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EPÍGRAFE 

 

 

  

“A persistência é o caminho para o êxito.” 

 

        Charles Chaplin. 
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Stroparo J.L.O. Biomateriais xenogênicos ósseos não interferem na viabilidade e proliferação 

de células-tronco mesenquimais – estudo-piloto: Universidade Positivo, 2020. 

 

RESUMO 

O uso de células, em especial as células-tronco mesenquimais (CTMs), é objeto de inúmeras 

pesquisas, incluindo a engenharia tecidual. Estas células são indiferenciadas, apresentando 

capacidade de diferenciação e auto-renovação. Tem o potencial de se transformar em 

múltiplos tipos celulares do organismo, podem se diferenciar em adipócitos, condrócitos e 

osteoblastos, dependendo do estímulo que recebem. O objetivo principal do presente trabalho 

foi avaliar em modelo in vitro a influência de biomateriais xenogênicos bovinos sobre 

células-tronco mesenquimais da polpa de dente decíduo, no intuito de identificar um 

biomaterial com maior potencial carreador de células, para posterior aplicação in vivo e/ou 

clínica. Os seguintes grupos foram usados: 1) Grupo C (controle), contendo apenas CTMs; 

2) Grupo BP, contendo CTMs e Bonefill Porous® (0,60-1,50 mm); 3) Grupo BO, contendo 

CTMs e Bio-Oss® (0,25-1 mm). As CTMs (P3) utilizadas foram provenientes de um dente 

decíduo em exfoliação, de um doador do sexo masculino de 7 anos de idade. Uma alíquota 

de células foi submetida à imunofenotipagem por citometria de fluxo. Foram realizados os 

ensaios de viabilidade celular (vermelho neutro), citotoxicidade (MTT), e proliferação 

celular (cristal violeta); todos os grupos foram submetidos a uma análise morfológica por 

microscopia de luz (ML). Devido aos resultados dos testes anteriores, o biomaterial 

considerado com desempenho superior foi submetido à avaliação ultraestrutural por 

microscopia eletrônica de varredura (MEV). Foram utilizados os tempos de 24, 48 e 72 h de 

cultivo. A validação das células-tronco mesenquimais demonstrou marcadores de superficie 

positivos para CD105, CD73, CD90, e negativos para CD45, CD34, CD14, CD19, e HLA-

DR. Os resultados evidenciaram que ambos os biomateriais mantiveram viabilidade celular 

e citotoxicidade semelhantes ao grupo C. Quanto à proliferação, houve diferença para menor 

no grupo BO em relação aos outros grupos. À ML, o grupo BP apresentou células mais 

espraiadas e aderidas do que o grupo BO. Assim, ao MEV, as células do grupo BP 

apresentaram características de células mais ativas do que as do grupo C, com secreção de 

vesículas para a matrix extracelular. Logo, pode-se concluir que o BP apresentou maior 

potencial carreador de células-tronco para futuros trabalhos com aplicação in vivo e/ou 

clínica.   

 

Palavras-chave: Células-tronco mesenquimais, Biomaterial, Dente Decíduo, Polpa dentária.
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Stroparo J.L.O. Bone xenogenic biomaterials do not interfere in the viability and proliferation 

of mesenchymal stem cells - study-pilot: Positivo University, 2020. 

 

ABSTRACT 

 

The use of cells, especially mesenchymal stem cells (MSCs), is the subject of numerous 

researches, including tissue engineering. These cells are undifferentiated, presenting capacity 

for differentiation and self-renewal. They have the potential to transform into multiple cell 

types of the body, such as adipocytes, chondrocytes and osteoblasts, depending on the 

stimulus they receive. The main objective of this work was to evaluate, in an in vitro model, 

the influence of bovine xenogenic biomaterials on mesenchymal stem cells from human 

exfoliated deciduous teeth, in order to identify a biomaterial with higher potential cell carrier, 

for subsequent in vivo and/or clinical application. The following groups were used: 1) Control 

C (control), containing only MSCs; 2) Group BP, containing MSCs and Bonefill Porous® 

(0.60-1.50 mm); 3) Group BO, containing MSCs and Bios-Oss® (0.25-1 mm). The MSCs 

(P3) used came from a deciduous tooth in exfoliation from a 7-year-old male donor. A cell 

aliquot was submitted to immunophenotyping by flow cytometry. Cell viability (neutral red), 

cytotoxicity (TMT), and cell proliferation (violet crystal) tests were performed; all groups 

were submitted to morphological analysis by light microscopy (ML). Due to the results of 

previous tests, the biomaterial considered with superior performance was submitted to 

ultrastructural evaluation by scanning electron microscopy (SEM). The times of 24, 48 and 

72 h of cultivation were used. Mesenchymal stem cell validation demonstrated positive 

surface markers for CD105, CD73, CD90, and negative for CD45, CD34, CD14, CD19, and 

HLA-DR. The results showed that both biomaterials maintained cell viability and 

cytotoxicity similar to group C. As for proliferation, there was a difference for less in the BO 

group compared to the other groups. To ML, the BP group presented more spread and 

adhered cells than the BO group. Thus, at SEM, the cells of the BP group presented 

characteristics of cells more active than those of group C, with secretion of vesicles to the 

extracellular matrix. Therefore, it can be concluded that BP presented a higher potential stem 

cell carrier for future studies with in vivo and/or clinical application. 

 

Keywords: Mesenchymal stem cells, Biomaterial, Deciduous tooth, Dental pulp. 
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1. INTRODUÇÃO E REVISÃO DE LITERATURA 

Nos últimos anos, uma nova possibilidade de tratamento tem sido testada: terapia com 

células-tronco. Essas células possuem características fundamentais para a regeneração óssea, 

uma vez que são angiogênicas, adipogênicas, miogênicas, condrogênicas e osteogênicas 

(Shen et al., 2011). Existem quatro tipos básicos de células-tronco: as totipotentes, que são 

oriundas dos zigotos (fase embrionária inicial antes da diferenciação dos tecidos básicos: 

ectoderme, mesoderme e endoderme); as pluripotentes que são células-tronco embrionárias 

que dão origem à ectoderme, mesoderme e endoderme; as multipotentes (ou células-tronco 

adultas), que possuem a diferenciação mais limitada, dando origem às células especializadas 

dos diferentes tecidos do corpo humano (um exemplo são as células-tronco mesenquimais, 

presentes em tecidos já formados); e as unipotentes, que tem capacidade de se diferenciar 

apenas em um tipo de tecido (Amini et al.,2012; Carvalho et al.,2012). 

As células-tronco mesenquimais têm um elevado potencial proliferativo, podendo se 

diferenciar em células nervosas, adipócitos, condrócitos, odontoblastos e osteoblastos, 

dependendo do estímulo que recebem (Amini et al.,2012). 

A cavidade bucal é fonte promissora de células-tronco mesenquimais, com potencial 

osteogênico, esses tecidos de onde elas podem ser extraídos geralmente são descartados, por 

isso é interessante o seu armazenamento (Estrela et al., 2011; Yang et al., 2013; Buduru et 

al., 2019). 

A fonte ideal de células-tronco mesenquimais para engenharia tecidual deve possuir 

características como alta pureza, alta proliferação, multipotencialidade, e facilidade de coleta. 

Dentre as fontes dessas células estão: a medula óssea (Bone marrow stem cells, BMSCs), o 

tecido adiposo (Adipose stem cells, ASCs), as células do ligamento periodontal (Periodontal 

ligament stem cells, PDLSCs), a polpa de dentes (Dental pulp stem cells, DPSCs) e também 
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polpa de dentes decíduos (Stem cells from human exfoliated deciduous tooth, SHED)(Egusa 

et al., 2012;Kishimoto et al., 2018).  

Dentre as fontes de células-tronco, o tecido adiposo tem se demonstrado promissor, 

uma vez que apresenta um rendimento considerável, e dependendo da região anatômica, 

menor incômodo pós-operatório do que os aspirados medulares (Caplan, 2007; Shayesteh et 

al., 2008; Rezai et al, 2017). O tecido adiposo tem demonstrado ASCs com cerca de 500 

vezes maior potencial de proliferação do que as células obtidas pela aspiração da medula 

óssea. Assim, destaca-se a importância do desenvolvimento desse tipo de fonte de obtenção 

celular (Fraser et al., 2006; Rezai et al., 2017). 

As ASCs obtidas da bola de Bichat, por exemplo, demonstram um potencial de 

proliferação maior do que outras fontes de tecido adiposo (Fraser et al., 2006; Peñarrocha-

Diago et al., 2015; Rezai et al., 2017). Também demonstram maior potencial osteogênico 

(Rezai et al., 2017). Essas células se diferenciam em vários tipos de células de linhagem 

mesenquimal, incluindo adipogênica, miogênica, condrogênica, e osteogênicas; em 

condições angiogênicas também podem promover uma nova vascularização (Shen et al., 

2011). O tecido da bola de Bichat tem acesso relativamente simples, podendo ser obtido via 

cavidade oral, sem prejuízo estético de cicatriz, por exemplo. Considerado, portanto, como 

fonte adequada de ASCs que possibilitam uma aplicação clínica (Niada et al., 2013; Salehi-

Nik et al., 2017). 

Segundo Seo et al. (2004), por sua vez, as PDLSCs tem grande potencial regenerativo 

e de reparação de estruturas dentais danificadas, por isso tem atraído atenção no mundo 

acadêmico. Elas têm poder de se diferenciar em células de linhagens, condrogênicas, 

cardiomiogênicas, neurogênicas e osteogênicas, sendo características  necessárias para 

formação do ligamento periodontal e de tecidos de suporte, dentre eles o osso alveolar, 
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cemento, nervos e vasos sanguíneos (Shiet al., 2001; Huang et al., 2009; Park et al., 2011; 

Byung et al., 2019). 

As PDLSCs tem origem dentária, sendo células multipotentes pós-natais semelhantes 

às BMSCs. Sendo assim, essas células podem se diferenciar em fibroblastos do ligamento 

periodontal, cementoblastos, osteoblastos e reparar defeitos ósseos (Trubiani et al., 2015; 

Byung et al., 2019). Porém, as PDLSCs tem uma certa desvantagem, elas só podem ser 

obtidas em pequenas quantidades. Segundo Iwata et al. (2010) o número é cerca de 1250 em 

média, sendo que de acordo com Feng et al. (2010) para regeneração são necessárias 4 x106 

células, ou seja, a cultura primária deve ser proliferada pelo menos até 12 passagens de 

proliferação, antes de qualquer uso clínico (Iwata et al., 2010; Feng et al., 2010). Segundo 

Byung et al. (2019), a partir da passagem 7 das PDLSCs, observaram uma perda severa da 

morfologia inicial, e quanto maior a passagem, maiores eram as mudanças morfológicas 

também. 

Por sua vez, a polpa dentária é composta por um tecido conjuntivo altamente 

vascularizado e envolto por uma estrutura mineral de dentina, que protege a polpa de 

estímulos externos nocivos. Principalmente a polpa de dentes decíduos é rica em células-

tronco (Nanci, 2007; Rosa, 2013; 2016).  

À medida que ocorre a rizólise, a dentição decídua cede lugar à dentição permanente, 

e o dente decíduo e todo o tecido que o acompanha geralmente são descartados, mesmo sendo 

rico em células-tronco do tipo mesenquimais (Rosa et al., 2016). Essas células-troncos tem 

um elevado potencial proliferativo, podendo se diferenciar em odontoblastos, adipócitos, 

células neurais, as células-tronco também demonstrando potencial osteogênico maior (Rezai 

et al., 2017) e propriedades angiogênicas, podendo estimular uma nova vascularização, 

característica desejável aos procedimentos de enxertos (Miura et al., 2003).  
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As conhecidas SHEDs são as primeiras células-tronco de origem dental com potencial 

osteogênico, e características mesenquimais comparadas às células de medula óssea, 

apresentando maior proliferação e maior capacidade de formação de unidades formadoras de 

colônia, tendo uma maior eficiência na proliferação, além de possuírem uma expressão 

gênica com potencial de mineralização (Shi et al., 2001; Jin et al., 2019). 

As SHEDs tem uma capacidade de autorrenovação muito maior que as DPSCs, sendo 

mais suscetíveis à diferenciação osteogênica (Aghajani et al., 2016; Ichiyanagi et al., 2010; 

Buduru et al., 2019). 

 Com o aumento da disponibilidade de produtos comerciais xenogênicos, torna-se 

importante a avaliação destes biomateriais frente às células-tronco, uma vez que podem ser 

destinados às reconstruções ósseas de forma mais eficiente se já estiverem associados às 

células, antes da aplicação clínica. Estudos in vitro podem auxiliar no desenvolvimento de 

estratégias para os estudos in vivo e clínicos. 
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2. PROPOSIÇÃO 

 Avaliar em modelo in vitro a influência de biomateriais xenogênicos bovinos sobre 

células-tronco mesenquimais da polpa de dente decíduo, no intuito de identificar um 

biomaterial com maior potencial carreador de células, para posterior aplicação in vivo e/ou 

clínica. 

 

 



 

 Manuscrito será submetido ao periódico: Journal of Biomedical Materials Research Part A. 

Manuscrito formatado de acordo com as normas específicas do periódico (acessado em: 

21/02/2020). 
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3. MANUSCRITO 

 

Biomateriais xenogênicos ósseos não interferem na viabilidade e proliferação de células-

tronco mesenquimais – estudo-piloto 

 

RESUMO 

 

O uso de células, em especial as células-tronco mesenquimais (CTMs), é objeto de 

inúmeras pesquisas, incluindo a engenharia tecidual. Estas células são indiferenciadas, 

apresentando capacidade de diferenciação e auto-renovação. Tem o potencial de se 

transformar em múltiplos tipos celulares do organismo, podem se diferenciar em adipócitos, 

condrócitos e osteoblastos, dependendo do estímulo que recebem. O objetivo principal do 

presente trabalho foi avaliar em modelo in vitro a influência de biomateriais xenogênicos 

bovinos sobre células-tronco mesenquimais da polpa de dente decíduo, no intuito de 

identificar um biomaterial com maior potencial carreador de células, para posterior aplicação 

in vivo e/ou clínica. Os seguintes grupos foram usados: 1) Grupo C (controle), contendo 

apenas CTMs; 2) Grupo BP, contendo CTMs e Bonefill Porous® (0,60-1,50 mm); 3) Grupo 

BO, contendo CTMs e Bio-Oss® (0,25-1 mm). As CTMs (P3) utilizadas foram provenientes 

de um dente decíduo em exfoliação, de um doador do sexo masculino de 7 anos de idade. 

Uma alíquota de células foi submetida à imunofenotipagem por citometria de fluxo. Foram 

realizados os ensaios de viabilidade celular (vermelho neutro), citotoxicidade (MTT), e 

proliferação celular (cristal violeta); todos os grupos foram submetidos a uma análise 

morfológica por microscopia de luz (ML). Devido aos resultados dos testes anteriores, o 

biomaterial considerado com desempenho superior foi submetido à avaliação ultraestrutural 

por microscopia eletrônica de varredura (MEV). Foram utilizados os tempos de 24, 48 e 72 

h de cultivo. A validação das células-tronco mesenquimais demonstrou marcadores de 

superficie positivos para CD105, CD73, CD90, e negativos para CD45, CD34, CD14, CD19, 

e HLA-DR. Os resultados evidenciaram que ambos os biomateriais mantiveram viabilidade 

celular e citotoxicidade semelhantes ao grupo C. Quanto à proliferação, houve diferença para 



 

 Manuscrito será submetido ao periódico: Journal of Biomedical Materials Research Part A. 

Manuscrito formatado de acordo com as normas específicas do periódico (acessado em: 

21/02/2020). 

8 
 

menor no grupo BO em relação aos outros grupos. À ML, o grupo BP apresentou células 

mais espraiadas e aderidas do que o grupo BO. Assim, ao MEV, as células do grupo BP 

apresentaram características de células mais ativas do que as do grupo C, com secreção de 

vesículas para a matrix extracelular. Logo, pode-se concluir que o BP apresentou maior 

potencial carreador de células-tronco para futuros trabalhos com aplicação in vivo e/ou 

clínica.  

 

Palavras-chave: Células-tronco, SHED, Biomaterial Xenogênico, Polpa de Dentes 

Decíduos. 
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3.1 INTRODUÇÃO 

 

 Perdas traumáticas de dentes ou de tecido ósseo decorrentes de acidentes, doença 

periodontal, cárie dentária ou outras intercorrências, precisam ser tratadas. Isso faz com que 

o profissional da área da saúde busque terapias reconstrutivas tais como enxertos para 

recuperação das áreas lesadas (Manfro et al., 2014; Sakkas et al.,2017).  

 Um enxerto ósseo precisa de características osteogênicas para gerar um novo osso, 

podendo representar uma matriz que pode servir de arcabouço, conter sinais químicos que 

podem ser osteoindutivos, nutrientes e suprimentos sanguíneos para que ocorra o 

desenvolvimento celular (Zimmermann et al., 2011; Amini et al.,2012). 

Entre os fatores mais importantes para o sucesso do enxerto está a vascularização. 

Espera-se que as manobras cirúrgicas preservem o suprimento sanguíneo, respeitando a 

anatomia local, uma vez que com a vascularização adequada a osteointegração pode ocorrer 

de forma mais rápida e eficiente, para que ao final obtenha-se uma base óssea de maior 

qualidade em tempo reduzido. Espera-se uma maior migração de osteoblastos para a região 

e indução óssea por estímulo às células-tronco, aumentando a deposição mineral no local 

(Hämmerle e Lang, 2001; Amini et al.,2012). 

 Nos últimos anos, uma nova possibilidade de tratamento tem sido testada: terapia com 

células-tronco. Essas células possuem características fundamentais para a regeneração óssea, 

uma vez que são angiogênicas e osteogênicas (Shen et al.,2011). 

As células-tronco mesenquimais têm um elevado potencial proliferativo, podendo se 

diferenciar de acordo com o estímulo que recebem (Amini et al., 2012). As células-tronco 

encontradas nos dentes decíduos (SHEDs), por exemplo, como normalmente são descartadas, 

podem servir para o armazenamento e pesquisas. Como os dentes decíduos são normalmente 
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encontrados em indivíduos muito jovens, as características dessas células são promissoras, 

uma vez que possuem um potencial proliferativo importante  (Rosa et a.l, 2016). 

Zimmermann et al., (2015) demonstram a associação de células-tronco (ASCs) com 

biomaterial xenogênico para enxerto. Esse tipo de biomaterial apresenta componentes 

estruturais semelhantes aos do osso humano (Manfro et al., 2014), tendo uma taxa de 

formação óssea previsível, permitindo a deposição de osso maduro sobre o mesmo 

(Hämmerle e Lang, 2001; Jensen et al., 2012;Manfro et al., 2014). 

  Em outro estudo, Trubiani et al. (2007) realizaram ensaios com PDLSCs, realizando 

osteoindução das células-tronco semeadas em um biomaterial xenogênico bovino.O trabalho 

demonstra que as células tinham uma alta afinidade pelos biomateriais tridimensionais: 

proliferação e colonização celular foram evidentes (Trubiani et al., 2007). 

  Estudos in vitro podem fornecer informações importantes a fim de nortear os estudos 

in vivo e as aplicações clínicas (Wolf et al., 2015). Assim, o objetivo principal do presente 

trabalho foi avaliar em modelo in vitro a influência de biomateriais xenogênicos bovinos 

sobre células-tronco mesenquimais da polpa de dente decíduo, no intuito de identificar um 

biomaterial com maior potencial carreador de células, para posterior aplicação in vivo e/ou 

clínica. 

3.2 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

Este trabalho foi aprovado pelo Comitê de Ética (CAAE: 13434019.7.0000.0093). As 

células-tronco utilizadas neste trabalho foram provenientes de um descarte de um dente 

decíduo esfoliado e doado para pesquisa, a partir de um paciente atendido na Clínica da 
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Infância da Universidade Positivo, Curitiba/PR. O isolamento e cultivo das células-troncos 

foi feito no Centro de Processamento Celular da Curityba Biotech, pelo protocolo de 

Hendijani et al., (2017). 

 

3.2.1 Procedimentos Laboratoriais 

 

3.2.1.1 Isolamento e Cultivo Celular 

 

  Após a obtenção do dente exfoliado (remanescentes da coroa e polpa) este foi 

colocado em um tubo Falcon (BD Biosciences- Franklin Lakes, NJ USA ) contendo 15 mL 

de meio para transporte (1% de antifúngico a 250 µg/mL [anfotericina B], 1% antibiótico 

[penicilina 100 UI/mL e estreptomicina 100 mg/mL - Gibco, Waltham, EUA]) e o meio de 

cultivo (DMEM, baixa glicose com L-glutamina e piruvato sólido - Gibco, Waltham, EUA). 

O tubo então foi levado imediatamente ao laboratório para o processamento da amostra. 

Dentro de cabine de segurança biológica tipo II (Telstar Bio II Advance, FACScalibur, BD, 

Franklin Lakes, EUA), instalada em sala limpa ISO 7, o tecido foi fracionado para realizar o 

isolamento das células-tronco mesenquimais (CTMs) pela técnica do explante. Procede-se  

fragmentar o tecido em diversos pedaços de 1 mm2 aproximadamente, e dispor estes 

fragmentos no fundo de uma garrafa de 25 cm3 (BD Biosciences), mantendo uma distância 

aproximada de 3 mm entre eles. Subsequentemente, o material foi levado à incubadora a 37 

°C, 5% de CO2 e 95% de ar saturado umidificado (Panasonic, Japão), até que os explantes 

tivessem aderência ao fundo da garrafa. Após esta etapa, adicionaram-se 5 mL de meio de 

cultivo padrão suplementado à garrafa, com cuidado para que os fragmentos não se 
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desprendessem do fundo. De volta à incubadora por 48 horas a 37°C (+/- 2°C), 5% de CO2 

e 95% de ar saturado umidificado, o meio foi aspirado e trocado. As células foram observadas 

em microscópio invertido (AE 31 Trinuclear, MOTIC, China), até atingirem uma confluência 

de 70%, (3ª passagem), atingindo 1,5 x 106 células. 

3.2.1.2 Citometria de Fluxo 

 Para a confirmação de que as células cultivadas pertenciam à linhagem de células-

tronco mesenquimais, as células passaram pela citometria de fluxo e marcadores de superfície 

(Laboratório do Núcleo de Tecnologia Celular da Pontifícia Universidade Católica do 

Paraná, Curitiba, Brasil). Os critérios estabelecidos consideraram resultados positivos acima 

de 70%, e negativos os resultados abaixo de 10%. Quanto à viabilidade, empregou-se o kit 

de detecção de células em apoptose e necrose (APC Annexin V Apoptosis Detection Kit with 

7-AAD, BioLegend, San Diego, EUA). Quanto à imunofenotipagem, foram considerados os 

fatores positividade para os marcadores CD105, CD73 e CD90, e negatividade para CD45, 

CD34, CD14 ou CD11b, CD79a ou CD19 e HLA-DR, conforme protocolo de Dominici 

(2006). Células da terceira passagem foram avaliadas no citômetro de fluxo (FACScalibur, 

BD, Franklin Lakes, EUA) para avaliação da viabilidade e identificação dos principais 

marcadores de CTMs. Foram usadas 100.000 células por tubo de citometria e cada amostra 

foi passada uma vez pelo citômetro. Também empregou-se os anticorpos primários 

específicos: mouse anti-human CD105 (Invitrogen, Carlsbad, EUA), mouse anti-human 

CD73, CD90, CD45, CD34, CD11b, CD19 e HLA-DR (ABD Serotec, Raleigh, EUA). O 

anticorpo isótopo correspondente foi utilizado como controle negativo, e como anticorpo 

secundário foi utilizado o anticorpo goat anti-mouse IgG (H/L – FITC, ABD, Raleigh, 
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Serotec). Os dados obtidos foram analisados no software FlowJo (TreeStar, Ashland, 

EUA).     

 

3.2.2 Desenho do Estudo 

 

 Os ensaios foram realizados em placas de 24 poços, em  triplicatas. Após as células 

atingirem confluência (70%), estas foram lavadas com PBS a 37 ºC, desaderidas 

quimicamente sob ação tripsina-EDTA e contadas em Câmara de Neubauer. Plaqueou-se 2 

x 104 células por poço, de acordo com os grupos:  

1) Grupo C (Controle): contendo somente  CTMs; 

2) Grupo BP (Bonefill Porous®, granulação média de 0,60-1,50mm, Bionnovation 

Biomedical, Bauru, Brasil): os poços continham CTMs e 3 mg de biomaterial dentro de 

inserto com 3 µm de porosidade (EasyStrainer, GreinerBio-One, Kremsmünster, Áustria);  

3) Grupo BO (Bios-Oss®, granulação média 0,25-1,0mm, Geistlich Pharma, Suiça): os poços 

continham CTMs e 3 mg de biomaterial dentro de inserto com 3 µm de porosidade;  

Todos os grupos foram mantidos por 24, 48 e 72 h, e seguiram para os ensaios. 

 

3.2.3 Citotoxicidade Celular (MTT)  

 

Cerca de 2 x 104 células/poço foram plaqueadas em placa de 24 poços, em triplicata, 

com volume de meio de 200 μL/poço. Após 24 h, o sobrenadante foi substituído e as células 

incubadas com os biomateriais pelos tempos de 24, 48 e 72 h. Depois de transcorrido os 

tempos de tratamento, o meio foi retirado a  adicionaram-se 200 µL da solução de brometo 
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de 3,4,5-dimetil-2-tiazolil-2,5-difenil-2H-tetrazolium (MTT) diluído em PBS (0,5 mg/mL). 

As placas foram protegidas da luz,  e após 3 h de incubação em estufa a 37 °C e 5% CO2 o 

sobrenadante foi retirado, e as células foram ressuspensas em 200 µL de dimetilsulfóxido 

(DMSO). A absorbância foi mensurada no comprimento de onda de 545 nm no leitor de 

microplacas (Epoch, Biosystem Biotek, Winooski, Eua). Os resultados foram analisados pelo 

software GraphPad Prism (GraphPad Software, Inc. Califórnia.). 

 

3.2.4 Proliferação celular (Cristal Violeta) e Viabilidade Celular (Vermelho Neutro) 

 

Para a análise da proliferação celular empregou-se o método de cristal violeta.  As 

placas tiveram toda a solução retirada, foram lavadas com PBS e fixadas em 50 μL de 

metanol por 3 min. Em seguida, o metanol foi removido e foram acrescidos 100 μL de cristal 

violeta 0,2%, em etanol 5% por 10 min. Os poços foram lavados em PBS por seis vezes para 

remoção de corante residual. Então, foram adicionados 200 μL de citrato de sódio 0,1 M em 

etanol 50%. No leitor de microplacas, a leitura da absorbância foi realizada em 550 nm 

(Epoch, Biosystem Biotek, Winooski, Eua).  

Para a avaliação da viabilidade, cerca de 2 x 104 células/poço foram plaqueadas em 

placa de 24 poços, com volume de meio de 200 μL/poço. Após 24 h, o sobrenadante foi 

substituído e as células incubadas com os biomateriais pelos tempos de 24, 48 e 72 h. Depois 

de transcorrido os tempos de tratamento, o meio foi retirado e foram adicionados 200 µL da 

solução de vermelho neutro diluída em PBS (550μg/mL), e incubada por 2 h em estufa a 37 

°C e 5% CO2. Todo o sobrenadante foi retirado, os poços foram lavados com PBS e foram 

adicionados 100 µL da solução de extração (etanol absoluto, água ultrapura e ácido acético 
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glacial) e a placa foi agitada em shaker por 20 min para homogeneização. A absorbância foi 

lida no comprimento de onda de 550 nm (Epoch, Biosystem Biotek, Winooski, Eua). Os 

resultados foram analisados pelo software GraphPad Prism (GraphPad Software, Inc. 

Califórnia.).  

 

3.2.5 Análise Estatística 

 

Os dados para os diferentes ensaios de citotoxicidade, proliferação e viabilidade 

celular foram analisados estatisticamente por ANOVA dois fatores e teste de Tukey com 

nível de significância de 5%. 

  

3.2.6 Microscopia de Luz (ML) e Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) 

 

 Antes das amostras serem inseridas no leitor de microplacas (Ensaio de Proliferação), 

foi utilizado o microscópio invertido (AE 31 Trinuclear, MOTIC, China) para captação de 

imagens e avaliação morfológica básica das células (20 ×). As imagens foram transformadas 

para escala de cinza. 

De acordo com os resultados de médias totais no teste de proliferação, as células com 

médias totais maiores entre os grupos BP e BO, seguiram para análise em MEV, juntamente 

com as do grupo C. Para avaliação da ultraestrutura, 2 x 104 células foram plaqueadas em 

placas de 24 poços contendo lamínulas circulares de 13 mm de diâmetro no fundo. Após, as 

células foram fixadas em solução de Karnovsky (glutaraldeído 2%, paraformaldeído 4%, 

CaCl2 1 mM em tampão cacodilato 0,1 M) por 1 h. Após fixação, as células foram lavadas 
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com tampão cacodilato de sódio 0,1 M ph 7,4, e desidratadas em etanol (30, 50, 70, 90 e 2 

vezes 100%), por 10 min. em cada concentração. Após desidratação, as lamínulas  foram 

submetidas ao ponto crítico (Critical Point Dryer 030, Bal-Tec, Balzers, Liechtenstein) e 

metalização em ouro (SCD 030, Bal-Tec, Balzers, Liechtenstein), e analisadas no 

microscópio eletrônico de varredura (TESCAN VEGA 3 LMU, Brno, República Tcheca). 

Após, as imagens obtidas foram avaliadas no programa ImageJ (NIH, EUA) quanto à % de 

células por área. Estas análises foram realizadas no Centro de Microscopia Eletrônica da 

Universidade Federal do Paraná, Brasil. 

 

3.3 RESULTADOS 

 

3.3.1 Citometria de Fluxo 

 Os resultados da utilização do kit de detecção de células em apoptose e necrose 

foram: células em apoptose (0,43%), células em necrose (5,27%) e viabilidade celular 

(94,3%). Quanto à caracterização, os marcadores de superfície confirmaram o fenótipo de 

células-tronco mesenquimais, positivos para: CD105 (88,9 %); CD73 (93,5 %); CD90 (97,9 

%);  e negativos para: CD45 (1,03 %), CD34 (0,78 %); CD14 (2,17 %); CD19 (2,34 %); 

HLA-DR (0,74 %). 

 

 

3.3.2 Ensaios de Citotoxicidade, viabilidade e proliferação celulares 
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 Os dados para os diferentes ensaios de viabilidade celular foram analisados 

estatisticamente por ANOVA dois fatores e teste de Tukey, com nível de significância de 

5%. As médias e desvios-padrão para os grupos avaliados estão nas Tabelas 1, 2 e 3. 

 

 

3.3.2.1 Análise de Citotoxicidade (MTT) 

  

Para o ensaio de citotoxicidade, os resultados indicaram diferenças estatísticas 

significantes para o fator biomaterial (p=0,004) e tempo (p<0,001). A interação dupla foi 

estatisticamente significante (p=0,038) (Tabela 1). 

 

Tabela 1 – Médias e desvios–padrão para os valores de citotoxicidade celular pelo método 

do MTT dos diferentes biomateriais e tempos. 

Biomaterial 

Tempo 

24h 48h 72h 

   C 0,2482 0,0328 Ba 0,2398 0,0142 Bab 0,3545 0,0317 Aa 

BP 0,2337 0,0221 Ba 0,2457 0,465 Ba 0,2993 0,0249 Ab 

  BO 0,2182 0,0143 Ba 0,2023 0,0202 Bb 0,3238 0,0283 Aab 

Na linha, valores seguidos pelas mesmas letras maiúsculas são estatisticamente semelhantes 

(p > 0,05). Na coluna, valores seguidos pelas mesmas letras minúsculas são estatisticamente 

semelhantes (p > 0,05). 

 

3.3.2.2 Análise de Viabilidade Celular (Vermelho Neutro) 

 



 

 Manuscrito será submetido ao periódico: Journal of Biomedical Materials Research Part A. 

Manuscrito formatado de acordo com as normas específicas do periódico (acessado em: 

21/02/2020). 

18 
 

Neste ensaio, os resultados (médias) indicaram diferenças estatísticas significantes 

para o fator biomaterial (p = 0,010) e tempo (p < 0,001). A interação dupla também foi 

estatisticamente significante (p = 0,029). Na Tabela 2, os resultados podem ser observados 

globalmente. 

 

Tabela 2 – Médias  desvios-padrão para os valores de viabilidade celular pelo método do 

vermelho neutro dos diferentes biomateriais e tempos. 

Biomaterial 

Tempo 

24h 48h 72h 

   C 1,4922 0,2504 Aba 1,3623 0,0517 Ba 1,6602 0,0702 Aa 

BP 1,2243 0,1255 Bb 1,2433 0,0487 Bab 1,6307 0,1237 Aa 

  BO 1,4582 0,1631 Aa 1,1158 0,1254 Bb 1,5368 0,2305 Aa 

Na linha, valores seguidos pelas mesmas letras maiúsculas são estatisticamente semelhantes 

(p > 0,05). Na coluna, valores seguidos pelas mesmas letras minúsculas são estatisticamente 

semelhantes (p > 0,05). 

 

 

3.3.2.3 Análise de Proliferação celular (Cristal Violeta) 

  

Para este ensaio, os resultados indicaram diferenças estatísticas significantes para o fator 

biomaterial (p = 0,007) e tempo (p < 0,001). A interação dupla não foi estatisticamente 

significante (p = 0,091). Os valores podem ser observadas na Tabela 3. 

 

Tabela 3 – Médias e desvios–padrão para os valores de proliferação pelo método do cristal 
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violeta dos diferentes biomateriais e tempos. 

Biomaterial 

Tempo 

24h 48h 72h Total 

C 0,2273 0,0306 0,2447 0,0344 0,6005 0,0572 0,3575 0,1814 a 

BP 0,1962 0,0109 0,2655 0,0448 0,5043 0,0684 0,3220 0,1430 a 

  BO 0,2032 0,0439 0,1608 0,0536 0,4950 0,1422 0,2863 0,1753 b 

Total 0,2089 0,0326 B 0,2237 0,0628 B 0,5333 0,1034 A  

Na linha, valores seguidos pelas mesmas letras maiúsculas são estatisticamente semelhantes 

(p > 0,05). Na coluna, valores seguidos pelas mesmas letras minúsculas são estatisticamente 

semelhantes (p > 0,05). 

 

3.3.3 Análise morfológica em microscopia de luz (ML) das células controle e expostas aos 

biomateriais BP e BO 

 

 As análises em ML demonstraram que a linhagem de células do grupo C mantidas no 

cultivo celular somente na presença de meio (Figuras 1A a 1C), após 1A (24h), 1B (48h) e 

1C (72h), apresentaram-se aderidas e espraiadas ao substrato, com diferentes padrões 

morfológicos; são células que se mantiveram dispostas lado a lado e apresentaram inibição 

por contato. Tem-se células em subconfluência bem evidente nas Figuras 1A e 1B. Na Figura 

1C, após 72 h, de forma evidente apresentaram uma maior dinâmica de proliferação celular, 

com um maior número de células, mas com cultivo ainda em subconfluência. Também 

emitiram características projeções do corpo celular, evidenciando células com distintas 

morfologias. Vê-se por sobre o cultivo, Figuras 1A e 1B, células de menor tamanho e 

arredondadas, características de células mortas ou em processo de sofrimento celular. Estas 

Figuras apresentaram padrão morfológico característico para esta linhagem celular.  
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 As Figuras 1D e 1F são de cultivo de células expostas ao biomaterial BP. Estas 

evidenciaram respostas semelhante aos observados para as células do grupo C, no que se 

refere ao padrão morfológico das células. São células que se mantiveram aderidas e 

espraiadas ao substrato, com diferentes padrões morfológicos. Após o tratamento, são células 

que não se empilharam, e mantiveram-se dispostas lado a lado com inibição por contato. De 

forma interessante, pode-se observar que após tratamento com este biomaterial, estas células 

têm forma nítida, comparando as Figuras do grupo C (1A, 1B e 1C), especialmente nos 

tempos de 48 h e 72 h. Nas Figuras 1E e 1F observa-se que as células após tratamento são 

células mais alongadas, nitidamente com morfologia mais filiforme. De forma evidente vê-

se que a exposição ao biomaterial, já em 48 h (1E), há um maior número de células quando 

comparado com as do grupo C no mesmo tempo de exposição (1B). Este resultado foi 

potencializado para o tempo de 72 h, comparando Figura das células do C (1C), com as 

Figuras (1F) após exposição ao BP. Já no tempo de 48h (1E), quase atingiram a confluência 

celular, e com 72 horas (1F), fica evidente a confluência. Resultado este que sugere que o 

biomaterial induziu à proliferação desta linhagem nos tempos analisados. Observa-se ainda, 

células arredondadas somente no tempo de 24 horas (1D) por sobre o cultivo celular, ausência 

destas nos tempos de 48 e 72 h (1E e 1F, respectivamente).   

 Para o tratamento com o biomaterial BO (Figuras 1G a 1I ), após 24 h (1G), 48 h (1H) 

e 72 h (1I), as células tratadas apresentaram em todos os tempos analisados o menor número 

de células, quando comparadas ao C, e em especial ao biomaterial BP. Chama atenção que 

já para o tempo de 24 h (1G), ao comparar-se ao C (1A), vê-se alteração do padrão 

morfológico destas células: o corpo celular está mais globoso ou volumoso, as células estão 

menores do que o padrão de células alongadas, menos afiladas, por passarem a estar mais 
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globosas. Isso sugere que estão perdendo a capacidade de se espraiar por sobre o substrato. 

Possivelmente devam estar perdendo adesão celular. Assim, sabendo-se que células que 

perdem adesão ao substrato induzem mecanismo de morte celular por desalojamento, 

mecanismo conhecido por ANOIKIS , os resultados observados nas Figuras 1G (24 h), 1H 

(48 h) e 1I (72 h) evidenciam esta suposição. Vê-se um menor número de células em todos 

os tempos analisados. Quando comparadas as Figuras das células do C (1A, 1B e 1C) com 

as células expostas ao BO (1G, 1H e 1I), estas não atingiram a confluência, mesmo no tempo 

de 72h (1I). 

 

 

Figura 1 - Análise morfológica em microscopia de luz (ML) das células-tronco 

mesenquimais, nos grupos C (controle) e expostas aos biomateriais BP (Bone Fill Porous®) 

e BO (Bio-Oss®) por 24, 48 e 72 horas, iniciando com 2 x 104 células por poço. Estes ensaios 

foram realizados em duplicatas biológicas de triplicatas. As figuras 1A, 1B e 1C evidenciam 
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células C mantidas em (DMEM). As figuras 1D, 1E e 1F evidenciam células BP. As figuras 

1G, 1H e 1I evidenciam células BO. Todas as imagens em 20 ×. Setas: 1 = células aderidas 

e espraiadas ao substrato; 2 = células com diferentes padrões morfológicos; 3 = inibição de 

contato; 4 = células em subconfluência; 5 = células arredondadas; 6 = células mais alongadas 

(filiformes), espraiadas e aderidas ao substrato; 7 = células em confluência; 8 = células em 

subconfluência. 

 

3.3.4 Análise morfológica e ultraestrutural em microscopia eletrônica de varredura (MEV) 

das células C e BP 

 

As análises em MEV (Figura 2) demonstraram que as células C (Figuras 2A a 2D), 

após 72 h, apresentaram-se: aderidas e espraiadas ao substrato, com diferentes padrões 

morfológicos, com características de inibição por contato, ou seja, células que  não se 

empilharam e que se mantiveram dispostas lado a lado. Também pode-se observar células 

em subconfluência evidente, com projeções do corpo celular e distintas morfologias, como 

filopódios por toda borda do corpo celular, estruturas de percepção celular. Vê-se por sobre 

o cultivo (Figuras 2A e 2B), células de menor tamanho e arredondadas, características de 

células mortas ou em processo de divisão celular. Há por sobre o corpo celular material 

vesicular semelhante a processos de secreção celular, bem como material particulado.  

As Figuras 2E a 2H são células BP em 72 h, evidenciando  respostas semelhantes às 

células C. Representam células que se mantiveram aderidas e espraiadas ao substrato, com 

diferentes padrões morfológicos, que também não se empilham, ficando lado a lado. Estas 

emitem características projeções do corpo celular, e distintas morfologias. 

De forma interessante, pode-se observar que as células BP (Figuras 2E, 2F e 2G) são 

maiores que as C (Figuras 2A, 2B e 2C). Alongaram mais o corpo celular, passaram a emitir 

poucas e esparsas projeções membranares e filopódios. Observa-se ainda, material 
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particulado de diferentes tamanhos por sobre o cultivo celular, bem como abundantes 

processos  vesiculares, semelhante a processos de secreção celular.  

 

 
Figura 2 - Análise em MEV das células-tronco C e BP, em 72 h, na concentração de 2 x 104. 

As figuras 2A, 2B, 2C e 2D evidenciam células C. As figuras 2E a 2H evidenciam células 

BP. As figuras 2A e 2E são imagens em 500 ×. As figuras 2B e 2F tem 1500 ×. As figuras 

2C e 2G estão em 3000 × . As figuras 2E, 2D e 2H em 6000 ×. Estes ensaios foram realizados 

em duplicatas biológicas de triplicatas. Setas: 1 = células aderidas e espraiadas ao substrato; 

2 = células com diferentes padrões morfológicos; 3 = inibição de contato; 4 = células em 

subconfluência; 5 = projeções  celulares na forma de filopódios; 6 = células maiores com 

morfologia mais alongadas; 7 = material particulado de diferentes tamanhos por sobre o 

cultivo celular; 8 = células com abundantes processos  vesiculares, semelhante a processos 

de secreção celular; 9 = menor número de células, células menores, menos espraiadas, com 

maior número de células arredondadas. 
 

 

3.4 DISCUSSÃO 

 Células-tronco mesenquimais podem apresentar grande potencial osteogênico, sendo 

este um fator que pode ser considerado importante, especialmente quando se necessita de 

reconstruções ósseas maiores, para reabilitações com implantes dentários.  Com o aumento 
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da disponibilidade de biomateriais xenogênicos para fins de enxertia, e sabendo-se que a 

aplicação clínica das células-tronco poderia ser uma estratégia para melhoria do desempenho 

dos enxertos, torna-se relevante avaliar a influência dos biomateriais sobre estas, antes de 

estudos in vivo e/ou em humanos (Wolf et al., 2015; Zimmermann et al., 2015). 

 No presente trabalho, foram usados biomateriais particulados dentro de insertos, a 

fim de se evitar uma mistura direta destes com as células que foram cultivadas 

convencionalmente, no fundo dos poços, facilitando a recuperação destas para avaliação, mas 

permitindo a exposição ao biomaterial, diferentemente dos ensaios de migração celular, em 

que o biomaterial fica no fundo do poço e as células no inserto (Wang et al., 2018). Esta 

metodologia permitiu o cultivo celular na presença dos biomateriais, e deve continuar nos 

próximos trabalhos em tempos maiores até que seja possível a observação de diferenciação.    

 Como podem ocorrer resultados divergentes dependendo do ensaio realizado, faz-se  

necessário a realização de diferentes testes básicos, como a citotoxicidade, proliferação 

celular e viabilidade (Chiba et al., 1998). Estes testes geram parâmetros e fornecem respostas 

conjuntas que vão complementar os resultados e diminuir a chance de viés sobre 

citotoxicidade e proliferação celular (Chiba k. et al., 1998). 

 O ensaio MTT refere-se à citotoxicidade.  Neste ensaio o reagente entra em contato 

com as mitocôndrias, sendo processado e metabolizado por enzimas presentes na matriz 

mitocondrial.  Quanto maior for a absorbância da espectrofotometria, menor é a 

citotoxicidade do composto sobre as células (Lu. L et al. 2012; Gomez et. al. 2017). Durante 

os períodos iniciais de 24 e 48 h, os resultados do teste MTT foram praticamente iguais entre 

os grupos. Em 72 h, o grupo BP se comportou como o grupo BO, mas com desempenho 
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menor do que o C. Vasilyev et al. (2018), diferentemente do presente projeto, demonstraram 

citotoxicidade para o biomaterial BO.  

Quanto à viabilidade com o vermelho neutro, de acordo com metodologia semelhante 

a trabalhos anteriores (Repetto et al., 2008; Gomez et. al., 2017); porém, percebeu-se que o 

grupo BP iniciou o teste com os menores valores, e igualou os resultados dos outros grupos 

em até 72 h. O trabalho de Rasch et al. (2019), também utilizam os períodos de 24 e 72 h. No 

entanto, neste mesmo trabalho de Rasch et al. (2019), as células-tronco foram colocadas 

diretamente sobre a superfície dos biomateriais, o que resultou numa menor taxa de 

viabilidade do Bio-Oss®. Pode também ter havido migração celular para dentro do corpo do 

biomaterial, e essas células por se diferenciarem, provocam um resultado falso positivo.  

 Quanto à proliferação celular, os resultados foram combinados e forneceram dados 

significantes a partir das médias globais. Os resultados em 72 h foram mais favoráveis aos 

grupos C e BP. No trabalho de Hosseini et al. (2019), o Bio-Oss® revestido por 

policaprolactona fornece uma superfície que estimula a proliferação celular, diferente do 

trabalho atual, em que a influência celular do Bio-Oss® puro não apresentou o melhor 

desempenho.  

 Em relação aos aspectos morfológicos à ML, nitidamente, o aspecto das células do 

grupo BP foi distinto, tanto do grupo C quanto do BO. Pode-se perceber uma proliferação 

maior no BP do que no BO (médias totais com diferença significativa), sendo que no grupo 

BO, o processo de desalojamento (ANOIKIS) foi observado. No trabalho de Hosseini et 

al.(2019), o aspecto morfológico das células-tronco usadas (do tecido adiposo, medula óssea 

e cordão umbilical) é realmente diferente das células-tronco de dentes decíduos usadas neste 

trabalho. Hosseini et al.(2019) também usam um biomaterial xenogênico, o Bio-Oss®, mas 
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revestido de um polímero - neste caso um gráfico demonstra um aumento na proliferação 

celular na presença do Bio-Oss.   

Assim, por conta do aspecto morfológico à ML e da proliferação celular, decidiu-se 

avaliar este grupo à MEV apenas em 72 h. À ML, o que parecia ser um cultivo de células já 

em confluência, à MEV, neste tempo, percebeu-se que as células ainda estavam em 

subconfluência, uma vez que era possível observar espaços entre as células. Outro ponto 

dependente da microscopia é a inibição por contato, que à MEV não fica evidente.  

Parameswaran & Verma (2011) descrevem formações vesiculares nodulares osteogênicas na 

superfície de células-tronco de medula óssea, semelhantemente aos achados do atual 

trabalho, cujas células apresentaram muitas secreções nodulares. As células maiores, mais 

alongadas, com poucas e esparsas projeções membranares; além dos espraiamentos e profusa 

interação ao substrato indicam que as SHEDs estavam mantendo uma alta viabilidade celular, 

ou seja, a presença do biomaterial não exerceu efeito citotóxico, podendo provavelmente ser 

associado a células-tronco tipo SHED numa terapia celular avançada.  

Ainda, estes resultados que se mostraram interessantes junto ao biomaterial 

xenogênico, corroboram para o seu uso, uma vez  que o produto é nacional e o leva a 

patamares melhores de menores custos.   

De forma promissora o grupo BP mostrou melhores resultados de proliferação quando 

que comparado ao BO. Também evidenciou células maiores mais alongadas, espraiadas em 

íntimo contato com o substrato, quando comparadas às células do grupo C. Assim se faz 

pertinente prosseguir com demais ensaios para avaliar real potencial deste biomaterial.  
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3.5 CONCLUSÃO 

 

 Concluiu-se que os biomateriais xenogênicos avaliados no presente trabalho 

influenciaram positivamente as células-tronco mesenquimais frente aos ensaios de 

viabilidade, citotoxicidade e proliferação celulares. Bem como manutenção de suas 

característica morfológicas e ultraestruturais. Estas se mantiveram viáveis sem ação 

citotóxica com manutenção da capacidade proliferativa. Logo, pode-se concluir que o BP 

apresentou maior potencial carreador de células-tronco para futuros trabalhos com aplicação 

in vivo e/ou clínica.   
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4. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

 Ambos os biomateriais mantiveram citotoxicidade e viabilidade celular e semelhantes 

ao grupo C; houve diferença para menor no grupo BO quanto à proliferação; o grupo BP 

apresentou células mais espraiadas e aderidas do que o grupo BO à microscopia de luz; e ao 

MEV, as células do grupo BP apresentaram características de células mais ativas do que as 

do grupo C, com secreção de vesículas para a matrix extracelular. Pode-se concluir que o BP 

apresentou maior potencial carreador de células-tronco para futuros trabalhos com aplicação 

in vivo e/ou clínica.    
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