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RESUMO 

 

SILVA, C. A. Efeito de materiais bioativos em células-tronco da polpa dentária 

cultivadas sobre estímulo pró-inflamatório. 2024. 57 f. Trabalho de Conclusão de Curso – 

Faculdade de Odontologia de Ribeirão Preto, Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 

2024. 

 

A neoformação dentinária é um processo coordenado primariamente pelos odontoblastos. Por 

meio da alteração do micro-ambiente, seja pelos estímulos inflamatórios ou pela ação de 

materiais bioativos, as células mesenquimais indiferenciadas são capazes de se diferenciar. 

Todavia os mecanismos epigenéticos envolvidos nos processos de migração, proliferação e 

diferenciação celular não foram completamente elucidados até o momento. Dessa forma, o 

objetivo deste estudo foi investigar mecanismos envolvidos na diferenciação de células-tronco 

da polpa dentária de camundongos (OD-21) na biomineralização sob o estímulo inflamatório 

e em contato com materiais bioativos, por meio de métodos que avaliam: i) viabilidade 

celular, ii) proliferação e migração celular, iii) atividade enzimática de acetiltransferases, e iv) 

formação de nódulos de mineralização como indicadores de biomineralização. Para simulação 

de um ambiente pró-inflamatório, as células foram estimuladas com 10 ng/ml de TNF-α 

recombinante humano (R&D Systems, Minneapolis, MN), durante 7 dias e, a seguir, foram 

estimuladas com materiais bioativos – BiodentineTM (Bio), MTA Branco, Hidróxido de 

cálcio p.a. (CA(OH)2, KetacTM Molar, Beautifil Bulk Restorative (RES) e FiltekTM One 

Bulk Fill (FILL) – para verificar a citotoxicidade e capacidade de estimular a produção de 

tecido mineralizado. Os resultados foram analisados pelo Software GraphPad Prism 8.0 

(Prism, Chicago, IL, EUA), por meio do teste de análise de variância (ANOVA) two-way, 

seguido pelo teste de Tukey. O teste de viabilidade celular foi feito com diluições seriadas a 

partir do extrato inicial dos materiais. Na concentração 1:10 houve diferença entre os 

estímulos: i) Bio x MTA + TNF, p=0,0051; ii) Bio x Ketac + TNF, p=0,0195; iii) MTA x 

MTA + TNF, p=0,0402. Na concentração 1:100: i) Bio x RES, p=0,0416; ii) Bio x 

MTA+TNF, p=0,0038; iii) Bio x Ketac + TNF, p=0,0092; iv) MTA + TNF x FILL + TNF, 

p=0,031. Em ambas as concentrações não houve diferença entre os estímulos e o grupo 

controle. Para análise da proliferação celular utilizou-se diluição 1:100. Nos grupos sem 

estímulo de TNF-⍺ houve diferença entre os grupos: i) 12h x 36h, p=0,0005; ii) 24h x 36h, 

p<0,0001; iii) 36h x 48h, p=0,0032. Nos grupos com estímulo de TNF-⍺, não foi observada 

diferença estatística ao se comparar os períodos propostos. Para mensurar a atividade de 



 

histona acetiltransferase foram utilizadas as duas diluições seriadas. Nos grupos sem estímulo 

de TNF-⍺, foram observadas diferenças entre: RES x controle, p=0,022. Nos grupos com 

estímulo de TNF-⍺, foram observadas diferenças entre: i) controle e Ketac + TNF, p=0,022; 

ii) controle e Res + TNF, p=0,022; iii) controle e Fill + TNF, p=0,022. As células 

indiferenciadas da polpa dentária de camundongos (OD-21), apresentaram significativa 

formação de nódulos de mineralização em meio osteogênico, após estímulo com 10ng/mL de 

TNF-α por 21 dias se comparado com o grupo que não recebeu estímulo com TNF-α. Dessa 

forma, conclui-se que o estímulo de TNF-α a 10 ng/mL não alterou a viabilidade celular, a 

proliferação, a acetilação de histonas e a mineralização. Ademais, o uso de biomateriais 

promoveu viabilidade celular, proliferação celular, acetilação de histonas e formação de 

nódulos de mineralização. 

 

Palavras-chave: Células-tronco; Polpa dentária; Diferenciação Celular; Biomineralização; 

Materiais Bioativos. 

 

 

 

 



 

ABSTRACT 

 

SILVA, C. A. Effect of bioactive materials applied to dental pulp stem cell cultivated 

under pro-inflammatory stimulus. 2024 57 f. Trabalho de Conclusão de Curso – Faculdade 

de Odontologia de Ribeirão Preto, Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 2024. 

 

Dentin neoformation is a process coordinated primarily by odontoblasts. By altering the 

microenvironment, either by inflammatory stimuli or by the action of bioactive materials, 

undifferentiated mesenchymal cells are able to differentiate. However, the epigenetic 

mechanisms involved in the processes of cell migration, proliferation and differentiation have 

not been fully elucidated so far. Thus, the aim of this study was to investigate mechanisms 

involved in the differentiation of stem cells from the dental pulp of mice (OD-21) in 

biomineralization under inflammatory stimulus and in contact with bioactive materials, 

through methods that evaluate: i) cell viability, ii) cell proliferation and migration, iii) 

enzymatic activity of acetyltransferases, and iv) formation of mineralization nodules as 

indicators of biomineralization. To simulate a pro-inflammatory environment, the cells were 

stimulated with 10 ng/ml of recombinant human TNF-α (R&D Systems, Minneapolis, MN) 

for 7 days and then stimulated with bioactive materials – BiodentineTM (Bio), MTA White, 

Calcium Hydroxide p.a. (CA(OH)2, KetacTM Molar, Beautifil Bulk Restorative (RES) and 

FiltekTM One Bulk Fill (FILL) – to verify cytotoxicity and ability to stimulate the production 

of mineralized tissue. The results were analyzed using the GraphPad Prism 8.0 software 

(Prism, Chicago, IL, USA), using the two-way analysis of variance test (ANOVA), followed 

by the Tukey test. The cell viability test was performed with serial dilutions from the initial 

extract of the materials. At the 1:10 concentration, there was a difference between the stimuli: 

i) Bio x MTA + TNF, p=0.0051; ii) Bio x Ketac + TNF, p=0.0195; iii) MTA x MTA + TNF, 

p=0.0402. At a concentration of 1:100: i) Bio x RES, p=0.0416; ii) Bio x MTA+TNF, 

p=0.0038; iii) Bio x Ketac + TNF, p=0.0092; iv) MTA + TNF x FILL + TNF, p=0.031. In 

both concentrations, there was no difference between the stimuli and the control group. 

Dilution of 1:100 was used to analyze cell proliferation. In the groups without TNF-⍺ 

stimulus, there was a difference between the groups: i) 12h x 36h, p=0.0005; ii) 24h x 36h, 

p<0.0001; iii) 36h x 48h, p=0.0032. In the groups with TNF-⍺ stimulus, no statistical 

difference was observed when comparing the proposed periods. To measure histone 

acetyltransferase activity, two serial dilutions were used. In the groups without TNF-⍺ 

stimulus, differences were observed between: RES vs. control, p=0.022. In the TNF-⍺ 



 

stimulated groups, differences were observed between: i) control and Ketac + TNF, p=0.022; 

ii) control and Res + TNF, p=0.022; iii) control and Fill + TNF, p=0.022. The undifferentiated 

cells of the dental pulp of mice (OD-21) showed significant formation of mineralization 

nodules in osteogenic medium after stimulation with 10ng/mL of TNF-α for 21 days 

compared to the group that did not receive stimulation with TNF-α. Thus, it was concluded 

that TNF stimulation at 10ng/ml did not alter cell viability, proliferation, histone acetylation 

and mineralization. In addition, the use of biomaterials promoted cell viability, cell 

proliferation, histone acetylation and formation of mineralization nodules. 

 

Keywords: Stem cells; Dental pulp; Cell Differentiation; Biomineralization; Bioactive 

Materials. 
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1. INTRODUÇÃO 

A resposta imuno-inflamatória do tecido pulpar é coordenada primariamente pelos 

odontoblastos, que detectam a agressão e iniciam a deposição de dentina reacional1-2. Em 

quadros pulpares inflamatórios mais intensos (necrose e/ou apoptose dos odontoblastos), a 

neoformação dentinária (dentina reparadora) passa a ser realizada por células-tronco presentes 

no interior da polpa dental, que sofrem diferenciação em células semelhantes a 

odontoblastos2-4. As células mesenquimais indiferenciadas (células-tronco) da polpa dentária 

apresentam capacidade de autorrenovação, diferenciação, multilinhagem e produção de 

estruturas mineralizadas, além de propriedades anti-infamatórias e imunorregulatórias 5-7.  

As células-tronco da polpa dentária foram descritas pela primeira vez por Gronthos e 

colaboradores, em 2000, que isolaram as células da polpa de terceiro molar humano e 

compararam com as células-tronco da medula óssea8. Essas células apresentaram 

heterogeneidade, multipotencialidade, capacidade de proliferação e de formação de colônias 

in vitro5. Em seguida, também foi descoberta uma rica fonte de células-tronco mesenquimais 

na polpa de dente decíduo humano7,9-11.  

As células-tronco da polpa de dentes permanentes ou DPSCs representam menos que 

1% da população de células presentes na polpa dentária, mas são capazes de produzir tecido 

morfológico com características funcionais análogos aos da polpa dentária12. Requerem um 

meio indutor e um arcabouço para induzir a formação de osso, cemento e dentina in vivo13.  

As DPSCs foram transplantadas no líquido cefalorraquidiano de ratos que foram 

induzidas lesões corticais e em análise posterior, essas células expressaram marcadores 

específicos de neurônios lesionados14. Também são capazes, in vitro e em transplantes in 

vivo, de formar dentina ectópica, impressionando pela sua habilidade de gerar um complexo 

dentinopulpar, composto por matriz mineralizada, túbulos dentinários alinhados e preenchidos 

por prolongamentos de odontoblastos – arranjo similar ao encontrado nas estruturas dentárias 

humanas naturais15-16.  

Durante o processo de diferenciação, a célula-tronco suprarregula ou inibe a expressão 

de genes específicos de cada linhagem celular. Nesse micro-ambiente participam as 

modificações epigenéticas, como a compactação ou não da cromatina pela ação de histonas. 

Para o silenciamento gênico, a ação de histonas desacetilases (HDAC) é crucial, uma vez que 

são enzimas capazes de remover grupos acetil (O=C−CH3) do aminoácido lisina em uma 

histona, permitindo assim o enovelamento do DNA. As histonas acetiltransferases (HAT) são 

enzimas também envolvidas nesse processo, responsáveis pela acetilação de resíduos 
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conservados de lisina, por meio da transferência de um grupo acetil da Coenzima A, 

formando-se ε-N-acetil-lisina. Dessa forma, a acetilação das histonas pode resultar tanto na 

ativação da transcrição como no silenciamento de genes17. A natureza dinâmica das proteínas 

associadas à cromatina facilita para que fatores regulatórios tenham acesso a sequências 

regulatórias e rapidamente ativem programas complexos de expressão gênica específicos de 

cada linhagem celular18-19. A epigenética, definida como o estudo de mudanças na função 

gênica que são herdáveis durante a mitose ou a meiose e que não ocasionam mudança na 

sequência do DNA20-21, apresenta uma função-chave nos processos de autorrenovação, 

manutenção de pluri/ multipotência e especificação de linhagem22-24.  

Na clínica odontológica, a síntese de dentina reparadora pode ser obtida por meio dos 

materiais odontológicos denominados “Bioativos"25. Materiais bioativos são aqueles que 

apresentam efeito ou atividade biológica, quando colocados em contato com os tecidos. No 

processo de remineralização da lesão de cárie, representariam aqueles materiais com potencial 

para incorporar minerais intencional e especificamente ao substrato dentário26. 

Tradicionalmente, materiais para proteção do complexo dentino-pulpar foram propostos para 

proteger a polpa dos potenciais efeitos tóxicos dos materiais restauradores. Atualmente, estes 

materiais são indicados também devido aos efeitos terapêuticos e à capacidade de promover 

um selamento dos túbulos dentinários, evitando uma possível infiltração de micro-organismos 

e de seus subprodutos na interface dente e material restaurador27.  

Idealmente, um material indicado para proteção pulpar deve apresentar as seguintes 

propriedades: estimular a formação de dentina reparadora, manter a vitalidade pulpar, ser 

bactericida ou bacteriostático, aderir à dentina e a outros materiais restauradores, resistir às 

forças mastigatórias, liberar fluoretos, ser estéril, apresentar radiopacidade e promover 

selamento marginal hermético. São materiais utilizados para proteção do complexo dentino-

pulpar o hidróxido de cálcio, o agregado de trióxido mineral, o cimento de silicato de cálcio, 

os cimentos de ionômero de vidro e os materiais que utilizam a tecnologia Giomer28-32. 

1.1 Revisão da literatura 

A polpa dentária é um tecido conjuntivo especializado, ricamente vascularizado e 

inervado, de origem ectomesenquimal. Esse tecido está contido no espaço central de um 

dente, exercendo funções sensoriais, protetoras, indutoras, formativas e nutritivas33. A polpa 

dentária possui capacidade de produzir matriz dentinária em condições fisiológicas e 

patológicas e, portanto, representa um tecido com potencial reparador amplo em 

Odontologia34-36.  
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 A neoformação dentinária é principalmente coordenada odontoblastos, que são células 

encarregadas de depositar material mineralizado. Essas células desempenham papel sensorial 

no interior da polpa dentária, identificando estímulos prejudiciais e sinalizando a ativação da 

resposta imune de forma localizada37-39. Em casos de inflamação severa na polpa dentária, a 

capacidade dos odontoblastos em criar dentina reacional pode ser interrompida, dessa forma, 

células-tronco passam a assumir o papel de formação de um novo tecido dentinário. Essas 

células migram de regiões internas da polpa dental para as áreas afetadas38-39. A influência do 

ambiente local altera o comportamento e a habilidade de diferenciação dessas células-tronco. 

Quando os odontoblastos sofrem necrose ou apoptose, as células mesenquimais 

indiferenciadas podem se diferenciar em células similares aos odontoblastos. Essas células 

recém-diferenciadas passam então a produzir, como resposta a tal mudança, uma matriz de 

dentina, resultando na formação de dentina reparadora4,40-41.  

Um aspecto interessante e peculiar às células mesenquimais indiferenciadas (células-

tronco) da polpa dentária e da região periapical é a sua plasticidade, uma vez que apresentam 

capacidade de autorrenovação, diferenciação, multilinhagem e produção de estruturas 

mineralizadas, além de propriedades antiinflamatórias e imunorregulatórias6,42-44. Dessa 

forma, o tecido pulpar se revela um ambiente com ampla capacidade de reparo, especialmente 

por apresentar células progenitoras e síntese de moléculas sinalizadoras pró-reparo tecidual, 

mesmo em sítios inflamados8,40. 

O fator de necrose tumoral alfa (TNF-α) é uma proteína pró-inflamatória gerada por 

diversas categorias de células, incluindo macrófagos, monócitos, células T, osteoclastos, 

neutrófilos e fibroblastos45-46. Ele desempenha efeitos notáveis no processo inflamatório 

incluindo a ativação e migração de linfócitos, bem como o estímulo, diferenciação e morte 

célular41,47-48. As funções biológicas do TNF-α são diversas, abrangendo desde a defesa contra 

certos tipos de infecções até atividades terapêuticas no organismo, tais como o estímulo ao 

sistema imunológico, proteção contra agentes infecciosos, inibição de tumores, regulação do 

ciclo de sono e contribuição para o desenvolvimento embrionário49-53. O mecanismo de ação 

do TNF-α é complexo, pois envolve a ativação de múltiplas vias de sinalização45,54.  

Em estudos que empregaram células tronco da polpa dentária (DPSCs), ocorreu a 

demonstração de que em condições patológicas, pela ação de citocinas pró-inflamatórias 

(TNF-α), essas células se diferenciam e iniciam a secreção de proteínas da matriz dentinária, 

como a sialoproteína óssea (Ibsp), sialofosfoproteína dentinária (Dspp) e osteocalcina (Ocn)55-

57. Além disso, foi demonstrado um aumento da expressão do TNF-α em lesões periapicais, 
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demonstrando o seu papel na remodelação, reabsorção e desenvolvimento ósseo, auxiliando a 

migração e proliferação de células precursoras de osteoclastos58.  

Materias bioativos são usados em casos de exposição pulpar – proteção pulpar direta – 

visando promover uma proteção contra contaminação ou lesões periapicais e também 

estimular o reparo tecidual59. Estes possuem biocompatibilidade, ação antimicrobiana, 

atividade indutora de mineralização e excelente selamento nas margens60-62. As finalidades da 

proteção pulpar direta são estimular as células da polpa a formação de tecido mineralizado, 

promover selamento biológico da área de exposição pulpar e evitar a contaminação por micro-

organismos da cavidade bucal63. 

Alguns estudos relatam que em dentes cariados ou com defeitos minerais a expressão 

de TNF-α é aumentada e está associado aos sinais e sintomas clínicos, tudo isso porque em 

dentes com cáries profundas o tecido dentário irá receber uma grande quantidade de TNF-α, 

ao qual ativará canais como TRP (TRPA1, TRPV2 e TRPV4) no tecido pulpar e estão 

envolvidos no processo de manutenção da inflamação e dor64-65. A investigação do efeito 

desses materiais sobre células-tronco da polpa dentária cultivadas em um ambiente 

inflamatório pode contribuir para o entendimento de como o reparo com síntese de dentina 

reparadora ocorre após o uso clínico dos materiais bioativos. 
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2. PROPOSIÇÃO 

2.1 Objetivos  

O objetivo deste projeto é investigar mecanismos envolvidos na diferenciação de 

células-tronco da polpa dentária e biomineralização sob estímulo inflamatório e em contato 

com materiais bioativos, por meio de metodologias que visam a avaliação da (i) viabilidade 

celular, (ii) proliferação e migração celular, (iii) atividade enzimática de acetiltranferases e 

(iv) (v) formação de nódulos de mineralização como indicadores de biomineralização. 
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3. METODOLOGIA E RESULTADOS 

3.1. Cultura de células 

Para este estudo, foram utilizadas células indiferenciadas da polpa dentária de 

camundongos (OD-21). O protocolo de trabalho com este tipo celular já foi descrito 

previamente por nosso grupo de pesquisa56.66-68. As células estavam congeladas em vial 

acondicionado em nitrogênio líquido (criopreservação) e foram conservadas em solução 

de congelamento composta por 90% de Soro Fetal Bovino (FBS; Gibco, Carlsbad, CA, 

EUA) e 10% de Dimetilsulfóxido (DMSO) (Mallinckodt Chemicals, Mallinckrodt 

Baker Inc., Phillipsburg, EUA) até início da cultura. Para os experimentos, as células 

foram transferidas para placas de cultura celular de 96 poços, na densidade de 1 × 105 

células / poço. As células foram mantidas em meio de cultura Eagle modificado por 

Dulbecco's (DMEM) contendo 10% de soro fetal bovino (SBF) e antibióticos overnight, 

em incubadora à temperatura de 37 °C, com 95% de ar e 5% de CO2. 

3.2. Estimulo pró-inflamatório 

Para os experimentos, as células foram cultivadas em placas de cultura celular 

de 96 poços, na densidade de 1 × 105 células / poço. Foram criados cinco grupos 

experimentais (Tabela 1). Foi utilizado o meio de cultura Eagle modificado por 

Dulbecco's (DMEM) em overnight, na incubadora à temperatura de 37oC, com 95% de 

ar e 5% de CO2. Para experimentação as células foram estimuladas com 10 ng / ml de 

TNF-α recombinante humano (R&D Systems, Minneapolis, MN), dissolvido em 

DMEM contendo 5% de SFB para simulação de um ambiente pró-inflamatório56, 

durante 7 dias e, a seguir, foram estimuladas com os materiais bioativos. 

Tabela 1 – Distribuição dos grupos experimentais. 

Grupo Célula Estímulos (TNF-α e biomaterias) 

1 OD-21 Apenas biomateriais 

2 OD-21 TNF-α + biomaterias 

3 OD-21 Meio DMEM (controle negativo) 

4 OD-21 TNF-α (controle positivo) 

Fonte: próprio autor, 2023. 
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3.3. Preparo dos materiais bioativos e teste por extração 

Diferentes concentrações dos materiais bioativos foram utilizados no intuito de 

verificar a citotoxicidade e capacidade de estimular a produção de tecido 

biomineralizado. O presente estudo foi realizado em conformidade com as normas da 

International Organization for Standardization (ISO)69 nº 10993-5:2009. Para colocação 

dos materiais testados (Tabela 2) em contato com as células, foi realizado o método de 

extração.  

Foram confeccionadas duas matrizes, cilíndricas, com 10 mm de diâmetro e 5 

mm de altura, a partir de tiras de matriz para amálgama soldadas. Os materiais foram 

manipulados de acordo com as instruções dos fabricantes, em fluxo, e inseridos nas 

matrizes esterilizadas apoiadas em placa de vidro esterilizada, e com instrumental 

esterilizado, um em cada matriz, gerando cilindros com volume de 47,5 mm³.  

Os cilindros foram mantidos no fluxo sob luz ultravioleta (UV) para obtenção da 

presa inicial e eliminação de possíveis contaminações, durante 1 hora. Em seguida, os 

mesmos foram colocados separadamente em tubos Falcon contendo 5 mL de meio 

DMEM, os quais foram mantidos em refrigeração durante 72 horas antes do 

experimento.  

O extrato foi filtrado, os cilindros dos materiais descartados e, a partir do extrato 

inicial dos materiais (1:1), foram obtidas diluições seriadas 1:10 e 1:100 para realização 

dos experimentos. As soluções 1:1, 1:10 e 1:100 foram armazenadas sob refrigeração 

até o uso, como descrito previamente24,29,70. 

Tabela 2 – Materiais bioativos, composição e fabricante.  

Material Composição de acordo com o fabricante Fabricante 

Biodentine™ 

Pó: silicato tricálcico, silicato dicálcico, carbonato de 

cálcio, óxido de cálcio, óxido de ferro, óxido de 

zircônio. 

Líquido: cloreto de cálcio, polímero hidrossolúvel. 

Septodont (Saint 

Maurdes Fosses, 

França) 

MTA Branco 

Pó: SiO2, K2O, Al2O3, Na2O, Fe2O3 , SO3, CaO, Bi2O3, MgO. 

Resíduos insolúveis de sílica cristalina, óxido de cálcio e 

sulfatos de potássio e sódio. 

Líquido: água. 

Angelus Indústria 

de 

Produtos 

Odontológicos S/A 

(Londrina, Brasil) 
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Hidróxido de 

cálcio p.a. 
Pó: hidróxido de cálcio pró-análise. 

Biodinâmica 

Química e 

Farmacêutica Ltda 

(Ibiporã, Brasil) 

3M™ Ketac™ 

Molar Easy Mix 

Pó: ácido poliacrílico e óxidos de vidro químico. Líquido: 

Água, copolímero de ácido acrílico e ácido maleico, 

ácido tartárico. 

3M do Brasil 

(Sumaré, Brasil) 

Beautifil Bulk 

Restorative 

Base: monômeros compostos por Bis-GMA, UDMA, Bis-

MPEPP, TEGDMA. 

Parte inorgânica: partículas de vidro de alumínio flúor-

boro-alumínio-silicato, partículas de ionômero de vidro 

pré-reagidas (S-PRG). 

Sistema iniciador: canforoquinona. 

Shofu Inc. (Kyoto, 

Japão) 

3M™ Filtek™ One 

Resina Bulk Fill 

Parte inorgânica: partículas de 

sílica não-aglomeradas/não-agregadas, partículas de 

zirconia e partículas de trifluoreto de itérbio em 

partículas. 

3M do Brasil 

(Sumaré, Brasil) 

Fonte: próprio autor, 2023. 

3.4. Análise Estatística 

Todos os resultados obtidos foram analisados utilizando o Software GraphPad 

Prism 8.0 (Prism, Chicago, IL, EUA). Os dados foram analisados pelo teste de análise 

de variância (ANOVA) a dois critérios, seguido pelo teste de Tukey. Diferenças foram 

consideradas significantes para p < 0,05. Dados foram expressos como valor médio e 

desvio padrão. 

3.5. Ensaio de viabilidade celular 

Para avaliação da viabilidade celular, as células foram plaqueadas e mantidas em 

incubadora a 37°C e 5% CO2 por 12 horas. Após este período, as culturas foram 

estimuladas com diferentes materiais bioativos para avaliar o potencial mineralizador 

por 24 horas. A seguir, 10 µL de um sal tetrazólico solúvel em água (MTT; brometo de 

3-(4,5- dimetiltiazol-2-il)-2,5- difeniltetrazólio, SigmaAldrich CO., Número de catálogo 

M2128) suplementado com 150 mL de Roswell Park Memorial 6 Institute (RPMI) 1640 

(Gibco) foi adicionado a cada poço e as placas foram protegidas da luz e incubadas a 37 

°C, por 3 horas, em atmosfera contendo 5% de CO2 e umidade relativa de 95%. Após o 
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período de incubação, a absorbância foi determinada em espectrofotômetro, no 

comprimento de onda de 450 nm (SpectraMax Paradigm).  

Para este experimento foram utilizadas duas diluições seriadas (1:10 e 1:100), a 

partir do extrato inicial dos materiais (1:1). Entre os valores iniciais de absorbância (24 

horas após estímulo) nos grupos de células tratadas com os biomateriais propostos não 

houve diferença estatistica se comparado com o grupo controle em ambas as 

concentrações, conforme as Tabelas 3 e 4. Ademais, na concentração 1:10, foi 

observada diferença estatística ao se comparar estímulos distintos: Biodentine 

apresentou uma média 77,33% ± 6.79% de viabilidade celular significativamente menor 

se comparado com o MTA + TNF (120,70% ± 14.39%) e Ketac + TNF (115,30% ± 

12.25%). O valor de p foi respectivamente, 0,0051 e 0,0195. Também foi observado 

diferença entre MTA e MTA + TNF (85.67% ± 11.03% e 120.70% ± 14.39%, 

respectivamente; p = 0,0402) (Tabela 5A e Figura 2A). Na concentração 1:100, também 

foi observada diferença estatística ao se comparar os estímulos: Biodentine apresentou 

uma média 69.43% ± 2.34% de viabilidade celular significativamente menor se 

comparado com o RES (116.26% ± 16.82%%), MTA + TNF (129.04% ± 31.60%) e 

Ketac + TNF (124.53% ± 26.41%). O valor de p foi respectivamente, 0,0416, 0,0038 e 

0,0092. Também foi observado diferença entre MTA + TNF e FILL + TNF (129.04% ± 

31.60% e 80.74% ± 8.85%, respectivamente; p = 0,031) (Tabela 5B e Figura 2B). 

Importante salientar TNF- α não alterou a viabilidade celular na concentração estudada 

(10 ng / ml). 

Tabela 3 – Comparação entre os estímulos no ensaio de viabilidade celular na 

concentração 1:10 e seus respectivos valores de p calculados pelo teste de Tukey. 
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Fonte: próprio autor, 2023. 

Tabela 4 – Comparação entre os estímulos no ensaio de viabilidade celular na 

concentração 1:100 e seus respectivos valores de p calculados pelo teste de Tukey. 

 

Fonte: próprio autor, 2023. 

Tabela 5 – Médias e desvio-padrão do percentual de viabilidade celular obtidos a partir 

de três medidas em cada um dos estímulos. A, na concentração 1:10 e B, na 

concentração 1:100. 

 

Fonte: próprio autor, 2023. 



23 
 

Figura 1 – Representação gráfica da quantificação do percentual de viabilidade celular obtidos a 

partir de três medidas em cada um dos estímulos. 

 

A, na concentração 1:10 e B, na concentração 1:100. Nota: símbolos diferentes indicam diferença entre os 

estímulos marcados. 

Fonte: próprio autor, 2023. 

3.6. Proliferação celular 

Para avaliação da proliferação celular, as células foram plaqueadas e mantidas 

em incubadora a 37°C e 5% CO2 por 12 horas. Após este período, as culturas foram 

estimuladas por 12, 24, 36 e 48 horas. Decorridos estes períodos, o meio foi retirado dos 

poços e estes lavados com PBS e a placa foi congelada a -70°C. A proliferação celular 

foi avaliada utilizando um ensaio de fluorescência para detecção de ácidos nucleicos 

(CyQUANT™ Cell Proliferation Assay Kit; Thermo Fisher Scientific). Neste protocolo 

foi utilizado um corante que exibe uma fluorescência verde intensa quando ligado aos 

ácidos nucleicos celulares, permitindo mensurar a quantidade total de DNA. No 

momento de uso, as células foram descongeladas à temperatura ambiente e foram 

adicionados 200 μl de tampão de lise celular e do corante em cada poço. A placa foi 

incubada por 5 minutos em temperatura ambiente, protegida da luz. A fluorescência foi 

medida utilizando um fluorímetro com filtros de 480 nm de excitação e 520 nm de 

emissão (SpectraMax Paradigm). 

Para este experimento foi utilizada a diluição 1:100, a partir do extrato inicial 

dos materiais (1:1). Nos grupos sem estímulo de TNF-⍺, foi observada diferença 

estatística ao se comparar os quatro períodos propostos: o período de 12 horas 

apresentou uma média 58,86% ± 13,43% de proliferação celular significativamente 

maior se comparado com o período de 36 horas (33,66% ± 12,04%). O valor de p foi 



24 
 

0,0005. Também foi observado diferença entre o período de 24 horas e 36 horas 

(62,99% ± 13,61% e 33,66% ± 12,04%, respectivamente; p < 0,0001. Além disso 

notou-se diferença entre o período de 36 horas e 48 horas (33,66% ± 12,04% e 52,49% 

± 5,52%, respectivamente; p = 0,0032) (Tabela 6A, Tabela 7A e Figura 3A). Vale 

ressaltar que nos grupos sem TNF-⍺, apenas os materiais estimularam a proliferação 

celular, sendo o efeito mais notável após 24 horas de estímulo. Nos grupos com 

estímulo de TNF-⍺, não foi observada diferença estatística ao se comparar os quatro 

períodos propostos (Tabela 6B e Figura 3B). 

Tabela 6 - Comparação entre os estímulos sem e com TNF -⍺ no ensaio de proliferação 

celular na concentração 1:100 e seus respectivos valores de p calculados pelo teste de 

Tukey. 

 

Fonte: próprio autor, 2023. 

Tabela 7. Médias e desvios-padrão do percentual de proliferação celular obtidos a partir 

de duas medidas em cada um dos estímulos. A, na concentração sem TNF-⍺ e B, com 

TNF-⍺. 

 

 

Fonte: próprio autor, 2023. 
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Figura 2 – Representação gráfica da quantificação do percentual de proliferação celular 

obtidos a partir de duas medidas em cada um dos estímulos. 

 

 

A, grupo sem TNF-⍺ e B, com TNF-⍺.  

Fonte: próprio autor, 2023. 

3.7. Quantificação da atividade de histona acetiltransferases (HAT) 

Para mensurar a atividade de histona acetiltransferases foi utilizado o HAT 

activity colorimetric assay kit (BioVision Research Products, Mountain View, CA, 

EUA) seguindo as orientações do fabricante. Inicialmente, 50 μg de lisado celular foi 

diluído em água destilada para um volume final de 40 μl. Em seguida foi adicionado 68 

μl do reagente assay mix. A solução resultante foi incubada a 37oC por 60 minutos. A 

absorbância foi determinada em espectrofotômetro, no comprimento de onda de 400 nm 

(SpectraMax Paradigm). 

 Para este experimento foram utilizadas duas diluições seriadas (1:10 e 1:100), a 

partir do extrato inicial dos materiais (1:1). Entre os valores iniciais de atividade de 

HAT nos grupos de células tratadas com os biomateriais propostos não houve diferença 

estatística se comparado com o grupo controle em ambas concentrações (140%   ±39% e 

170%   ±27%, respectivamente 1:10 e 1:100). Nos grupos sem estímulo de TNF-⍺, foi 

observada diferença estatística ao se comparar: RES que apresentou uma média 

191,12%   ±0% de acetilação de histona significativamente maior se comparado ao 

controle (100%   ±0%). O valor de p foi 0,022. Além disso notou-se diferença nos 

grupos com estímulo de TNF-⍺, sendo esses: controle e Ketac + TNF, controle e Res + 

TNF, controle e Fill + TNF (100%   ±0% e 191,12%   ±0%; p = 0,022 para todas 

comparações) (Tabela 8, Tabela 9 e Figura 4). O valor médio de 191,12%   ±0%; p = 

0,022 corresponde a leitura máxima do ensaio colorimétrico nas condições realizadas, 

embora seja de diversos estímulos. Sendo assim, o valor real do ensaio pode ser 
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superior ao aqui descrito sugerindo um novo estudo para este teste com uma escala de 

mediação ampliada. 

Tabela 8. Comparação entre os estímulos sem e com TNF -⍺ nos ensaios HAT e seus 

respectivos valores de p calculados pelo teste de Tukey. 

 

Fonte: próprio autor, 2023. 

Tabela 9. Médias e desvio-padrão do percentual de acetilação de histona. 

 

Fonte: próprio autor, 2023. 
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Figura 3 – Representação gráfica da quantificação do percentual de acetilação de 

histona. 

 

Fonte: próprio autor, 2023. 

3.8.  Formação de nódulos de mineralização 

A formação de nódulos de mineralização foi avaliada cultivando as células por 

21 dias em meio que favorece a mineralização da matriz extracelular. Este meio 

consiste de meio DMEM suplementado com 10 mM de β-glicerofosfato (Sigma), 50 µg 

/ ml de ácido ascórbico (Sigma), soro fetal bovino a 1% e antibióticos. As células foram 

plaqueadas na densidade de 2 × 105 células por poço, em placas de 60 mm. A seguir, o 

meio de cultura foi removido dos poços e foram adicionados os estímulos. Como 

controle, os experimentos foram realizados em meio de cultura DMEM regular com a 

adição das mesmas substâncias descritas para o meio que favorece a mineralização. O 

meio de cultura foi trocado a cada três dias e a progressão da cultura avaliada por 

microscopia de campo claro. A multicamada de células juntamente com os nódulos de 

mineralização depositados foram corados por Vermelho de Alizarina utilizando 

protocolos descritos previamente56,71. Sucintamente, as culturas foram fixadas com 

etanol a 70% por 10 minutos e coradas com uma solução de Vermelho de Alizarina a 

2%, pH 4,0 (Sigma), por 5 minutos à temperatura ambiente. A quantificação do 

acúmulo de cálcio no meio extracelular foi realizada após a liberação do cálcio ligado 

ao corante obtido pelo tratamento com 100 mM de cloreto de cetilpiridíneo (Sigma), 

durante 1 hora, sob constante agitação. A absorbância do corante liberado foi 
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determinada em espectrofotômetro, no comprimento de onda de 570 nm (SpectraMax 

Paradigm), e normalizada pelo conteúdo de proteína total na cultura. 

As células indiferenciadas da polpa dentária de camundongos (OD-21), 

apresentaram significativa formação de nódulos de mineralização em meio osteogênico, 

após estímulo com 10ng/mL de TNF-α por 21 dias se comparado com o grupo que não 

recebeu estímulo com TNF-α (Figura 5).  

Figura 4 – Formação de nódulos de mineralização de células da polpa dentária de 

camundongos (OD-21), após 21 dias de estímulo com 10ng/mL de TNF-α. 

 

Para visualização dos nódulos, as células foram fixadas e coradas com Vermelho de alizarina. 

Fonte: próprio autor, 2023. 
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4. DISCUSSÃO 

Pesquisas que avaliaram as interações entre o material de capeamento e a polpa 

a ser tratada demonstraram que materiais biocompatíveis são capazes de estimular a 

diferenciação de células-tronco pulpares em osteoblastos e consequentemente a 

mineralização72-73.Quando ocorre a destruição da camada odontoblástica e o 

capeamento pulpar é realizado, o complexo dentino-pulpar se regenera através do 

recrutamento, diferenciação e proliferação de células progenitoras e pela formação de 

dentina reparadora72. Desta forma, muitos estudos vêm sendo realizados com o objetivo 

de determinar qual o melhor material a ser utilizado para recobrir o tecido pulpar 

exposto74. Uma vez que, a diferenciação e proliferação das células pulpares podem ser 

afetadas drasticamente pela interação das células tronco da polpa dentária (DPSCs) com 

os materiais empregados durante o capeamento pulpar. Foi descrito em um estudo que 

os materiais bioativos mais utilizados com sucesso no capeamento são: o mineral 

trióxido agregado (MTA) e o hidróxido de cálcio (Ca (OH)2)75. Atrelado a esses 

achados, nosso estudo indicou um papel significativo desses materiais quando 

relacionados aos mecanismos envolvidos no processo de diferenciação celular, tendo 

uma possível relação com processos de mineralização. 

Vários estudos in vitro demonstraram que a biocompatibilidade,do MTA está 

relacionanda a sua baixa de citotoxicidade76-78 e genotoxicidade76-77, ausência de 

produção de espécies reativas de oxigênio77,adesão em células ósseas79-80 e aumento na 

proliferação celular78,81-82. Recentemente, o MTA foi relacionado com a liberação de 

prostaglandina E2, evidenciando uma importante relação com o processo de formação 

da ponte de dentina83-87. Corroborando para esses achados, neste projeto foi possível 

observar que o MTA apresentou maior potencial de viabilidade celular quando 

comparado aos outros materiais bioativos, indicando seu potencial mineralizador. Além 

disso, em ambiente pró-inflamatório, este também apresentou boa viabilidade 

destacando seu sucesso como material bioativo devido as características já 

mencionadas. 

Perard et al. (2012)88 avaliaram os efeitos biológicos da Biodentine sobre células 

de linhagem odontoblástica (MDPC-23) e em células da polpa (OD-21). Além disso, 

avaliaram os efeitos da Biodentine e do MTA quanto à expressão gênica em cultura 

celular para os genes envolvidos na diferenciação odontogênica. Os autores utilizaram o 

ensaio da fosfatase ácida para comparar a biocompatibilidade dos materiais. A 
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diferenciação celular foi determinada por PCR em tempo real. As células MDPC-23 na 

presença de MTA tiveram os maiores níveis de viabilidade em relação às mesmas 

células expostas a Biodentine e ao controle no período de 7 dias. Para as células OD-21, 

a taxa de proliferação no mesmo período foi significativamente menor quando da 

presença de MTA e Biodentine em relação ao grupo controle. Concluíram que a 

Biodentine e MTA podem modificar a proliferação de células pulpares, e que seus 

efeitos podem variar ao longo do tempo, dependendo da linhagem celular considerada. 

Deste modo, podemos observar com o estudo descrito que há similaridade entre a 

Biodentine e MTA sendo tal constatação reforçada neste trabalho ao observar que não 

houve diferença estatística entre esses materiais em ensaios como o HAT, indicando sua 

função-chave nos processos de autorrenovação, manutenção de pluri/ multipotência das 

células estudadas. 

Estudos avaliaram a resposta de células humanas da polpa humana após 

capeamento pulpar direto com cimento a base de Ca(OH)2 e outros materias biativos 

também estudados no atual projeto76,89-91. Assim como nosso estudo, os autores 

concluíram que, apesar, do reparo e processo de indução da mineralização seja mais 

lento no Ca(OH)2 , todos os  materiais estudados são capazes de promover com sucesso 

a biomineralização e uma possível diferenciação celular. 

Leyhausen et al. (1998)92 tiveram como objetivo determinar e comparar a 

compatibilidade de cimentos de ionômero de vidro convencionais e modificados por 

resina, entre eles, foi estudado o Ketac. Os materiais foram manipulados e 

polimerizados segundo as recomendações do fabricante. Assim, vários extratos de tais 

materiais foram obtidos em diferentes períodos e incubados com fibroblastos gengivais 

humanos (FGH) e fibroblastos de ratos (3T3). A viabilidade celular e determinação do 

DNA foi obtida pela coloração da cultura de células. Os extratos contendo o Ketac não 

inibiram o crescimento celular nos ensaios realizados, assim como no nosso trabalho. 

Com base nesses achados, pode-se concluir que embora os cimentos ionoméricos 

possuam citotoxidade, o Ketac revelou uma boa biocompatibilidade, sendo capaz de 

induzir viabilidade e proliferação celular, além de expressar atividades enzimáticas e de 

biomineralização. 

Várias pesquisas avaliaram a citotoxidade e biocompatibilidade de componentes 

monoméricos encontradas na composição de resinas compostas sobre cultura celular93-

96. Foram observados que alguns monômeros resinosos - dentre eles BisGMA e 

TEGDMA – foram responsáveis pela diminuição da síntese de DNA de maneira dose 
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dependente. Por outro lado, pequenas concentrações de UDMA, BisGMA, TEGDMA e 

BPA produziram um baixo efeito estimulador sobre linfócitos-T de células da polpa 

dental. Além disso, fatores como redução da espessura dentinária, a polimerização 

incompleta e o tempo de exposição prolongado podem contribuir para o aumento 

significativo da citotoxidade dos componentes encontradas nas resinas compostas. 

Neste trabalho, é importante destacar que foram utilizadas resinas compostas as quais 

em sua composição há partículas de flúor, deste modo, embora na literatura existem 

vários trabalhos relacionando a citotoxidade das resinas compostas para linhagens de 

células, no atual estudo, as resinas compostas testadas apresentaram baixa citotoxidade 

as células OD-21, sendo capazes até de induzir uma mineralização bem significativa. 

Dessa forma, sugere-se um novo estudo para comparar os mecanismos envolvidos na 

indução de mineralização celular dessas resinas compostas e as demais estudadas na 

literatura. 

Estudos demonstraram que a citocina TNF-α inibiu a atividade de fosfatase 

alcalina, um mediador de diferenciação odontoblástico e osteogênico, em períodos 

prolongados97-98. Enquanto que, Paula-Silva et al., 2009a56, em um estudo in vitro 

demonstraram que o TNF-α estimulou as células da polpa dentária em fenótipo 

odontoblástico. Por outro lado, Lamarque (2022)99, observou in vitro que células da 

polpa dentária estimuladas com TNF-α induziram a biomineralização, e inibiram a 

diferenciação de pré-osteoblastos, além de que, o TNF-α reduziu a expressão de Runx-

2, elemento chave na transcrição associado a diferenciação osteoblástica. Outro estudo 

in vitro relatou que células-tronco da polpa dentária (DPSC) senescente apresentaram 

uma maior diferenciação odontoblástica com o TNF-α devido a altos níveis de 

TNFR1100. Corroborando com os achados encontrados, em nosso trabalho, observou-se 

que o estímulo de TNF-α a 10ng/mL não alterou a viabilidade celular, a proliferação, a 

acetilação de histonas e a mineralização. 
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5. CONCLUSÕES 

Houve viabilidade celular significativa nos grupos com biomateriais em 

ambiente inflamatório. O uso de biomaterais promoveu proliferação celular 

independente do estímulo inflamatório. No ensaio HAT, foi possível associar os efeitos 

dos estímulos aos seus mecanismos epigenéticos. Os resultados demonstraram 

significativa biocompatibilidade dos materiais nos ensaios propostos, ilustrando que 

seus efeitos podem contribuir para o entendimento da síntese de dentina reparadora 

(diferenciação celular) após o uso clínico de materiais bioativos. 
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