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RESUMO 

 

Limitações substanciais presentes no emprego do enxerto ósseo autólogo apontam 

para a necessidade do estabelecimento de alternativas concretas no contexto das 

cirurgias reconstrutivas ósseas. A biocerâmica de fosfato de cálcio bifásico (BCP), 

em suas diversas proporções de hidroxiapatita (HA) e β-tricálcio fosfato (β-TCP), 

vem sendo lançada como uma possibilidade peremptória para esta demanda. Nesse 

âmbito, o presente estudo teve como propósito investigar a resposta osteogênica in 

vitro de células-tronco de dentes decíduos esfoliados humanos (SHED) em 

associação a grânulos de BCP com diferentes proporções de HA e β-TCP. Para 

isso, as SHED foram cultivadas por 1, 7, 14 e 21 dias em oito agrupamentos 

distintos, de acordo com as proporções de HA/β-TCP dos grânulos de BCP e com os 

meios de cultura empregados: MC80-20 (SHED + HA/β-TCP 80/20 em meio 

convencional - MC); MC60-40 (SHED + HA/β-TCP 60/40 em MC); MC20-80 (SHED 

+ HA/β-TCP 20/80 em MC); MO80-20 (SHED + HA/β-TCP 80/20 em meio 

osteogênico - MO); MO60-40 (SHED + HA/β-TCP 60/40 em MO); MO20-80 (SHED + 

HA/β-TCP 20/80 em MO); C- (SHED em MC) e C+ (SHED em MO). A viabilidade e 

proliferação das SHED foram avaliadas por meio do ensaio MTT. A análise 

quantitativa e qualitativa da deposição de íons cálcio na matriz mineralizada das 

SHED foi conduzida empregando o ensaio colorimétrico com vermelho de alizarina. 

Já a expressão gênica para os marcadores de diferenciação osteogênica, OCN e 

RUNX2, foi avaliada pela RT-PCR em tempo real. A viabilidade e proliferação das 

SHED não foram afetadas pela presença dos grânulos, exceto no dia 1, cujos 

resultados foram menores em relação aos demais períodos. Nenhuma das 

proporções de HA/β-TCP dos grânulos exerceu influência superior no processo de 

deposição mineral, em relação às demais empregadas. Além disso, o meio 

osteogênico, por si só, demonstrou induzir mineralização semelhante àquela gerada 

em associação aos grânulos, a partir do 14º dia. Já para os marcadores de 

diferenciação osteogênica, foi possível perceber que alguns grupos contendo 

grânulos expressaram OCN, tardiamente, no 21ª dia, sem diferença estatística entre 

aqueles que o fizeram (p>0,05). Em contrapartida, a expressão para RUNX2 se 

iniciou precocemente no 1º dia, em todos os grupos, sem diferença estatística entre 

eles (p>0,05), seguida de decaimento nos dias 7 e 14 e posterior aumento no 21º 



dia, em alguns grupos. Além disso, no 21º dia, o grupo C+ demonstrou maior 

expressão de RUNX2 que os demais grupos. Diante desses dados e considerando 

as limitações do estudo, concluímos que as BCPs foram capazes de estimular a 

diferenciação osteogênica nas SHED, sem diferença entre as três proporções 

empregadas. 

 

Palavras-chave: Regeneração óssea; engenharia tecidual; células-tronco. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

 

Substantial limitations present in the use of autologous bone graft point to the need 

to establish concrete alternatives in the context of bone reconstructive surgery. The 

bioceramic of biphasic calcium phosphate (BCP), in its various proportions of 

hydroxyapatite (HA) and β-tricalcium phosphate (β-TCP), has been launched as a 

peremptory possibility for this demand. In this context, the present study aimed to 

investigate the in vitro osteogenic response of stem cells from human exfoliated 

deciduous teeth (SHED) in association with BCP granules with different proportions 

of HA and β-TCP. SHED were cultured for 1, 7, 14 and 21 days and divided into eight 

groups according to the HA/β-TCP proportions of the BCP granules and the culture 

media employed: MC80-20 (SHED + HA/β-TCP 80/20 in conventional medium - CM); 

MC60-40 (SHED + HA/β-TCP 60/40 in CM); MC20-80 (SHED + HA/β-TCP 20/80 in 

CM); MO80-20 (SHED + HA/β-TCP 80/20 in osteogenic medium - OM); MO60-40 

(SHED + HA/β-TCP 60/40 in OM); MO20-80 (SHED + HA/β-TCP 20/80 in OM); C- 

(SHED in CM) and C+ (SHED in OM). The viability and proliferation of SHED were 

assessed using MTT assay. The quantitative and qualitative analysis of the 

deposition of calcium ions in the mineralized matrix of SHED was carried out using 

the colorimetric assay with alizarin red.Gene expression for osteogenic differentiation 

markers, OCN and RUNX2, was evaluated by real time RT-PCR. The viability and 

proliferation of SHED were not affected by the presence of the granules, except on 

day 1, whose results were lower than in the other periods. None of the proportions of 

HA/β-TCP of the granules had a greater influence on the mineral deposition process, 

when compared to the other employed ones. In addition, the osteogenic medium, by 

itself, induced mineralization similar to that generated in association with granules 

after the 14th day. As for the osteogenic differentiation markers, some groups 

containing granules expressed OCN lately, on the 21st day, with no statistical 

difference between those who did (p> 0.05). In contrast, the expression for RUNX2 

started early on the first day, in all groups, with no statistical difference between them 

(p>0.05), followed by a decrease on days 7 and 14 and a subsequent increase on 

the 21st day, in some groups. In addition, on the 21st day, the C+ group showed 

greater expression of RUNX2 than the other groups. Taken together and considering 

the limitations of the study, we concluded that BCPs were able to stimulate 



osteogenic differentiation in SHED, with no difference between the three proportions 

used. 

 

Keywords: Bone reconstruction; tissue engineering; stem cell. 
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1  INTRODUÇÃO  

 

Em diversas áreas da Odontologia, com destaque para a cirurgia oral e 

maxilofacial, é comum a ocorrência de defeitos ósseos provenientes de acidentes 

traumáticos, neoplasias, doenças patológicas, bem como de quadros congênitos. 

Proporcionar o reparo de forma eficiente para essas situações torna-se cada vez 

mais um desafio para o profissional (KOUHESTANI et al., 2018). A busca incessante 

por materiais que tragam resultados efetivos de reparo ósseo com tempos menores 

de recuperação e com menor morbidade para o paciente vem estimulando cada vez 

mais a pesquisa no campo dos biomateriais.  

Atualmente, o enxerto autógeno e o aloenxerto são as escolhas preferenciais 

no tratamento de reparação óssea (EBRAHIMI et al., 2017; KOUHESTANI et al., 

2018). No entanto, o uso dessas formas de terapia tem algumas limitações 

substanciais, como trauma secundário com a criação de um novo sítio cirúrgico no 

caso do enxerto autógeno, quantidade limitada de material a ser enxertado, bem 

como possibilidade de rejeição para o aloenxerto, além de altas taxas de reabsorção 

antes da neoformação óssea (BOULER et al., 2017). Visando suprir as deficiências 

encontradas no uso de terapias convencionais de substituição óssea e como 

alternativas viáveis, as cerâmicas de fosfato de cálcio vêm sendo amplamente 

utilizadas devido a sua alta similaridade com os componentes minerais da matriz 

óssea, relativa facilidade de processamento e boa ligação celular (LOBO; ARINZEH, 

2010).  

 As cerâmicas de fosfato de cálcio bifásico (BCP) são definidas como duas 

fases individuais de fosfato de cálcio, geralmente sendo uma fase mais estável 

(hidroxiapatita) e outra mais solúvel (beta-tricálcio fosfato), diferenciando-se 

primariamente pela diferença em suas proporções (EBRAHIMI et al., 2017). A 

combinação de hidroxiapatita (HA) e beta-tricálcio fosfato (β-TCP) proporciona 

funções e propriedades marcantes às cerâmicas, pois unem suas diferentes 

propriedades físico-químicas e biológicas, conferindo vantagens sobre os demais 

biomateriais. O β-TCP apresenta a fase mais solúvel das BCP sendo, portanto, 

reabsorvido mais rapidamente que a HA. Contudo, tem como características 

significativas seu poder osteoindutivo, boa biocompatibilidade e alta porosidade 

(LOBO et al., 2015). Já a HA apresenta osteoindutividade semelhante ao β-TCP, 



18 
 

mas tem capacidade de osteocondução superior (LOBO et al., 2015; EBRAHIMI et 

al., 2017).  

 As estruturas das BCP com proporções variáveis de HA e β-TCP podem 

apresentar diferentes topografias superficiais, tamanhos de poros e porosidades e, 

além disso, podem estar em diversas formas, tais como grânulos ou partículas, 

blocos, cimentos e implantes. Também podem estar na forma de compósitos com ou 

sem polímeros, com a finalidade de atender às demandas clínicas (LOBO et al., 

2015).  

 Como constituinte relevante das BCP, a HA exerce notável função à medida 

que se mostra como principal componente do osso natural, e sua formulação 

sintética é muito semelhante à fase mineral óssea, apresentando boa resistência à 

compressão, porém lenta degradação (de 1 a 2% ao ano) (EBRAHIMI et al., 2017; 

MOORE et al., 1987). Contrariamente à HA, o β-TCP apresenta uma taxa de 

degradação mais rápida e isso implica diretamente na formação de novo osso, que 

nem sempre é proporcional a esta precoce degradação (ELLINGER et al., 1986; 

EBRAHIMI et al., 2017). 

 As BCPs estão cada vez mais sendo estudadas com o intuito de estabelecer 

parâmetros ideais de dissolução dos íons cálcio e fosfato no processo de 

regeneração óssea (DACULSI et al., 1990). Sabe-se que a dissolução de superfície 

das biocerâmicas gera uma supersaturação dos íons cálcio e fosfato, causando sua 

reprecipitação e formação de uma camada biológica de apatita. Desse modo, a 

biocerâmica pode ligar-se à matriz óssea, influenciando diretamente o seu potencial 

de osteoindução (LOBO; ARINZEH, 2010). 

 Embora a BCP seja um biomaterial com excelentes propriedades e, 

consequentemente uma alternativa viável para a reconstrução óssea, seu uso 

isolado ainda apresenta limitações, como as demonstradas por Garrido et al. (2011), 

cujo estudo clínico acusou a necessidade de mais de um procedimento cirúrgico e 

tempo de cicatrização prolongado quando biocerâmicas foram empregadas para a 

enxertia de defeitos ósseos segmentares maiores que 3 cm em ossos longos 

(GARRIDO et al., 2011). Dessa forma, buscam-se estratégias terapêuticas 

substitutivas com o intuito de superar os desafios em que o emprego das 

biocerâmicas, de forma isolada, mostra-se limitado. Nesse contexto, a medicina 

regenerativa surge como uma aliada. Sabe-se que as células-tronco são requisitos 
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essenciais para a prática da medicina regenerativa e sua aplicação representa um 

instrumento de grande potencial para a solução de problemáticas encontradas no 

cotidiano clínico.  

 As células-tronco podem ser derivadas de vários órgãos e tecidos e esse 

estudo preconizou a adoção das células-tronco da polpa de dentes decíduos 

esfoliados humanos (SHED) para investigar o seu potencial osteogênico frente às 

BCPs. Nakajima e colaboradores (2018) investigaram a capacidade de regeneração 

óssea de defeitos em calvária de camundongos quando em contato com SHED e 

comparou a resposta dessas células com outras linhagens celulares (células-tronco 

da polpa dental humana e células-tronco mesenquimais da medula óssea). Foi 

concluído nesse estudo que o grau de osteogênese contemplado pelas SHED, em 

relação às demais linhagens celulares, não apresentou diferença significativa, 

demonstrando que elas representam excelentes candidatas como fonte celular para 

a reconstrução óssea, em função da sua fácil obtenção com pouca ou nenhuma 

invasão cirúrgica (NAKAJIMA et al., 2018). Pesquisas como a do estudo citado, 

apontam para uma boa resposta osteogênica das SHED, e em virtude dessa 

possibilidade aliada à escassez de trabalhos associando as BCP com células-tronco, 

mais especificamente com SHED, o presente estudo mostra-se pertinente à medida 

que busca investigar alternativas viáveis para o processo de reconstrução óssea.  
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2  REVISÃO DE LITERATURA 

 

Todos os anos, milhares de pacientes são submetidos à exodontia. A perda 

de um dente natural traz como consequência a diminuição tridimensional (altura x 

largura x espessura) do osso alveolar. Tal processo ocorre de forma pronunciada 

nos primeiros seis meses pós-extração, o que gera um impacto relevante quando se 

trata do planejamento protético posterior ou até mesmo em virtude da estética 

envolvida (MACEDO et al., 2018). Vale lembrar que as exodontias não são as únicas 

responsáveis pelas perdas ósseas intraorais. Outros fatores como as ressecções 

ósseas extensas (neoplasias e traumas), anomalias congênitas e perdas ósseas 

associadas à periodontite também demandam procedimentos de regeneração 

(MOTAMEDIAN et al., 2016; KOUHESTANI et al., 2018; LEE et al., 2019). 

Numa tentativa de corrigir a deficiência, bem como acelerar o processo de 

neoformação óssea, vários substitutos ósseos vêm sendo estudados ao longo dos 

anos e muitas são as propostas para tornar essa dinâmica óssea mais efetiva. Sabe-

se que o osso autólogo é o “padrão ouro” de enxertia utilizado em processos 

reconstrutivos ósseos devido à sua osteogenicidade, osteocondutividade e 

propriedades osteoindutoras. Nesse caso, têm-se a crista ilíaca, as costelas, a 

calota craniana e o processo coronoide como áreas doadoras extraorais mais 

comumente utilizadas pelos cirurgiões (REICHERT et al., 2012; ROOHANI-

ESFAHANI et al., 2016). Contudo, esta modalidade de tratamento apresenta 

limitações substanciais que, muitas vezes, inviabilizam a sua escolha, tais como a 

disponibilidade de osso na área doadora, a morbidade do procedimento em si, 

principalmente da área doadora, o risco de infecção, a incompatibilidade geométrica 

entre o osso obtido e o leito receptor onde se encontra o defeito, bem como a 

necessidade de hospitalização (fator psicológico e custos) (DIMITRIOU et al., 2011; 

REICHERT et al., 2012). Nesse sentido, ao longo da história, foram lançadas 

alternativas como substituição ao osso autógeno e entre elas destacam-se os 

enxertos homógenos (homólogo, aloenxerto), xenógenos (heterógeno) e sintéticos 

(aloplásticos), os quais também não estão isentos de limitações.  

Para que um substituto ósseo se torne ideal, o profissional envolvido na sua 

escolha deve ter o conhecimento das propriedades específicas de cada biomaterial, 

bem como da situação clínica associada. Os enxertos ósseos diferem em relação às 
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suas propriedades de ostecondução, osteoindução, osteogênese e suporte 

estrutural (FILLINGHAM; JACOBS, 2016). A osteocondução refere-se à capacidade 

do material enxertado de propiciar um arcabouço, cujo suporte irá hospedar de 

maneira passiva as células necessárias ao processo de neoformação óssea, não 

sendo capaz de induzir a formação óssea. Todos os materiais de enxerto ósseo 

exercem, em algum grau, a função de osteocondução (KHAN et al., 2005; 

FILLINGHAM; JACOBS, 2016). A osteoindução é a propriedade relacionada ao 

processo de recrutamento, proliferação e diferenciação de células-tronco 

mesenquimais em condroblastos e osteoblastos (FILLINGHAM; JACOBS, 2016). Por 

fim, a osteogênese refere-se à capacidade de neoformação óssea a partir de células 

osteoprogenitoras presentes no material a ser enxertado. Logo, para um material ser 

considerado osteogênico ele deve apresentar células-tronco mesenquimais viáveis, 

osteoblastos e osteócitos, contendo assim, além de todos os elementos celulares, 

fatores de crescimento e arcabouço necessários à construção de novo osso (KHAN 

et al., 2005; FILLINGHAM; JACOBS, 2016).  

Com o advento da Implantodontia, surge uma urgência em prover alternativas 

ao processo de neoformação óssea de forma eficiente. Pesquisas recentes foram 

responsáveis por desenvolver biomateriais sintéticos para o tratamento dos diversos 

defeitos ósseos existentes (ROOHANI-ESFAHANI et al., 2016; EBRAHIMI et al., 

2017). Atualmente o estudo no campo das biocerâmicas tem progredido muito e 

busca-se, cada vez mais, aprimorar as propriedades físico-químicas, mecânicas e 

biológicas desses biomateriais (ROOHANI-ESFAHANI et al., 2016).  

As biocerâmicas presentes hoje no mercado podem ser à base de carbonato 

de cálcio (CaCO3), sulfato de cálcio (CaSO4), fosfatos de cálcio (CaP) ou vidros 

bioativos (GARRIDO et al., 2011), diferindo entre si pelas suas propriedades físico-

químicas, bem como pelas suas composições (GARCIA-GARETA et al., 2015; 

YUNUS BASHA et al., 2015). Sabe-se que a porção mineral do osso é constituída, 

basicamente por apatita CaP não estequiométrica e polissubstituída e, em virtude 

disso, os materiais à base de CaP tornaram-se os preferidos para o processo de 

enxertia óssea, uma vez que exercem papel fundamental na remodelação do osso 

(BOULER et al., 2017). As cerâmicas de fosfato de cálcio podem ser divididas em 

três grupos de acordo com a sua composição: beta tricálcio fosfato (β-TCP, 

Ca3(PO4)2), hidroxiapatita (HA, Ca10(PO4)6(OH)2) e fosfato de cálcio bifásico (BCP), 
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consistindo, essa última, em uma mistura de proporções variadas entre β-TCP e HA 

(GARRIDO et al., 2011).  

A primeira aplicação de BCP foi realizada em 1975 por Nery e colaboradores, 

os quais relataram ter usado um fosfato tricálcico, mas que, posteriormente, foi 

confirmado, por difração de raios-X, se tratar de uma mistura de 80% β-TCP e 20% 

de HA (NERY et al., 1975; LEGEROS, 1988). Posteriormente, essa mistura foi 

denominada de BCP (NERY et al., 1992; GARRIDO et al., 2011). As proporções 

ideais de β-TCP e HA nas BCP para gerar uma neoformação óssea efetiva vêm 

sendo cada vez mais estudadas. Daculsi et al. foram os pioneiros na investigação 

das propriedades da BCP, concentrando seus estudos no desenvolvimento e 

aplicações desses biomateriais (DACULSI et al., 1990; DACULSI et al., 2003). 

 O interesse nas biocerâmicas de BCP e sua aplicação tão efetiva no campo 

da regeneração óssea justificam-se, não só pela sua similaridade com a porção 

mineral do tecido ósseo, mas também pelas características complementares em 

relação à sua ação e biodegradação. Sabe-se que, embora os materiais de enxerto 

sejam utilizados para favorecer a formação de novo tecido ósseo, sua presença na 

loja cirúrgica após o procedimento pode interferir no curso normal da sequência de 

reparação (DE COSTER et al., 2011; MACEDO et al., 2014). Sendo assim a HA, que 

apresenta alta similaridade com a porção mineral do osso e melhores propriedades 

mecânicas, demonstra uma pobre taxa de biodegradação (menos solúvel) e isso 

poderia comprometer, em certo grau, o processo cicatricial. No entanto, a menor 

solubilidade da HA é contornada com a sua combinação com o β-TCP, uma vez que 

esse é mais biodegradável, sendo reabsorvido mais rapidamente e deixando, 

portanto, lacunas viáveis à invasão de osteoblastos e consequente formação óssea 

(FRIEDMANN et al., 2009; MACEDO et al., 2014; EBRAHIMI et al., 2017). Dessa 

forma, por meio da combinação de uma proporção balanceada entre uma fase mais 

estável (HA) e uma mais solúvel (β-TCP), busca-se aperfeiçoar as BCP de modo a 

obter um material com uma taxa de dissolução controlada e propriedades mecânicas 

favoráveis (GARRIDO et al., 2011).  

Outra característica interessante das cerâmicas de BCP é que algumas foram 

classificadas como osteoindutoras, uma vez que podem ser capazes de modificar a 

expressão gênica de células osteogênicas sem a adição de moléculas bioativas, 

como a proteína óssea morfogenética (BMP). Alguns estudos recentes elucidaram 
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os possíveis mecanismos moleculares para descrever essa propriedade intrínseca 

de osteoindução das BCP, atribuindo tal capacidade à composição química e 

características físicas do material, tais como topografia da superfície, tamanho e 

forma dos poros (RIPAMONTI, 1996; LEGEROS, 2008; CHENG ;GENEVER, 2010; 

YUAN et al., 2010). Essas características físico-químicas da BCP, dependendo de 

como são manipuladas, podem se relacionar diretamente com as atividades 

biológicas de interesse. Entre as propriedades mencionadas, destacam-se a 

solubilidade, estrutura (macro/microestrutura e interconectividade) e granulometria. 

 A solubilidade, como descrita anteriormente, está diretamente relacionada à 

razão β-TCP/HA, sendo que quanto maior a proporção de β-TCP na biocerâmica, 

maior será a extensão de dissolução. É importante ter controle sobre a taxa de 

biodegradação (dissolução e reabsorção) da BCP, pois à medida que ocorre este 

processo, íons Ca e P são precipitados no local estimulando as células progenitoras 

ósseas a formarem novo osso. Neste sentido conhecer a proporção ideal entre β-

TCP e HA na constituição das BCP é de suma importância para determinar, não 

somente a taxa de reabsorção das biocerâmicas, mas também para ter controle 

sobre a proporção de íons Ca e P liberados, a fim de modular a atividade 

osteoblástica (BOULER et al., 2017). 

 A estrutura é responsável pelo contato direto com os fluidos biológicos e, à 

medida que esta interação ocorre, o comportamento das células osteoblásticas vai 

sendo influenciado. Macroporos (diâmetro > 100 μm) e microporos (diâmetro <10 

μm) podem ser criados por tratamento térmico das BCP ou por meio de formadores 

de poros (LOBO; ARINZEH, 2010). A microporosidade exerce influência na fixação 

de proteínas e inibição da atividade osteoblástica. Ao passo que a macroporosidade 

e a interconectividade fornecem um ambiente para a invasão celular, propiciando 

meios favoráveis para diferenciação e crescimento de células progenitoras ósseas 

que culminará na formação de novo osso (BOULER et al., 2017; RH OWEN et al., 

2018). Além disso, a porosidade do material exerce influência significativa no 

processo de neovascularização e diferentes níveis dessa porosidade são requeridos 

para que o arcabouço oferecido possa mimetizar a configuração hierárquica de 

poros presente no tecido ósseo natural (KARAGEORGIOU; KAPLAN, 2005). 

 Por fim, a granulometria consiste em espaços intergranulares no biomaterial 

que favorecem o processo de angiogênese, dão suporte para a colonização de 
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osteoblastos e propiciam a reabsorção do biomaterial, evidenciando assim, sua 

propriedade osteocondutora (GAUTHIER et al., 1999; ANNAZ et al., 2004; BOULER 

et al., 2017). 

 As biocerâmicas de fosfato de cálcio têm se mostrado muito efetivas nos 

processos de enxertia óssea, em virtude de suas propriedades osteocondutora e 

osteoindutora. Contudo, ainda não foi possível detectar qualquer tipo de atividade 

osteogênica nesses biomateriais. Para aperfeiçoar a resposta cicatricial, têm-se 

utilizado esses biomateriais em pesquisas na área de engenharia de tecidos. 

 Nas últimas décadas, a engenharia de tecidos vem se tornando uma 

importante ferramenta no processo de regeneração e cicatrização de tecidos e 

órgãos. A engenharia tecidual é uma área ampla e especializada da ciência e da 

bioengenharia que reúne em seu escopo os princípios de biologia celular, biologia 

molecular, fisiologia e desenvolvimento de tecidos usando biomateriais, com intuito 

de confeccionar, reparar e substituir tecidos e órgãos danificados. O sucesso da 

engenharia de tecidos está relacionado, em parte, à presença de uma matriz 

extracelular tridimensional apropriada (arcabouço) que contém sinais regulatórios 

para instruir as células progenitoras na diferenciação adequada do tecido, as quais 

serão implantadas no tecido alvo defeituoso (MILLAN et al., 2018). 

Estudos recentes buscaram avaliar a resposta de diferentes linhagens de 

células-tronco frente a substitutos ósseos (LOBO et al., 2015; MOTAMEDIAN et al., 

2016). Entretanto, a resposta do comportamento de BCP em diferentes proporções 

de HA/β-TCP associadas às células-tronco ainda é pouco esclarecida na literatura. 

As células-tronco utilizadas na engenharia tecidual podem ser derivadas de 

diferentes tecidos. Estas células são definidas como unidades celulares não 

diferenciadas com uma alta capacidade de autorrenovação e grande potencial de 

diferenciação em diversos tipos de células. Dependendo de sua fonte de origem, as 

células-tronco podem ser classificadas em embrionárias ou adultas, sendo que, 

quando obtida em adultos são denominadas células-tronco mesenquimais, devido à 

sua capacidade de se diferenciarem em linhagens mesenquimais, como 

osteogênica, condrogênica, adipogênica e miogênica (BRUDER et al., 1994; 

PITTENGER et al., 1999; MILLAN et al., 2018). Contudo, essas mesmas células-

tronco mesenquimais podem também dar origem, in vivo, às células de linhagem 

não mesenquimal como às do tecido nervoso (DEVINE, 2002). 
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 A fonte mais comum de obtenção das células-tronco mesenquimais é a 

medula óssea. No entanto, diversos estudos têm demonstrado sucesso no 

isolamento dessas células a partir de diferentes tecidos (ZUK et al., 2002). Aquelas 

originadas da medula óssea, tecido adiposo, pele e cordão umbilical, foram muito 

estudadas em termos de proliferação celular e potencial para regeneração tecidual. 

Além disso, outra fonte importante de células-tronco são as derivadas da polpa 

dentária, que têm mostrado grande aplicação na medicina regenerativa devido às 

suas características biológicas e maior acessibilidade (WONGSUPA et al., 2017). In 

vitro, essas células podem ser expandidas, mantendo viáveis suas propriedades por 

até várias passagens (LANGE et al., 2007; MILLAN et al., 2018). 

As células-tronco da polpa dental humana foram isoladas pela primeira vez 

em 2000 (GRONTHOS et al., 2000). Três anos mais tarde, as células-tronco da 

polpa de dentes decíduos esfoliados humanos (SHED) foram estudadas (MIURA et 

al., 2003). As SHED são uma fonte celular acessível e promissora para a 

regeneração de tecidos, uma vez que elas têm um alto potencial para proliferação e 

diferenciação osteogênica (LEE et al., 2019). Quando comparadas com as células-

tronco da polpa dentária de dentes permanentes, as SHED mostram maior taxa de 

proliferação (NAKAMURA et al., 2009) e maior número de divisões celulares, o que 

gera maior facilidade de expansão in vitro, assim como maior formação de colônias, 

capacidade osteoindutiva in vivo e formação de diferentes tecidos do complexo 

dentino-pulpar (MIURA et al., 2003; GINANI et al., 2018). Outra característica que 

elege as SHED como excelentes candidatas ao processo de regeneração tecidual é 

o fato de seu isolamento se dar de forma simples e conveniente, causando pouco ou 

nenhum trauma, uma vez que toda criança perde dentes decíduos, sendo uma 

oportunidade perfeita de recuperar e armazenar células-tronco para aplicações 

futuras (ARORA et al., 2009; GINANI et al., 2018). 

 Lobo et al. (2015) investigaram a resposta de células-tronco de diferentes 

linhagens à biocerâmica de fosfato de cálcio bifásico na forma de grânulos e blocos. 

Os grânulos utilizados neste estudo apresentavam diferentes porosidades e os 

blocos possuíam diâmetros de 2 mm e 5 mm. Além disso, as formas de BCPs 

empregadas continham 65% de HA e 35% de β-TCP. A partir de suas análises, os 

autores concluíram que o comportamento das células foi influenciado de forma 

distinta, de acordo com a sua origem, pela presença de BCP, sendo que a 

composição química e características físicas exerceram papel fundamental no tipo 
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de resposta verificado – grânulos menores propiciaram a maior proliferação celular, 

enquanto grânulos maiores favoreceram diferenciação. Verificaram também que 

aqueles materiais que apresentavam superfícies mais rugosas e com maior número 

de micro e macroporosidades permitiram maior viabilidade celular, proliferação e 

diferenciação, em contraste com os de superfícies mais lisas e com menor 

porosidade (LOBO et al., 2015). Outro estudo, nesse segmento, foi desenvolvido por 

AbdulQader et al. (2015), que investigaram a interação das BCP em três proporções 

diferentes de HA/β-TCP com as células-tronco da polpa de dentes permanentes e 

concluíram que o material que continha 20% de HA e 80% de β-TCP interferiu 

negativamente na viabilidade celular devido ao pH mais alcalino. Todavia, essa 

mesma proporção de HA/β-TCP também foi responsável pela maior expressão 

gênica de marcadores osteogênicos, apontando para uma melhor diferenciação 

osteoblástica (ABDULQADER et al., 2015). 

Diante do exposto ao longo desse manuscrito e considerando a pouquidade 

de estudos na literatura abordando esse tema, torna-se imprescindível realizar 

pesquisas como esta, a fim de determinar proporções e características adequadas 

das BCPs em suas diversas apresentações físicas, com o intuito de promover uma 

regeneração óssea de forma eficaz e com qualidade de osso compatível com a 

necessidade de suporte e funcionalidade orgânica.  
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3  OBJETIVOS 

 

Este trabalho teve como objetivo geral avaliar a resposta osteogênica de 

células-tronco de dentes decíduos humanos esfoliados (SHED) quando em contato, 

por diferentes períodos, com grânulos de cerâmica de fosfato de cálcio bifásico em 

diferentes proporções de β-TCP e HA e em dois meios de cultura distintos (Meio 

Essencial Mínimo Modificado Alfa - MEMα e Meio Osteogênico).  

 Os objetivos específicos deste projeto foram: 

a) avaliar a viabilidade e proliferação celular das SHED em meio de cultura 

convencional MEMα e meio osteogênico contendo os grânulos de BCP, 

por meio do método MTT; 

b) determinar quantitativamente e qualitativamente a deposição de íons 

cálcio na formação de matriz mineralizada nas SHED, em diferentes 

proporções de β-TCP e HA, por meio do ensaio colorimétrico com 

vermelho de alizarina; 

c) analisar a diferenciação celular das SHED em osteoblastos nas condições 

estabelecidas, por meio da técnica de RT-PCR. 
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4  MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 CULTIVO CELULAR 

 

Células-tronco de dentes decíduos esfoliados humanos (SHED), fornecidas 

pela Profª Drª Thais Marchini Oliveira Valarelli (Faculdade de Odontologia de Bauru, 

Universidade de São Paulo, SP, Brasil) após aprovação pelo Comitê de Ética em 

Pesquisa (CEP) da instituição (protocolo número CAAE: 88330218.6.0000.5417) e 

após a devida caracterização, foram mantidas em meio de cultura MEMα (Gibco, 

Invitrogen, Grand Island, NY, EUA), suplementado com soro fetal bovino 10% (SFB) 

(Fetal Bovine Serum, Certified, Heat-Inactivated, Gibco, Invitrogen) e solução de 

penicilina e estreptomicina 1% (Penicillin-Streptomycin, Gibco, Invitrogen). As células 

foram mantidas em incubadora a 37°C e 5% de CO2, sendo o meio de cultura 

trocado a cada dois dias. Para todos os experimentos, as SHED foram utilizadas 

entre a 8ª e 10ª passagem. 

 

4.2 DETERMINAÇÃO DOS GRUPOS EXPERIMENTAIS 

  

Foram empregados grânulos de fosfato de cálcio bifásico poroso de 10 a 20 

mesh compostos por diferentes proporções de HA e β-TCP - Osteosynt® (EINCO 

Biomaterial Ltda, Belo Horizonte, MG, Brasil). Os grupos foram determinados de 

acordo com as diferentes proporções de HA e β-TCP e os diferentes meios de 

cultura, MEMα ou meio osteogênico (Osteogenic Differentiation Medium, Lonza 

Group Ltd., Basel, SWZ), conforme se segue: 

a) MC80-20: SHED cultivadas em grânulos compostos por 80% de HA e 20% de 

β-TCP em meio convencional (MEMα); 

b) MC60-40: SHED cultivadas em grânulos compostos por 60% de HA e 40% de 

β-TCP em meio convencional (MEMα); 

c) MC20-80: SHED cultivadas em grânulos compostos por 20% de HA e 80% de 

β-TCP em meio convencional (MEMα); 
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d) MO80-20: SHED cultivadas em grânulos compostos por 80% de HA e 20% de 

β-TCP em meio osteogênico; 

e) MO60-40: SHED cultivadas em grânulos compostos por 60% de HA e 40% de 

β-TCP em meio osteogênico; 

f) MO20-80: SHED cultivadas em grânulos compostos por 20% de HA e 80% de 

β-TCP em meio osteogênico; 

g) C-: SHED cultivadas somente em meio convencional (MEMα); 

h) C+: SHED cultivadas somente em meio osteogênico. 

 

4.3 PLAQUEAMENTO DE SHED EM GRÂNULOS DE HA E Β-TCP 

  

Para o plaqueamento, foram distribuídos 10 mg de grânulos do biomaterial 

por poço de uma placa de 24 poços e 500 µL de uma suspensão de MEMα contendo 

2,5 × 104 SHED. Após o plaqueamento, as células foram incubadas a 37ºC e 5% de 

CO2 durante a noite para se aderirem aos grânulos e/ou ao fundo dos poços. Depois 

deste período, as células foram cultivadas em meio de cultura convencional ou em 

meio de cultura osteogênico durante 1, 7, 14 e 21 dias, sendo trocados a cada dois 

dias. Os grupos foram plaqueados em triplicata. 

 

4.4 ENSAIO DE VIABILIDADE E PROLIFERAÇÃO CELULAR – MTT 

  

A viabilidade e proliferação das células foram avaliadas pelo ensaio 

colorimétrico MTT, que se baseia na capacidade de enzimas desidrogenases, 

presentes em células viáveis, em converter o sal de brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-

2-il]-2,5-difeniltetrazólio, que é solúvel em água, em cristais de formazan, produto 

insolúvel em água. O número de células viáveis é diretamente proporcional à 

quantidade de cristais de formazan produzido. 

Ao término de cada período de incubação, o meio de cultura foi removido e 

substituído por 210 μL/poço de novo meio. Em seguida, foram acrescentados 170 

μL/poço de solução de MTT (5 mg/mL) e a placa incubada a 37ºC e 5% de CO2 

durante 4 horas. Os cristais de formazan foram solubilizados por meio da adição de 
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210 μL/poço de uma solução de sulfato de sódio dodecil (SDS) 10% em água – 10% 

HCl, seguido de incubação a 37ºC e 5% de CO2 durante 18 horas. Um total de 100 

μL do conteúdo dos poços foi transferido para uma placa de 96 poços, e a 

absorbância foi medida em espectrofotômetro (Anthos Zenyth 200 RT, Biochrom 

LTD, Cambridge, Reino Unido) com comprimento de onda de 595 nm. 

 

4.5 ENSAIO DA CAPACIDADE DE MINERALIZAÇÃO CELULAR – VERMELHO 

DE ALIZARINA 

  

A avaliação qualitativa e quantitativa da deposição de cálcio na formação de 

matriz mineralizada foi detectada pelo ensaio colorimétrico com vermelho de 

alizarina. Neste ensaio, os poços foram lavados com solução salina tamponada com 

fosfato (PBS) e as células foram fixadas com paraformaldeído 4% por 15 minutos em 

temperatura ambiente. Em seguida, as células foram lavadas com água destilada 

duas vezes, incubadas com solução de alizarina 1% (peso/volume) (pH 4,1 a 4,5) 

em água destilada por 20 minutos em temperatura ambiente e novamente lavadas 

três vezes com água destilada. As células coradas foram então avaliadas com 

microscópio invertido e fotografadas.  

 Após o registro fotográfico, procedeu-se a análise quantitativa, adicionando-

se 280 μL de ácido acético a 10% por poço, sob agitação por 30 minutos. Alíquotas 

de 100 μL do conteúdo dos poços foram transferidas para uma placa de 96 poços, e 

a absorbância foi avaliada, por meio do espectrofotômetro (Anthos Zenyth 200 RT, 

Biochrom LTD, Cambridge, Reino Unido) adotando o comprimento de onda de 405 

nm. 

 

4.6 AVALIAÇÃO DA EXPRESSÃO GÊNICA - RT-PCR 

 Para avaliar o potencial de diferenciação das SHED em osteoblastos nos 

diferentes grupos, foi realizada a RT-PCR, conforme as etapas descritas a seguir. 
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4.6.1 Extração de RNA e síntese de cDNA 

 

 As amostras de SHED cultivados com os diferentes grânulos do biomaterial 

foram processadas conforme protocolo básico de extração de RNA com colunas de 

afinidade. O material foi processado e submetido à lise com tampão específico do kit 

PureLink® RNA Mini Kit (Life Technologies, EUA). Após a lise, o RNA contido no 

sobrenadante foi extraído por colunas de afinidade e congelado imediatamente. A 

seguir, essas amostras foram reversamente transcritas para cDNA. A uma 

quantidade de 11,0 μL do RNA, foi adicionado 1,0 μL de uma mistura contendo os 

quatro dNTP’s, 1,0 μL de random primers de acordo com o protocolo do fabricante 

do kit. Em seguida as reações foram levadas ao termociclador por aproximadamente 

5 minutos a 65°C. Após este tempo foram retiradas e colocadas no banho de gelo 

por 20 segundos, seguido da adição das misturas, 2μL de DTT e o 4μl tampão (Tris-

HCl, 250mM, pH 8,3; KCl, 375mM; MgCl2, 15mM) e colocado novamente no 

termociclador por 20 segundos a 37°C. Após os 20 segundos, foi adicionado 1,0 μl 

da enzima M-MLV RT (Moloney Murine Leukemia Vírus Reverse Transcriptase), que 

é a responsável para a complementação do RNA para cDNA, seguido de um ciclo 

de 37°C durante 50 minutos. Ao final da reação as amostras foram congeladas até o 

momento da realização dos ensaios de PCR.  

O grau de pureza das amostras foi analisado no Nanodrop ND2000 pela 

razão da medida da absorbância 260/280. Após a verificação da integridade, as 

amostras foram congeladas a -20°C para o posterior uso em PCR quantitativo em 

tempo real. 

 

4.6.2 Avaliação da expressão relativa por RT-PCR 

 

 Para a RT-PCR foram utilizadas sondas de hidrólise do tipo TaqMan, 

duplamente marcadas utilizando os iniciadores. 

As reações foram realizadas em um Step One Real Time PCR System 

(Applied Biosystems), em um volume final de 10μL por reação. Foi adicionado 1μL 

de uma mistura que inclui os marcadores forward, reverse, e a sonda TaqMan, 

marcada com FAM para o fator de transcrição 2 relacionado ao runt (RUNX2, 

Hs00231692_m1), para a osteocalcina (OCN, Hs01587814_g1) e para o gene 

constitutivo - gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase (GAPDH, Hs99999905_m1), 



32 
 

utilizando NFQ como quencher na placa. Em seguida foi preparada uma mistura 

contendo 5 μL de 2X TaqMan Universal PCR Master Mix e e 3μL de água livre de 

DNAse e RNAse e 1μL de cDNA das amostras, que foram homogeneizados ao 

mesmo tempo para todos os marcadores, para que todos estivessem com a mesma 

concentração final de cDNA, e então adicionados à placa. Foi utilizado um controle 

negativo e um positivo para cada marcador. As amplificações ocorreram em um ciclo 

inicial de 50°C por 2 minutos. A segunda etapa foi um ciclo a 95°C por 10 minutos. 

Na próxima etapa foram realizados 40 ciclos a 95°C por 15 segundos e a 60°C por 1 

minuto. 

Os resultados foram expressos pelo método ∆Ct (Cicle Thresold) que consiste 

de uma quantificação relativa, em que é realizada a normalização de expressão de 

cada alvo pela subtração do valor de Ct encontrado para cada gene alvo, pelo valor 

do Ct do gene constitutivo. 

 

4.7 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

  

Os valores obtidos em triplicata foram submetidos à análise estatística, por 

meio do software Statistical Package for the Social Sciences (SPSS), versão 20.0. 

Foi constatado, após aplicação do teste de Shapiro-Wilk, que a distribuição dos 

dados seguiu normalidade. Dessa forma, as médias dos valores apresentados foram 

submetidas à análise de variância pelo método ANOVA, três fatores e o teste T 

protegido por Bonferroni foi aplicado, na sequência, para os dados referentes ao 

ensaio de viabilidade/proliferação celular e de calcificação. Para a análise de 

expressão gênica, também se verificou normalidade na distribuição dos dados e, 

dessa forma, os métodos ANOVA e teste de Tukey foram aplicados, de acordo com 

a pertinência da análise. Para que as diferenças fossem consideradas significativas, 

foi adotado um nível de significância de 5%.  
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5  RESULTADOS 

 

5.1 VIABILIDADE E PROLIFERAÇÃO CELULAR 

 

A partir da análise estatística da média das absorbâncias obtidas no ensaio 

de viabilidade e proliferação celular, verificou-se que os três fatores aplicados neste 

estudo (proporção HA/ β-TCP x tipo de meio de cultura x tempo de cultivo) 

apresentaram interação entre si. Em virtude disso, a análise foi voltada para essa 

relação entre os grupos, os quais foram avaliados em três conjuntos, da seguinte 

forma: a) comparação do efeito das diferentes proporções dos grânulos em um 

mesmo meio de cultivo, dentro de um mesmo período; b) comparação do efeito dos 

meios de cultura, para uma mesma proporção de HA/β-TCP dentro de um mesmo 

período e c) comparação do efeito em um mesmo grupo (proporção de HA/β-TCP + 

meio de cultivo) em razão dos diferentes períodos.  

 

5.1.1 Ensaio de viabilidade e proliferação celular – MTT 

  

Iniciando a análise sobre o efeito dos diferentes grânulos no meio 

convencional, verificamos que no dia 1 a viabilidade e proliferação celular do grupo 

controle negativo (C-) foram significativamente maiores que MC60-40 e MC20-80, 

porém não houve diferença estatística em relação a MC80-20. Já nos dias 7, 14 e 

21, nenhum grupo se sobressaiu em relação a outro, ou seja, nenhuma proporção 

de HA/β-TCP demonstrou interferência na viabilidade e proliferação celular das 

SHED quando cultivadas em meio convencional (GRÁFICO 1). 

Para o cultivo em meio osteogênico, no dia 1, o grupo controle positivo (C+) 

apresentou viabilidade e proliferação celular superiores a MO80-20, MO60-40 e 

MO20-80, sendo que entre esses últimos, apenas MO60-40 demonstrou diferença 

estatística em relação a MO20-80, tendo o primeiro resultado superior ao segundo. 

No dia 7, os grupos C+ e MO60-40, apresentaram viabilidade e proliferação celular 

semelhante, porém superior a MO80-20 e MO20-80, os quais entre si demonstraram 
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diferença estatística, com MO80-20 tendo resultado superior a MO20-80. Já no dia 

14, não houve diferença estatística entre os grupos, exceto entre MO80-20 e MO20-

80, sendo que MO80-20 apresentou maior taxa de viabilidade e proliferação celular. 

Contudo, MO80-20 e MO20-80 não apresentaram resultados estatisticamente 

diferentes de C+. No dia 21, todos os grupos apresentaram viabilidade e proliferação 

celular semelhante entre si (GRÁFICO 2). 

 

Gráfico 1 - Análise da viabilidade e proliferação celular dos grupos cultivados em meio 
convencional após 1, 7, 14 e 21 dias. 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: do autor (2021). 

Nota: Letras minúsculas diferentes indicam diferença estatística entre os grupos avaliados dentro de   
.         um mesmo período (p<0,05). 
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Gráfico 2  - Análise da viabilidade e proliferação celular dos grupos cultivados em meio 

osteogênico após 1, 7, 14 e 21 dias. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: do autor (2021). 

Nota: Letras minúsculas diferentes indicam diferença estatística entre os grupos avaliados dentro de   
.         um mesmo período (p<0,05). 
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cultivados em meio osteogênico apresentaram superioridade na viabilidade e 

proliferação (MO60-40>MC60-40 e MO20-80>MC20-80). O gráfico 3 elucida esses 

resultados. 

 

Gráfico 3 - Análise da taxa de viabilidade e proliferação celular comparativa entre os grupos 
homólogos com a mesma proporção de HA/ β-TCP, cultivados em meio convencional 
e osteogênico, respectivamente.   

 

 

 

Fonte: do autor (2021). 

Nota: O símbolo * indica diferença estatística entre os grupos homólogos avaliados no período                 

.          correspondente (p<0,05). 
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 Para o grupo MC60-40, a viabilidade e proliferação celular no primeiro dia 

também foram inferiores aos demais. Não houve diferença entre o dia 7 e o dia 14, 

mas no 21º dia, a taxa de viabilidade e proliferação foi maior em relação ao dia 7. 

Contudo, entre o 14º e 21º dia, não houve diferença.  

 No grupo MC20-80, verificamos que os dias 7, 14 e 21 mostraram viabilidade 

e proliferação celular superior ao primeiro dia, mas sem diferença entre eles. Esse 

fato também foi observado para MO80-20, diferenciando-se apenas pela presença 

de diferença estatística entre o 7º e 14º dia, com maior viabilidade e proliferação do 

segundo, em relação ao primeiro. No grupo MO60-40, os resultados mostraram 

aumento gradativo, com menor taxa de viabilidade e proliferação no dia 1, seguido 

pelo dia 7, culminando no 14º e 21º dia, sem diferença estatística entre esses dois 

últimos.  

 Para o grupo MO20-80, apenas houve diferença na taxa de células viáveis e 

proliferação entre o 1º e 21º dia, sendo o dia 21 superior ao dia 1. Contudo, não 

houve diferença estatística entre os dias 1, 7 e 14, assim como também não houve 

diferença entre os dias 7, 14 e 21.  

 No grupo C-, a taxa de viabilidade e proliferação celular do dia 1 foi inferior 

aos demais períodos, não havendo diferença entre os dias 7, 14 e 21, assim como 

também ocorreu para o grupo C+. 

 A descrição supracitada pode ser visualizada no gráfico 4. 
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Gráfico 4 - Análise da viabilidade e proliferação celular, por grupo, em função do tempo de 
cultivo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: do autor (2021). 
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óptico invertido, após a coloração com vermelho de alizarina. A análise foi subjetiva, 

a partir das evidências de focos de mineralização, constatados nas fotos obtidas.  

No dia 1, quando as SHED foram cultivadas em meio convencional, 

observamos que os escassos focos de mineralização encontravam-se semelhantes 

em todos os grupos, com exceção do grupo C- (FIGURA 1).  

 

 

Figura 1 -  Fotomicrografia das SHED em associação com grânulos em diferentes                                            
proporções de HA/ β-TCP, em meio convencional, após 1 dia de cultivo, posterior à 
coloração com vermelho de alizarina (aumento 10x). 

Fonte: do autor (2021). 

 

Nesse mesmo dia, com as células sendo cultivadas em meio osteogênico, 

verificamos que houve um número maior de focos de mineralização, quando 

comparado ao meio convencional. Todavia, essa diferença ainda se mostrava bem 

pequena, conforme demonstrado pela figura 2. 

 

Figura 2  -  Fotomicrografia das SHED em associação com grânulos em diferentes proporções 
de HA/ β-TCP, em meio osteogênico, após 1 dia de cultivo, posterior à coloração 
com vermelho de alizarina (aumento 10x). 

 Fonte: do autor (2021). 

No dia 7, analisando as células cultivadas em meio convencional, foi possível 

enxergar o início dos focos de mineralização nos grupos em que havia grânulos. 
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Contudo, no grupo controle, C-, não foi possível notar áreas coradas em vermelho 

intenso, como nos demais grupos (FIGURA 3).  

 

Figura 3  -  Fotomicrografia das SHED em associação com grânulos em diferentes proporções 
de HA/ β-TCP, em meio convencional, após 7 dias de cultivo, posterior à coloração 
com vermelho de alizarina (aumento 10x). 

Fonte: do autor (2021). 

 

Para as células cultivadas em meio osteogênico, também no dia 7, foi 

possível localizar áreas coradas em vermelho intenso nos grupos contemplados com 

grânulos, da mesma forma que para o meio convencional, sem diferença marcante 

entre eles. Todavia, no grupo C+, ainda não tinha sido possível detectar indícios de 

mineralização perceptível (FIGURA 4). 

 

Figura 4  -  Fotomicrografia das SHED em associação com grânulos em diferentes proporções 
de HA/ β-TCP, em meio osteogênico, após 7 dias de cultivo, posterior à coloração 
com vermelho de alizarina (aumento 10x). 

Fonte: do autor (2021). 

Na análise das células cultivadas em meio convencional, no dia 14, notamos 

que os focos de mineralização, nos grupos em que havia a presença de grânulos, 
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estavam mais perceptíveis e em maior número. No entanto, no grupo C-, não foi 

possível identificar áreas nítidas coradas em vermelho (FIGURA 5). 

 

Figura 5  -  Fotomicrografia das SHED em associação com grânulos em diferentes proporções 
de HA/ β-TCP, em meio convencional, após 14 dias de cultivo, posterior à coloração 
com vermelho de alizarina (aumento 10x). 

Fonte: do autor (2021). 

 

 Ainda no dia 14, com as células cultivadas em meio osteogênico, percebemos 

que todos os grupos mostraram um número maior de focos de mineralização. Em 

especial, o grupo C+ mostrou-se intensamente corado de vermelho, indicando a 

atividade indutora de mineralização do meio osteogênico, após esse período, 

conforme ilustra a figura 6. 

 

Figura 6  -  Fotomicrografia das SHED em associação com grânulos em diferentes proporções de 
HA/ β-TCP, em meio osteogênico, após 14 dias de cultivo, posterior à coloração com 
vermelho de alizarina (aumento 10x). 

Fonte: do autor (2021). 

No dia 21, quando as células foram cultivadas em meio convencional, os 

focos de mineralização estavam nitidamente em maior número nos grupos 

contemplados com os grânulos. Em contrapartida, o grupo C- se manteve com 

nenhuma ou quase nenhuma área de calcificação. Não foi possível perceber um 
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aumento do número de focos de mineralização do 14º para o 21º dia, embora a 

proliferação das células estivesse bem avançada (FIGURA 7). 

 

Figura 7  -  Fotomicrografia das SHED em associação com grânulos em diferentes proporções de 
HA/ β-TCP, em meio convencional, após 21 dias de cultivo, posterior à coloração com 
vermelho de alizarina (aumento 10x). 

Fonte: do autor (2021). 

 

Por fim, a análise das células cultivadas em meio osteogênico, no dia 21 

também revelou focos de calcificação extremamente nítidos, tanto para os grupos 

com grânulos, quanto para o grupo C+ cuja coloração em vermelho intenso se 

estendeu por toda a superfície dos poços avaliados. Essa constatação pode ser 

verificada na figura 8. 

 

Figura 8  -  Fotomicrografia das SHED em associação com grânulos em diferentes proporções de 
HA/ β-TCP, em meio osteogênico, após 21 dias de cultivo, posterior à coloração com 
vermelho de alizarina (aumento 10x). 

Fonte: do autor (2021). 
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5.2.2 Vermelho de Alizarina – Avaliação Quantitativa 

  

Analisando os diferentes grânulos em um mesmo meio de cultivo, 

observamos que para o meio convencional, em todos os períodos avaliados, o grupo 

C- apresentou menor teor de calcificação que os demais grupos (C- < MC80-20, 

MC60-40 e MC20-80). Contudo, não houve diferença entre os grupos MC80-20, 

MC60-40 e MC20-80 (GRÁFICO 5). Já para o meio osteogênico, nos dias 1 e 7, o 

grupo C+ apresentou menor teor de mineralização que os demais grupos (C+ < 

MO80-20, MO60-40 e MO20-80), também não havendo diferença entre os grupos 

MO80-20, MO60-40 e MO20-80. Todavia, nos dias 14 e 21, não houve diferença 

estatística na taxa de mineralização entre os grupos MO80-20, MO60-40 e MO20-80 

e C+ (GRÁFICO 6). 

 

Gráfico 5 - Análise do potencial de calcificação exercido pelos diferentes grânulos no meio 
convencional MEMα, após 1, 7, 14 e 21 dias de cultivo. 

 

 

  

  

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: do autor (2021). 

Nota: Letras minúsculas diferentes indicam diferença estatística entre os grupos avaliados dentro de        
.         um mesmo período (p<0,05). 
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Gráfico 6 - Análise do potencial de calcificação exercido pelos diferentes grânulos no meio 

osteogênico, após 1, 7, 14 e 21 dias de cultivo. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: do autor (2021). 

Nota: Letras minúsculas diferentes indicam diferença estatística entre os grupos avaliados dentro de      
.         um mesmo período (p<0,05). 

 

Comparando o efeito entre os dois meios de cultivo em uma mesma 

proporção de HA/β-TCP, notamos que, tanto no dia 1 quanto no dia 7, não houve 

diferença estatística na taxa de mineralização entre os grupos cultivados em meio 

convencional com os grupos homólogos cultivados em meio osteogênico (MC80-20 

= MO80-20; MC60-40 = MO60-40; MC20-80 = MO20-80 e C- = C+). Já no dia 14, 

percebemos que para os grupos em que havia grânulos de 80 de HA e 20 de β-TCP 

(MC80-20 e MO80-20), bem como para os grupos em que havia grânulos de 60 de 

HA e 40 de β-TCP (MC60-40 e MO60-40), não houve diferença estatística. Todavia, 

nesse mesmo período, o grupo MO20-80 apresentou maior teor de calcificação que 

MC20-80, da mesma forma que C+ também foi superior a C-. Para o dia 21, houve 

diferença apenas entre os grupos C- e C+, sendo que a taxa de calcificação de C+ 

foi superior a C-, fato esse que não ocorreu entre os demais grupos homólogos 

nesse período. Esses achados podem ser visualizados no gráfico 7. 
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Gráfico 7 - Análise do potencial de calcificação exercido pelos dois meios de cultivo numa 

mesma proporção de HA/β-TCP, dentro de um mesmo período. 

 

 

Fonte: do autor (2021). 

Nota: O símbolo * indica diferença estatística entre os grupos homólogos avaliados no período              

.          correspondente (p<0,05). 

 

 Por fim, quando avaliamos esses efeitos em um mesmo grupo, em razão do 

tempo, verificamos que para os grupos MC80-20, MC60-40, MC20-80, MO80-20 e 

MO60-40, nenhuma diferença estatística no teor de mineralização das células foi 

detectada com o passar do tempo. Já para o grupo MO20-80, o dia 1 apresentou 

menor taxa de mineralização que o dia 14, porém não houve diferença entre os 

demais períodos. No grupo C-, houve diferença estatística somente entre o 1º e o 

21º dia, com maior taxa de mineralização no 21º dia. No grupo C+, a maior taxa de 

mineralização ocorreu no 14º e 21º dia, sem diferença entre esses dois períodos. 

Essas informações podem ser constatadas no gráfico 8. 
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Gráfico 8 - Análise da calcificação dos diferentes grupos em função do tempo de cultivo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: do autor (2021). 

 

 

5.3  EXPRESSÃO GÊNICA - RT-PCR 

  

 A expressão osteogênica das SHED foi avaliada por meio da técnica de RT-

PCR em tempo real, empregando-se os marcadores OCN e RUNX2, para os quais a 

expressão do respectivo mRNA foi investigada. De posse dos resultados, a análise 

estatística foi conduzida e assim foi possível verificar, após o teste de Shapiro-Wilk, 

que a distribuição dos dados seguia normalidade. Logo, em seguida, o teste T ou 

ANOVA, seguido pelo teste Tukey foram aplicados, de acordo com a análise 

pertinente à distribuição dos dados.  

 

5.3.1 Expressão relativa de mRNA para OCN 
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80 e MO80-20. Além disso, não houve diferença estatística entre os grupos que 

expressaram o marcador.  

 Quanto à resposta em relação ao tempo, foi possível comparar apenas a 

expressão relativa de mRNA nos grupos C- e C+ entre o 14º e 21º dia e, dentro 

dessa análise, verificou-se que não houve diferença quantitativa na expressão do 

marcador entre os dois períodos.  

Tais achados podem ser constatados, por meio do gráfico apresentado logo 

abaixo (GRÁFICO 9).  

 

Gráfico 9 - Expressão relativa de mRNA para OCN nos diferentes grupos. 

 

 

Fonte: do autor (2021). 

Nota: Não houve diferença estatística entre os grupos que expressaram mRNA (p>0,05). 
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dia 1, todos os grupos expressaram RUNX2 e não houve diferença quantitativa na 

expressão desse marcador entre os grupos. No dia 7, houve detecção de mRNA 

para RUNX2 apenas nos grupos MC80-20 e MC20-80, sendo que, estatisticamente, 

não houve diferença quantitativa para os resultados coletados. No dia 14, apenas os 

grupos controle C- e C+ expressaram RUNX2, também não havendo diferença 

estatística entre tais grupos. Em contrapartida, no dia 21 foi possível verificar que 

todos os grupos avaliados expressaram o marcador e que o grupo C+ foi 

responsável pelo maior teor de expressão do mRNA. Contudo, embora C+ tenha 

demonstrado clara regulação positiva para RUNX2 nesse período, a média obtida 

apenas guardou diferença estatística com os grupos MC80-20, MC20-80, MO20-80 

e C-. Com exceção do grupo C+, todos os demais grupos não demonstraram 

diferença estatística entre si. 

 Em relação ao comportamento dos dados de um mesmo grupo ao longo do 

tempo, foi possível verificar que para os grupos MC80-20, MC60-40, MC20-80, 

MO20-80, MO60-40 e C- a maior expressão de RUNX2 se deu no dia 1. Já para os 

grupos MO80-20 e C+, o maior teor foi constatado nos dias 1 e 21, sem diferença 

estatística entre esses dois períodos.   

O gráfico 10 elucida o comportamento dos dados supracitados. 
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Gráfico 10 - Expressão relativa de mRNA para RUNX2 nos diferentes grupos. 

 

Fonte: do autor (2021). 

Nota: Letras minúsculas diferentes indicam diferença estatística entre os grupos avaliados dentro de      

.         um mesmo período (p<0,05). 
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6  DISCUSSÃO  

 

A odontologia regenerativa vem, cada vez mais, ganhando espaço como 

alternativa às terapias convencionais de restauração da função dentária e constitui 

uma modalidade promissora para a recuperação do órgão dental em um futuro 

próximo. Contudo, a regeneração óssea usando ferramentas da medicina 

regenerativa já é uma realidade. A polpa dentária constitui uma importante fonte de 

células-tronco e de fácil acessibilidade para ser empregada na terapia regenerativa 

óssea, pois essas células são capazes de se diferenciarem em linhagens 

osteogênicas se corretamente estimuladas.  

Esse estudo buscou investigar se as diferentes proporções de HA e β-TCP, 

na forma de grânulos, cultivados em dois diferentes meios de cultivo celular, tiveram 

impacto na viabilidade e na diferenciação osteogênica de SHED. Neste trabalho, os 

grânulos de BCP utilizados foram da marca OSTEOSYNT®, fornecidos pela 

empresa EINCOBIO.  

As biocerâmicas de BCP presentes no mercado podem diferir em sua forma 

física (grânulos de vários tamanhos, blocos, pasta, etc.), bem como em sua 

composição química. Estudos mostram que variações em ambos os parâmetros 

(químicos e físicos) podem refletir na produção de microambientes distintos, capazes 

de influenciar diretamente as respostas celulares frente a fatores intrínsecos e 

extrínsecos (LOBO et al., 2015). Com relação à composição química, o presente 

estudo preconizou o emprego de diferentes proporções de HA/β-TCP, porque é 

descrito na literatura que as diferentes razões nessa composição podem modular 

diretamente a bioatividade do material de acordo com as características de cada 

componente. Os produtos iônicos liberados no processo de dissolução desses 

materiais inorgânicos exercem efeito direto no microambiente onde estão situadas 

as células, bem como influenciam o processo de neoformação óssea (LEGEROS et 

al., 2003). AbdulQader et al. (2014) investigaram a influência de três diferentes 

proporções de HA/β-TCP na viabilidade de células-tronco da polpa de dentes 

permanentes (HDPSC). Ao quantificar a liberação de íons cálcio e fosfato, 

constataram que houve um aumento desses íons com a diminuição da razão HA/β-

TCP, o que refletiu na viabilidade das células, aumentando de forma proporcional ao 

aumento da razão HA/β-TCP. Esse fato pode ser explicado pela maior quantidade 



51 
 

de β-TCP, que por ser mais solúvel, forneceu um ambiente mais alcalino, 

restringindo a viabilidade celular (ABDULQADER et al., 2015).  

Buscando investigar o efeito das diferentes proporções de HA/β-TCP na 

viabilidade e proliferação das SHED, essa pesquisa verificou, por meio do ensaio 

MTT, que a relação destacada pelo estudo supracitado não foi observada. O ensaio 

MTT é um teste colorimétrico muito difundido que avalia a viabilidade/proliferação de 

células e a citotoxicidade de materiais terapêuticos. Nesse trabalho, os resultados 

demonstraram que a viabilidade e proliferação das SHED não foram prejudicadas 

pela presença dos grânulos, e que não houve diferença marcante quando 

comparadas as diferentes proporções de HA/β-TCP. Foi verificado que apenas no 

dia 1, os resultados foram inferiores aos do grupo controle, em ambos os meios, e 

isso pode estar relacionado ao menor número de células presentes nesse período, 

bem como ao contato inicial das células com o material.  Kouhestani et al. (2018) 

avaliaram a viabilidade de HDPSCs em contato com grânulos de BCP, por meio do 

teste MTT, e também concluíram que, entre os períodos analisados, apenas o 

primeiro dia retornou uma viabilidade inferior aos demais (KOUHESTANI et al., 

2018). Quanto aos meios de cultivo, percebemos que, nos dias 1 e 7, a taxa de 

viabilidade e proliferação das SHED em meio convencional se mostrou superior ao 

meio osteogênico, mas a partir do dia 14, não foi possível detectar uma diferença 

marcante nos resultados atribuídos aos meios. Esse fato aponta para uma boa 

receptividade de ambos os meios de cultura como fonte nutricional para as SHED 

em contato com a BCP.  

Para avaliar o potencial de deposição de cálcio na formação de uma matriz 

mineralizada das SHED, elegemos o teste colorimétrico com vermelho de alizarina. 

Esse teste se baseia na coloração de nódulos minerais presentes na matriz óssea 

extracelular (LI-YU et al., 2002). Nesse estudo, verificamos que os grânulos de BCP 

foram capazes de induzir a mineralização nas SHED e que não houve um padrão de 

diferença marcante na quantidade de deposição mineral entre as diferentes 

proporções de HA/β-TCP cultivadas no mesmo tipo de meio. Além disso, quando 

analisamos o efeito dos dois meios de cultivo para uma mesma proporção de HA/β-

TCP (grupos homólogos), notamos também que não há diferença na capacidade de 

mineralização das células atribuída aos meios. Isso nos aponta para a hipótese de 

que as SHED cultivadas com grânulos de BCP em meio convencional podem ser tão 

estimuladas à diferenciação osteogênica, quanto àquelas cultivadas com BCP em 
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meio osteogênico, sendo uma vantagem nessa técnica, devido ao alto custo deste 

último. Em adição, percebemos que nos dias 1 e 7, os focos de mineralização se 

mostravam bem discretos nos grupos com grânulos e levantamos a hipótese de que 

aqueles presentes no primeiro dia se tratavam, na verdade, de produtos da 

fragmentação dos grânulos dissolvidos inicialmente nos meios de cultura. Ademais, 

constatamos que, a partir do dia 14, o meio osteogênico foi capaz de induzir 

mineralização, de forma semelhante aos grupos contemplados com grânulos, o que 

indica uma ausência de somação dos efeitos de estímulo de mineralização 

atribuídos ao meio osteogênico em conjunto aos grânulos de BCP. 

Li et al. (2017) investigaram a indução de diferenciação osteogênica em 

células-tronco mesenquimais derivadas da medula óssea, utilizando três formas de 

cerâmicas de fosfato de cálcio, sendo a BCP na proporção de 60% de HA e 40% de 

β-TCP e, por meio do ensaio com vermelho de alizarina, também concluíram que a 

BCP foi capaz de estimular a deposição de matriz mineralizada, em contraste com o 

grupo controle, o qual apresentou discretos focos de mineralização do início ao fim 

dos períodos avaliados (LI et al., 2017).  

Com a finalidade de investigar a capacidade de osteogênese das SHED sob 

estímulo, investigamos a expressão de dois genes relacionados à diferenciação 

osteoblástica (OCN e RUNX2). A osteocalcina é uma proteína não colágena, 

dependente da vitamina K, que é secretada durante o estágio tardio da diferenciação 

osteoblástica (CARVALHO et al., 2019). Os níveis de OCN no decorrer do 

desenvolvimento ósseo são muito baixos, sendo que o teor máximo só é alcançado 

no estágio final de mineralização da matriz óssea (GUNDBERG, 2000; CARVALHO 

et al., 2019). Esse achado guarda relação com o fato de que essa proteína possui 

em sua estrutura três resíduos de ácido glutâmico, os quais se ligam fortemente ao 

íon cálcio e, por consequência, à hidroxiapatita, conferindo assim uma alta afinidade 

com os componentes minerais do osso maduro (POSER; PRICE, 1979; POSER et 

al., 1980). Dessa forma, a OCN acelera o processo de nucleação da hidroxiapatita, o 

que confere um papel ativo nos estágios iniciais da maturação óssea (RAMMELT et 

al., 2005). 

Já o RUNX2 é um dos principais fatores de transcrição na diferenciação 

osteogênica de células-tronco mesenquimais (KOMORI, 2006). Durante o processo 

de diferenciação dessas células, ocorre uma regulação positiva na via do RUNX2, a 
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qual estimula a diferenciação de osteoblastos imaturos, enquanto, 

concomitantemente, inibe a de outras linhagens celulares, como por exemplo, de 

adipócitos (CHEN et al., 2016). Além disso, o RUNX2 também é necessário para 

estimular a expressão da maioria dos genes envolvidos na matriz óssea de 

osteoblastos imaturos. Contudo, sua participação é desnecessária para manter 

esses mesmos genes em osteoblastos já maduros, fazendo com que durante o 

processo de maturação óssea, ocorra uma diminuição da sua expressão (KOMORI, 

2010; CHEN et al., 2016). 

Nesse estudo, verificamos que as SHED demonstraram os primeiros indícios 

de expressão para OCN tardiamente, após o 14º dia, tendo seu pico de expressão 

no 21º dia. Além disso, constatamos que houve uma expressão significativa de 

RUNX2 já no 1º dia da análise, seguida por um decaimento e posterior expressão no 

21º dia. Esses achados, que mostram a tendência de expressão dos marcadores em 

relação ao tempo, guardam certa semelhança com os resultados demonstrados no 

trabalho realizado por Li et al. (2017), cuja pesquisa teve por objetivo investigar a 

resposta osteogênica de células-tronco mesenquimais da medula óssea, após 

serem cultivadas em HA, β-TCP e BCP na proporção de 60% de HA e 40% de β-

TCP, durante 7, 14 e 21 dias. Em seus resultados, os pesquisadores verificaram que 

para a maioria dos marcadores de osteogênese utilizados, inclusive OCN, houve um 

aumento tempo-dependente na expressão gênica e que a expressão máxima foi 

detectada no 21º dia. Contudo, para o RUNX2, eles constataram que houve um 

aumento gradual inicial, seguido de um decaimento (LI et al., 2017). Tal qual em 

nosso estudo, uma similaridade no comportamento dos marcadores em função do 

tempo pôde ser notada, embora estivesse presente uma diferença de resposta 

quantitativa nos resultados, bem como no desenho dos grupos aplicados.   

Aqui cabe ressaltar, que em nosso estudo o grupo C-, desenhado para ser o 

controle negativo, demonstrou expressão dos dois marcadores osteogênicos, por 

vezes sem diferença estatística com os demais grupos. Esse fato chama a atenção 

para a inclusão desse achado nas considerações a respeito da comparação entre os 

grupos para avaliação da indução de diferenciação osteogênica, sendo mais 

prudente a condução de novos experimentos empregando os mesmos parâmetros 

aplicados nesse estudo. Contudo, ao olhar para a tendência dos dados obtidos, não 

é possível designar uma proporção de grânulos da BCP que tenham exercido 

estímulo maior de diferenciação osteogênica, comparada às demais.  
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Outro estudo importante de se referenciar, em virtude do contraste dos 

resultados, é o de Sun et al. (2018), que investigou a capacidade osteogênica de 

células-tronco da medula óssea de ratos, quando expostas a quatro materiais 

diferentes, durante 1, 4, 7, 14, 21 e 28 dias. Os biomateriais empregados por eles 

foram colágeno (COL), colágeno com hidroxiapatita (COL/HA), somente 

hidroxiapatita (HA) e a biocerâmica de fosfato de cálcio bifásico contendo 60% de 

HA e 40% de β-TCP (BCP). Após análise dos resultados de expressão gênica, por 

meio da técnica de RT-PCR, para OCN e RUNX2, os autores perceberam que para 

a BCP, a expressão de OCN, curiosamente, teve seu pico no 4º dia e que após esse 

período houve um decaimento nessa taxa. Fato parecido ocorreu na expressão do 

RUNX2, cujo pico se deu entre o 4º e o 7º dia, com posterior diminuição (SUN et al., 

2018).  

Diante dos resultados apresentados aqui e do contraste com os estudos 

referenciados e existentes na literatura, torna-se importante salientar que pesquisas 

envolvendo linhagens celulares diferentes, podem demonstrar resultados distintos e 

particulares das células-tronco empregadas, de acordo com sua origem. Em virtude 

disso, tornar-se-á imprescindível a condução de novos estudos empregando 

diferentes linhagens celulares associadas às BCPs. Além disso, não há na literatura 

trabalhos de indução de diferenciação osteogênica associando BCPs com SHED, o 

que torna o presente estudo pioneiro nesse seguimento e preliminar para a 

investigação dos efeitos dessas biocerâmicas no potencial de osteogênese das 

SHED. 
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7  CONCLUSÃO 

 

 Em face dos resultados apresentados e levando em consideração as 

limitações inerentes à metodologia aplicada nesse estudo, foi possível concluir que 

as BCPs foram capazes de estimular a diferenciação osteogênica nas SHED a partir 

do 14º dia de cultivo, sem diferença entre as diferentes proporções de HA/β-TCP e 

meios nutricionais empregados. Esse fato destaca as SHED como excelente fonte 

de células-tronco a serem consideradas no processo de osteogênese em 

associação às BCPs, embora haja uma necessidade imperativa de mais estudos in 

vitro e in vivo para determinar, parâmetros ideais de cultivo, bem como para avaliar a 

qualidade de osso recém-formado. 
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