período, relativo à adesão celular, 6-7mL 
de meio com 25% de soro fetal bovino fo- 
ram cuidadosamente adicionados ao fras- 
co. Quatro semanas após as células foram 
subcultivadas pela primeira vez. Após 
essa etapa, várias subculturas foram rea- 
l izadas usando-se meio s t anda rd  
Dulbecco, sendo os procedimentos iguais 
tanto para as células humanas quanto 
para as células L929. Nas células huma- 
nas da polpa foi evidenciado que o soro 
fetal bovino ofereceu o melhor suplemen- 
to para a divisão celular quando compa- 
rado com a associação soro fetal bovino1 
soro humano. As células diplóides huma- 
nas apresentaram uma maior sensibilida- 
de que as células L929 nos testes de  
citotoxicidade. sendo assim mais awronri- 

I I 

adas para esse fim. Os autores afirmam 
que as células humanas diplóides apre- 
sentam características morfolágicas de 
fibroblastos. worém como não foram rea- , l 

lizados testes para caracterizá-las presu- 
me-se que sejam fibroblastos originários 
da polpa dental. Essas células mantêm o 
cariótipo humano normal e apresentam 
senescência após a 15" ou 18" passagem. 

Kasugai, Adachi e Ogura (1988) acre- 
ditam que o estabelecimento de culturas pri- 
márias-de células da polpa dental consõme 
tempo e o resultado pode ser variável, sen- 
do preferível estabelecer uma linhagem de 
células com caractei-ísticas de tecido nulnar 

1 1  

a partir de células clonais da polpa de 
incisivos de ratos. O propósito do estudo 
citado foi estabelecer uma linha de célu- 
las clonais da wolwa de incisivos de ra- 

A 1 

tos, usando a fosfatase alcalina como uma 
enzima marcadora da clonaeem. Foram - 
usados ratos Wistar machos, de 7 sema- 
nas, com um weso de 1809. Os ratos fo- ., 
ram sacrificados por decapitação sob 
anestesia e a polpa dental dos incisivos 
superiores foi assepticamente dissecada, 
picada e incubada em 20ml de PBS con- 
tendo 0,5% de tripsina e 0,02% de EGTA 
(ethylene glycol bis (2-aminoethyl 
ether)-N,N,N'N7-tetraaeetic aeid) a 37" 
C por 60 minutos. As células que se sol- 
taram foram filtradas atraves de uma 
delgada malha de aço inoxidável e 
centrifugadas (400g por  10 minutos, 
4°C). O material foi r e s~us~end ido  em 
meio de cultura MEM (Meio Essencial 
mínimo de Eagle) suplementado. As cé- 
lulas pulpares foram colocadas em pla- 
cas de cultura de 60mm em uma conceu- 
traqão de 2,s x 10' células. O pJ3 do meio 
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foi estabelecido em 7,4 com NaNC03 e as 
células foram mantidas sob uma atmos- 
fera de 95% de a r  e 5% de C02 a 37" C. O 
meio foi muilado após 24horas e subçe- 
qaientemente em intervalos de 48 horas. 
As c6lulas se tornaram confluentes ap6s 
14 dias e saibculturas foram feitas usan- 
do  PBS contendo 0,1% de triysina e 
0,02% de FGTA. A concentração do soro 
foi alterada para 10% na 46" suhcultura. 
A derisidade de iriocula<;ão celular foi de 
0,6-1 x lO4/cmZ. Após a 52" subcultura 
foi realizada clonagem. As célixlas que 
apresentavam alta atividade de fosfatase 
alcalina foram novamente clonadas. O 
clone RPC-C2A que apresentou a mais 
alta atividade fosfataçe alcalina foi usa- 
do para  os experimentos si~l)seqiientcs. 
Os autores usaram a fosfatase alcalina 
como marcadora, pois esta é uma enzima 
expressa ia vivo em ckliilas pulpares e 
em odontoblastos de cuja bioquímica tem 
sido bem es tudada .  Além disso,  a 
fosfatase alcalina pode estar funcional- 
mente envolvida com o processo de 
mineralização. A atividade da fosfatase 
alcalina nas células RPC-C2A foi a mes- 
ma quando comparada a células isola- 
das da polpa dentária. Os autores con- 
cordam com Feigal et al. (1985), que as 
células diplbides humanas são mais apro- 
priadas para testes de citotoxidade, en- 
tretanto, ressaltam que a cultura primá- 
ria <Ia polpa dental humana é difícil e o 
crescimento dessas células é lento. Para  
Kasugai, Adachi e Ogura (1988) as linha- 
gens ile células de rato também são apro- 
priadas para testes de citotoxidade, es- 
pecialmente para testes iniciais de avali- 
ação de uma grande diversidade de dro- 
gas. 

As células RPC-C2A (KASUGAI; 
ADACHI; OGURA, 1988) foram usadas em 
estudos com diferentes proy)ósitos. Liang, 
Nishiniiira e Sato (1992) investigaram o efeito 
(ia insulina sobre estas células e a influência 
do fator de crescimento epidérmico e do fator 
de crescimento transformante beta sobre o 
efeito da insulina. Nishikawa et al. (2000) 
avaliaram os constituintes de glicosa- 
minodicanos sintetizados por estas células e 
o efcito tle TGFP na síntese de &cosamino- 
&anos através da medida de sillfato radio- 
ativo incorporado. 

MacDougall (1995) também acredita 
que pesquisas em culturas de células não 
imortalizadas são difíceis ilevido ao pe- 
queno número de células, a dificuldade 
de isolamento de uma população pura e o 
fato de odontoblastos serem c6lulas pós- 
mitbticas. Dessa forma, o autor estabele- 
ceu, a partir de primeiros molares inferi- 
ores de camundongos Swiss Webster, uma 
linha de  odontoblastos imortalizados 
como modelo para investigaç6es de mc- 

canismos da diferenciayão dos odonto- 
blastos em nível molecular. 

A partir de germes dentários de pri- 
meiros e segundos molares de  ratos 
Sprague-Dawley de 3 a 5 dias de vida, Nao 
et al. (2002) desenvolveram uma linha de 
odontoblastos imortalizados capaz <'ir produ- 
zir tecido mineralizado in vitso e ia vivo. Os 
autores afirmam que esse modelo pode ser 
uma valiosa ferramenta tanto para estu- 
do da diferenciayão de odontoblastos, 
quan to  p a r a  es tudo 110s eventos 
molerulares envolvidos na formayão da 
dentina. 

O sistema de cultura de células da pol- 
pa dental é um modelo útil para o estudo 
d a  calcificayão pulpar .  Nódulos 
mineralizados podem ser Sorrnados a par- 
t i r  de culturas de c6lulas pulpares 
( T S U W O T O  et al., 1992; KASUGAI et 
al., 1993; ALLIOT-LICHT; IIURTKEL; 
GREGOIRE, 2001). Tsultamoto et al. 
(1992) cultivando fibroblastos da polpa 
de dentes humanos deciduos e supra-nu- 
merários desenvolveram um modelo para 
o estudo das calcificações pulpares. O te- 
cido pulpar foi removido e colocado em 
frascos  de  cu l tu ra  com DMEM 
suplementado com ácido ascórbico e soro 
fe ta l  bovino em u m a  atmosfera 
umidificada de 95% de a r  e 5% de COA a 
37°C. As células foram tripsinizadas e 
sub-cultivadas a 1X106 c6lulas/lOmL com 
DMEM em frascos de cultura de 75cm2 
sendo o meio substituído em períodos de 5 
a 7 dias. Das 200 ctilturas de fil>roblastos 
pulpares, seis formaram nódulos após 10 
a 1 5  dias de  cu l tu ra .  Através de  
microscopia eletrônica 05 autores cons- 
tataram que os nódulos apresentavam 
vesículas de matriz e cristais em forma tle 
agulha associados a uma densa r t d r  de 
fibras colágenas. 

Por sua vez, Kasugai, ct al. (1993) uti- 
lizaram células pulpares de ratos para es- 
tabelecer um modelo experimental que 
formasse tecido mineralizado em cultu- 
ra.  As cblulas de incisivos superiores de 
ratos machos Wistar (7 semanas de vida) 
foram, inicialmente processadas segiindo 
Kasugai, Adachi e Ogura (1988) e culti- 
vadas com 10nM de dexametasona ou em 
sua ausência, usando o meio essencial 
mínimo de Eagle suplementado com 10% 
de soro Setal lwvino e ácido ascórbico. As 
I-blulas confluentes foram siibcultivadas 
e o nieio foi suplementado com P-GP (P- 
glicerofosfato). Os resultados indicaram 
que a Dexametasona em cultura primá- 
ria elou secundária acentua a formação 
de tecido mineralizado e que >5mM de P- 
G P  são necessários para a indução de 
mineralização. Os resultados indicaram 
que algumas células da polpa dental do 
rato, em cultura, expressam um fenótipo 

tipo odontohlasto. 
AUiot-Licht, Hurtrel e Gregoire (2004) 

deçenvolvcram e reproduziram um mo- 
delo de cultura de células pulpares Iiuma- 
nas na qual houve a formação de nódulos 
mineralizados, n a  ausência d e  
dexametasona ou h-~licerofosfato. Os au- 

L 

toses utilizaram a polpa cororaásia de tes- 
ceiros molares humanos. As polpas foram 
cor tadas  em pequenos fragmentos 
(<lmmi) e colocadas em placas contendo 
meio RPMI 1640 suplementado com L- 
gliitamina, peniciliua/estreptoinicina, 
anfoteririna B e 10% de soro Setal bovino 
em uma atmosiera úmida com 95% de ar  
e 5% de C 0 2  a 37°C. Os fragmentos foram 
apenas cobertos coni o meio de cultura 
para favilitar sua adesão. O meio for tro- 
cado a cada 2 dias. Após 4 semanas algu- 
mas células foram colhidas com tripsina- 
EDTA (ácido rtilenodiaminotetra&tico) 
e suhtultivadas em meio RPMT completo 
até a quinta passagem. As cblulas rema- 
nescentes foram mantidas em culturas 
p r imár ia  p o r  dois meses em RPMH 
$uplementad» com dexametasona (10 
M). Fibroblastos pulpares foram usados 
como controle. Essas células foram obta- 
das pelo mesmo procedimento, sendo ra- 
nidamente subcultivadas em meio míni- 
mo essencial completo sendo analisadas 
após sua vigésima passagem. Atravbs da  
mi(:roscouia eletrônica de varredura foi 
confirmada a presença de cálcio e fósfo- 
ro em ambas culturas: primária de longo 
tempo e na subcilltura na 5" passagem. 
c o ~ c ~ ~ s Õ ~ s  

A presente revisão de literatura mos- 
tra a existência de uma grande variedade 
de t6cnicas de cultura para o estudo tlo 
comportamento pulpar. Para a escolha 
de uma técnica 6 importante, yrimeira- 
mente a definição dos objetivos da pes- 
quisa e da metodologia de avaliação dos 
resultados. 

Em relacão aos estudos sobre a dife- 
renciação de células pulpares maduras, o 
modelo de estudo mais indicado é o que 
utiliza as próprias células humanas da 
polpa de terceiros molares recém extraí- 
dos. Nesse modelo, a obtenção das c6lulas 
para cultura não é um obstáculo, pois ter- 
ceiros molares são extraídos com muita 
freqüência. Além tias vantagens de se tra- 
balhar com cél~ilas hiimanas que não so- 
freram qualquer alteração (imortalização, 
etc) este processo não é tão dispendioso 
quanto um modelo animal. Entretanto, 
nesse modelo de estudo é h o r t a n t e  defi- 
nir detalhadamente os critérios de exclu- 
são, pois o uso de medicações por parte do 
paciente, doenças sistamicas, ou outros fa- 
tores, podem alterar o comportamento das 
células em cultura. 

O uso de f i o s  slices de dentes humanos 
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cultivados in vitro mantém as interações 
normais célula-célula, além de permitir 
uma metodologia de avaliação com o uso 
de microscopia óptica com colorações de 
rotina como hematoxilina e eosina. Entre- 
tanto, convém ressaltar que esse comple- 
xo permanece viável em cultura pelo perí- 
odo máximo de 30 &as. Outros modelos 
humanos não priorizam a manutenção do 
complexo dentino-pulpar em cdtura  e uti- 
lizam ou odontoblastos aderidos ii coroa 
ou células pulpares dissociadas, sendo que 
o íiltimo permite um período de cultura 
maior, porém um dos inconvenientes apre- 
sentados 6 que o crescimento das células é 
lento e limiGdo, já que não se trata de uma 
linhagem, e o pesquisador deve ter tempo 
e paciência para estabelecer as culturas. 

Os estudos em cultura de células 
pulpares humanas são muito promissores, 
pois além das perspectivas que surgem na 
Odontologia como pesquisas de técnicas e 
recursos que proporcionam terapias cada 
vez menos invasivas e mais conservado- 
ras das estruturas dentárias. novos hori- 
zontes se abrem, já que células-tronco -To- 
r a m  isoladas n a  polpa den ta l  
(GRONTHOS et al. 2000; GRONTHOS et 
al. 2002). Gronthos et al. (2000) demons- 
traram que a polpa dental pbs-natal con- 
tém células clonogênicas, altamente 
proliferativas e capazes de regenerar te- 
cidos, propriedades que efetivamente de- 
finem cblulas tronco. Em 2002. Gronthos 
et al. a~rofundaram os estudos sobre as 
propriedades das DPSCs (cblulas tronco 
da  polpa dental) e os resultados demons- 
traram que essas c6lulas possuem capaci- 
dade de auto-renovação e diferenciação 
em multi-linhagens. 

Portanto,  a utilização de células 
pulpares em cultura é importante para o 
desenvolvimento de metodologias que 
objetivam a regeneração dentár ia  e 
tecidual. 

ABSIFRACT 
The cell cialture is a valuable tool for 

the investigation of the cell fiinctioning. 
Therc are many organic systems for the 
cxdture of the dentine-pulp complex, using 
human os animal models. These systems 
are  useful for studies in vitro over ceU 
di-âerentiation, primary and reparative 
dentin fornnation, calcification of pu1p 
tissues, extraceuarlas matsix components, 
growth factors, etc that may be extendrd 
and nscd to a4enthnogcnesis kn uivo. This 
article goal is to review the literatiire 
abont the culture tecniqanes nsed ira piilip 
behavior studies. 

KEY W O m S  
Dental pulp,  cr l l  cul ture ,  

odontogrnesis. 

Tabela 1: Mc~todologins encpreguílas p a r a  o estr~belecirnento de ~~ri.lturus cle céluhs 
du pol~ja derital e czlgc:ntos upficaç&s experimerrtais chsses sistemas. 
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