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RESUMO 

 
Embora o enxerto ósseo autólogo seja considerado o padrão-ouro nas cirurgias 

de reconstruções ósseas, seu uso apresenta restrições como a baixa 

disponibilidade e a necessidade de um segundo sítio cirúrgico para coleta do 

material. Os dentes são biomateriais com propriedades físicas e químicas muito 

semelhantes às do osso, sendo que a disponibilidade de dentes bovinos é maior 

do que a de dentes humanos. Este trabalho teve como objetivo investigar a 

resposta osteogênica in vitro de células-tronco de dentes decíduos esfoliados 

humanos (SHED) em associação a partículas de dentes bovinos. Para isso, as 

SHED foram cultivadas por 1, 7, 14 e 21 dias e divididas nos seguintes grupos: 

Grupo 1: Dente bovino triturado + meio de cultura convencional (MEMα) + SHED; 

Grupo 2: MEMα + SHED; Grupo 3: Dente bovino triturado + meio de cultura 

osteogênico (MO) + SHED; Grupo 4: MO + SHED. 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. A 

detecção da proteína TGFb1 foi realizada por meio do ensaio imunoenzimático 

Elisa. Os valores obtidos em triplicata foram submetidos à análise estatística, 

sendo adotado o nível de significância de 5% (p<0,05). Os resultados encontrados 

nos ensaios de vermelho de alizarina e Elisa seguiram exatamente o mesmo 

padrão, com maiores valores de absorbância aos 14 dias para o grupo G4 (SHED 

+ meio osteogênico) e aos 21 dias para o grupo G3 (SHED + meio osteogênico + 

partículas de dente bovino). As SHED, portanto, demonstraram capacidade de 

deposição de íons cálcio na formação de matriz mineralizada e de expressão de 

TGFβ1 tanto quando cultivadas exclusivamente em meio osteogênico (G3) quanto 

em meio osteogênico concomitante à presença de partículas de dente bovino 

(G4), sendo que nesse último os resultados foram mais expressivos. 

Palavras-chave: Dente; Regeneração Óssea; Engenharia Tecidual; Células-

tronco. 



ABSTRACT 

Although autologous bone graft is considered the gold standard in bone 

reconstruction surgeries, its use has restrictions such as low availability and the 

need for a second surgical site to collect the material. Teeth are biomaterials with 

physical and chemical properties very similar to bone, and the availability of bovine 

teeth is greater than that of human teeth. This work aimed to investigate the in vitro 

osteogenic response of stem cells from human exfoliated deciduous teeth (SHED) 

in association with particles from bovine teeth. For this purpose, SHED were 

cultivated for 1, 7, 14 and 21 days and divided into the following groups: Group 1: 

particulate bovine tooth + conventional culture medium (MEMα) + SHED; Group 

2: MEMα + SHED; Group 3: particulate bovine tooth + osteogenic culture medium 

(OM) + SHED; Group 4: MO + SHED. Quantitative and qualitative analysis of 

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

alizarin red colorimetric assay. The detection of the TGFb1 protein was performed 

using the Elisa immunoenzymatic assay. The values obtained in triplicate were 

submitted to statistical analysis, adopting a significance level of 5% (p<0.05). The 

results found in the alizarin red and Elisa assays followed exactly the same pattern, 

with higher absorbance values at 14 days for the G4 group (SHED + osteogenic 

medium) and at 21 days for the G3 group (SHED + osteogenic medium + particles 

of bovine tooth). Therefore, SHED demonstrated the capacity of deposition of 

calcium ions in the formation of mineralized matrix and expression of TGFβ1 both 

when cultivated exclusively in osteogenic medium (G3) and in osteogenic medium 

concomitant with the presence of bovine tooth particles (G4), with more expressive 

results in the G4. 

Keywords: Tooth; Bone Regeneration; Tissue Engineering; Stem Cell. 
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1 INTRODUÇÃO 

 
 

 
Um dos desafios da Odontologia é proporcionar condições ideais para que 

ocorra uma eficiente regeneração óssea dos maxilares acometidos por 

traumatismos, neoplasias, patologias e até mesmo deformidades ósseas 

congênitas (KOUHESTANI et al., 2018). O enxerto autógeno é considerado o 

padrão ouro, uma vez que é o único que possui ao mesmo tempo as três 

propriedades necessárias para a neoformação óssea (osteogênese, 

osteoindução e osteocondução) (EBRAHIMI et al., 2017; KOUHESTANI et al., 

2018). Entretanto, essa forma de terapia apresenta algumas limitações, como 

quantidade limitada de material a ser enxertado e trauma secundário decorrente 

da necessidade de um sítio cirúrgico doador. Outra possibilidade de terapia é a 

utilização de enxerto de banco de ossos (aloenxerto), a qual tem sido 

questionada devido às altas taxas de reabsorção antes da neoformação óssea 

e a possibilidade de rejeição e de transmissão de doenças (BOULER et al., 

2017). 

Visando suprir as deficiências encontradas no uso dessas terapias, 

diversos biomateriais têm sido desenvolvidos e estudados. Um substituto ósseo 

considerado ideal precisa atender requisitos como ser de fácil manuseio, de 

baixo custo, bioabsorvível e biocompatível, possuir semelhança estrutural com o 

osso, bem como ter uma matriz osteocondutora e fatores osteoindutores, que 

estimulem a diferenciação de células ósseas para o completo reparo a parti de 

sua capacidade osteogênica. Contudo, ainda não se tem um material com todas 

essas características (JORDANA; VISAGE; WEISS, 2017). 

Diante da semelhança da histogênese com o osso, o dente se torna um 

biomaterial a ser cogitado. A dentina tem 20% de matéria orgânica em sua 

composição, sendo 90% constituídas por colágeno do tipo I e 10% por fatores 

de crescimento. Dentre estes fatores de crescimento, estão as proteínas 

morfogenéticas ósseas (BMPs), que fazem parte dos fatores de crescimento 

transformador beta (TGF-β), possuindo propriedades de indução e neoformação 

óssea (KIM et al., 2013; MURATA et al., 2011). 
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A presença de biomarcadores fosfoproteína ácida da matriz de dentina 1 

(DMP1), fosfoglicoproteína extracelular da matriz (MEPE) e sialofosfoproteína 

dentinária (DSPP), fosfatase alcalina (ALP), colágeno tipo 1 (COL1), 

osteocalcina (OCN), osteopontina (OPN) e Runx2 garantem aos dentes 

características osteogênicas, osteoindutoras e osteocondutoras, como o osso 

autógeno. Os dentes contêm componentes orgânicos que estimulam a 

mineralização da matriz extracelular e desencadeiam a osteogênese. Além 

disso, apresentam propriedade osteoindutoras devido à diversos fatores de 

crescimento encontrados na dentina e cemento (ARABADZHIEV; MAURER; 

STEVAO, 2020; CHING et al., 2017; KUNIMATSU et al., 2018). 

Apesar de ser um substrato relevante nas pesquisas, o dente humano 

possui algumas limitações, como a dificuldade de obtenção de dentes livres de 

cárie e em quantidade suficiente. Como opção, os dentes bovinos apresentam 

maior disponibilidade e facilidade de obtenção, além de terem superfícies 

maiores e não serem acometidos por lesões de cárie, fornecendo maior 

quantidade de material (YASSEN; PLATT; HARA, 2011). 

Com o intuito de aperfeiçoar o uso dos biomateriais nos procedimentos 

de enxertia, pesquisadores têm voltado sua atenção para a engenharia tecidual. 

Com a integração de células-tronco, biomaterial e sinais morfogenéticos 

bioindutivos, buscam estimular a adesão, proliferação e diferenciação celular e 

ainda promover a produção de moléculas específicas do tecido-alvo. Sabe-se 

que as células-tronco são requisitos essenciais para a prática da medicina 

regenerativa e sua aplicação representa um instrumento de grande potencial 

para a terapia clínica. Estudos recentes buscaram avaliar a resposta de 

diferentes linhagens de células-tronco frente a substitutos ósseos (LOBO et al., 

2015; MOTAMEDIAN; KHOJASTE; KHOJASTEH, 2016). 

Contudo, não há estudos que avaliam o potencial osteogênico das 

células-tronco de dentes decíduos esfoliados humanos (SHED) associadas a 

dentes bovinos particulados. Desta forma, o presente estudo mostra-se 

pertinente à medida que busca investigar alternativas viáveis em engenharia de 

tecido ósseo. 
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2 REVISÃO DA LITERATURA 

 
 

2.1 CORRELAÇÃO ENTRE A NEOFORMAÇÃO ÓSSEA E OS DEFEITOS 

ÓSSEOS 

 
Por vezes o cirurgião-dentista precisa intervir em situações para prover 

ao paciente volume ósseo e melhorar a integração e/ou neoformação óssea. 

Uma constante intercorrência são os defeitos ósseos por exemplo. Estes 

possuem necessidade de reparação por questões como tempo natural de 

cicatrização lento e consequente deficiência na modelação óssea, e são 

recorrentes na Odontologia por apresentarem causas diversas, como extração 

dentária, doença periodontal, traumas, patologias e outros (SCULEAN; 

STAVROPOULOS; BOSSHARDT, 2019). 

A extração dentária, por exemplo, que é comum na rotina do cirurgião- 

dentista, gera um defeito ósseo e pode necessitar de reparos. Estudos mostram 

que a cicatrização da cortical óssea em 6 meses é de aproximadamente 60%, 

alcançando 80% de cicatrização após 12 meses, sendo que após 15 meses de 

extração, alguns alvéolos ainda não alcançaram uma cicatrização completa 

(AHN; SHIN, 2008; FERRAROTTI et al., 2018). 

Dentre as opções de tratamentos voltados para a neoformação, tem-se a 

enxertia óssea autógena, opção muito utilizada pela implantodontia e cirurgia 

bucomaxilofacial, a qual utiliza blocos de osso removidos da sínfise mandibular 

e do ramo da mandíbula. Estas áreas conseguem fornecer uma quantidade de 

osso satisfatória para atender a maior parte dos casos (SCULEAN; 

STAVROPOULOS; BOSSHARDT, 2019). Entretanto, quanto à cicatrização pós- 

operatória das áreas doadoras, WEIBULL et al. (2009) mostraram em seu estudo 

que estas áreas, em 46 pacientes que tiveram remoção de blocos de 1,7 mm², 

tiveram uma mineralização maior que 75% em 4-6 meses. Contudo, 93% dos 

locais apresentaram defeitos ósseos, as quais tinham uma clara concavidade 

por obesrvação direta em 62% dos casos. 

Outra intercorrência recorrente ao cirurgião dentista que necessita de 

reparo ósseo são as lesões císticas, que apesar do seu alto potencial 
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regenerativo em maxila, na mandíbula se mostra menos eficientes diante da 

provisão de espaço, em especial para cistos maiores que 2 cm e/ou quando afeta 

cortivais vestibulares e linguais, e a capacidade de de estabilidade da ferida 

(SCULEAN; STAVROPOULOS; BOSSHARDT, 2019). Estudos de Hren e 

Miljavec (2008) mostram a remoção de 33 cistos mandibulares que, quando 

possuíam de 2 a 3 cm de diâmetro, tiveram uma remodelação de 97% em 1 ano 

de acompanhamento. Contudo, quando estas lesões possuíam diâmetro de 3 a 

5 cm, a remodelação foi de 84% no mesmo período pós-operatório. 

Um tratamento adequado e eficiente para correção de defeitos ósseos se 

torna pré-requisito na busca de estratégias regenerativas intra-orais (SCULEAN; 

STAVROPOULOS; BOSSHARDT, 2019). Busca-se encontrar um substituto 

ósseo que apresente características consideradas ideais como as citadas 

anteriormente (JORDANA; VISAGE; WEISS, 2017). 

 

 
2.2 TECIDOS DENTÁRIOS COMO POSSÍVEOS BIOMATERIAIS PARA 

ENXERTIA 

 
 

O tratamento considerado padrão ouro para a correção de defeitos ósseos 

é o enxerto ósseo autógeno, mas a quantidade disponível de osso, trauma local, 

aumento do tempo cirúrgico e reabsorção pós enxertia demonstram a 

necessidade de um biomaterial mais adequado. Desta forma, com base no 

potencial de osteocondução e osteoindução mediada pelos fatores de 

crescimento presentes em um dente, além da histogênese semelhante ao osso, 

o dente se torna um biomaterial a ser cogitado (EBRAHIMI et al., 2017; 

KOUHESTANI et al., 2018). 

O dente passa por intensa atividade de diferenciação que, por vezes, é 

semelhante ao desenvolvimento ósseo e, se estimulado, poderá gerar os 

mesmos benefícios. O órgão dental é composto por tecidos duros (esmalte, 

dentina e cemento) e tecido mole (polpa) e envolto em um estrato fibrocelular 

que forma o ligamento periodontal. Estes tecidos vêm da diferenciação celular 

dos ameloblastos, em epitélio interno do esmalte e em odontoblastos, da 

diferenciação da polpa por células-tronco mesenquimais, enquanto as células do 
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folículo dental diferenciam-se em cementoblastos, cementócitos, fibroblastos, 

osteoblastos e osteócitos (MORSCZECK; REICHERT, 2018). Os tecidos 

dentários são ricos em matéria orgânica, além de possuírem diversos 

biomarcadores. Estes biomarcadores, tais como OCN, DMP1, DSPP, COL1, 

desencadeiam a osteogênese, enfatizados pela OPN, estimulam a 

mineralização da matriz extracelular. Os dentes ainda possuem boa 

característica osteocondutora pela presença da proteína morfogenética óssea 

(BMP) e pelos fatores de crescimento encontrados em dentina e cemento. 

Destacam-se o fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), o fator de 

crescimento semelhante à insulina (IGF), o fator de crescimento de fibroblastos 

(FGF) e o fator de crescimento transformador beta (TGF-β) (ARABADZHIEV; 

MAURER; STEVAO, 2020). 

Arabadzhiev, Maures e Stevao (2020) utilizaram dente humano 

particulado para auxiliar no reparo ósseo de cavidades císticas nas regiões dos 

dentes 22 e 23, 12 e 13. Inicialmente, os dentes 18 e 28 foram removidos e, 

com ajuda de martelo cirúrgico e triturador de osso, foram quebrados e 

particulados. No mesmo momento cirúrgico, os dentes particulados foram 

inseridos na cavidade onde estavam os cistos, sendo que os dentes envolvidos 

nas lesões císticas (12, 13, 22 e 23) foram previamente tratados 

endodonticamente e, durante o processo cirúrgico, sofreram apicectomia. Os 

autores observaram clínica e radiograficamente sucesso na regeneração óssea, 

com cicatrização adequada e sem defeito ósseo no período de 6 meses. 

Apesar de ser um substrato relevante nas pesquisas, o dente humano 

possui algumas limitações, como a dificuldade de obtenção e, em especial, 

dentes sadios que forneçam uma adequada quantidade de material, uma vez 

que as extrações diversas vezes estão associadas com extensas lesões de 

cáries. A dificuldade de se conseguir dentes que estejam em condições de 

coleta, proservação e tempo de vida adequados e dentro das condições ideais 

de uso como biomaterial são fatores que podem implicar numa variação de 

resultados não desejada. Como opção, os dentes bovinos e suínos apresentam 

uma maior disponibilidade e facilidade de obtenção. Eles são dentes de 

superfícies maiores e não são acometidos por lesões cariosas, fornecendo maior 

quantidade de material (YASSEN; PLATT; HARA, 2011). 
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O dente bovino possui uma semelhança estrutural com o dente humano. 

De acordo com a revisão sistemática de Yassen, Platt e Hara (2011), análises 

bioquímicas não demonstraram diferenças na composição química e em suas 

reações, como a desmineralização e remineralização, captação de flúor ou 

resposta à índices de pH. Contudo, diferenças nos componentes estruturais são 

apontados, como a diferença do peso molecular entre dentes humanos e 

bovinos, onde as partículas de dente bovino são mais pesadas e apresentam 

maior quantidade de túbulos dentinários, apesar de não demonstrarem diferença 

em diâmetro, demonstrando ser um dente mais inervado e mais nutrido. 

 

 
2.3 ENGENHARIA TECIDUAL 

 

 
Células-tronco são espécies celulares com capacidade clonogênica e de 

autorrenovação e sua descoberta permitiu um importante progresso na medicina 

regenerativa pela sua capacidade de diferenciação celular ampla. As células- 

tronco classificam-se em três diferentes tipos, conforme sua capacidade de 

diferenciação: totipotentes (capazes de se diferenciar em todos os tecidos que 

formam o corpo humano, incluindo a placenta e anexos embrionários), 

pluripotentes (ou embrionárias, capazes de transformar-se em qualquer tipo 

celular de um indivíduo adulto) e multipotentes (adultas ou pós-natais, são 

menos versáteis que as embrionárias e, em geral, diferenciam-se em células do 

tecido que as originou) (SAEZ et al., 2019; WAGERS; WEISSMAN, 2004). 

As células-tronco embrionárias têm o maior potencial de diferenciação. 

Contudo, as questões éticas associadas a pesquisas com estas células fazem 

com que as células-tronco pós-natais sejam as mais viáveis. Essas células, que 

têm duas características importantes de autorrenovação e grande capacidade 

de diferenciação, já foram identificadas em diversos tecidos do corpo humano, 

tais como medula óssea, tecido adiposo, tecido neural e até o tecido dental 

(SAEZ et al., 2019). 

Apesar da grande atividade mitótica das células-tronco do epitélio do 

esmalte durante sua formação, após a erupção dentária estas não ficarão mais 

disponíveis (MORSCZECK; REICHERT, 2018). Já a polpa dentária possui 
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células-tronco derivadas da crista neural. As células-tronco da polpa de dentes 

permanentes, também conhecidas como DPSCs (Dental Pulp Stem Cells), 

possuem características multipotentes de diferenciação e grande capacidade de 

se diferenciarem em odontoblastos, tornando-se uma valiosa alternativa para o 

futuro da odontologia regenerativa. Contudo, o potencial regenerador dos tecidos 

dentais depende da capacidade de autorrenovação e de diferenciação destas 

células-tronco, cuja viabilidade diminui ao longo da vida durante o processo de 

envelhecimento. Além disso, a câmara pulpar se torna diminuída pela deposição 

de material mineralizado e consequentemente há diminuição do suprimento 

sanguíneo, celular e nervoso (GOSAU et al., 2013; MEGUID et al., 2018; 

MORSCZECK; REICHERT, 2017). 

Existem também as células-tronco oriundas de dentes decíduos 

esfoliados, também conhecidas como SHED (Stem Cells from Human Exfoliated 

Deciduous Teeth). As SHED possuem uma maior capacidade proliferativa e de 

diferenciação, possibilitando a formação de odontoblastos funcionais, além de 

terem capacidade de se transformar em adipócitos e células neurais. Quando 

transplantadas in vitro, estimulam a osteogênese pela diferenciação em 

osteoblastos (GOSAU et al., 2013; SOARES et al., 2007). 

Cultivar células tronco da polpa de dentes decíduos humanos esfoliados 

junto a dentes bovinos demonstrará o potencial de indução osteogênico deste 

possível biomaterial. Esta diferenciação odontogênica e osteogênica das 

células-tronco originárias dos dentes, tanto decíduos quanto permanentes, tem 

sido avaliada pela presença de biomarcadores, que são variáveis bioquímicas, 

inflamatórias e genéticas que se relacionam com a atividade ou remissão de um 

determinado processo pelo organismo (CHING et al., 2017; SCHRIEFER; 

CARVALHO, 2008). 

 

 
2.4 BIOMARCADORES 

 

 
A capacidade odontogênica das células-tronco de dentes, em especial as 

SHED, está relacionada aos biomarcadores fosfoproteína ácida da matriz de 

dentina 1 (DMP1), fosfoglicoproteína extracelular da matriz (MEPE) e 
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sialofosfoproteína dentinária (DSPP), enquanto a capacidade osteogênica tem 

maior relação com os biomarcadores fosfatase alcalina (ALP), colágeno tipo 1 

(COl1), osteocalcina (OCN), osteopontina (OPN) e Runx2 (CHING et al., 2017; 

KUNIMATSU et al., 2018). 

Quanto aos biomarcadores osteogênicos, ALP é uma proteína com 

expressão na mineralização da matriz extracelular e tem significativa importância 

na formação óssea como marcador onipresente de diferentes linhagens 

osteogênicas, expressas com intensa ativação junto com a expressão de RNAm, 

o que resulta em progressiva diferenciação osteoblástica. Além disso, ALP é 

também uma ectoenzima que aparece como biomarcador para renovação 

óssea, pela degradação de pirofosfato inorgânico e sucessiva liberação de 

fosfato na fase de citodiferenciação para mineralização (CHING et al., 2017). 

O Col1, por sua vez, é um elemento que está presente no processo ósseo 

pelo seu papel na adesão celular e proliferação e diferenciação do fenótipo 

osteoblástico pela conexão com outras proteínas da matriz extracelular do osso. 

A OCN é um biomarcador encontrado em ossos e dentina e sua produção é 

restrita a células com capacidade de mineralização, como osteoblastos, 

odontoblastos e osteócitos. Ela está presente no processo de maturação 

osteogênica, regulando a formação de nódulos minerais e a mineralização do 

tecido duro. O OPN, por fim, é uma glicoproteína adesiva encontrada 

amplamente no organismo pelas suas diversas funções. Ela induz eventos como 

divisão celular, adesão celular, quimiotaxia e citodiferenciação (CHING et al., 

2017). 

Já a Runx2 é o fator de transcrição mais avançado e regulador essencial 

para a transcrição de osteoblastos (KAWANE et al. 2018). Também tem sua 

associação com o desenvolvimento adequado das funções do sistema 

estomatognático. Estudos relacionam a falha na transcrição de Runx2 

intimamente associada com mal desenvolvimento dentário como sua associação 

a dentes supranumerários ou com displasia cleidocraniana (MA et al. 2018; XIN 

et al. 2020; JÄRVINEN et al. 2018). 

A Runx2 é o fator de transcrição intimamente ligado com a ativação do 

fator de crescimento TGFβ1. Este fator de crescimento aparece relacionado a 
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diferenciação de células-tronco mesenquimais em células ósseas. Doses de 

TGFβ1 aparecem correlacionadas também com o aumento da matriz 

mineralizada durante a diferenciação óssea (ELSAVADI et al. 2018). O TGFβ1 

aparece ainda presente da histogênese dentária, responsável pela 

mineralização de e maturação do esmalte através da modulação do Runx2 (LIU 

et al. 2019). 

A engenharia tecidual está em evidência e é uma promissora alternativa 

para a regeneração óssea. Baseada nos estudos com células-tronco para 

regeneração de tecidos e órgãos, a regeneração de tecidos dentais, de suporte 

dental ou mesmo a possibilidade de se produzir um novo órgão inteiro in vitro, 

constituem uma alternativa para o tratamento endodôntico e periodontal, 

inclusive com a regeneração de defeitos ósseos (MEGUID et al., 2018). 

Assim sendo, o intuito deste trabalho foi propor a utilização de partículas 

de dentes bovinos triturados, utilizados como biomaterial estimulador de SHED, 

uma vez que as qualidades osteoindutoras e osteocondutoras de dentes já foram 

relatadas na literatura, mas sua eficácia como estímulo para a formação e 

reparação óssea a partir de células-tronco ainda precisa ser comprovada. 
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3 OBJETIVOS 

 

 
3.1 OBJETIVO GERAL 

 

 
O objetivo geral deste trabalho é avaliar o potencial osteogênico de SHED 

quando cultivadas em diferentes meios de cultura (convencional e osteogênico) 

na presença de partículas de dentes bovinos. 

 
 

3.2 OJETIVOS ESPECÍFICOS 

 
 

Os objetivos específicos foram: 

 
a) Determinar quantitativa e qualitativamente a deposição de íons cálcio 

na formação de matriz mineralizada pelas SHED, por meio do ensaio 

colorimétrico com vermelho de alizarina; 

b) Analisar a expressão de TGFβ1 por SHED, por meio da técnica de 

ELISA. 
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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), CAAE: 

88330218.6.0000.5417 (2018), imediatamente após aprovado pelo Comitê de 

Ética em Pesquisa (CEP) da instituição, mantidas em meio de cultura Meio 

Essencial Mínimo Modificado Alfa (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 trocado a cada dois 

dias. Para todos os experimentos, as SHED foram utilizadas entre a 8ª e 10ª 

passagem. 

 

 
4.2 PREPARO DO DENTE BOVINO PARTICULADO E DETERMINAÇÃO DOS 

GRUPOS EXPERIMENTAIS 

 
 

Foram utilizadas partículas de dentes bovinos triturados, obtidos pela 

doação de matadouros no município de Alfenas - MG. Os dentes tiveram 

quaisquer remanescentes de tecido mole removidos com lâmina de bisturi nº 15 

e após isso, foi feita sua trituração com triturador de dentina. As porções de 

dentes triturados foram peneiradas em agitador eletromagnético para peneiras 

(Tamis) (Bertel Indústrias Metalúrgicas toda Ltda. Caieiras-SP, Brasil) na medida 

de vibração correspondente a 5 durante 15 minutos com peneiras (Tamis) 

redondas para análises granulométricas (Bertel Indústrias Metalúrgicas ltda. 

Caieiras-SP, Brasil) na granulação de 1,7 mm. 

Para esterilização das partículas dentais foi utilizado o protocolo de ácido 

peracético, uma composição de ácido acético e peróxido de hidrogênio utilizado 



32 
 

– 

 

comumente para esterilização química nas áreas médicas e odontológicos por 

caracterizar um subproduto biocompatível (RAIMUNDO et al. 2015), com 

neutralização do ácido em PBS, uma solução tampão salina que é composta por 

cloreto de sódio, sódio fosfato e fosfato de potássio, que equilibra a acidez e 

concentração do sal em torno das células (MARTIN et al., 2006). As partículas 

dentais foram esterilizadas, então, primeiramente em ácido peracético 0,2% e 

colocadas sob o agitador durante 25 minutos em velocidade alta. Após, foram 

lavados em PBS abundantemente, novamente foram lavados em ácido 

peracético 0,2% também de forma abundante e foram imersos em PBS, sob 

agitação, por 5 minutos. Depois destas etapas, foram transferidos para imersão 

em concentração decrescente de álcool (100%, 90%, 80% e 70%) sob 

agitaçãovpor 20 minutos. As porções foram mantidas em PBS por 24 horas e, 

então, colocadas em cultivo com as células-tronco nos diferentes grupos. 

Os grupos foram determinados de acordo com a presença ou ausência 

das partículas de dentes triturados e os diferentes meios de cultura, MEMα ou 

meio osteogênico (Osteogenic Differentiation Medium, Lonza Group Ltda., 

Basel, SWZ), conforme se segue: 

● Grupo 1: Dente bovino triturado + meio de cultura convencional (MEMα) 

+ SHED; 

● Grupo 2: Meio de cultura convencional (MEMα) + SHED; 

● Grupo 3: Dente bovino triturado + meio de cultura osteogênico + SHED; 

● Grupo 4: Meio de cultura osteogênico + SHED; 

Para o ensaio vermelho de alizarina, dois grupos foram criados para garantir 

a ausência de falso-positivo por dissociação de material dentinário quando 

imerso e cultivado nos períodos selecionados: 

● Grupo x: Dente bovino triturado + meio de cultura convencional (MEMα); 

● Grupo y: Dente bovino triturado + meio de cultura osteogênico; 

Para facilitar a identificação, os grupos foram legendados no decorrer do 

trabalho com abreviatura e ilustração como exposto a seguir: 

● Grupo 1: G1 - 

● Grupo 2: G2 - 

● Grupo 3: G3 - 

● Grupo 4: G4 
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Onde: 

• Dente bovino: 

• Meio de cultura convencional: 

• Meio de cultura osteogênico: 

• SHED:  

 

 
4.3 PLAQUEAMENTO DE SHED COM PARTÍCULAS DE DENTE TRITURADO 

 

 
Foram utilizadas 8 placas de 24 poços para plaqueamento. Através de 

duas contagens em microscópio invertido de 10 µL da suspensão celular com o 

corante Azul de Trypan, garantiu-se que em 500 µL de meio de cultura MEMα 

tivesse 2,5 × 104 SHED para serem levados aos poços necessários. As células 

foram incubadas a 37ºC e 5% de CO2 durante a noite para se aderirem ao fundo 

dos poços. No dia seguinte, após conferir no microscópio a adesão celular ao 

fundo do poço da placa, o meio foi trocado de acordo com os grupos 

experimentais. Assim, os grupos G1, G2 e Gx receberam meio convencional 

enquanto os grupos G3, G4 e Gy receberam meio osteogênico. Neste mesmo 

dia, partículas de dente triturado no volume de 2,5 mgmm³ foram colocadas em 

insertos individuais e estes posicionados em cada poço, ficando assim as 

partículas banhadas pelo meio de cultura, mas sem tocar nas células localizadas 

no fundo do poço. Para garantir que os insertos estariam sendo banhados em 

meio e as partículas dentais seriam cobertas por meio de cultura, foi colocado 

sempre 400 µL de meio no poço e 100 µL diretamente no inserto. As células 

foram cultivadas durante 1, 7, 14 e 21 dias, sendo os meios trocados a cada dois 

dias. Os grupos foram plaqueados em triplicata. O Processo de plaqueamento e 

cultivo de células com partículas de dente bovino está exemplificado na figura 1. 
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Figura 1 – Plaqueamento de células-tronco e cultivo com partículas de dente 

bovino. 

 

 

  

 
Fonte: Autora 

 
 
 

4.4 CAPACIDADE DE MINERALIZAÇÃO DAS SHED PELO ENSAIO 

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 PBS e as células 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. 
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Para a análise quantitativa, foram adicionados 280 μL de ácido acético a 

10% por poço sob agitação por 30 minutos. Cem μL do conteúdo dos poços 

foram transferidos para uma placa de 96 poços, e a absorbância foi medida em 

espectrofotômetro com comprimento de onda de 405 nm. O processo pode ser 

visualizado na Figura 2. 

Figura 2 – Procedimento de coloração com vermelho de alizarina 
 

 

Fonta: Autora 

 
 
 

4.5) Expressão de TGFβ1 pelo ensaio ELISA 

 

 
Para quantificar o TGFβ1, foi utilizado um kit de ELISA (Quantikine; R&D 

Systems, Minneapolis, EUA) de acordo com as instruções do fabricante. Uma 

exemplificação pode ser vista na Figura 3. 

Uma curva padrão foi criada com o TGFβ1 diluído em série fornecido no 

kit. A densidade óptica foi determinada imediatamente usando um 

espectrofotômetro de 450 nm e mais uma leitura de 570 nm para determinação 

de gráfico de ELISA. Os dados foram linearizados plotando o log das 

concentrações de TGFβ1 versus o log da densidade óptica (450-570nm). As 

concentrações de TGFβ1 foram determinadas por regressão linear. Cada 

amostra foi analisada em triplicata. 
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Figura 3 – Plaqueamento do Teste Elisa 
 

 
Fonte: Autora 

 
4.6 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

 
Após a coleta dos dados, os resultados foram analisados através do 

programa “R Statistical Software”. Os valores obtidos em triplicata foram 

analisados pelo método ANOVA a 2 critérios, seguido pelo teste de Tukey. Foi 

adotado nível de significância de 5%. 
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5 RESULTADOS 

 
 
 

5.1 CAPACIDADE DE MINERALIZAÇÃO DAS SHED PELO ENSAIO 

VERMELHO DE ALIZARINA 

 

Em cada um dos períodos experimentais, as médias dos valores de 

absorbância de dos grupos foram comparadas. Observou-se que, nos dias 1 e 

7, não houve diferença estatística entre as médias dos valores de absorbância 

dos grupos G1, G2, G3 e G4. No dia 14, a média dos valores de absorbância de 

G4 foi estatisticamente maior do aquelas de G1, G2 e G3, não havendo 

diferenças entre estas. No dia 21, a média dos valores de absorbância de G3 foi 

estatisticamente superior àquelas de G4, G2 e G1. Além disso, a média dos 

valores de absorbância de G4 foi estatisticamente superior àquela de G1 e G2. 

Nesse período, não foi observada diferença estatística entre as médias dos 

valores de absorbância de G1 e G2. 

Na análise de cada grupo ao longo do tempo, observou-se que tanto para 

G1 como para G2 não houve diferença estatística na média dos valores de 

absorbância entre os dias 1, 7, 14 e 21. Para G3, a média dos valores de 

absorbância do dia 21 foi estatisticamente superior àquelas observadas nos dias 

1, 7 e 14 dias, sem diferenças estatísticas entre estas. Por fim, para o G4, a 

média dos valores de absorbância dos dias 14 e 21 foram estatisticamente 

superiores àquelas observadas para os dias 1 e 7, não havendo diferenças entre 

as médias dos dias 1 e 7 e nem entre as médias dos dias 14 e 21. 
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Gráfico 1 – Valores de absorbância referentes à capacidade de mineralização 

das SHED quando cultivadas em meio convencional ou 

osteogênico, na presença de dentes bovinos particulados ou na 

ausência de dentes, ao longo do tempo 
 

 
Fonte: Autora. 

 
A análise qualitativa da deposição de cálcio na formação de matriz 

mineralizada das SHED mostrou que no dia 1, G1, G2 e G4 não apresentaram 

focos de mineralização aparentes, enquanto observou-se uma coloração mais 

avermelhada em pequenas áreas de G3 (Figura 4). 
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Figura 4 – Fotomicrografia das SHED, respectivamente, da esquerda para 

direita, em associação com dente bovino e ausência de dentes, em 

meio convencional ou osteogênico, após 1 dia de cultivo, posterior 

à coloração com vermelho de alizarina (aumento 10x) 

 

Fonte: Autora. 

 
No dia 7, observou-se o início dos focos de mineralização em G1 e G3, 

mas não em G2 e G4 (Figura 5). 
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Figura 5 – Fotomicrografia das SHED, respectivamente, da esquerda para 

direita, em associação com dente bovino e ausência de dentes, em 

meio convencional ou osteogênico, após 7 dias de cultivo, posterior 

à coloração com vermelho de alizarina (aumento 10x) 

 

Fonte: Autora. 
 

Aos 14 dias, focos de mineralização foram observados em ordem 

crescente em G1, G3 e G4, mas não em G2 (Figura 6). 
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Figura 6 – Fotomicrografia das SHED, respectivamente, da esquerda para 

direita, em associação com dente bovino e ausência de dentes, em 

meio convencional ou osteogênico, após 14 dias de cultivo, 

posterior à coloração com vermelho de alizarina (aumento 10x) 

 

Fonte: Autora. 

 

 
Aos 21 dias, foram observados focos de mineralização em ordem 

crescente em G1, G4 e G3, mas não em G2, sendo que em G3 houve uma 

intensa produção de mineral (Figura 7). 
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Figura 7 – Fotomicrografia das SHED, respectivamente, da esquerda para 

direita, em associação com dente bovino e ausência de dentes, em 

meio convencional ou osteogênico, após 21 dias de cultivo, 

posterior à coloração com vermelho de alizarina (aumento 10x) ( 

 

Fonte: Autora. 

 
5.2 EXPRESSÃO DE TGFΒ1 PELO ENSAIO ELISA 

 

 
O gráfico 2 demonstra uma curva padrão com o TGFβ1 diluído em série 

fornecido no kit. 
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Gráfico 2 – Curva padrão com o TGFβ1 diluído em série fornecido no kit. 
 

 
Fonte: Autora. 

 
A tabela 1 apresenta as concentrações estimadas de TGFb1 em cada 

grupo, calculadas por regressão linear (y = ax + b), onde x é a concentração 

estimada de TGFb1, y é a densidade ótica, a = 0,0476 e b = 0,0086. A curva 

padrão apresentou ótima linearidade e reprodutibilidade, com R2 = 0,99649, 

indicando ótima correlação entre as variáveis analisadas. 

 

 
Tabela 1 – Concentração estimada de TGFb1 (pg/mL) expresso por SHED 

cultivadas em meio convencional ou osteogênico, na presença de 

dentes bovinos particulados ou na ausência de dentes, nos 

períodos de 1, 7, 14 e 21 dias, sendo “CM = concentração mínima 

ou zero”. 

 

 D1 D7 D14 D21 

G1 CM CM CM 0,197479 

G2 0,043417 CM CM 0,155462 

G3 0,155462 0,288515 0,204482 2,221288 

G4 CM CM 1,184874 1,016807 

Fonte: Autora 
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Nos dias 1 e 7, não houve diferença estatisticamente significativa entre os 

valores médios de absorbância (expressão de TGFβ1) dos grupos G1, G2, G3 e 

G4. No dia 14, a expressão de TGFβ1 foi significativamente maior em G4 do que 

em G3, G2 e G1, sem diferença significativa entre estes. Aos 21 dias, a 

expressão de TGFβ1 foi significativamente maior em G3 do que em G4, G1 e 

G2. Além disso, a expressão de TGFβ1 foi significativamente maior em G4 do 

que em G1 e G2. Não houve diferença estatisticamente significativa entre a 

expressão de TGFβ1 em G1 e G2 (Gráfico 3). 

Em relação aos grupos, não foi constatada diferença estatisticamente 

significativa entre os valores de absorbância ao longo do tempo (1, 7, 14 e 21 

dias) em G1 e G2. Para G3, a média dos valores de absorbância foi 

significativamente maior aos 21 dias do que a 1, 7 e 14 dias, sem diferença 

significativa entre estas. Por fim, para G4, a média dos valores de absorbância 

foi significativamente maior nos dias 14 e 21 do que nos dias 1 e 7. Não houve 

diferença significativa entre os valores médios de absorbância aos 14 e 21 dias, 

assim como ao 1o e 7o dias (Gráfico 3). 

Gráfico 3 – Expressão de TGFβ1 por SHED cultivadas em meio convencional ou 

osteogênico, na presença de dentes bovinos particulados ou na 

ausência de dentes, ao longo do tempo. 
 

Fonte: Autora. 
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6 DISCUSSÃO 

 
 

 
A ocorrência de defeitos ósseos pós-extração cirúrgica é uma realidade 

desafiadora na Odontologia e reflete em dificuldades para áreas como 

Implantodontia, Ortodontia ou quaisquer que sejam as necessidades 

reabilitadoras. Com o desenvolvimento da engenharia de tecidos, tem surgido a 

possibilidade da utilização dessa ferramenta como alternativa para o 

aprimoramento das terapias de enxertia óssea. O uso de células-tronco de 

origem dentária, como as SHED, as quais são capazes de se diferenciarem em 

osteoblastos, surgem como uma possibilidade de acrescer a propriedade 

osteogênica a biomateriais comprovadamente osteoindutores e osteocondutores 

como os dentes. (ZHAI et al., 2019). 

A proposta do uso de dentes como um biomaterial para a enxertia 

autógena tem sido relevante, ainda mais quando se analisam as composições 

estruturais semelhantes entre dente e osso, uma vez que ambos são 

constituídos, em peso, por 30% de colágeno, 60% de hidroxiapatita e 10% de 

fluido corporal, além de apresentarem capacidade osteoindutora, 

osteocondutora e remodeladora (CALVO-GUIRADO et al., 2018; KIM; KIM; LIM, 

2001; KIM; KIM; YUN, 2014; ZHAI et al., 2019;). 

Os resultados desta pesquisa sugerem a capacidade de 

diferenciação das SHED em células produtoras de tecido mineralizado quando 

corretamente estimuladas, demonstrando que o uso de SHED associado a 

partículas de dente bovino e meio osteogênico pode ser uma terapia promissora 

para a enxertia. Os dentes particulados, isoladamente ou associados ao meio 

osteogênico, demonstraram ser indutores do potencial osteogênico das SHED 

principalmente a partir do 14º dia. Esses dados corroboram aqueles encontrados 

por Viale-Bouroncle e colaboradores, em 2012, quando testaram a mineralização 

de células-tronco pós-natais oriundas de tecidos dentais, inclusive SHED, 

cultivadas por 7 dias em meio convencional e osteogênico, fixadas e analisadas 

em 24h e 72h. Estes autores demonstraram que as células-tronco pós-natais 

têm maior predisposição para se diferenciar em células específicas, sendo as 

SHED altamente propensas a diferenciarem-se em células osteoblásticas, 
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principalmente após um período mais longo de cultivo e em meio osteogênico, 

onde a produção mineral foi bem mais evidenciada pelo vermelho de alizarina. 

Por meio da análise quantitativa do ensaio vermelho de alizarina e melhor 

evidenciado na análise qualitativa das fotomicrografias, observou-se no 

presente estudo aumento da mineralização nos grupos contendo partículas de 

dente bovino e meio osteogênico ao longo do período, principalmente a partir de 

14 dias. Não foi observada a produção de mineral pelas SHED cultivadas em 

meio de cultura MEMα sem qualquer estímulo ao longo de todo o período. Xu et 

al. (2018) também encontraram resultados semelhantes, com aumento de 

mineralização intensificada a partir de 14 dias, em um estudo in vivo em que 

foram realizadas enxertias em seios maxilares de coelhos com osso bovino 

liofilizado (Bio-oss) e dente humano particulado. No grupo com Bio-Oss, não foi 

demonstrada regeneração óssea significativa maior em 8 semanas em 

comparação com 2 semanas. Já para o grupo em que foi utilizado o dente 

humano particulado, a regeneração óssea foi significantemente maior em 8 

semanas do que em 2 semanas. 

Em relação à expressão de TGFβ1, as SHED, quando em contato com 

partículas de dentes e/ou cultivadas em meio osteogênico, concomitante ou não, 

tiveram um aumento progressivo de sua expressão a partir de 7 dias, com pico 

da concentração de TGFβ1 aos 21 dias para o grupo contendo SHED 

estimuladas por dente bovino e meio osteogênico e aos 14 dias, em menor 

proporção, para o grupo contendo SHED estimuladas apenas por meio 

osteogênico, sem diferença estaticamente significante para a concentração de 

TGFβ1 encontrada aos 21 dias. Para as células cultivadas apenas em meio 

MEMα, a expressão de TGFβ1 foi praticamente inexpressiva em todos os 

períodos. Takata e colaboradores, em 1998, já haviam demonstrado a influência 

causada por subprodutos de dentina oriunda de dentes bovinos a partir do 

cultivo, em meio MEMα, de células osteoprogenitoras de camundongos em 

dentina durante 7 dias. Neste período, foi demonstrado que as células apenas 

em contato com os subprodutos dentinários suprimiram sua proliferação e 

alteraram sua morfologia de células cuboidais para fibroblásticas fusiformes, 

além de alterar os marcadores presentes, diminuindo a expressão de RNAm 

para osteocalcina e sialoproteína óssea e aumentando a de RNAm para 
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osteopontina, além de também demonstrar aumento na presença de TGF-β. 

Com estes resultados, os pesquisadores sugeriram que as proteínas presentes 

na dentina bovina têm grande influência na regeneração, desenvolvimento e 

remodelação óssea e de tecidos mineralizados. 

Os resultados encontrados nos ensaios colorimétrico vermelho de 

alizarina e imunoenzimático Elisa seguiram exatamente o mesmo padrão, com 

maiores valores de absorbância aos 14 dias para o grupo G4 (SHED + meio 

osteogênico) e aos 21 dias para o grupo G3 (SHED + meio osteogênico + 

partículas de dente bovino), sugerindo uma correlação entre a expressão de 

TGFβ1 e a produção de tecido mineralizado. RINCO (2021) cultivou SHED em 

diferentes proporções de hidroxiapatita e beta tricálcio fosfato (HA/β-TCP), 

também em meio osteogênico e em MEMα, pelo período de 1, 7, 14 e 21 dias. 

As análises qualitativa e quantitativa do ensaio vermelho de alizarina 

demonstraram que, aos 14 dias, as SHED têm uma intensa atividade no grupo 

em que foram cultivadas sem o biomaterial, mas em meio osteogênico. Esta 

atividade foi superior à de quaisquer dos outros grupos no mesmo período e nos 

dias anteriores (RINCO et al. 2021). 

Os fatores de crescimento oriundos da regulação de Runx2 são 

importantes na proliferação e maturação de células ósseas. Os fatores de 

crescimento da família β, como TGFβ1 e a BMP-2 tem uma importante 

associação com o gene Runx2 e os estudos de Lee et al., 2000, demonstram 

que a ação coordenada de sinalizadores de transcrição para ativação de 

transcritores do tipo beta por Runx2 e BMP leva à indução da expressão genética 

específica do osteoblasto em células progenitoras, que neste caso foram células 

precursoras mesenquimais pluripotentes (C2C12) (LEE et al. 2000). 

Peters, Wang e Serra (2017) demonstram a importância de fatores de 

crescimento como TGFβr2, com transcrição regulada por Runx2, para células 

ósseas. Após impedirem a transcrição de TGFβr2 em células progenitoras 

ósseas in vitro, levaram estas células para lojas cirúrgicas em calvária de ratos 

jovens. Além das alterações fenotípicas e deficientes da maturação do tecido 

ósseo, os pesquisadores relatam os resultados de RT-PCR quantitativo uma 

significativa redução para Antígeno Nuclear Celular Proliferante (PCNA) e Bglap 

(marcador de osteoblastos maduros – osteocalcina), o que é sugestivo da 
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redução dos osteoblastos maduros para deeção em TGFβr2 . Estes resultados 

são importantes para associação do fator de crescimento da família β, no caso 

o TGFβr2, na proliferação e maturação de osteoblastos imaturos (PETERS; 

WANG; SERRA, 2017). 

Apesar de não ter sido observada diferenças estatisticamente 

significativas entre os grupos G3 e G4 aos 21 dias, tanto na análise quantitativa 

do ensaio vermelho de alizarina como no ensaio ELISA, a presença de um 

arcabouço como a dentina bovina tem um significado clínico relevante, uma vez 

que será fundamental para garantir a distribuição e manutenção das células com 

potencial osteogênico por todo o defeito ósseo para um reparo completo e 

homogêneo. 
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7 CONCLUSÃO 

 
 
 

As SHED demonstraram capacidade de deposição de íons cálcio na 

formação de matriz mineralizada e de expressão de TGFβ1 tanto quando 

cultivadas exclusivamente em meio osteogênico (G3) quanto em meio 

osteogênico concomitante à presença de partículas de dente bovino (G4), sendo 

que nesse último os resultados foram mais expressivos. 
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