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RESUMO 

 

Esta dissertação teve o propósito de apresentar 2 artigos científicos. ARTIGO 1: O objetivo 

deste estudo foi avaliar a viabilidade de células-tronco de dentes decíduos humanos esfoliados 

(SHED) frente a exposição a diferentes extratos de materiais biocerâmicos. Os extratos dos 

cimentos foram preparados a partir da confecção de discos de cimentos, que foram imersos 

em αMEM suplementado com 10% Soro Fetal Bovino (SFB), de acordo com os seguintes 

grupos experimentais: Grupo 1 (G1) - Bio-C Repair, Grupo 2 (G2) - MTA Repair HP, Grupo 

3 (G3) - TheraCal LC e Grupo 4 (G4) – Biodentine. O grupo controle positivo foi mantido 

com αMEM + 10% SFB e o controle negativo com αMEM + 1% SFB. SHED obtidas por 

meio de cultura primária ficaram em contato com os extratos dos cimentos por 24, 48 e 72h.  

A viabilidade celular foi avaliada através do Ensaio MTT. Os experimentos foram realizados 

em triplicata biológica e o teste repetido três vezes. Os dados foram analisados pelo teste 

ANOVA a dois critérios, seguido do teste de Tukey (p<0,05). Houve diferença 

estatisticamente significativa entre os tratamentos e períodos estudados (p<0.000). O grupo 2 

(MTA Repair HP) apresentou viabilidade celular superior aos demais grupos experimentais e 

o controle negativo. Além disso, observou um padrão semelhante de comportamento entre o 

MTA Repair HP e os grupos controles, com uma diminuição da viabilidade celular de 24h 

para 48h e um aumento de 48h para 72h. O Bio-C Repair, Biodentine e Theracal LC não 

apresentaram diferenças estatisticamente significativas entre os períodos estudados. Conclui-

se que as células-tronco de dentes decíduos humanos esfoliados apresentaram uma melhor 

viabilidade em contato com o extrato MTA Repair HP em comparação aos demais materiais 

biocerâmicos estudados. ARTIGO 2: O objetivo deste estudo foi avaliar a biocompatibilidade 

de células-tronco de dentes decíduos humanos esfoliados (SHED) em contato com extratos de 

uma bandagem de bioestimulação dentino-pulpar (BBio), MTA Repair HP e Biodentine.  As 

células foram obtidas a partir do biorrepósitório de linhagens celulares derivadas da polpa de 

dentes decíduos da Faculdade de Odontologia de Bauru da Universidade de São Paulo. As 

amostras foram preparadas e imersas em αMEM 10% SFB de acordo com os seguintes grupos 

experimentais: Grupo 1 (G1) - Bandagem dentino/pulpar (BBio), e Grupo 2 (G2) - Biodentine 

e Grupo 3 (G3) - MTA Repair HP. O controle foi realizado com células sem tratamento. O 

grupo controle positivo (C+) foi mantido com αMEM +10% SFB e o grupo controle negativo 

(C-) com αMEM + 1% SFB.  A viabilidade celular foi analisada por meio do Ensaio MTT, 

em 24, 48 e 72 horas após o contato das SHED com os extratos dos materiais testados. Os 



 
 

dados foram analisados pelo teste ANOVA a dois critérios, seguido do teste de Tukey 

(p<0,05). Houve diferença estatisticamente significativa entre os grupos e períodos estudados 

(p<0.000). Na comparação intergrupos, observou-se uma maior viabilidade celular em G3 

(MTA Repair HP). De acordo com os resultados apresentados, observou-se que células-tronco 

de dentes decíduos esfoliados humanos expostas a BBio apresentaram viabilidade celular,  até 

mesmo superior ao Biodentine, concluindo então ser uma alternativa aos materiais de 

capeamento pulpar disponíveis no mercado. 

 

Palavras-chave: SHED, Viabilidade Celular, Teste de Materiais Biocompatíveis. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

ABSTRACT 

 

Comparative analysis of the biological effects of bioceramic materials on stem cells from 

exfoliated primary teeth (SHED) 

 

This dissertation had the purpose of presenting 2 scientific articles. ARTICLE 1: The aim of 

this study was to evaluate the viability of stem cells from exfoliated human deciduous teeth 

(SHED) against exposure to different extracts of bioceramic materials. The cement extracts 

were prepared by making cement disks, which were immersed in αMEM supplemented with 

10% Fetal Bovine Serum (FBS), according to the following experimental groups: Group 1 

(G1) - Bio-C Repair, Group 2 (G2) - MTA Repair HP, Group 3 (G3) - TheraCal LC and 

Group 4 (G4) - Biodentine. The positive control group was maintained with αMEM + 10% 

FBS and the negative control with αMEM + 1% FBS. SHED obtained through primary 

culture were in contact with the cement extracts for 24, 48 and 72 hours. Cell viability was 

assessed using the MTT Assay. The experiments were performed in biological triplicate and 

the test repeated three times. Data were analyzed using the two-way ANOVA test, followed 

by the Tukey test (p<0.05). There was a statistically significant difference between the 

treatments and periods studied (p<0.000). Group 2 (MTA Repair HP) showed higher cell 

viability than the other experimental groups and the negative control. Furthermore, a similar 

pattern of behavior was observed between MTA Repair HP and the control groups, with a 

decrease in cell viability from 24h to 48h and an increase from 48h to 72h. Bio-C Repair, 

Biodentine and Theracal LC did not show statistically significant differences between the 

studied periods. It is concluded that stem cells from exfoliated human deciduous teeth showed 

better viability in contact with the MTA Repair HP extract compared to the other bioceramic 

materials studied. ARTICLE 2: The aim of this study was to evaluate the biocompatibility of 

stem cells from exfoliated human deciduous teeth (SHED) in contact with extracts of a 



 
 

dentine-pulp biostimulation bandage (BBio), MTA Repair HP and Biodentine. The cells were 

obtained from the biorepository of cell lines derived from the pulp of deciduous teeth at the 

Faculty of Dentistry of Bauru, University of São Paulo. The samples were prepared and 

immersed in αMEM 10% FCS according to the following experimental groups: Group 1 (G1) 

- Dentin/pulp bandage (BBio), and Group 2 (G2) - Biodentine and Group 3 (G3) - MTA 

Repair HP. The control was performed with untreated cells. The positive control group (C+) 

was maintained with αMEM +10% FBS and the negative control group (C-) with αMEM + 

1% FBS. Cell viability was analyzed using the MTT assay, at 24, 48 and 72 hours after 

contact between SHED and the extracts of the tested materials. Data were analyzed using the 

two-way ANOVA test, followed by the Tukey test (p<0.05). There was a statistically 

significant difference between the groups and periods studied (p<0.000). In the intergroup 

comparison, a greater cell viability was observed in G3 (MTA Repair HP). According to the 

results presented, it was observed that stem cells from human exfoliated deciduous teeth 

exposed to BBio demonstrated cell viability, even superior to Biodentine, thus concluding that 

it is an alternative to pulp capping materials available on the market. 

 
 

Keywords: SHED, Cell Viability, Biocompatible Materials Test. 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

LISTA DE FIGURAS 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1 - Layout final das membranas. ............................................................. ..... 43 



 
 

LISTA DE TABELAS 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabela 1 - Principais componentes dos materiais avaliados. .............................. ..... 28 

Tabela 2 - Comparações entre tratamentos e períodos para viabilidade celular ...... 31 

Tabela 1 - Comparações intergrupos para viabilidade celular. ........................... ..... 45 

Tabela 2 - Comparações intragrupos para viabilidade celular ................................. 

 

46 

   

   



 
 

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS 

 

µg Micrograma 

  

µl Microlitro 

  

º C Grau Celsius 

  
αMEM Minimum Essential Medium Alpha 
  

Bis-GMA Metacrilato de Bisfenol A-glicidilo 
  
ANOVA Análise de Variância 

  

cm² Centímetro ao quadrado 

  

CO2 Gás carbônico 

  

DMSO Dimetil Sulfóxido 
  

et al E outros 
  

G1 Grupo 1 

  

G2 Grupo 2 

  

G3 Grupo 3 

  

G4 Grupo 4 

  

h Horas 

  

HEMA HidroxietilMetacrilato 

  

INPI Instituto Nacional da Propriedade Industrial 

  
ISO Internacional Standards Organization 
  
MTT Brometo de 3-(4,5 dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazólio 
  
mg Miligramas 
  

mm Milímetros 

  

n º Número 

  

nm Nanômetro 

  

PEDGMA Polietilenoglicol dimetacrilato 

 



 
 

  

PBS Tampão fosfato-salino 

  

pH Potencial hidrogeniônico 

  

rpm Rotações por minuto 

  

SFB Soro fetal bovino 

  

SHED Células-tronco de dentes decíduos humanos esfoliados 

  

TEDGMA Dimetacrilato de Trietileno glicol 

  

UDMA Uretano-Dimetacrilato 

  
 

  

  

  

 

 

 

 

 

 

  

  

  

  

  

  

  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

  

LISTA DE SÍMBOLOS 

 

% Porcentagem 

> Maior que 

< Menor que 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

SUMÁRIO 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

1 INTRODUÇÃO .........................................................................................  21 

2 ARTIGOS ...................................................................................................   

2.1 ARTIGO 1 ...................................................................................................  25 

2.2 ARTIGO 2 ...................................................................................................  40 

3 CONCLUSÕES ............................................................................................ 51 

 REFERÊNCIAS  ........................................................................................  53 

 ANEXOS ........................................................................................................ 61 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1. INTRODUÇÃO 
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1. INTRODUÇÃO 

A engenharia tecidual compreende o estudo celular e molecular de tipos celulares, 

sinais desencadeadores da diferenciação celular e matrizes apropriadas para conduzir as 

células para o tecido onde estas serão implantadas (CASAGRANDE et al., 2011; TATULLO 

et al., 2019). As células-tronco mesenquimais obtidas da polpa dentária têm sido estudadas 

aliadas a engenharia tecidual (SAKAI et al., 2010; ZHANG et al., 2016). Dentes decíduos 

humanos são fontes de células-tronco muito acessíveis que podem ser isoladas e cultivadas in 

vitro facilmente. As células-tronco de dentes decíduos humanos esfoliados (SHED) formam 

uma população altamente proliferativa e com variada capacidade de diferenciação incluindo 

neurônios, osteoblastos, adipócitos, células endoteliais e odontoblastos (ATHANASIADOU 

et al. 2018; YOUSSEF et al. , 2019). O mecanismo de reparo na terapia pulpar se dá pela 

migração, proliferação e diferenciação das células-tronco da polpa dentária em odontoblastos, 

responsáveis pela síntese e secreção de dentina terciária (ARAUJO et al. 2018; GIRAUD, 

2019; AHMED et al., 2020; SANZ et al., 2020).      

 Diferentes materiais são utilizados para os procedimentos clínicos de terapia pulpar 

em dentes decíduos, incluindo os cimentos biocerâmicos de silicato de cálcio. Os mecanismos 

vitais da polpa requerem o uso de biomateriais para formar uma camada protetora sobre a 

polpa vital exposta (PRATI & GANDOLFI 2015; DAHAKE et al., 2020). A esse respeito, o 

material ideal deve ser capaz de promover a cicatrização pulpar, ser biocompatível, 

bactericida, além de não interferir o processo de reabsorção radicular fisiológico do dente 

decíduo (CUADROS-FERNÁNDEZ et al.,2016; BOSSÙ et al., 2020; KUNERT et al., 2022; 

PARISAY et al., 2022). A biocerâmica, ao ser hidratada, produz diferentes compostos como a 

hidroxiapatita, que são capazes de induzir resposta regenerativa, ser biocompatível e possuir 

propriedades antibacterianas devido à presença de nanocristais que impedem a adesão 

bacteriana (JITARU et at., 2016; SAGHIRI et al., 2017; STRINGHINI JUNIOR et al., 2019; 

TALABANI et al., 2020). Considerando que esses materiais possuem características 

desejáveis, parece válido investigar a interação entre os materiais biocerâmicos e células-

tronco da polpa dental humana (SANZ et al., 2021).     

 Estudos prévios avaliaram a citotoxicidade de materiais de terapia pulpar vital em 

células-tronco da polpa dental humana de dentes permanentes, mas poucos estudos utilizaram 

de dentes decíduos humanos (COLLADO-GONZALEZ et al., 2017; SANZ et al., 2020). 

 Ao entrar em contato com os fluídos teciduais, os cimentos à base de silicato de cálcio 

produzem hidróxido de cálcio, o qual libera íons cálcio essenciais para diferenciação e 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Youssef%20AR%5BAuthor%5D
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proliferação de células produtoras de tecidos duros. É necessário analisar essa complexa 

interação entre os cimentos à base de silicato de cálcio e células-tronco, as quais podem ser 

afetadas pelos produtos químicos dos cimentos dentários causando alterações na viabilidade 

celular e induzindo até mesmo a morte celular (TOMÁS-CATALÁ et al. 2017, 2018). O 

agregado de trióxido mineral (MTA) tem sido amplamente utilizado devido à sua capacidade 

de induzir reparo tecidual e estimular a mineralização. É um material bioativo com excelente 

habilidade de formar apatita e tem alto pH, biocompatibilidade e estimula expressão de 

proteínas da matriz dentinária. Por suas excelentes propriedades, o MTA é hoje padrão ouro 

em estudos que comparam as propriedades biológicas de materiais odontológicos 

(OLIVEIRA et al., 2022). Entretanto, o MTA apresenta algumas desvantagens como potencial 

de descoloração, alto custo, tempo de presa aumentado, dificuldade de remoção após tempo 

de presa (ESTELLITA, 2017). Para melhorar o desempenho químico, o uso da 

nanotecnologia e novas formulações de cimentos à base de silicato de cálcio estão sendo 

introduzidas no mercado (SAGHIRI et al., 2017; DUARTE et al. 2018; STRINGHINI 

JUNIOR et al., 2019; TALABANI et al., 2020; RODRÍGUEZ-LOZANO et al., 2021). 

 Com o advento da tecnologia e inovação, muitos materiais capeadores estão sendo 

desenvolvidos e estudados para reparo e regeneração do tecido pulpar (CUADROS-

FERNÁNDEZ et al., 2016; HUGAR et al., 2017; KALRA et al., 2017; 

GOPALAKRISHNAN et al., 2019; EL MELIGY et al., 2019; ZAFAR et al., 2020; KUDEN 

et al., 2022). Deste modo, a busca por novos biomateriais com propriedades bioativas, 

biodegradabilidade e atoxicidade é constante (GEMINI-PIPERNI et al., 2014; KALYAN et 

al., 2019; ZAFAR et al., 2020). Neste cenário, a quitosana, um polímero natural com 

propriedades hemostáticas, fungicidas e antibacterianas que estimulam a migração e a 

proliferação celular (CROISIER, JEROME 2013), apresenta propriedades promissoras para o 

uso na engenharia de tecidos (MUZZARELI et al., 2012; WIECKIEWICZ et al., 2017; 

AHSAN et al., 2018). Estudos recentes apontam que as características bioquímicas e 

biofísicas de polímeros e membranas tem um grande potencial de aplicação em diferentes 

especialidades odontológicas (BALATA et al., 2018; SILVA et al., 2017). Sistemas de 

administração local de medicamento, contendo um agente antimicrobiano, erradicam a 

microbiota patogênica ou modulam a resposta inflamatória, diminuindo a destruição tecidual 

(KALYAN et al., 2019).          

 Assim, a criação da Bandagem de bioestimulação dentino/pulpar (BBio) vai ao 

encontro da tendência mundial de desenvolvimento e pesquisa. A expectativa é de que a BBio 

possa ser amplamente indicada para aplicações de terapia pulpar. Para tanto, após aceitação da 
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patente (Processo RUSP 2016.1.3286.25.5) junto ao Instituto Nacional de Propriedade 

Industrial (INPI), torna-se essencial a comprovação do sucesso deste tratamento. Como as 

pesquisas atuais devem verificar a eficácia dos biomateriais em desenvolvimento, a proposta 

deste estudo visa abrir novas perspectivas de tratamento para a terapia pulpar, com o uso de 

novos materiais, possibilitando a manutenção do dente decíduo na boca até a substituição pelo 

sucessor permanente.          

 A procura por soluções e materiais ideais para qualquer área de conhecimento dentro 

da odontologia deve ser direcionada para o conhecimento e indicação de medicamentos e 

terapias biocompatíveis, visando à ocorrência do processo de reparo e proporcionando 

regeneração natural e biológica da polpa. O recente progresso no campo científico celular e 

molecular proporcionou um melhor entendimento sobre as alterações e o comportamento do 

tecido pulpar durante o processo de reparo tecidual, permitindo avaliar biologicamente as 

diferentes estratégias de terapia pulpar (MARQUES, 2016). Sendo assim, o diferencial desta 

pesquisa em comparação aos dados existentes na literatura é a necessidade de entender os 

efeitos biológicos das novas formulações de cimentos à base de silicato de cálcio sobre 

células-tronco de dentes decíduos humanos esfoliados, principalmente sobre a contribuição no 

processo de regeneração tecidual, este estudo poderá trazer contribuições importantes para um 

melhor entendimento dos mecanismos envolvidos na busca de soluções regenerativas. 
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2. ARTIGOS 

2.1 ARTIGO 1 

Comparação dos efeitos citotóxicos de materiais biocerâmicos em células-tronco de 

dentes decíduos humanos esfoliados (SHED) 

Comparison of the cytotoxic effects of bioceramic materials on stem cells from exfoliated 

human deciduous teeth (SHED) 

 

Resumo 

O objetivo deste estudo foi avaliar a viabilidade de células-tronco de dentes decíduos 

humanos esfoliados (SHED) frente a exposição a diferentes extratos de materiais 

biocerâmicos. Os extratos dos cimentos foram preparados a partir da confecção de discos de 

cimentos, que foram imersos em αMEM suplementado com 10% Soro Fetal Bovino (SFB), de 

acordo com os seguintes grupos experimentais: Grupo 1 (G1) - Bio-C Repair, Grupo 2 (G2) - 

MTA Repair HP, Grupo 3 (G3) - TheraCal LC e Grupo 4 (G4) – Biodentine. O grupo 

controle positivo foi mantido com αMEM + 10% SFB e o controle negativo com αMEM + 

1% SFB. SHED obtidas por meio de cultura primária ficaram em contato com os extratos dos 

cimentos por 24, 48 e 72h.  A viabilidade celular foi avaliada através do Ensaio MTT. Os 

experimentos foram realizados em triplicata biológica e o teste repetido três vezes. Os dados 

foram analisados pelo teste ANOVA a dois critérios, seguido do teste de Tukey (p<0,05). 

Houve diferença estatisticamente significativa entre os tratamentos e períodos estudados 

(p<0.000). O grupo 2 (MTA Repair HP) apresentou maior viabilidade celular superior aos 

demais grupos experimentais e o controle negativo. Além disso, observou um padrão 

semelhante de comportamento entre o MTA Repair HP e os grupos controles, com uma 

diminuição da viabilidade celular de 24h para 48h e um aumento de 48h para 72h. O Bio-C 

Repair, Biodentine e Theracal LC não apresentaram diferenças estatisticamente significativas 

entre os períodos estudados. Conclui-se que as células-tronco de dentes decíduos humanos 

esfoliados apresentaram uma melhor viabilidade em contato com o extrato MTA Repair HP 

em comparação aos demais materiais biocerâmicos estudados. 

 

Palavras-chave: SHED, Viabilidade Celular, Teste de Materiais Biocompatíveis. 
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INTRODUÇÃO 

As células-tronco são definidas como células indiferenciadas com alto potencial de 

proliferação e autorrenovação, capazes de se diferenciarem em diversos tipos celulares 

(LEMISCHKA, 2005; ATHANASIADOU et al., 2018). A possibilidade de isolar células-

tronco mesenquimais a partir da polpa dentária fez surgir a oportunidade de aplicar as 

concepções da bioengenharia tecidual para regeneração do tecido pulpar, proporcionando 

promissoras opções terapêuticas (GRONTHOS et al., 2000; ARAÚJO et al., 2018). 

 Dentes decíduos humanos são fontes de células-tronco que podem ser isoladas e 

cultivadas in vitro. O mecanismo de reparo na terapia pulpar se dá pela migração, proliferação 

e diferenciação das células-tronco da polpa dentária em odontoblastos, responsáveis pela 

síntese e secreção de dentina terciária (ARAÚJO et al., 2018; AHMED et al., 2020). 

 Diferentes materiais são utilizados para os procedimentos clínicos de terapia pulpar 

em dentes decíduos, incluindo os cimentos biocerâmicos de silicato de cálcio. Os mecanismos 

vitais da polpa requerem o uso de biomateriais para formar uma camada protetora sobre a 

polpa vital exposta (PRATI & GANDOLFI, 2015). A esse respeito, o material ideal deve ser 

capaz de promover a cicatrização pulpar, ser biocompatível, bactericida, além de não interferir 

o processo de reabsorção radicular fisiológico do dente decíduo (CUADROS-FERNÁNDEZ 

et al.,2016; BOSSÙ et al., 2020). Materiais bioindutivos quando colocados em contato direto 

com a dentina ou polpa lesionada, exibem biocompatibilidade e bioatividade adequadas para 

cicatrizá-la, induzindo a formação de tecido mineralizado (DAHAKE et al., 2020). 

 O desenvolvimento de novos materiais buscando as propriedades desejáveis almeja 

que os tratamentos odontológicos apresentem uma maior longevidade. Sendo assim, o sucesso 

ou insucesso dos procedimentos odontológicos pode estar associado com a escolha do 

material utilizado (CAMARGO, 2016). Estudos prévios avaliaram a citotoxicidade de 

materiais para terapia pulpar vital em células-tronco da polpa dental humana de dentes 

permanentes, mas poucos estudos utilizaram de dentes decíduos humanos (COLLADO-

GONZALEZ et al., 2017; ARAÚJO et al., 2018; ATHANASIADOU et al., 2018). Sendo 

assim, o objetivo do presente estudo foi comparar e avaliar a citotoxicidade de quatro 

materiais: Bio-C Repair, MTA Repair HP, Biodentine e Theracal LC em células-tronco de 

dentes decíduos humanos esfoliados. A hipótese nula é que os materiais avaliados não 

apresentem diferenças significativas em termos de citotoxicidade. 
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MATERIAIS E MÉTODOS 

 

Delineamento Experimental 

Este estudo apresentou um desenho fatorial envolvendo dois fatores de estudo: 

Tratamento (6 níveis: Bio-C Repair, MTA Repair, Theracal LC, Biodentine, controle 

negativo, controle positivo) e Períodos (3 níveis: 24, 48, 72 horas). 

 

Considerações éticas 

Seguindo princípios éticos e jurídicos, a realização deste trabalho foi avaliada pelo 

Comitê de Ética em Pesquisa em Humanos da Faculdade de Odontologia de Bauru, 

Universidade de São Paulo e foi aprovado sob o número CAAE: 29177820.9.0000.5417. 

(ANEXO 1). 

 

Isolamento e Cultura Celular 

O termo de consentimento e assentimento livre e esclarecido foi obtido dos 

responsáveis e participantes, como também o termo de cessão de dentes para usar os dentes 

decíduos esfoliados das crianças. Resumidamente, a polpa dentária humana foi extirpada dos 

dentes, com o auxílio de lima endodôntica e cureta, e incubadas em meio de cultura αMEM 

(Minimum Essential Medium Alpha, Gibco, Grand Island, NY, USA) 20% SFB (FBS- Gibco/ 

Life Tecnologies, Grand Island, NY, EUA) + Anfotericina B, Gentamicina e Penicilina em 

estufa a 370 C e 5% de CO2. As células obtidas foram semeadas a uma densidade de 1 × 

10 4 células cm2 em frascos de cultura de plástico de 25 cm 2 (Corning, Union City, CA) em 

meio completo e incubados a 37°C em uma atmosfera úmida contendo 5% de CO2. As células 

aderentes foram cultivadas até 80% de subconfluência e foram definidas como passagem zero 

(P0). Para passagem subsequente, as células foram lavadas com solução salina tamponada 

com fosfato (PBS) livre de Ca 2+ /Mg 2+ (Gibco Invitrogen) e separadas por incubação com 

solução de tripsina-EDTA a 0,25% (Gibco Invitrogen) por 5 min a 37°C. O meio de cultura 

foi adicionado para inativar a atividade da tripsina. Finalmente, as células foram centrifugadas 

a 1200 rpm por 5 min e semeadas em frascos de 75 cm2 a uma densidade de 1 × 10 4 células 

cm2, objetivando novas expansões e acumular maior quantidade das mesmas para posterior 
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utilização nos experimentos. A utilização das mesmas nos experimentos ocorreu entre a 4ª e 

8ª passagem.  

Materiais de capeamento pulpar 

Foram analisados quatro materiais bioativos: Bio-C Repair (Angelus, Londrina, PR, 

Brasil), MTA Repair HP (Angelus, Londrina, PR, Brasil), Theracal LC (Bisco Inc., 

Schaumburg, IL, EUA) e Biodentine (Septodont, Saint-Maur-des-Fosses, França). A Tabela 1 

apresenta a lista dos principais componentes dos materiais avaliados. 

 

Tabela 1 – Principais componentes dos materiais avaliados. 

 

Material Fabricante Composição 

Bio-C Repair  Angelus, Londrina, 

PR, Brasil 

Silicatos de cálcio, aluminato de cálcio, óxido 

de cálcio, óxido de zircônio, óxido de ferro, 

dióxido de silício e agente de dispersão. 

MTA Repair HP Angelus, Londrina, 

PR, Brasil 

Pó: Silicato tricálcico; Silicato dicálcico; 

Aluminato tricálcico; Óxido de Cálcio; 

Tunsgato de Cálcio. 

 Líquido: Água e Plastificante. 

Theracal LC Bisco Inc, 

Schaumburg, IL, 

EUA 

 

Partículas de silicato tricálcio tricálcico; 

Uretano-Dimetacrilato (UDMA); Metacrilato 

de Bisfenol A-glicidilo (Bis-GMA) e 

Dimetacrilato de Trietileno glicol (TEDGMA); 

HidroxietilMetacrilato (HEMA) e 

Polietilenoglicol dimetacrilato (PEDGMA). 

Biodentine Septodont, Saint-

Maur-des-Fosses, 

França 

 

Pó: Silicato Tricálcico; Óxido de Zircônio; 

Óxido de Cálcio; Carbonto de Cálcio; 

Pigmento Amarelo; Pigmento Vermelho; 

Óxido de Ferro Marrom. 

Líquido: Cloreto de Cálcio Dihidratado; Areo. 

Água Purificada. 
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Preparação das Amostras 

A preparação dos meios condicionados foi realizada de acordo com estudos anteriores 

(COLLADO-GONZÁLEZ et al, 2017; CINTRA et al., 2017; BENETTI et al., 2019; 

RODRÍGUEZ-LOZANO et al., 2021) e com a Norma Internacional ISO 10993. Os materiais 

foram manipulados de acordo com as instruções do fabricante. O conteúdo de 1 embalagem 

de MTA Repair (0,17g) e duas gotas do líquido foram espatulados por 40 segundos até obter 

uma consistência homogênea. Biodentine foi misturado adicionando cinco gotas do líquido na 

cápsula e agitado no amalgamador a uma velocidade de 4000 rpm por 30 segundos. Bio-C 

Repair vem pronto para uso e o TheraCal LC é uma fórmula fotopolimerizável, não sendo 

necessário sua mistura. As amostras foram preparadas em condições assépticas, utilizando 

dispositivos de borracha estéril (5 mm de diâmetro, 3 mm de altura) e incubados a 37º C por 6 

horas para sua configuração completa. Após 6 horas, os discos foram retirados dos moldes e 

esterilizados por luz ultravioleta por 1 hora em cabine de segurança biológica. Cada amostra 

foi imersa em 1 mL de meio (αMEM - Invitrogen, Carlsbad, California) 10% SFB (FBS - 

Thermo Fisher Scientific, USA) + Solução antimicótica e antibiótica a 1% (Anti-Anti - Gibco, 

Grand Island, NY, USA) e incubado em atmosfera umidificada contendo 5% de CO2 por 3 

dias. Decorrido este período, os discos foram descartados, os sobrenadantes foram coletados e 

filtrados através de um filtro estéril de 0,22 mm (Sigma-Aldrich,St Louis, MO). Os 

sobrenadantes coletados foram referidos como extratos (1:1) e adicionados nas culturas 

celulares. 

 

Ensaio de Viabilidade  

 

A taxa de viabilidade de SHED cultivadas na presença dos diferentes extratos foi 

avaliada usando o ensaio MTT (Brometo Tiazolil Azul de Tetrazólio, Sigma-Aldrich). O 

ensaio de MTT avalia a habilidade da enzima desidrogenase mitocondrial em converter o sal, 

3- (4,5-dimethyl-thiazoyl) -2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) de cor amarela e solúvel 

em água em compostos coloridos de formazan, cuja absorbância é proporcional a quantidade 

de células vivas (MOSMANN T.,  1983).       

 SHED foram semeadas em placas de 96 poços (Corning #3595) (1 x 10 4 células/1 mL 

de meio por poço) e incubados por 24 horas em uma atmosfera de ar umidificado de 5% de 

CO2 a 37ºC para permitir a adesão das células. Ao final do período de incubação, as células 

foram expostas aos extratos de materiais em 24, 48 e 72 horas. Células cultivadas em meio de 

https://www.sciencedirect.com/topics/nursing-and-health-professions/amalgamator
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crescimento sem qualquer extrato foram usadas como controle. O controle positivo em 

αMEM 10% SFB e controle negativo αMEM 1% SFB. Após os períodos propostos, o meio de 

cultura foi removido, as SHED foram lavadas com PBS 1x. Em seguida, um volume de 110 ul 

da solução de MTT (0,5mg/mL) previamente preparada e filtrada, foi adicionada a cada poço, 

as placas foram cobertas com papel alumínio, sendo mantidas no escuro e incubadas a 37º C, 

5% CO2 por 4 h. Decorrido esse período,  a solução de MTT foi descartada e 200 ul de 

Dimetilsulfóxido (DMSO, Fisher Scientific, Hampton, VA, EUA) foram adicionados a cada 

poço, por 30 minutos. Em cada ponto de tempo, as soluções foram transferidas para outra 

placa de 96 poços e a absorbância foi medida usando um leitor automático de microplacas 

(Synergy Mx; BioTek Instruments, EUA), com o software de análise de dados Gen5, em 

comprimentos de onda correspondente a 570 nm. Cada condição experimental foi realizada 

em triplicata e analisada em três experimentos independentes. Os dados foram apresentados 

como média e desvio padrão da média de amostras obtidas de três experimentos 

independentes. Os dados foram submetidos a análises pelo software Statistica versão 10.0. Os 

resultados dos ensaios de MTT foram analisados empregando ANOVA a dois critérios, 

seguido pelo teste de Tukey (p<0,05).  

 

RESULTADOS 

O Ensaio MTT revelou diferença estatisticamente significativa entre os tratamentos e 

períodos estudados (p<0.000). Em 24h observou-se diferença estatisticamente significante das 

células em contato com o extrato MTA Repair HP com relação a todos os outros tratamentos 

e controle negativo (C-). As células que entraram em contato com o extrato MTA Repair HP 

apresentaram uma maior viabilidade celular, seguido dos tratamentos Biodentine, Bio-C 

Repair Theracal LC. O controle positivo (C+) apresentou maior média do que os demais 

grupos, com diferença estatisticamente significativa (p<0,05), exceto com o MTA Repair HP. 

O controle negativo (C-) apresentou diferença estatisticamente significante quando 

comparado com todos os tratamentos estudados (Tabela 2). Em 48h, todos os tratamentos 

apresentaram um declínio significativo da viabilidade havendo diferença estatisticamente 

significante entre o MTA Repair HP quando comparado com os demais tratamentos e controle 

negativo (Tabela 2). Em 72h observou-se um aumento da viabilidade celular, sendo MTA 

Repair HP>Biodentine>Bio-C Repair>Theracal LC, respectivamente (Tabela 2). Observa-se 

que o MTA Repair HP, controle negativo e controle positivo apresentaram padrões 

https://www.sciencedirect.com/topics/nursing-and-health-professions/incubator
https://www.sciencedirect.com/topics/nursing-and-health-professions/incubator
https://www.sciencedirect.com/topics/nursing-and-health-professions/incubator
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semelhantes de comportamento, com uma diminuição estatisticamente significativa da 

viabilidade entre 24h e 48h e um aumento da viabilidade no período 72h sem diferença 

estatística com o período 24h (24h>48h; 72h>48h; 24h=72h). A viabilidade celular das SHED 

com os extratos de Bio-C Repair, Theracal LC e Biodentine não apresentaram diferença 

estatisticamente significativa entre os períodos estudados (Tabela 2). 

Tabela 2 - Comparações entre tratamentos e períodos para viabilidade celular 

 Tratamentos 

Períodos Bio-C Repair 

(média ± DP) 

MTA Repair HP 

(média ± DP) 

Theracal LC 

(média ± DP) 

Biodentine 

(média ± DP) 

Controle negativo 

(média ± DP) 

Controle positivo 

(média ± DP) 

 

24 h 

 

0,074 ± 0,004a 

 

 

0,366 ± 0,029e 

 

0,078 ± 0,004 a 

 

0,088 ± 0,004 a 

 

0,287 ± 0,016 d 

 

0,378 ± 0,041 e 

48 h 0,098 ± 0,006a 

 

0,242 ± 0,007c 0,091 ± 0,001 a 0,110 ± 0,007 a 0,197 ± 0,011 b 0,264 ± 0,019 cd 

72 h 0,102 ± 0,011a 0,351 ± 0,008e 0,095 ± 0,004 a 0,108 ± 0,004 a 0,244 ± 0,012 cd 0,355 ± 0,037 e 

 

 Letras sobrescritas diferentes na mesma coluna e linha indicam diferenças estatisticamente significativas na 

comparação intragrupos e intergrupos. (ANOVA a dois critérios, seguido pelo teste de Tukey; p<0,05). 

 

DISCUSSÃO  

A biocompatibilidade é uma importante propriedade que deve ser considerada ao 

selecionar um material para terapia pulpar devido ao seu contato direto com tecidos vitais 

(COLLADO-GONZÁLEZ et al., 2017; GHILOTTI et al., 2020). Com os avanços na ciência, 

os materiais bioindutivos atuais apresentam resultados promissores na terapia pulpar de dentes 

decíduos e permanentes. Estudos prévios demonstraram efeitos de Bio-C Repair, MTA Repair 

HP, Theracal LC e Biodentine em tecidos de polpa dentária humana isoladamente ou em 

combinação com outros materiais através de vários tipos de tratamento com taxas de sucesso 

variáveis (NOWICKA et al., 2013; BENETTI et al., 2019; SANZ et al., 2020; DAHAKE et 

al., 2020; GHILOTTI et al., 2020). No entanto, quanto ao efeito do contato direto desses 

materiais em SHED, foram encontrados dados muito limitados.     

 As técnicas de cultura celular representam uma excelente escolha para analisar a 

biocompatibilidade de diferentes materiais, para isso estão disponíveis vários métodos 

quantitativos e qualitativos in vitro para avaliar a citotoxicidade de um biomaterial e os 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Ghilotti%20J%5BAuthor%5D
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potenciais efeitos adversos no mecanismo celular (COLLADO-GONZÁLEZ et al., 2017). 

Testes in vitro, como o presente, oferecem uma análise consistente das propriedades 

biológicas de materiais cultivados em conjunto com populações celulares com os quais 

entrarão em contato, podendo então prever o comportamento clínico (PEDANO et al., 2020).

 Novas formulações de biomateriais estão sendo constantemente introduzidas no 

mercado para uso clínico. Atualmente, os materiais à base de silicato e fosfato de cálcio estão 

em maior uso e desenvolvimento, devido à sua capacidade de estimular o reparo tecidual 

através da deposição de tecido mineralizado. Portanto, vêm sendo avaliados quanto a sua 

citotoxidade e bioatividade em cultura de células (ANDRADE, 2016; BENETTI et al., 2019; 

SANZ et al., 2022).           

 No presente estudo, os materiais testados apresentaram viabilidade celular 

significativamente diferente.  Enquanto o extrato com MTA Repair HP não apresentou 

citotoxicidade, de acordo com os controles utilizados, o extrato com TheraCal LC e os outros 

materiais diminuíram significativamente a viabilidade celular. Assim, a hipótese nula testada 

neste estudo in vitro foi rejeitada. Investigações baseadas em diferentes métodos, como o 

ensaio de redução de MTT, estão de acordo com o exposto (GHILOTTI et al., 2020; 

MANASPON et al., 2021; SANZ, 2021).       

 Nossos resultados mostraram que o MTA HP Repair foi considerado um material 

biocompatível, pois manteve altas taxas de viabilidade celular, não apresentou citotoxidade 

quando comparado ao grupo controle positivo (p>0,05). Esses dados são consistentes com os 

apresentados em estudos anteriores (ESTELLITA, 2017; CINTRA et al., 2017; NAM et al., 

2020; RODRÍGUEZ-LOZANO et al., 2021) e sugere que o uso de tal material a diversas 

situações clínicas parece benéfico. A baixa citotoxicidade e a boa biocompatibilidade desse 

cimento têm sido atribuídas aos seus principais componentes, que também são os principais 

componentes do tecido dentinário, incluindo silicato tricálcico, óxido de cálcio, óxido, silicato 

e aluminato tricálcico. (BIN, 2012). As células que entraram em contato com o MTA HP 

Repair apresentaram diferença estatística em relação aos demais cimentos, desempenhando a 

melhor ação durante o período de 24 e 72 horas, onde as SHED mostraram os níveis mais 

altos de viabilidade celular. Estudos anteriores demonstraram que os cimentos de MTA não 

têm efeitos citotóxicos nas células-tronco da polpa dentária. TOMÁS-CATALÁ e 

colaboradores (2018) pesquisaram os efeitos do MTA Repair HP em células-tronco da polpa 

dentária usando o Ensaio MTT e relataram que houve um alto nível de proliferação celular, o 

que é consistente com os nossos resultados.        

 Já as SHED que foram expostas ao extrato com Theracal LC mostraram uma redução 
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significativa na viabilidade celular em comparação com o controle negativo em todos os 

períodos de tempo. Portanto, se destaca dentre os cimentos avaliados como sendo 

proporcionalmente o mais citotóxico, onde foi observada uma redução no número de células 

viáveis no meio de cultura, quando comparado aos outros materiais avaliados e ao grupo 

controle. Nosso resultado é condizente com estudos anteriores que mencionaram achados 

semelhantes (BAKHTIAR et al., 2017, ESTELLITA, 2017; NAJI ZIAD 

ARANDI  & TAREK RABI, 2018; ADŸGÜZEL et al., 2019; RODRÍGUEZ-LOZANO et al., 

2021).  No geral, a literatura atual indica que o TheraCal LC é inferior aos materiais de MTA 

e Biodentine, principalmente devido à qualidade inferior da formação da barreira calcária, 

maior efeito inflamatório, formação da camada odontoblástica menos favorável e menor 

capacidade de liberação de cálcio. Tais achados foram justificados à presença de monômero 

de resina, que permaneceu não polimerizado, causando inflamação e toxicidade ao tecido 

pulpar. Fato este que foi ressaltado em vários estudos (HEBLING et al., 2009; LEE et al., 

2015; POGGIO et al., 2015; JEANNEAU et al., 2017; MANOJLOVIC et al., 2017). Além 

disso, a geração de calor durante a fotopolimerização pode potencialmente induzir reações 

pulpares desfavoráveis (KUNERT et al., 2022). Em um estudo realizado por CAMILLERI et 

al., (2014) sobre a liberação de hidróxido de cálcio dos materiais de capeamento pulpar, foi 

relatado que havia uma relação entre a liberação de hidróxido de cálcio e regeneração do 

tecido pulpar. Dependendo da hidratação no Theracal LC, foi relatado que não foi produzido 

hidróxido de cálcio suficiente, portanto, ocorreu uma baixa taxa de liberação de hidróxido de 

cálcio no material. Outro problema é o pH que pode sofrer alteração após o preparo dos 

extratos dos materiais. O pH de um material é uma propriedade física essencial e geralmente 

está relacionado com a resposta pulpar (PAULA et al., 2019). A liberação de íons hidroxila 

eleva o pH do ambiente circundante e causa irritação do tecido pulpar. Por outro lado, um pH 

alcalino também cria um ambiente hostil para a sobrevivência e proliferação bacteriana, 

podendo explicar os resultados de maior citotoxidade (NAJI ZIAD ARANDI  & TAREK 

RABI, 2018).           

 Com relação ao Biodentine, este apresentou menor citocompatibilidade quando 

comparado ao MTA Repair HP e a células não tratadas. Esses resultados corroboram com 

outros estudos publicados (DAHAKE et al., 2020; GHILOTTI et al., 2020; ZAEN EL-DIN et 

al., 2020). A literatura relata que a viabilidade celular pode depender significativamente da 

concentração dos extratos. BENETTI et al. (2019) menciona que a citotoxicidade do material 

está relacionada a  diluição do extrato utilizado, sendo reduzida com extratos menos diluídos. 

Por conseguinte, o uso da diluição também se justifica porque quando o material está em 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Arandi%20NZ%5BAuthor%5D
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Dahake+PT&cauthor_id=31920278
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Zaen+El-Din+AM&cauthor_id=32129919
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contato com o tecido, os compostos são continuamente eliminados pelos fluidos 

extracelulares e sua concentração diminui progressivamente. Isto posto, concentrações mais 

altas de Biodentine exercem efeito citotóxico nas células, enquanto concentrações mais baixas 

podem ser consideradas como ideais para aumentar o potencial regenerativo de SHED 

(HASWEH et al., 2018) sendo a primeira situação a condição do presente estudo, que utilizou 

extratos nas concentrações de 1:1, no qual é considerado uma limitação, pois os materiais não 

foram avaliados em diferentes meios de concentração. SEQUEIRA et al. (2018) analisou 

células da papila apical aplicando um método alternativo para análise da viabilidade celular e 

obteve o mesmo achado, onde o meio de extração 100% de Biodentine induziu a morte 

celular, mostrando que extratos de Biodentine não diluídos afetaram significativamente a 

viabilidade no período de tempo de 24 h e a mesma tendência também foi observada após 48 

ou 72 horas de incubação. Além disso, descreve uma possível explicação, apontando a relação 

deste material com o aumento da diferenciação de células-tronco. Tal observação é 

interessante, pois essa propriedade pode confundir resultados dependentes da proliferação 

celular, e pode apresentar benefícios quanto ao potencial regenerativo do material. Portanto, 

pesquisas futuras devem ter como objetivo distinguir entre as propriedades bioativas que 

influenciam a diferenciação, uma vez que estas podem impactar indiretamente na proliferação 

e, como tal, interferir na maioria das medidas de viabilidade celular. BORTOLUZZI et 

al. (2015) aponta que todos os cimentos de silicato de cálcio recém-preparados (modificados e 

livres de resina) são inicialmente citotóxicos, o que pode ser devido à sua alta alcalinidade. 

Contudo, tal ocorrência não foi observada com o MTA, que já apresentou boa taxa de 

viabilidade em 24h de avaliação.        

 De acordo com GHILOTTI et al. (2020), o Bio-C Repair apresenta compatibilidade 

celular semelhante ao Biodentine. Tal evidência é consistente com o resultado encontrado no 

presente trabalho. Entretanto, os valores de viabilidade celular do Bio-C Repair foram 

significantemente inferiores ao MTA Repair HP. Hipotetiza-se que o longo tempo de presa e a 

alta solubilidade também favorecem a citotoxicidade, pois indicam o aumento da liberação de 

componentes tóxicos. Alguns biomateriais podem deixar resíduos nos extratos, o que pode 

influenciar negativamente as culturas de células (PAULA et al., 2021). Além disso, 

YOUSSEF et al. (2019) justifica em seu estudo que os mecanismos envolvidos quanto à 

citotoxicidade não são claramente compreendidos, sugerindo que a liberação inicial de íons de 

cálcio, atividades iônicas, presença de componentes tóxicos ou mudanças de pH podem afetar 

o comportamento das células, o que pode explicar o diferente efeito citotóxico entre os 

materiais testados.          

https://www.ijdr.in/searchresult.asp?search=&author=Nadine+Hasweh&journal=Y&but_search=Search&entries=10&pg=1&s=0
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 As limitações do presente estudo estão relacionadas ao caráter in vitro do experimento 

realizado para atingir o objetivo proposto. Qualquer discrepância entre dados prévios e os 

resultados mencionados pode ser explicada por diferenças nos procedimentos experimentais, 

como formulação e diferentes reações bioquímicas geradas de tais materiais, aos métodos de 

preparação de amostras, extração, a duração da exposição aos materiais testados e células-

alvo usadas. Portanto, métodos padronizados devem ser preconizados para permitir a 

comparação direta entre os estudos.         

 Este é um estudo in vitro, embora represente um método relevante e apropriado para o 

conhecimento de diferentes propriedades de materiais odontológicos e seus potenciais efeitos 

nocivos (COLLADO-GONZÁLEZ et al., 2017) tem suas limitações para a extrapolação direta 

dos resultados para situações clínicas. Portanto, mais testes devem ser realizados para um 

estudo mais detalhado do potencial citotóxico dos materiais. Dada à diversidade de cimentos 

endodônticos existentes no mercado, torna-se difícil saber qual a melhor indicação. A escolha 

correta, entretanto, deve considerar não apenas o comportamento biológico, mas também a 

avaliação conjunta de outros parâmetros como propriedades antimicrobianas, físicas e 

químicas. Deste modo, futuros estudos laboratoriais e clínicos são indicados para confirmar 

ou contradizer os resultados do presente estudo. 

 

CONCLUSÃO 

Conclui-se que as células-tronco de dentes decíduos humanos esfoliados apresentaram 

uma melhor viabilidade em contato com o MTA Repair HP em comparação com os demais 

materiais biocerâmicos estudados. 
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2.2 ARTIGO 2 

 

Biocompatibilidade de uma bandagem dentino-pulpar (BBio), MTA e Biodentine em 

células-tronco de dentes decíduos humanos esfoliados  

Biocompatibility of dentin-pulp bandage (BBio), MTA and Biodentine in stem cells from 

exfoliated human deciduous teeth 

 

RESUMO 

O objetivo deste estudo foi avaliar a biocompatibilidade de células-tronco de dentes 

decíduos humanos esfoliados (SHED) em contato com extratos de uma bandagem de 

bioestimulação dentino-pulpar (BBio), MTA Repair HP e Biodentine.  As células foram 

obtidas a partir do biorrepósitório de linhagens celulares derivadas da polpa de dentes 

decíduos da Faculdade de Odontologia de Bauru da Universidade de São Paulo. As amostras 

foram preparadas e imersas em αMEM 10% SFB de acordo com os seguintes grupos 

experimentais: Grupo 1 (G1) - Bandagem dentino/pulpar (BBio), e Grupo 2 (G2) - Biodentine 

e Grupo 3 (G3) - MTA Repair HP. O controle foi realizado com células sem tratamento. O 

grupo controle positivo (C+) foi mantido com αMEM +10% SFB e o grupo controle negativo 

(C-) com αMEM + 1% SFB.  A viabilidade celular foi analisada por meio do Ensaio MTT, 

em 24, 48 e 72 horas após o contato das SHED com os extratos dos materiais testados. Os 

dados foram analisados pelo teste ANOVA a dois critérios, seguido do teste de Tukey 

(p<0,05). Houve diferença estatisticamente significativa entre os grupos e períodos estudados 

(p<0.000). Na comparação intergrupos, observou-se uma maior viabilidade celular em G3 

(MTA Repair HP). De acordo com os resultados apresentados, observou-se que células-tronco 

de dentes decíduos esfoliados humanos expostas a BBio apresentaram viabilidade celular , até 

mesmo superior ao Biodentine, concluindo então ser uma alternativa aos materiais de 

capeamento pulpar disponíveis no mercado. 

 

Palavras-chave: SHED, Viabilidade Celular, Teste de Materiais Biocompatíveis. 
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INTRODUÇÃO 

Biomateriais são constituídos de compostos naturais ou sintéticos, integrados aos 

sistemas biológicos cuja função é reparar ou substituir células, tecidos e órgãos, contribuindo 

para o aumento da qualidade de vida do paciente. A biocompatibilidade diz respeito à 

capacidade de um material exercer sua função, sem provocar quaisquer efeitos adversos, 

proporcionando uma resposta celular e tecidual favorável (SINHORETI et al., 2013). Deste 

modo, a busca por novos biomateriais com propriedades bioativas, biodegradabilidade e 

atoxicidade é constante (GEMINI-PIPERNI et al., 2014; KALYAN et al., 2019; ZAFAR et 

al., 2020).            

 À vista disso, amparados por estudos experimentais e clínicos, os pesquisadores 

buscam desenvolver materiais com propriedades desejáveis para substituição parcial ou total 

dos tecidos biológicos por circunstância de alguma patologia ou traumatismo, a fim de obter 

uma reestruturação mais próxima possível da ideal para anatomia e a função da região 

envolvida (PIRES et al., 2015). Sendo assim, as tendências atuais da bioengenharia tecidual 

visam substituir as células lesadas ou estimular o seu crescimento através de biomateriais 

(MACHADO et al., 2020).         

 No cenário atual a Bandagem dentino-pulpar (BBio) vem de encontro ao 

desenvolvimento de um novo material com grande potencial para aplicação em diferentes 

especialidades. Estudos apontam que as características bioquímicas e biofísicas de membranas 

têm grande potencial de aplicação em diferentes áreas da odontologia. A BBio é uma 

membrana produzida à base de quitosana, em camada tripla, permitindo a incorporação de 

diversos materiais (SILVA et al., 2017; KLOSTER et al., 2018; MACHADO et al., 2020; 

LOURENÇO-NETO et al., 2022). A quitosana é indicada para intervenções mínimas até  

terapias pulpares, afinal trata-se de um polímero natural, atóxico, biocompatível, 

biodegradável, antimicrobiano e hemostático com atividade de regeneração tecidual 

(SOARES et al., 2017). Sua ação está associada ao processo de cicatrização tecidual através 

da proliferação celular,  biomodulação das estruturas de colágeno  e também à atividade 

imunomoduladora que resulta em ação anti-inflamatória. Devido às suas propriedades 

favoráveis e à capacidade de interagir e estimular as células pulpares, a quitosana tem sido 

explorada em associação com outros materiais para produzir novos curativos pulpares 

bioativos. Portanto, a associação de quitosana com um cimento biocerâmico parece oferecer 

benefícios para a Odontologia, como excelentes propriedades dos materiais envolvidos por 

fácil manuseio e baixo custo (MACHADO et al., 2020; LOURENÇO-NETO et al., 2022). 
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 O foco da terapia pulpar vital é a regeneração do complexo dentino-pulpar e este é um 

procedimento praticado com frequência na odontopediatria para manutenção dos dentes 

decíduos até o momento ideal de sua esfoliação. Desta forma, o material selecionado deve 

induzir a proliferação de células da polpa. Logo, um material bioativo ideal deve ser capaz de 

liberar íons cálcio, impulsionar a eletrocondutividade, produzir hidrogênio e formar uma 

camada entre o material e a dentina com cristais de apatita (MOROTOMI, WASHIO, 

KITAMURA, 2019; MACHADO et al., 2020).       

 Sendo assim, a proposta deste estudo é avaliar a citotoxicidade de um novo material de 

bioestimulação dentino-pulpar em células-tronco de dentes decíduos esfoliados humanos, 

visando abrir novas perspectivas de tratamento para a terapia pulpar vital em dentes decíduos. 

A hipótese nula é que o novo material de bioestimulação dentino-pulpar apresentará 

resultados de viabilidade celular semelhantes ao MTA Repair HP e Biodentine. 

 

 MATERIAS E MÉTODOS 

 

Considerações éticas 

Este estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa em Humanos da 

Faculdade de Odontologia de Bauru, Universidade de São Paulo. (CAAE: 

29177820.9.0000.5417) (ANEXO 1). 

Confecção da Bandagem de Bioestimulação dentino/pulpar (BBio) 

 

Foi desenvolvido um biomaterial em forma de bandagem de quitosana associada a um 

cimento à base de silicato de cálcio. Cada unidade de bandagem foi feita em tripla camada 

(quitosana/cimento/quitosana), com proporções fixas de cada material incorporado, que pode 

ser observada na figura 1. As proporções utilizadas seguiram estudos prévios (SILVA et al., 

2017; KLOSTER et al., 2018; MACHADO et al., 2020). Placas de petri de 60X15 mm foram 

utilizadas como molde. Cada camada incorporada foi colocada individualmente e secas a 30º 

C por 15 minutos. Por fim, as placas com as membranas finalizadas foram deixadas por 24 

horas em estufa para secagem final. Posteriormente foram recortadas utilizando um 

perfurador de metal, de furo circular (diâmetro = 5 mm e altura = 3 mm) e esterilizadas por 

luz ultravioleta por 1 hora em cabine de segurança biológica. 

 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Morotomi+T&cauthor_id=30733839
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Washio+A&cauthor_id=30733839
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Kitamura+C&cauthor_id=30733839
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Figura 1 – Layout final das membranas. 

 

 

Fonte: Lourenço-Neto et al., 2022. 

 

Preparação de Amostras 

Três biomateriais foram testados no presente estudo: Bandagem dentino-pulpar 

(BBio), Biodentine (Septodont, Saint-Maur-des-Fosses, França) e MTA Repair HP (Angelus, 

Londrina, PR, Brasil). A preparação dos extratos foi realizada de acordo com estudos 

anteriores (COLLADO-GONZÁLEZ et al, 2017; CINTRA et al., 2017; BENETTI et al., 

2019; RODRÍGUEZ-LOZANO et al., 2021) e de acordo com a ISO 10993. As membranas de 

bioestimulação dentino-pulpar foram previamente preparadas em laboratório e os cimentos 

foram preparados de acordo com a instrução do fabricante. As amostras foram confeccionadas 

em condições assépticas, utilizando dispositivos de borracha estéril (diâmetro = 5 mm e altura 

= 3 mm) e foram mantidos em uma incubadora de CO2 a 5% a 37ºC por 6 horas após a 

mistura para sua configuração completa. Após 6 horas, as amostras foram retiradas dos 

moldes e esterilizados por luz ultravioleta por 1 hora em cabine de segurança biológica. Cada 

amostra foi imerso em 1 mL de αMEM 10% SFB e incubado em atmosfera umidificada 

contendo 5% de CO2 por 3 dias. Após 3 dias, as amostras foram descartadas e os 

sobrenadantes foram coletados e filtrados através de um filtro estéril de 0,22 mm (Sigma-

Aldrich,St Louis, MO). Os sobrenadantes coletados foram referidos como extratos. Os 

tratamentos avaliados foram: Grupo 1 – Bandagem dentino-pulpar (BBio); Grupo 2 – 

Biodentine; Grupo 3 – MTA Repair HP; Grupo 4 – Controle Positivo (α-MEM+10% SFB); 

Grupo 5 – Controle Negativo (α-MEM+ 1% SFB), nos respectivos tempos, 24, 48 e 72h. 
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Ensaio de Viabilidade Celular 

 

Amostras de células-tronco de dentes decíduos esfoliados (SHED) derivado da 7ª 

passagem celular foram cultivadas em αMEM (Minimum Essential Medium Alpha Medium, 

Gibco, Grand Island, NY, USA) suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS – Gibco, 

Thermo Fisher Scientific, USA) e 1 % de coquetel antibiótico/antimicótico (Anti-Anti - 

Gibco, Grand Island, NY, USA) sob condições padrão de cultura de células (37ºC, 100% de 

umidade, 95% de ar e 5% de CO2). O meio de cultura foi trocado periodicamente até que as 

células atingissem a subconfluência no frasco de cultura. A viabilidade celular foi analisada 

por brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5- difeniltetrazólio (MTT) (Sigma-Aldrich Co., St. 

Louis, MO, EUA) nos períodos de 24, 48 e 72h de cultivo, usando SHED cultivadas em meio 

completo como controle. SHED foram semeadas em placas de 96 poços (Corning #3595) (1 x 

104 células/1 mL de meio por poço) e incubados por 24 horas em uma atmosfera de ar 

umidificado de 5% de CO2 a 37ºC para permitir a fixação das células. Ao final do período de 

incubação, as células foram expostas aos extratos de materiais por 24, 48 e 72 horas. Os 

controles foram cultivados em meio sem extratos. O controle positivo em αMEM 10% SFB e 

controle negativo αMEM 1% SFB. Após os períodos propostos, o meio de cultura foi 

removido, as SHEDs foram lavadas com PBS 1x. Em seguida, 110 ul da solução de MTT (0,5 

mg/mL) foi adicionada a cada poço, as placas foram cobertas com papel alumínio e incubadas 

a 37º C, 5% CO2 por 4 h. Decorrido esse período,  a solução de MTT foi descartada e 200 ul 

de Dimetilsulfóxido (DMSO, Fisher Scientific, Hampton, VA, EUA) foram adicionados a 

cada poço, por 30 minutos. Em cada ponto de tempo, as soluções foram transferidas para 

outra placa de 96 poços e a absorbância foi medida usando um leitor automático de 

microplacas (Synergy Mx; BioTek Instruments, EUA), em comprimentos de onda 

correspondente a 570 nm (MOSMANN T.,  1983; MAGALHÃES, 2018).  

 Os experimentos foram realizados em triplicata e repetidos em três vezes. Os dados do 

ensaio MTT foram analisados usando o software estatístico Statistica versão 10.0. As 

comparações entre os grupos nos ensaios de quantificação de MTT foram analisadas 

usando ANOVA a dois critérios seguida de pós-testes de Tukey (p<0,05). Todos os valores 

são apresentados como média ± desvio padrão (DP).   

 

RESULTADOS 

Houve diferença estatisticamente significativa entre os tratamentos e períodos 

estudados: 24, 48 e 72h (p<0,05).         

https://www.sciencedirect.com/topics/nursing-and-health-professions/incubator
https://www.sciencedirect.com/topics/nursing-and-health-professions/incubator
https://www.sciencedirect.com/topics/nursing-and-health-professions/incubator
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 Na comparação intergrupos em relação aos grupos experimentais, no período de 24h, a 

BBio apresentou uma diferença estatisticamente significativa com os demais grupos 

experimentais, no qual Biodentine mostrou viabilidade celular menor e MTA Repair HP 

maior viabilidade celular. Em 48h, MTA Repair HP mostrou viabilidade celular 

estatisticamente significativa maior que a BBio. Por fim, em 72 horas, a BBio evidenciou uma 

maior viabilidade celular quando comparada ao Biodentine e uma menor ao ser comparada 

com MTA Repair HP, ambos os resultados foram estatisticamente significativos. O controle 

positivo (C+) obteve os melhores resultados com relação a todos os tratamentos em todos os 

períodos avaliados, de forma estaticamente significativa, exceto com MTA Repair HP (Tabela 

1). 

 

Tabela 1 - Comparações intergrupos para viabilidade celular. 

 Períodos 

Tratamentos 24 H 48 H 72 H 

BBio 

(média ± DP) 

 

0,233 ± 0,041 A 0,145 ± 0,013 A 0,219 ± 0,010 A 

Biodentine 

(média ± DP) 

 

0,088 ± 0,004 B 0,110 ± 0,007 A 0,108 ± 0,004 B 

MTA Repair HP 

(média ± DP) 

 

0,366 ± 0,029 CD 0,242 ± 0,007 B 0,351 ± 0,008 C 

Controle Negativo (C-) 

(média ± DP) 

 

0,287 ± 0,016 AC 0,197 ± 0,011AB 0,244 ± 0,012 A 

Controle Positivo (C+) 

(média ± DP) 

0,378 ± 0,041 D 0,264 ± 0,019 B 0,355 ± 0,037 C 

 

Letras sobrescritas diferentes na mesma linha indicam diferenças estatisticamente significativas na comparação 

intergrupos (ANOVA a dois critérios, seguido pelo teste de Tukey; p<0,05). 

 

Na comparação intragrupos, observa-se um declínio estatisticamente significativo da 

BBio em 48 horas quando comparado aos demais períodos, o mesmo acontece com MTA 

Repair HP e o Controle positivo (C+). O controle negativo (C-) apresentou a seguinte padrão 

de viabilidade celular entre os períodos: 24H>72H>48H (Tabela 2). 
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Tabela 2 - Comparações intragrupos para viabilidade celular. 

  Tratamentos 

Períodos BBio 

(média ± DP) 

Biodentine 

(média ± DP) 

MTA Repair HP 

(média ± DP) 

Controle Negativo 

(média ± DP) 

Controle Positivo 

(média ± DP) 

24 h 

 

0,233 ± 0,041A 0,088 ± 0,004 B 0,366 ± 0,029 CD 0,287 ± 0,016 AC 0,378 ± 0,04 D 

48 h 

 

0,145 ± 0,013 A 0,110 ± 0,007 A 0,242 ± 0,007 B 0,197 ± 0,011AB 0,264 ± 0,019 B 

72 h 0,219 ± 0,010 A 0,108 ± 0,004 B 0,351 ± 0,008 C 0,244 ± 0,012A 0,355 ± 0,037 C 

 

Letras sobrescritas diferentes na mesma coluna indicam diferenças estatisticamente significativas na comparação 

intragrupos (ANOVA a dois critérios, seguido pelo teste de Tukey; p<0,05). 

 

DISCUSSÃO  

A tecnologia e a inovação são fundamentais para a evolução de biomembranas 

totalmente compatíveis para os processos regenerativos e cicatriciais dos tecidos. Nesse 

cenário, a quitosana é um polímero natural que tem vantagens como biocompatibilidade, 

biodegradabilidade, propriedades antimicrobianas e antifúngicas que beneficiam os tecidos 

duros do dente, sendo uma opção válida, eficaz e segura para procedimentos curativos 

(LOURENÇO-NETO et al., 2022).          

 A bioengenharia de tecidos tem o objetivo de substituir as células lesadas e estimular o 

crescimento do tecido agredido (KALYAN et al., 2019). Diante disso, um material de curativo 

pulpar à base de quitosana é uma excelente alternativa, pois as concentrações de quitosana 

usadas para preparar tais membranas são biocompatíveis, seguras e sem efeitos colaterais para 

os tecidos humanos (SILVA et al., 2017; KLOSTER et al., 2018). Além disso, este é um 

campo muito analisado na engenharia de tecidos, apresentando resultados positivos de 

biocompatibilidade em contato com células humanas (AHSAN et al. 2018; SKOSKIEWICZ-

MALINOWSKA et al. 2017).        

 Nesse contexto, os cimentos de silicato de cálcio também vêm ganhando espaço no 

mercado devido ao seu baixo custo, grande disponibilidade e biocompatibilidade. Desta 

maneira, a associação de quitosana e cimento de silicato de cálcio em uma membrana de 

capeamento pulpar (BBio) parece trazer vantagens para aplicação na Odontologia 

(LOURENÇO-NETO et al., 2022).        
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 Estudos de viabilidade celular com outros tipos de células e membranas de quitosana, 

demonstraram que membranas de quitosana pura e membranas de quitosana associadas a 

outras drogas permitiram o crescimento celular (SILVA et al., 2017). Esses resultados 

concordam com os presentes achados em relação à viabilidade e proliferação celular de 

membranas de quitosana associadas ao cimento de silicato de cálcio, nos quais as respostas 

mostraram que a BBio obteve valores de viabilidade celular semelhantes ao Controle negativo 

e superiores ao Biodentine. Por outro lado, a comparação da BBio com o MTA Repair HP, 

mostrou uma vantagem do cimento em relação a membrana Uma hipótese para justificar tal 

diferença pode ser devido ao pH alcalino observado pela aplicação de membranas contendo 

cimento, como mencionado por LOURENÇO-NETO et al. (2022).    

 Estudos anteriores demonstraram que o MTA Repair HP é um material que favorece a 

viabilidade celular e mantém altos potenciais de biocompatibilidade e biomineralização 

(CINTRA et al., 2017; NAM et al., 2020; RODRÍGUEZ-LOZANO et al., 2021). Esses 

achados validam os resultados do presente estudo, no qual foi encontrado a capacidade do 

MTA Repair HP em contribuir com a viabilidade celular, a qual foi significativamente maior 

quando comparada com o controle negativo e semelhantes ao controle positivo. Em 

contrapartida, o Biodentine apresentou menor citocompatibilidade quando comparado a 

células não tratadas e aos outros materiais, resultados consistentes com estudos publicados 

recentemente (ZAEN EL-DIN et al., 2020; DAHAKE et al., 2020; GHILOTTI et al., 2020).

 Ensaios in vitro são importantes para orientar os parâmetros que serão aplicados em 

futuras pesquisas. Nesse contexto, as tendências atuais da bioengenharia de tecidos visam 

estimular o crescimento do tecido lesado por meio de biomateriais. Assim, estudos futuros 

devem verificar a eficácia dos biomateriais em diferentes células, visto que o tecido pulpar é 

rico em diversos tipos celulares além das SHEDs, possibilitando novas descobertas e 

aplicações. Portanto, estudos com novas metodologias devem ser realizadas para confirmação 

de tais resultados. 

 

CONCLUSÃO 

De acordo com os resultados apresentados, observou-se que células-tronco de dentes 

decíduos esfoliados humanos expostas a BBio apresentaram viabilidade celular, até mesmo  

superior ao Biodentine, concluindo então ser uma alternativa aos materiais de capeamento 

pulpar disponíveis no mercado. 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Zaen+El-Din+AM&cauthor_id=32129919
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Dahake+PT&cauthor_id=31920278
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3. CONCLUSÕES 
 

ARTIGO 1 - Conclui-se que as células-tronco de dentes decíduos humanos esfoliados 

apresentaram uma melhor viabilidade em contato com o extrato MTA Repair HP em 

comparação aos demais materiais biocerâmicos estudados. 

 

ARTIGO 2 – De acordo com os resultados apresentados, observou-se que as células-tronco 

de dentes decíduos esfoliados humanos expostas a BBio apresentaram viabilidade celular e é 

uma alternativa aos materiais de capeamento pulpar disponíveis no mercado. 
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ANEXO 1 – Parecer Consubstanciado do CEP 
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