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1. INTRODUÇÃO GERAL 
O uso de biomateriais para o restabelecimento da saúde não é recente. Pires 

et al. (2015) relatam que a sua aplicação para corrigir diversos tipos de problemas 

relacionados à saúde humana remonta à antiguidade da civilização. Com a evolução 

científica, vários biomateriais puderam ser testados em células e animais, incluindo-

se as pesquisas voltadas para o desenvolvimento de tecido ósseo (ARRABAL et al. 

2013).  

Vários materiais são hoje usados para confeccionar implantes ósseos e 

arcabouços para engenharia tecidual no reparo de tecido ósseo, inclusive para carrear 

células-tronco (LOPES, et al. 2016).  A impressão 3D de peças ortopédicas já é 

considerada uma realidade, uma vez que não somente metais são usados, mas 

também polímeros (KANG et al., 2018 e O’BRIEN, 2011), materiais inorgânicos 

cerâmicos  (hidroxiapatita e fosfato tri-cálcico por exemplo), não cerâmicos (cimento 

a base de fosfato de cálcio) (O’BRIEN, 2011),  biovidro (compostos de boro e silicato) 

(FERNANDO et al. 2016), polímeros naturais como fibrina, quitosana, alginato, 

colágeno, ácido hialurônico, proteoglicano (THAVORNYUTIKARN, et al., 2014).   

Os biomateriais podem ter apresentações diversas, como particulados muito 

finos até particulados de granulação maior, variando não só os tamanhos como as 

composições. Comumente apresentam-se associados, colaborando para que, em 

conjunto, a sinalização celular seja eficiente para os fins da aplicação clínica 

(BAPTISTA et al., 2018). 

Por muitas décadas, o enxerto ósseo autógeno tem sido considerado o "padrão 

ouro" na correção de defeitos ósseos, devido à sua característica osteoindutora, 

osteogênica e osteocondutora, entretanto, há necessidade de um sítio cirúrgico 

adicional, o que aumenta o risco de morbidade pós-operatória da área doadora. 

Outros substitutos ósseos disponíveis até o momento atuam quase que 

exclusivamente como osteocondutores segundo a literatura, mostrando a 

necessidade da produção substitutos ósseos com enfoque principal na criação de um 

ambiente osteoindutor na região a ser reparada (FREITAS et al., 2012). 

 As BMPs (do inglês Bone Morphogenetics Protein) são proteínas não 

colágenas, presentes na matriz óssea, responsáveis pelo recrutamento celular e 

indução da diferenciação das células-tronco mesenquimais não diferenciadas em 

osteoblastos, produzindo novo tecido ósseo, sendo consideradas osteoindutoras 
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(OLESKOVICZ et al., 2004).  BESSHO et al. (1999) já citavam que o uso da mistura 

de colágeno e proteína óssea morfogenética, BMP, como uma forma eficaz para se 

obter maior resistência quando associada à interface do implante com o osso, além 

de um período de osseointegração mais rápido.  Segundo Freitas (2012) o FDA 

(Federal Drugs Administration) aprovou o uso de rhBMP para aumento ósseo de 

maxila posterior e para preenchimento de alvéolo dentário pós-extração, porém 

existem obstáculos ao seu uso pela dificuldade de sua produção comercial 

Os custos das BMPs são elevados e são produtos importados que levam a uma 

procura por materiais alternativos.  Almeida (2010) e Silva (2012) avaliaram que 

diversas espécies de moluscos estavam sendo pesquisadas para uso em biomateriais 

por terem sua concha formada por camadas de carbonato de cálcio e matriz orgânica 

de proteínas e polissacarídeos, com degradabilidade, compatibilidade e que liberam 

proteínas para o meio em que estão inseridos.  Green et al. (2015) mostraram que 

partículas de nácar e a matriz proteica solúvel do nácar, contendo proteínas análogos 

a BMPs, são promissores, com capacidade osteoindutora e, segundo Zielak et al. 

(2020) biocerâmica modificada por extrato orgânico de nácar teriam promissoras 

propriedades osteocondutora e osteoindutiva que deveriam ser confirmadas por 

pesquisas futuras. 

Nos últimos anos, outros pesquisadores têm se dedicado ao estudo da biologia 

celular, especialmente em relação ao potencial de indução de diferenciação celular, 

com o objetivo de viabilizar o uso das células-tronco em terapias regenerativas. Tal 

enfoque se justifica na tentativa de compreender como tais células poderiam 

potencializar o reparo de tecidos e órgãos que sofreram algum tipo de injúria, a ponto 

de afetar sua fisiologia (OLIVEIRA, 2017). 

 Bertollo et al. (2012), Yang et al. (2014) e Aba et al. (2020) estudaram a 

interface de implantes e arcabouços de titânio e seus efeitos em células-tronco. 

 Bessho et al. (1999) já citavam que o uso da mistura de colágeno e BMP é um 

meio eficaz de obter maior resistência de união na interface do implante ósseo em um 

período mais curto do que os implantes de titânio sem BMP. 

 Para que as células-tronco possam ser utilizadas em tratamentos terapêuticos 

é necessário que sejam transportadas até o leito receptor em material compatível com 

os tecidos locais, ou seja, carreadores ou veículos capazes de fornecer condições de 

transporte e nutrição para as células (CAPLAN, 2009). 
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As células-tronco adultas (ou mesenquimais) estão presentes em diversos 

tecidos conjuntivos do organismo. Podem ser encontradas na medula óssea, tecido 

adiposo e polpa dentária (STRAUER et al., 2008). As células-tronco mesenquimais da 

polpa de dente decíduo (SHEDs) têm a capacidade de se diferenciar em 

multilinhagens tais como as células neurais, adiposas, odontogênicas e osteogênicas, 

segundo Rafatjou, Amiri e Janeshin (2019). 

Logo, pode-se pretender que biomateriais oriundos de extrato marinho de 

Nácar e discos de titânio 3D possam servir como carreadores das células-tronco. No 

entanto, ainda se faz necessário o estudo sobre a influência desses biomateriais sobre 

as células-tronco humanas. Estudos in vitro podem contribuir com informações que 

sirvam para adequações de protocolos clínicos, visando uma maior previsibilidade nas 

aplicações. 
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2. CAPÍTULO I 
Capítulo de Livro publicado, com Carta de Aceite no ANEXO 1. 
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Campina Grande: Editora Amplla, 2022. 533 p., disponível em 
https://ampllaeditora.com.br/books/2022/04/ContribuicoesCientificasemOdontologia.
pdf 
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RESUMO: 
A busca por novos materiais produzidos por tecnologias avançadas de impressão 3D 
na área da saúde tem sido intensa. Assim, o objetivo deste trabalho foi realizar uma 
revisão de literatura de como a liga de titânio impressa em 3D pode influenciar as 
terapias celulares com células-tronco. A partir das informações na literatura, pode-se 
observar que é possível potencializar a osteogênese em arcabouços de titânio 
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impresso tridimensionalmente (3D), que demonstram que combinar uma 
nanoestrutura com moléculas bioativas pode ser uma abordagem viável para melhorar 
a atividade osteogênica, especialmente a partir da superfície de arcabouços. 
Concluiu-se que a liga de titânio impressa em tecnologia de impressão 3D pode ser 
utilizada como arcabouço para carreamento de células-tronco mesenquimais, 
carecendo ainda de mais estudos avançados com enfoque na aplicação clínica. 
Palavra-chave: Células-tronco. Medicina Regenerativa. Titânio. 
 

ABSTRACT 

The search for new materials produced by advanced 3D printing technologies in 
healthcare has been intense. Thus, the objective of this work was to carry out a 
literature review of how 3D-printed titanium alloy can influence stem cell therapies. 
From the information found in literature, it is possible to infer that osteogenesis can be 
potentiated in three-dimensionally (3D) printed titanium scaffolds, which demonstrate 
that combining a nanostructure with bioactive molecules can be a viable approach to 
improve osteogenic activity, especially from the surface of scaffolds. The titanium alloy 
printed in 3D printing technology can be used as a scaffold for carrying mesenchymal 
stem cells, still lacking further advanced studies with a focus on clinical application. 
 
Keywords: Stem cells. Regenerative Medicine. Titanium 
 
 
1. INTRODUÇÃO 

O uso de biomateriais não é recente, PIRES, BIERHALZ & MORAES, (2015) 

relatam que a sua aplicação na correção dos mais diversos tipos de problemas 

relacionados à saúde humana remonta à antiguidade da civilização. 

Com a evolução científica, os biomateriais podem ser testados em células e 

animais, sendo que grande parte das pesquisas estão voltadas para o 

desenvolvimento de tecido ósseo (ARRABAL et al., 2013). 

Os biomateriais podem se apresentar associados, colaborando para que, em 

conjunto, a sinalização celular seja eficiente para os fins da aplicação clínica 

(BAPTISTA et al., 2018). 

 BERTOLLO et al. (2012) e YANG et al. (2014) estudam a interface de implantes 

e arcabouços de titânio, demonstrando que o aumento da porosidade da superfície do 

titânio melhora a proliferação celular e a diferenciação de células-tronco 

mesenquimais. 

 BESSHO et al. (1999) já citavam que o uso da mistura de colágeno e proteína 

morfogenética óssea (do inglês - bone morphogenetic protein, BMP), pode ser uma 

forma eficaz para se obter maior resistência quando associada à interface do implante 

com o osso, além de um período de osseointegração mais rápido. 



16 
 

Assim, nos últimos anos outros pesquisadores têm se dedicado ao estudo da 

biologia celular, especialmente em relação ao potencial de indução de diferenciação 

celular, com o objetivo de viabilizar o uso das células-tronco em terapias 

regenerativas. Tal enfoque se justifica na tentativa de compreender como tais células 

poderiam potencializar o reparo de tecidos e órgãos que sofreram algum tipo de 

injúria, a ponto de afetar sua fisiologia (OLIVEIRA, 2017). 

Como se sabe, as células-tronco adultas (ou mesenquimais) estão presentes 

nos diversos tecidos conjuntivos do organismo: podem ser encontradas na medula 

óssea, tecido adiposo e polpa dentária (STRAUER, REHM, SCHANNEWELL, 2008). 

As células-tronco mesenquimais da polpa de dente decíduo (SHEDs) têm a 

capacidade de se auto-diferenciar em multilinhagens, tais como as células neurais, 

adiposas, odontogênicas e osteogênicas (RAFATJOU, AMIRI & JANESHIN, 2018). 

Para que as células-tronco possam ser utilizadas em tratamentos terapêuticos 

é necessário que sejam transportadas até o leito receptor, em material compatível 

com os tecidos locais, ou seja, carreadores ou veículos capazes de fornecer 

condições de transporte e nutrição para as células (CAPLAN, 2009). 

  Logo, a partir do conhecimento da literatura científica corrente sobre o papel 

das ligas de titânio na osseointegração, pode-se inferir que esta liga mesmo impressa 

em 3D possa servir como carreadora de células, e portanto, o objetivo deste trabalho 

foi realizar uma revisão de literatura com o enfoque da relação entre a tecnologia de 

impressão 3D da liga e sua possível associação com terapias celulares com células-

tronco. 

 

2. REVISÃO DE LITERATURA 

2.1 Células-tronco 

As células-tronco são células indiferenciadas com potencial de autorrenovação, 

que tem a capacidade de transformação em mais de uma linhagem celular, originando 

células funcionais de tecidos derivados de sua mesma linhagem (KRAUSE et al., 

2001). Elas podem ser classificadas pelo seu potencial de diferenciação em (i) 

totipotentes (zigoto): quando são capazes de formar todos os tipos celulares incluindo 

os anexos embrionários; (ii) pluripotentes: quando são capazes de dar origem a todos 

os tipos de células do embrião, exceto os anexos embrionários e (iii) multipotentes: 

quando possuem a capacidade de diferenciação limitada, podendo dar origem a um 

subconjunto de linhagens de células. Também podem ser classificadas quanto à 
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origem: embrionárias, pluripotentes induzidas e adultas. As células-tronco 

embrionárias são derivadas da massa interna do blastocisto, podendo proliferar 

indefinidamente preservando suas características, porém, quando implantadas em 

modelos animais, demonstram que podem ter alto potencial teratogênico (CARVALHO 

e GOLDENBERG, 2012).  

As células-tronco de pluripotência induzida são obtidas por manipulação e 

reprogramação de células em laboratórios, e passam a se comportar como células 

pluripotentes (TEIXEIRA; REHER, REHER, 2001). 

As células-tronco adultas, estão presentes em diversos tecidos do organismo 

adulto; são consideradas multipotentes, pois possuem uma menor capacidade de 

diferenciação e proliferação em relação às embrionárias, porém, são mais seguras 

para a aplicação clínica, uma vez que a possibilidade de induzir à formação de 

tumores é remota, além disso, células-tronco adultas de origem autóloga podem ser 

usadas, descartando-se a necessidade do uso de imunossupressores (STRAUER et 

al., 2008), o que pode representar uma opção no tratamento de diversas doenças 

(ORLIC, HILL, ARAI, 2002). As células-tronco adultas podem repor as células que 

foram perdidas em algum tipo de dano, envelhecimento ou em processo de 

maturação, mantendo dessa maneira o equilíbrio tecidual (BARRY e MURPHY, 2004). 

As células-tronco adultas podem ser classificadas em hematopoiéticas e 

células mesenquimais (MSCs). As células-tronco hematopoiéticas são derivadas dos 

tecidos sanguíneos, sangue periférico e sangue de cordão umbilical, além da medula 

óssea. Já as células-tronco mesenquimais estão presentes nos tecidos em geral, 

como no tecido muscular, neural, adiposo, dentário, cordão umbilical e na pele, presas 

ao redor dos vasos sanguíneos, também conhecidas como pericitos (DOMINICI et al., 

2006). 

As MSCs podem ser isoladas, apresentando uma capacidade de propagação 

em cultivo e são pouco imunogênicas, logo, podem ser empregadas em transplantes 

alógenos (CAPLAN, 2009). 

As principais funções das MSCs são a manutenção e a renovação dos tecidos 

mesenquimais adultos (CAPLAN, 2009). Estas células podem ser utilizadas 

terapeuticamente, uma vez que secretam fatores bioativos que protegem e reparam o 

tecido danificado, além dos efeitos anti-apoptóticos, inibitórios da cicatriz, 

estimuladores da angiogênese e mitogênicos para células progenitoras intrínsecas do 

tecido (CAPLAN e DENNIS, 2006). 
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A polpa do dente contém uma população de células-troncos multipotentes, que 

possuem a capacidade de se diferenciar em várias linhagens celulares in vitro e in 

vivo (BARRY e MURPHY, 2003). Um aspecto curioso sobre a polpa dental é o fato de 

não existir na literatura científica indexada relato da presença de neoplasias malignas 

de origem pulpar (NEUHAUS, 2007). O primeiro relato na literatura do isolamento de 

células-tronco da polpa do dente humano foi no início do ano 2000 (GRONTHOS et 

al., 2000), e três anos depois foi descrito que a polpa de dentes decíduos também 

possuía células-tronco mesenquimais viáveis (MIURA et al., 2003). As células-tronco 

mesenquimais da polpa de dente decíduo (SHEDs) têm sido alvo de grande interesse 

da pesquisa pois têm mostrado resultados promissores na regeneração de tecidos 

mineralizados (SEO et al., 2008). Devido a esses resultados, podem ser consideradas 

células ideais para alcançar a regeneração óssea (NAKAJIMA et al., 2019), e seu uso 

pode ser direcionado para a medicina regenerativa, por apresentar um risco mínimo à 

oncogênese, ter uma alta capacidade proliferativa e habilidade imunossupressora.  

As células-tronco da polpa de dentes humanos têm a capacidade de se 

diferenciar em multilinhagens, como em células neurais, adiposas, odontogênicas e 

osteogênicas e, segundo os resultados de RAFATJOU, AMIRI e JANESHIN (2018), a 

deposição mineral nas SHEDs, por exemplo, pode ser estimulada por uma mistura 

enriquecida com cálcio, sugerindo que a associação com biomateriais pode melhorar 

a diferenciação osteoblástica dessas células.  

Além disso, uma das principais vantagens das SHEDs é o fato de que existe 

como fonte de fácil acesso e coleta: momento da esfoliação do dente decíduo 

(RAFATJOU et al., 2018). Daí, um fator importante a ser considerado é que para que 

as SHEDs estejam viáveis, é necessário ter um protocolo padronizado e adequado 

desde a coleta até o cultivo (NAZ et al., 2019; NAKAJIMA et al., 2019). 

2.2 Ligas de Titânio 3D  
HANAWA (2019) reporta que o Titânio (Ti) e suas ligas são mundialmente 

usados para implantes médicos e odontológicos, devido à sua resistência à corrosão 

e sua compatibilidade com tecidos duros, facilitando a osseointegração, que pode ser 

modulada com mudanças na superfície, como rugosidade, porosidade e variações na 

composição.   

YU et al. (2018) relatam que é possível potencializar a osteogênese em 

arcabouços de titânio impressos tridimensionalmente (3D), técnica usada quando 

normalmente tem-se osso insuficiente. Descrevem o uso de células-tronco 
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mesenquimais derivadas de medula óssea (BMSCs), encapsuladas em matrigel e 

agregadas aos poros de liga de titânio Ti6A14V, cirurgicamente inseridas em 

mandíbulas de ratos: resultados apresentam nova formação óssea na presença da 

liga metálica impressa. 

Estudos com titânio poroso em aplicações odontológicas tem crescido também 

graças às suas propriedades como baixa elasticidade, biocompatibilidade e excelente 

resistência, Além disto, a porosidade e os tamanhos dos poros têm papel importante 

na formação de osso. Algumas alterações de superfície dos arcabouços de titânio, 

como relatado por ZHAO et al. (2020), demonstram que combinar nanoestrutura com 

íons bioativos é uma abordagem viável, para melhorar a atividade osteogênica da 

superfície de arcabouços de liga de titânio 3D.  

 

3. DISCUSSÃO 
Atualmente, destacam-se grandes avanços nos experimentos com células-

tronco adultas provenientes de tecidos bucais, isto em decorrência da facilidade de 

obtenção, uma vez que não tem origem em órgãos vitais, sendo enfatizado o potencial 

das células-tronco em aplicação na regeneração tecidual, cabendo o enfoque no 

desenvolvimento de técnicas e métodos empregados (JESUS et al., 2011). 

As MSCs têm sido muito estudadas, nos últimos anos, em terapias de 

regeneração óssea e mesmo muscular (RATNAYAKE e CURRIE, 2017), 

cartilaginosa, cardíaca e nervosa (ORLIC, HILL & ARAI, 2002; WEBER, EMMERT & 

HOERSTRUP, 2012; CHOI, YONG & CHOI, 2017), obtendo-se novas informações 

que mudam o rumo da utilização dessa linhagem celular nas terapias regenerativas 

(ORLIC, HILL & ARAI, 2002). Mesmo assim, segundo MONTEIRO, ARGOLO NETO 

e DEL CARLO (2010), ainda se faz muito necessário a ampliação dos estudos das 

aplicações de MSCs. 

YU et al. (2018) relatam que é possível potencializar a osteogênese em 

arcabouços de titânio impresso em 3D, e relatam vantagem na presença destes 

arcabouços quanto à osteogênese. 

Segundo BERTOLLO et al. (2012) e YANG et al. (2014), a superfície de 

implantes de titânio pode ser fabricada com uma estrutura tipo malha, para que o 

aumento da porosidade da superfície melhore a proliferação celular e a diferenciação 

de células-tronco mesenquimais, resultando na promoção da osseointegração. 

Segundo TORRES-SANCHES et al. (2017), a microarquitetura dos poros para 
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arcabouços a serem usados em enxertos de osso cortical seria < 212 μm, com volume 

de porosidade de 27-37%, e para tecidos trabeculares de 300 a 500 μm, com 

porosidade de 54 a 58%. Já WAHAB et al. (2020), descrevem que o tamanho 

apropriado dos poros para que haja nova formação de osso está entre 100 e 300 μm, 

enquanto a porosidade média do arcabouço para proliferação de células é de 25 a 

20%. ZHAO et al. (2021) avaliam que a porosidade de 69,2 ± 0,9%, e tamanho de 

poros de 593,4 ± 16,9 μm, como parâmetros que beneficiam a osteogênese e 

angiogênese - este estudo de demonstra o uso de células-tronco de ligamento 

periodontal (PDLSCs) associadas à titânio 3D. WAHAB et al. (2020) concordam com 

grande potencial do uso de materiais baseados em estruturas 3D de titânio no intuito 

de incrementar a regeneração óssea e a fixação de implantes, podendo ser 

considerada uma ferramenta promissora, especialmente na implantodontia. 

   A ampliação da busca para solução nos reparos ósseos e dentários tem sido 

uma realidade nos últimos anos, com a demonstração de várias opções de uso de 

células-tronco associadas com biomateriais, para vários fins regenerativos como 

ósseos e cartilaginosos. Para que as células-tronco possam ser utilizadas em 

tratamentos terapêuticos é necessário que sejam transportadas até o leito receptor 

em material compatível com os tecidos locais, ou seja, carreadores ou veículos 

capazes de fornecer condições de transporte e nutrição para as células (CAPLAN, 

2009). O titânio é um material muito explorado como implante e um candidato 

promissor como arcabouço de carreamento de células-tronco. Mudanças na estrutura 

deste arcabouço estão sendo estudadas para aumentar a adesão e proliferação de 

células-tronco, contribuindo para o sucesso e previsibilidade dos enxertos. Avançou-

se muito nos últimos anos, mas novos estudos ainda são necessários. As tecnologias 

combinadas entre células-tronco e arcabouços de titânio impressos em 3D podem ser 

um caminho promissor para a obtenção de produtos customizados.  

 

4. CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 Concluiu-se que a liga de titânio confeccionada em tecnologia de impressão 3D 

pode ser utilizada como arcabouço para carreamento de células-tronco 

mesenquimais, carecendo ainda de mais estudos avançados com enfoque na 

aplicação clínica. 
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CAPÍTULO 2  
 

Leão Neto, R. R.  Influência de extrato de nácar solúvel em água e de titânio 3D sobre 

células-tronco mesenquimais humanas “in vitro” [Dissertação de Mestrado]. Curitiba: 

Universidade Positivo; 2022. 

 
RESUMO 

A presente pesquisa teve por objetivo avaliar o uso de  biomateriais à base de extrato  

de nácar solúvel em água  (NSA) e de discos de titânio impressos com tecnologia 3D, 

analisando células-tronco mesenquimais humanas isoladas de ligamento periodontal 

(PDLSC) quando em contato com estes materiais. Os discos de titânio 3D foram 

produzidos em fábrica brasileira e avaliou-se a geometria para se chegar a uma 

configuração de acordo com os melhores resultados na literatura. Os discos foram 

avaliados por Microscopia Eletrônica de Varredura e EDS antes e após o tratamento 

de superfície. As PDLSC foram analisadas em três grupos com duas triplicatas, da 

seguinte forma: 1) Grupo Controle apenas com PDLSC 2) Grupo com PDLSC + 

biomaterial extrato solúvel de nácar (NSA); 3) Grupo PDLSC + discos de titânio 3D. 

Os grupos, individualmente, foram mantidos por um período de 7 dias incubados com 

Alamar Blue e as medidas  de fluorescência foram feitas diariamente para avaliar a 

viabilidade e proliferação celular.  Empregou-se a microscopia eletrônica de varredura 

e a imunocitoquímica – microscopia confocal para avaliar a morfologia e ultraestrutura 

e indicativos de indução osteogênica, no dia 7 de cultivo.  Os discos de titânio puderam 

ser produzidos com geometria com distância média entre as linhas de impressão de 

malhas com poros com μm similares aos descritos na literatura.  Os resultados obtidos 

evidenciam que o biomaterial NSA e os discos de titânio 3D no tempo de incubação 

de até 7 dias em Alamar Blue mostraram comportamento de fluorescência 

semelhantes.  O tempo de incubação teve efeito diferente sobre a proliferação, sendo 

mais rápido de 1 a 4 dias e mais lento de 5 a 7 dias. Concluiu-se que as células-tronco 

originárias do ligamento periodontal humano se mostraram viáveis quando associadas 

ao biomaterial NSA ou discos de titânio, demonstrando serem opções para uso em 

medicina e odontologia regenerativa. 

Palavras-Chave: Células-tronco; Regeneração óssea; Extrato solúvel de Nácar; 

Titânio 3D; Alamar Blue. 
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ABSTRACT 
The present research aimed to evaluate the use of biomaterials based on water soluble 

nacre extract (WSN) and 3D printing titanium discs, analyzing the biological action of 

alternative human mesenchymal periodontal ligament stem cells (PDLSC) when in 

contact with these materials. The 3D titanium disks were made in a Brazilian factory 

and the meshes and pores were assessed to reach the configuration aligned with the 

best results found in literature. The disks were evaluated by Scanning Electron 

Microscopy and EDS before and after surface treatment. As PDLSC, they were formed 

only in three groups with two triplicates, as follows: 1) Control group with PDLSC 2) 

PDLSC group + biomaterial water soluble nacre extract (WSN); 3) PDLSC Group + 3D 

titanium disks. The groups, individually, were kept for a period of 7 days incubated with 

Alamar Blue and the fluorescence measurements were made daily to assess cell 

viability and proliferation. Scanning electron microscopy and immunocytochemistry 

confocal ultra-microscopy were used to evaluate morphology and induction indications 

on day 7 of culture. The results obtained show that the NSA biomaterial and the 3D 

titanium discs in the incubation time of up to 7 days in Alamar Blue showed similar 

fluorescence.  The time of action had a different effect on maintenance, being faster 

from 1 to 4 days and slower from 5 to 7 days.  It was concluded that stem cells 

originating from the human periodontal ligament proved to be viable when associated 

with WSN biomaterial or titanium discs, demonstrating that they are options for use in 

medicine and regenerative dentistry. 

Key words: Stem cells; Bone regeneration; water soluble nacre extract; 3D Titanium; 

Alamar Blue. 
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3.1 INTRODUÇÃO 
O uso de biomateriais não é recente. Pires et al. (2015) relatam que a sua 

aplicação na correção dos mais diversos tipos de problemas relacionados à saúde 

humana remonta à antiguidade da civilização. 

Com a evolução científica, os biomateriais podem ser testados em células e 

animais, sendo que boa parte das pesquisas estão voltadas para o desenvolvimento 

de tecido ósseo (ARRABAL et al., 2013).  

Os biomateriais podem ter apresentações diversas, como particulados muito 

finos até particulados de granulação maior, variando não só os tamanhos como as 

composições. Comumente apresentam-se associados, colaborando para que, em 

conjunto, a sinalização celular seja eficiente para os fins da aplicação clínica 

(BAPTISTA et al., 2018). 

Por muitas décadas, o enxerto ósseo autógeno tem sido considerado o "padrão 

ouro" na correção de defeitos ósseos, devido à sua característica osteoindutora, 

osteogênica e osteocondutora, entretanto, há necessidade de um sítio cirúrgico 

adicional, o que aumenta o risco de morbidade pós-operatória da área doadora. 

Outros substitutos ósseos disponíveis até o momento atuam quase que 

exclusivamente como osteocondutores segundo a literatura, mostrando a 

necessidade da produção substitutos ósseos com enfoque principal na criação de um 

ambiente osteoindutor na região a ser reparada (FREITAS et al., 2012). 

As BMPs (do inglês Bone Morphogenetics Proteins) são proteínas não 

colágenas, presentes na matriz óssea, responsáveis pelo recrutamento celular e 

indução da diferenciação das células-tronco mesenquimais não diferenciadas em 

osteoblastos, produzindo novo tecido ósseo, sendo consideradas osteoindutoras 

(OLESKOVICZ et al., 2004). 

Segundo Freitas (2012) o FDA (Federal Drugs Administration) aprovou o uso 

de rhBMP para aumento ósseo de maxila posterior e para preenchimento de alvéolo 

dentário pós-extração, porém, existem obstáculos ao seu uso pela dificuldade de sua 

produção comercial.  

Almeida (2010) e Silva (2012) avaliaram que diversas espécies de moluscos 

estavam sendo pesquisadas para uso em biomateriais por terem sua concha formada 

por camadas de carbonato de cálcio e matriz orgânica de proteínas e polissacarídeos, 

com degradabilidade, compatibilidade e que liberam proteínas para o meio em que 

estão inseridos. Green et al. (2015) mostraram que partículas de nácar e a matriz 
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proteica solúvel do nácar, contendo proteínas análogos a BMPs, são produtos 

promissores, com capacidade osteoindutora e, segundo Zielak et al. (2020) 

biocerâmica modificada por extrato orgânico de nácar teriam promissoras 

propriedades osteocondutora e osteoindutora que deveriam ser confirmadas por 

pesquisas futuras. 

 Bertollo et al. (2012), Yang et al. (2014) e Aba et al. (2020) estudaram a 

interface de implantes e arcabouços de titânio e seus efeitos em células-tronco. 

 Bessho et al. (1999) já citavam que o uso da mistura de colágeno e BMP é um 

meio eficaz de obter maior resistência de união na interface do implante ósseo em um 

período de tempo mais curto do que os implantes de titânio sem BMP. 

Nos últimos anos muitos pesquisadores têm se dedicado ao estudo da biologia 

celular, especialmente em relação ao potencial de indução de diferenciação celular, 

com o objetivo de viabilizar o uso das células-tronco em terapias regenerativas. Tal 

enfoque se justifica na tentativa de compreender como tais células poderiam 

potencializar o reparo de tecidos e órgãos que sofreram algum tipo de injúria a ponto 

de afetar sua estrutura tecidual (OLIVEIRA et al., 2017). 

Para que as células-tronco possam ser utilizadas em tratamentos terapêuticos é 

necessário que sejam transportadas até o leito receptor em material compatível com 

os tecidos locais, ou seja, carreadores ou veículos capazes de fornecer condições de 

transporte e nutrição para as células (CAPLAN, 2009). 

As células-tronco adultas (ou mesenquimais) estão presentes em diversos 

tecidos conjuntivos do organismo. Podem ser encontradas na medula óssea, tecido 

adiposo e polpa dentária (STRAUER et al., 2008). As células-tronco mesenquimais da 

polpa de dente decíduo (SHEDs) têm a capacidade de se diferenciar em 

multilinhagens tais como as células neurais, adiposas, odontogênicas e osteogênicas, 

segundo Rafatjou, Amiri e Janeshin (2019). 

Logo, pode-se pretender que biomateriais à base do extrato marinho oriundo 

de Nácar e discos de titânio 3D possam servir como carreadores das células-tronco 

em situações de engenharia tecidual. No entanto, ainda se faz necessário o estudo 

sobre a influência desses biomateriais sobre as células-tronco humanas. Estudos in 

vitro podem contribuir com informações que sirvam para adequações de protocolos 

clínicos, visando uma maior previsibilidade nas aplicações. 
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3.2 JUSTIFICATIVA 

       Existe uma busca mundial constante por biomateriais sinalizadores químicos 

celulares e a biodiversidade brasileira pode ser pesquisada para nos fornecer 

alternativas viáveis para este mercado como o extrato de nácar solúvel em água (NSA) 

em combinação com materiais usados como arcabouço, tal qual o titânio. 

 

3.3 OBJETIVOS 

3.3.1 Objetivo Geral 
Analisar a viabilidade e proliferação de células-tronco mesenquimais humanas 

na presença de NSA e discos de titânio 3D. 

 

3.3.2 Objetivos Específicos 

- Avaliar o uso do Alamar Blue como método para testar a viabilidade e 

proliferação de células-tronco mesenquimais humanas em presença de NSA  e 

discos de titânio 3 D. 

- Comprovar que a sinterização nacional pode produzir malhas de titânio 

3D comparada às melhores referências da literatura mundial estudadas. 

 

 
3.4. REVISÃO DE LITERATURA 
 
3.4.1 Células-tronco 

 

As células-tronco são células indiferenciadas com potencial de autorrenovação 

e que possuem a capacidade de transformação em mais de uma linhagem celular, 

originando células funcionais de tecidos derivados de sua mesma origem (KRAUSE 

et al., 2001). Elas podem ser classificadas pelo seu potencial de diferenciação em (i) 

totipotentes (zigoto): quando são capazes de formar todos os tipos celulares incluindo 

os anexos embrionários; (ii) pluripotentes: quando são capazes de dar origem a todos 

os tipos de células do embrião, exceto os anexos embrionários e (iii) multipotentes: 

quando possuem a capacidade de diferenciação limitada, podendo dar origem a um 

subconjunto de linhagens de células (CARVALHO e GOLDENBERG, 2012).  
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  Também podem ser classificadas quanto à origem em embrionárias, 

pluripotentes induzidas e adultas. As células-tronco embrionárias são derivadas da 

massa interna do blastocisto, podendo proliferar indefinidamente preservando suas 

características, porém, quando implantadas em modelos animais, demonstraram alto 

potencial teratogênico. Além disto, a utilização de células-tronco obtidas a partir de 

um embrião costuma gerar conflitos éticos importantes em muitos países 

(CARVALHO e GOLDENBERG, 2012).  

As células-tronco de pluripotência induzida são obtidas por manipulação e 

reprogramação de células em laboratórios, e passam a se comportar como células 

pluripotentes (TEIXEIRA; REHER, 2001). 

As células-tronco adultas, estão presentes em diversos tecidos do organismo 

adulto, são consideradas multipotentes, pois possuem uma menor capacidade de 

diferenciação e proliferação em relação às embrionárias, porém, são mais seguras 

para a aplicação clínica, uma vez que a possibilidade de induzir a formação de 

tumores é remota. Além disso, células-tronco adultas de origem autóloga podem ser 

usadas descartando-se a necessidade do uso de imunossupressores (STRAUER et 

al., 2008), o que representa, uma alternativa no tratamento de diversas doenças 

(ORLIC et al., 2002). As células-tronco adultas podem repor as células que foram 

perdidas em algum tipo de dano, envelhecimento ou em processo de maturação, 

mantendo dessa maneira o equilíbrio tecidual (BARRY e MURPHY, 2004). 

As células-tronco adultas podem ser classificadas em hematopoiéticas e células 

mesenquimais. As células-tronco hematopoiéticas são derivadas dos tecidos 

sanguíneos, sangue periférico e sangue de cordão umbilical, além da medula óssea. 

Já as células-tronco mesenquimais estão presentes nos tecidos em geral, como no 

tecido muscular, neural, adiposo, dentário, cordão umbilical e na pele, presas ao redor 

dos vasos sanguíneos, também conhecidas como pericitos (DOMINICI et al., 2006). 

As células-tronco mesenquimais, cuja abreviatura comumente usada deriva da 

terminologia em inglês, Mesenchymal Stem Cells (MSCs), podem ser isoladas, 

apresentam capacidade de propagação em cultivo e são pouco imunogênicas, logo, 

podem ser empregadas em transplantes alógenos (CAPLAN, 2009). 

As principais funções das MSCs são a manutenção e a renovação dos tecidos 

mesenquimais adultos (CAPLAN, 2009). Estas células podem ser utilizadas 

terapeuticamente, uma vez que secretam fatores bioativos que protegem e reparam o 

tecido danificado, além dos efeitos anti-apoptóticos, inibitórios da cicatriz, 
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estimuladores da angiogênese e mitogênicos para células progenitoras intrínsecas do 

tecido (CAPLAN, 2006). 

As MSCs têm sido muito estudadas nos últimos anos em terapia de 

regeneração óssea, muscular (Ratnayake e Currie, 2017), cartilaginosa cardíaca e 

nervosa (ORLIC, HILL, ARAI, 2002; WEBER, EMMERT, HOERSTRUP et al., 2012; 

Choi, Yong, Choi, 2017), obtendo-se novas informações que mudaram o rumo da 

utilização dessa linhagem celular nas terapias regenerativas (ORLIC et al., 2002). 

Segundo Monteiro et al. (2009), apesar de promissoras, as MSCs precisam de uma 

correta compreensão de sua aplicação e métodos empregados. 

A polpa do dente contém uma população de células-troncos multipotentes, que 

possuem a capacidade de se diferenciar em várias linhagens celulares in vitro e in 

vivo (BARRY e MURPHY, 2003). O primeiro relato na literatura do isolamento de 

células-tronco da polpa do dente humano foi no início do ano 2000 (GRONTHOS et 

al.,2000) e três anos depois foi descrito que a polpa de dentes decíduos também 

possuía células-tronco mesenquimais viáveis (MIURA et al., 2003). As células-tronco 

mesenquimais da polpa de dente decíduo (SHEDs) têm sido alvo de grande interesse 

da pesquisa pois têm mostrado resultados promissores na regeneração de tecidos 

mineralizados (SEO et al., 2008; MENDONÇA et al., 2008). Devido a esses resultados, 

podem ser consideradas células ideais para alcançar a regeneração óssea 

(NAKAJIMA et al., 2019), e seu uso pode ser direcionado para a medicina 

regenerativa, por apresentar mínimo risco de oncogênese, ter uma alta capacidade 

proliferativa e de multiplicação e habilidade imunossupressora. Soares (2015) destaca 

grandes avanços nos experimentos com células-tronco adultas provenientes de 

tecidos bucais, isto em decorrência da facilidade de obtenção, uma vez que não tem 

origem em órgãos vitais. Neste mesmo sentido Jesus et al. (2011) enfatiza o potencial 

das células-tronco em aplicação na regeneração tecidual, cabendo uma maior 

divulgação das técnicas e métodos empregados. 

As células-tronco da polpa de dentes humanos têm a capacidade de se auto-

diferenciar em multi-linhagens, como em células neurais, adiposas, odontogênicas e 

osteogênicas e, segundo os resultados de Rafatjou et al. (2019), a deposição mineral 

nas SHEDs, por exemplo, pode ser estimulada por uma mistura enriquecida com 

cálcio, sugerindo que a associação com biomateriais pode melhorar a diferenciação 

osteoblástica dessas células. A IL-6 também pode ser usada como uma substância 
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no meio de cultura para manter a rigidez e induzir as SHEDs a se diferenciar na 

linhagem osteogênica (NOWWAROTE et al., 2018). 

Apesar de uma das principais vantagens das SHEDs ser o fato de que a origem 

é uma fonte de fácil acesso e coleta (RAFATJOU et al., 2019), um outro fator 

importante a ser considerado é que para que as SHEDs estejam viáveis é necessário 

ter um protocolo padronizado e adequado de coleta e cultivo (NAZ et al., 2019; 

NAKAJIMA et al., 2019). 

Gan et al. (2020) citam que células-tronco isoladas do ligamento periodontal 

(PDLSC) possuem grande potencial osteogênico, sendo uma fonte confiável para 

fabricação de tecidos em 3D. Além disto, membranas de colágeno embebidas com 

vesículas extracelulares secretadas por PDLSC foram capazes de induzir a formação 

de estrutura osteóide em regiões contíguas à defeitos ósseos em calvária de ratos, o 

que demonstra que secretam produtos com propriedades osseoindutivas. 

 
3.4.2 Biomaterial originário de nácar de moluscos 
 

A malacocultura é o nome específico dado à atividade de cultivo de moluscos, 

com destaque para moluscos bivalves: mexilhões (Perna perna), a ostra do pacífico 

(Crassostrea gigas), a ostra nativa (Crassostrea gasar e C. rhizophorae) e as vieiras 

(Nodipecten nodosus) (DE ANDRADE, 2016). 
A produção global de pescado, segundo FAO (2016) tem 24% do seu total 

representados por moluscos originários de cultivo, representando 16.113.200 

toneladas, com a China produzindo 83% da produção mundial e o Chile, maior 

produtor da América Latina, com 246.400 toneladas, e o Brasil com 22.100 toneladas 

- o que representa 9% da produção do vizinho latino-americano e apenas 0,14% da 

mundial.  Estes números demonstram o potencial de crescimento desta atividade 

econômica para o Brasil. 

De Andrade (2016) avalia que 98% da produção brasileira de moluscos seja 

produzida em Santa Catarina, e EPAGRI (2016) relata que a produção anual de 

moluscos bivalves, neste estado brasileiro, de 2010 a 2015 variou de 15.635 a 20.438 

toneladas, com 59,7% representados por mexilhões. 

Apesar de ainda incipiente, a malococultura com produção de algo em torno de 

20.000 toneladas anuais, pode gerar uma quantidade bastante grande de resíduos, 

principalmente com suas conchas que são descartadas. 
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Segundo a norma NBR 10.004/1987 os resíduos sólidos são classificados 

como: resíduos no estado sólido ou semissólido, que resultam de atividades de origem 

industrial, doméstica, hospitalar, comercial, agrícola e de serviços (ASSOCIAÇÃO 

BRASILEIRA DE NORMAS TÉCNICAS, 1987). De acordo com a mesma norma, as 

conchas podem ser classificadas como resíduos sólidos classe II A – não perigosas, 

não inertes, podendo ser dispostas em aterros sanitários ou reciclados; entretanto, 

devem ser observadas as matérias orgânicas ou “partes moles”. 

Chierighini et al. (2011) relatam que a produção de moluscos bivalves pode 

gerar 74% de resíduos de concha  constituídas principalmente por carbonato de cálcio 

(CaCO3), que pode ser matéria-prima para uma enormidade de usos com seu 

processamento para agregar valor ao produto e diminuir o impacto ambiental do 

descarte: cal virgem, cal hidratada, carga em polímeros, bloco e pavimentos para 

construção civil, construções de estradas, pasta de papel, mármore compacto, em 

adubos e pesticidas, rações, cerâmica, indústria de tijolos, indústria de tintas, 

espumas de polietileno, produção de talco, produção de vidros, indústria do cimento, 

produção de vernizes e borrachas, correção de solos e medicamentos.  

Almeida (2010) e Silva (2012) avaliam que diversas espécies de moluscos são 

pesquisadas para uso em biomateriais, por terem sua concha formada por camadas 

de carbonato de cálcio e matriz orgânica, constituída de proteínas e polissacarídeos 

(nácar) com degradabilidade, compatibilidade e que liberam proteínas para o meio em 

que estão inseridos. 

O nácar é uma substância secretada por organismos bivalves acumulada 

alternadamente em camadas de carbonato de cálcio e quitosana, e tem uma extensa 

lista de possíveis usos, devido à sua não-citotoxicidade e de muitas atividades 

farmacológicas. Mesmo assim, o mecanismo biológico observado em osteoblastos 

tanto in vivo quanto in vitro, quer seja do pó de nácar como de seus extratos proteicos 

necessitam de maiores estudos (PEI et al. 2021). 

Almeida et al. (2000) e Russeau et al. (2003) relatam em experimentos in vivo 

e in vitro que o nácar tem uma ou várias moléculas capazes de ativar células 

osteogênicas. 

Mao e Xu (2016) relatam que a matriz solúvel em água presente no pó de nácar 

pode desempenhar uma função direta no controle de formação de osso, 

biocompatibilidade e estabilidade de tecidos biológicos. O nácar parece conter fatores 

remodeladores de osso que ativam osteoblastos, como as BMPs (do inglês Bone 
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Morphogenetics Protein – proteínas morfogenéticas de osso) sinalizando para 

promover a mineralização (DUPLAT et al., 2007).  Liu et al. (2021) usam extração 

supercrítica por CO2 dos componentes solúveis do pó de nácar, e avaliaram in vivo e 

in vitro a sua atividade em cicatrização de feridas, observando a proliferação e a 

atividade promotora de migração celulares, em adição à formação de colágeno e 

eficiência de cicatrização in vivo. 

 

3.4.3 Discos de Titânio 3D  

 

O uso de biomateriais não é novo e a sua aplicação para correção de muitos 

problemas relacionados à saúde remonta à séculos nas civilizações mais antigas 

(PIRES et al., 2015).  Evoluindo a ciência vários biomateriais puderam ser testados 

em células e animais, com grande parte destas pesquisas sendo voltadas para o 

desenvolvimento de tecido ósseo (ARRABAL et al. 2013).  

Vários materiais são hoje usados para confeccionar implantes ósseos e 

arcabouços para engenharia tecidual especialmente em reparo de tecido ósseo, 

inclusive para carrear células-tronco (LOPES, et al. 2016).  A impressão 3D de peças 

ortopédicas já é considerada uma realidade, uma vez que não somente metais são 

usados, mas também polímeros (KANG et al., 2018 e O’BRIEN, 2011); materiais 

inorgânicos cerâmicos  (hidroxiapatita e fosfato tri-cálcico por exemplo), não 

cerâmicos (cimento a base de fosfato de cálcio) (O’BRIEN, 2011);  biovidro 

(compostos de boro e silicato) (FERNANDO et al. 2016); polímeros naturais como 

fibrina, quitosana, alginato, colágeno, ácido hialurônico, proteoglicano 

(THAVORNYUTIKARN, et al., 2014).   

As ligas de titânio, consideradas muito promissoras, são usadas para a 

produção de próteses implantáveis e consideradas Dispositivos Médicos de Classe III 

(LANDUCI et al., 2016).    

  Dabrowski et al. (2010) consideram o titânio e suas ligas como materiais de 

escolha para construção de implantes endósseos por serem biocompatíveis, 

esterilizáveis, promoverem diferenciação osteogênica, mecanicamente estáveis, 

fortes e com permeabilidade e resistência à corrosão. Rakhamatia et al., (2013) 

avaliaram que arcabouços de titânio apresentam uma boa oportunidade na 

odontologia para melhorar a formação de tecido devido a sua porosidade para a 

diferenciação e proliferação celular. Hanawa (2019) reporta que Titânio (Ti) e suas 
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ligas são mundialmente usados para implantes médicos e dentários, devido a sua 

resistência à corrosão e sua compatibilidade com tecidos duros na formação óssea e 

promoção da osseointegração que pode ser ampliada com mudanças na superfície 

como rugosidade e porosidade.   

Segundo Bertollo et al. (2012) e Yang et al. (2014), a superfície de implantes 

de titânio pode ser fabricada com uma estrutura tipo malha para que o aumento da 

porosidade da superfície melhore a proliferação celular e a diferenciação de células-

tronco mesenquimais, resultando na promoção da osseointegração.  Já Abar et al. 

(2020) sugerem que a rugosidade artificial em arcabouços de titânio pode não ser uma 

estratégia eficaz para promover integração óssea.    

A porosidade e o tamanho dos poros da rede de fibras de titânio desempenham 

um papel importante na osteogênese (KARAGEORGIUOU & KAPLAN, 2005).  

Com as melhorias nas técnicas e dispositivos usados para a confecção de 

peças metálicas, a fim de substituir parcialmente ou totalmente os ossos no 

organismo, tem-se a sinterização seletiva a laser (SLS, do inglês Selective Laser 

Sintering). A partir da tecnologia CAD/CAM, pode-se imprimir em 3D peças capazes 

de substituição de qualquer osso no organismo (CHEN et al., 2014).   

Zhang et al. (2020) comentam que a impressão 3D tem evoluído rapidamente 

devido a suas vantagens inerentes, como a alta eficiência na fabricação, a capacidade 

produzir estruturas complexas (por exemplo arcabouços porosos), porém, sua maior 

vantagem seria a habilidade de desenhar e produzir personalizadamente e relatam 

que relatam que os implantes de titânio e suas ligas 3D já têm larga aplicação em 

implantes biomédicos.   

 O balanço entre a rigidez e a força do titânio e a arquitetura do arcabouço, a 

porosidade e o tamanho dos poros deveriam ser um norte na procura de melhorar a 

confecção de arcabouços de titânio 3D e a microarquitetura dos poros para 

arcabouços a serem usados em enxertos de osso cortical seria < 212 μm com volume 

porosidade de 27-37%, e para tecidos trabeculares de 300 a 500 μm, com porosidade 

de 54 a 58% (TORRES-SANCHES et al. 2017). Em uma extensa revisão sobre as 

propriedades dos arcabouços de titânio 3D e a osteogênese de células-tronco, Wahab 

et al. (2020) sugerem que o tamanho apropriado dos poros que estimula a formação 

de osso novo está entre 100 e 300 µm e a porosidade média do arcabouço para a 

proliferação celular é de 25%. Stich et al. (2022) relata que substratos de titânio micro 

e nanoporosos são capazes de atingir a mesma capacidade de reparo que 
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construções porosas de hidroxiapatita (HA), com titânio tendo características 

biomecânicas mais adequadas, sugerindo que a nanoestrutura de superfície é de 

grande importância para a formação óssea adequada e que no futuro será dada maior 

atenção às modificações em microescala mas também na escala nano para aumentar 

a osseointegração, assim, no futuro, ainda mais atenção será dada não apenas às 

modificações em microescala, mas também ao nano-padronização de novos 

implantes para osteointegração aumentada. 
Zhang et al. (2020) para melhorar a performance da superfície original testaram 

a introdução de sulcos de escala sub-micron por ataque ácido comparando com o 

tratamento convencional SLA, do inglês sandblasted, large-grid, acid etched, sendo o 

SLA teve melhor desempenho.  O tratamento SLA de superfície para aumentar a 

rugosidade inerente dos implantes de titânio tem numerosos casos de sucesso 

(BORNSTEINet al, 2005; ZHAO et al. 2007; BUSER et al. 2012). Lee et al. (2021) 

comparando três métodos de tratamento de superfície em implantes impressos em 

tecnologia 3D verificaram que o tratamento 3D-TIPS (do inglês target-ion-induced 

plasma-sputtered surface) mostrou-se igual ao tratamento SLA na décima segunda 

semana do implante em tíbias de coelho.  Em trabalho recente, Bray et al. (2017) 

demonstraram a reabilitação óssea de 12 cães com peças customizadas por SLS. No 

entanto, os autores relatam que ainda são necessários mais estudos, uma vez que 

cada equipamento capaz de produzir a SLS tem suas características próprias.  

 Os arcabouços de titânio impressos tri-dimensionalmente (3D) porosos têm 

sido usados para carrear diversas células e compostos para promover maior 

osteogênese, mostrando seu potencial de uso em terapias potenciais em odontologia 

e ortopedia, por exemplo.  Para Yu et al. (2018) a osteogênese pode ser 

potencializada com arcabouços de titânio impressos tri-dimensionalmente (3D-) em 

que usaram células-tronco mesenquimais derivadas de medula óssea (BMSCs) 

encapsuladas em Matrigel que depois foram infiltradas nos poros de liga de titânio 

Ti6A14V em mandíbulas de ratos, que tiveram nova formação de osso melhor que os 

que tiveram apenas BMSCs e Matrigel infiltrada com BMSCs.  Mesa-Restrepo et al. 

(2021) em seus estudos mostram que há sinergismo entre BMP-2 e superfície 

modificação por tratamento de superfície aumentando as propriedades biológicas que 

podem ser aplicadas ao implante de titânio em ossos pra tratamento de doenças. Kim 

et al. (2017) tem resultados que confirmam que o tratamento de superfície por 

SLA/TIPS é um carreador viável de rhBMP-2 para implantes dentais para alcançar 
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osseointegração mais rápida e forte. Ryu et al (2021) sugerem que implantes 

impressos em 3D estimulam a formação de osso. A impressão 3D de arcabouços de 

titânio evolui e Lee et al. (2021) confeccionaram um órgão artificial fabricado com 

ligamento periodontal na superfície de titânio usando tecnologia de impressão 3D que 

produziram tecido conectivo entre o arcabouço de titânio 3D e o osso que mostra o 

potencial para uma nova geração de implantes usando a bioimpressão 3D.  

Pensando desta forma, e buscando soluções ortopédicas viáveis para a 

realidade do país, pretende-se a realização de testes in vitro para avaliação de discos 

produzidos pelo único equipamento de SLS totalmente nacional 

 

3.4.4 Ensaio de viabilidade celular com Alamar Blue (Resazurina)  
 

 Alamar Blue, também conhecido como resazurina, é um indicador capaz de 

atravessar a membrana de células vivas utilizado em testes de viabilidade celular. A 

resazurina dissolvida em tampões fisiológicos forma uma solução de cor azul escuro. 

Células viáveis e com metabolismo ativo reduzem a resazurina a resorufina, que 

apresenta cor rosa e emite fluorescência. A grande vantagem deste teste de 

viabilidade celular é que a resazurina não causa morte celular, possibilitando o uso 

das mesmas células em experimentos posteriores (RISS et al., 2016). A quantidade 

de resorufina produzida é proporcional ao número de células viáveis, o que pode ser 

quantificado por meio de fluorescência ou por meio de absorbância. A quantificação 

de células por meio da fluorescência é mais utilizada pois apresenta maior 

sensibilidade do que a quantificação por meio da detecção de absorbância (RISS et 

al., 2016). A solução contendo resazurina pode ser colocada diretamente sobre as 

células em cultivo e, para emitir um sinal de fluorescência adequado para leitura, deve 

ficar em incubação de 1 a 4 horas, variando de acordo com a atividade metabólica de 

cada tipo celular. Após o período de incubação o sobrenadante é recolhido e colocado 

em uma microplaca para leitura em um fluorímetro, utilizando luz com comprimento 

de onda de 560 nm para excitação e 590 nm na emissão (RISS et al., 2016). 

Nakayama et al. (1997) já avaliavam o método do Alamar Blue como promissor 

para avaliação in vitro de viabilidade celular, sem matar as células, permitindo a leitura 

contínua da viabilidade celular, com a vantagem de ter apenas um passo e ter 

natureza homogênea o que permite o uso em ensaios de triagem em grande escala.  

Ahmed et al. (1994) mostraram que o método é uma boa alternativa ao teste de 3H 
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Thymidine com vantagens que incluem: (i) protocolo simples que reduz tempo e erros; 

(ii) permite rápida avaliação da proliferação celular; (iii) permite monitoramento da 

proliferação durante o período da cultura; (iv) baixo custo e (v) permite análises 

adicionais da proliferação celular. 

O Alamar Blue pode eficientemente substituir o método de sais de formazan ou 

outras técnicas para se medir citotoxicidade, evitando solventes perigosos e longos 

períodos de incubação (RAMPERSAD, 2012). 

Collado-Gonzáles et al. (2017) usam o método o Alamar Blue para avaliar a 

proliferação de SHEDs em arcabouços de fibroína 3D, em períodos de 24, 48, 72 e 

168 horas de cultivo, com 1x104 células por poço, em placas de 6 poços. 

De Paula et al. (2021), usando o método do Alamar Blue avaliam a viabilidade 

e proliferação celular de SHEDs, fazendo medições em 24, 48 e 72 horas de cultivo. 

 

 

3.5 MATERIAIS E MÉTODOS 
 
Este trabalho foi aprovado pelo Comitê de Ética e Pesquisa local, sob no. 

4.891.662 e antes da coleta, processamento e armazenamento do material biológico 

houve a explicação sobre a pesquisa e assinatura do doador do Termo de 

Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (ANEXO 2). 

As células-tronco foram isoladas a partir do ligamento periodontal de um dente 

de um doador saudável (PDLSC), coletado por um profissional habilitado. Após a 

profilaxia da boca, foi realizada a remoção do dente e imediatamente colocado num 

recipiente estéril contendo meio padrão para transporte e cultivo (DMEM + 1% de 

estreptomicina e penicilina + 1% anfotericina) e enviado para o processamento das 

células. O isolamento e o cultivo celular foram feitos no Centro de Processamento 

Celular (CPC) Curityba Biotech, que se localiza no interior do campus Ecoville da 

Universidade Positivo. 

No CPC, as células foram isoladas, processadas e criopreservadas em uma 

solução de DMSO com Soro Fetal Bovino. Para a realização dos testes, as células 

criopreservadas passaram pelo processo de descongelamento, que consiste na 

manutenção dos criotubos a 37º C em banho-maria, com movimentos circulares até o 

seu descongelamento, seguido da inativação do DMSO em DMEM suplementado com 

5% de soro bovino fetal e 1% de antibiótico + 1% de antifúngico. A solução foi 
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centrifugada numa velocidade de 1500 rpm por 10 minutos, o pellet foi ressuspendido 

em DMEM suplementado com 5% de soro bovino fetal e 1% de antibiótico 1% de 

antifúngico, e transferido para uma garrafa de cultivo celular. Foi mantida em 

incubadora a 37º C com 5% de CO2 e 95% de ar umidificado. Foi observado no 

microscópio invertido até que as células atingiram uma confluência de 70 a 80%. Foi 

usada tripsina, e por diluição se obteve 7 x 103 células, que foram plaqueadas em 

placa de 24 poços para cada grupo, para avaliação pelo método do Alamar Blue nos 

tempos de 1, 2, 3, 4, 5, 6 e 7 dias para os testes de viabilidade/citotoxicidade. 

3.5.1 Obtenção do Extrato de Nácar solúvel em água (NSA) 

De acordo com metodologia previamente demonstrada (ZIELAK et al., 2018; 

ZIELAK et al., 2020; CRIVELLARO et al., 2021) conchas de mexilhão Perna perna (1 

kg) foram obtidas por meio de descarte de empresa do ramo alimentício, colocadas 

em detergente neutro por 30 minutos e lavadas em água corrente. Após, foram moídas 

em moinho de ar, obtendo material particulado fino (Netzsch, Pomerode, SC, Brasil). 

O material particulado foi adicionado a uma solução tampão de cítrato pH 5,0 na 

proporção de 100 g do material particulado para 1000 mL de solução citrato, agitado 

em agitador resfriado a 4° C por 72 horas a 180 rpm. O corpo de fundo foi removido 

com pipeta do Erlenmeyer e introduzido em tubos Falcon, e submetido a 3000 rpm 

por 10 minutos. A solução então passou pelo processo de purificação através da 

diálise (membrana com superfície de área 320,6 cm2), repetido em 3 tempos; e pós 

diálise (membrana com superfície de área 850 cm2), também repetido em 3 tempos. 

Em seguida, a solução resultante será levada ao liofilizador por 48 horas.  

3.5.2 Esterilização do NSA 
 

Foi exposto a uma carga de 11 kg de Óxido de Etileno, tempo de exposição 

das amostras ao gás de 10 horas, aeração 2 h com duas polegadas de nitrogênio. 

Previamente à esterilização, as amostras foram colocadas em grau cirúrgico, 

fornecidas pela própria empresa de esterilização, sendo seladas a quente. 

 

3.5.3 Discos de titânio 3D 
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 Foram impressos por SLS 14 corpos de prova cilíndricos (diâmetro de 10 e 

altura de 2 mm) programados para impressão com linhas distantes entre si em 100, 

200 e 300 microns, na empresa ByFusion de São Paulo, SP. Os corpos de prova 

foram avaliados por microscopia eletrônica de varredura (MEV) e espectrometria de 

raios-x por dispersão de energia (EDS), uma análise realizada por um equipamento 

acoplado ao microscópio eletrônico de varredura que permite fazer uma avaliação 

química qualitativa e semiquantitativa de amostras, no Centro de Microscopia 

Eletrônica do Paraná. 

Estes mesmos discos foram submetidos ao protocolo de tratamento de 

superfície da Empresa Sistema Kopp de Implantes Dentais, de Curitiba, PR. MEV e 

EDS foram realizados antes e depois do tratamento de superfície, e as imagens dos 

discos foram analisadas para obtenção de morfometria no ImageJ (National Institutes 

of Health, Richmond, EUA).  

A morfometria foi realizada por um único operador, de acordo com os seguintes 

parâmetros: número de poros visíveis, distância entre as linhas e área da porosidade, 

sendo esses valores aproximados visando apenas orientar e classificar os discos de 

titânio de acordo com valores obtidos pela espectroscopia de raios X por energia 

dispersiva (EDS), na UFPR, Curitiba, PR. 

 

3.5.4 Testes in vitro 
 
  Após as células atingirem uma confluência de 70% nas garrafas de cultivo, as 

células foram lavadas com PBS a 37º C, desaderidas quimicamente com tripsina e 

ressuspendidas em 1ml de meio de cultivo, uma pequena alíquota foi contada em 

Câmara de Neubauer e obteve-se 7 x 103 células, plaqueadas nos poços do 

experimento. Os testes in vitro foram realizados em placas de 24 poços (Greiner, 

Alemanha), com 900 microlitros de meio de cultivo por poço, em triplicata dupla.  O 

NSA foi preparado na proporção de 1g para 12 ml de PBS, de acordo com Sailing e 

Zielak (2019).  Os grupos foram divididos da seguinte forma:  

1) Grupo Controle (PDLSCs): as células foram plaqueadas e mantidas em meio de 

cultivo padrão. 

2) Grupo PDLSCs + NSA: as células foram plaqueadas, mantidas em meio de cultivo 

padrão e receberam uma quantidade de 100 microlitros de uma solução de NSA. 
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3) Grupo PDLSCs + Discos de Titânio 3D: as células foram plaqueadas e mantidas 

em meio de cultivo padrão. 

Todos os grupos receberam um inserto (transwell) de 33,6 mm2, submersos em 

meio de cultivo. 

 

3.5.5 Viabilidade e proliferação celular – Alamar Blue 
 

As células (7 x 103) foram plaqueadas, em placa de 24 poços e suplementado 

com 600μL de meio (DMEM low glucose (GIBCO), suplementado com 10% Soro Fetal 

Bovino (GIBCO- Grand Island, NY USA), 2% de Penicilina 100IU/ml e Streptomicina 

de 100μg/ml (GIBCO), 1% de L.glutamina e 1% de Anfotericina (GIBCO). Após 24 

horas o biomaterial foi acondicionado na porção superior  do inserto  (ensaio à 

distância). Transwell - 24 poços com 12 insertos contendo membrana de policarbonato 

6,5mm, com poros de 3ìm  (COSTAR CORNING - NY - USA). Simultaneamente  a 

este foi trocado o meio de cultura,  colocando uma proporção de 10% AlamarBlueTM 

(INVITROGEN-USA). Segundo recomendações do fabricante, e de acordo com 

metodologia previamente descrita (RAD et al., 2013; REN et al., 2016), a placa foi 

deixada na incubadora no escuro a 37° C sob 5% de CO2. Após 24 horas deu-se o 

início as leituras no espectrofotômetro (INFINITE M200-TECAN), o qual a 

fluorescência foi lida no comprimento de onda de 580nm. Foram lidos os tempos de 

1,2,3,4,5,6 e 7 dias. 

 

3.5.6 Microscopia eletrônica de varredura e ImunocitoquÍmica- Microspcopia 
Confocal  

 
A análise por MEV foi realizada aos 7 dias após o plaqueamento dos 3 grupos 

estudados para análise morfológica e ultraestrutural das células que foram fixadas 

com solução de Karnovsky por 1 hora e lavadas duas vezes com tampão cacodilato 

de sódio 0,1 M pH 7,4 e depois foram submetidas à sequência de desidratação em 

álcool (30%,50%, 70%, 90% e 2 X 100%), por 10 minutos em cada concentração  e 

levadas ao ponto crítico (CPD 010 Critical Point Dryer, Balzers,  Baltec, Liechtenstein), 

seguidos de microanálise de Raio X (EDS, Microscópio Tescan Vega III, Brno, 

República Tcheca). Posteriormente, as células foram levadas à metalização em ouro 
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(SCD 030- Balzers) e analisadas no microscópio eletrônico de varredura (TESCAN 

VEJA 3 LMU) no Centro de Microscopia Eletrônica da Universidade Federal do 

Paraná.  

Para análise morfológica e ultraestrutural das 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 com tampão 

cacodilato de sódio 0,1 M pH 7,4 e desidratadas com etanol (30, 50, 70, 90 e 2 vezes 

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

submetidas ao ponto crítico (CPD 010 Critical Point Dryer 030 – Balzers) e metalização 

com ouro (SCD 030 – Balzers), e analisadas no microscópio eletrônico de varredura 

(TESCAN VEGA 3 LMU).  

 Mantendo o mesmo desenho experimental, as células foram  fixadas em 

solução de paraformaldeído 2% (paraformaldeído 20% em ampola da Ladd Research 

Industries, Burlington, VT, USA) em PBS por 30 min à temperatura ambiente. A seguir 

as células foram lavadas com PBS. Bloqueamos os radicais (aldeídos) com glicina 

(0,1% em PBS) por 2 min (MERCK, Darmstadt, Alemanha). As amostras foram 

novamente lavadas com solução de PBS e 0,01% de saponina (Sigma Aldrich) por 30 

minutos.   

 Para a detecção dos microfilamentos de actina, empregamos  ActinGreen TM 

488 (Invitrogen, EUA) , na solução de PBS e 0,01% de saponina por 40 min sob 

agitação.  Posteriormente realizou   lavagem em PBS,  mergulhadas rapidamente em 

água bidestilada e montadas em lâminas (Glass Técnica - Brasil) com meio de 

montagem Vectashield com DAPI,  para detecção do núcleo celular (Vector, EUA). 

Posteriormente as lâminas (EMS-Electron Microscopy Science, Washington, PA, 

USA) foram vedadas com esmalte isento de formol, mantidas a 4 graus com  restrição 

de luz até a leitura no microscópio confocal radiance 2100 da Bio Rad (Bio Rad 

Hercules, Richmond, CA, EUA).  

 

3.5.7 Análise estatística 
Os dados utilizados para os diferentes ensaios de Alamar Blue para viabilidade 

celular, citotoxicidade e proliferação celular foram analisados estatisticamente por 

ANOVA 2 fatores, separaram-se as amostras em 2 grupos no fator dia, contagem 

células até dia 4, inclusive, e contagem células dia 5 em diante.  Usamos 18 amostras 

no grupo menor (≥5 dias após plaqueamento), logo, amostraram-se aleatoriamente 
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os outros grupos. Calculou-se também equação de ajuste de tendências de 

crescimento da florescência de cada grupo diariamente por 7 dias. 

 

3.6 RESULTADOS  
 
3.6.1 Avaliação dos discos de titânio 3D por MEV e EDS 
 

Após imagens obtidas pela Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV), as 

pastilhas de titânio foram inseridas e analisadas no software ImageJ, o qual foi 

utilizado para realizar a avaliação ultra-estrutural dos biomateriais, assim como mostra 

a Tabela 1. Em seguida, os valores captados pela espectroscopia por energia 

dispersiva (EDS) foram inseridos na Tabela 2, com o objetivo de avaliar a morfologia 

específica de cada material e em consonância com os dados da Tabela 1.  

 

A análise por MEV antes do tratamento de superfície mostrou que a distância 

média variou de 65,0 237,0 μm, em um panorama que era esperado de 100 a 300 μm 

durante a produção dos discos 3D e a porosidade não pode ser verificada em alguns 

corpos de prova pois os poros estavam obliterados como observados nas Figuras 

3,4,5,6 e 7, impedindo a contagem pelo operador.  A área média de porosidade variou 

de 0,06 a 0,55 mm2, sendo as áreas maiores referentes às que tinham maior distância 

entre as linhas de titânio.   

Antes do tratamento os teores de Titânio variaram de 76,7 a 80,6%, com 

coeficiente de variação (CV) baixo, da ordem de 1,521.  Oxigênio teve uma média de 

8,17% com CV= 10,6%, Carbono teve média de 4,9% e CV=6,98, Alumínio teve média 

de 4,4% e CV=5,86, Vanádio teve média de 3,69% e CV= 4,28 e Silício teve média de 

0,1% e Ferro e Sódio apareceram em apenas 2 corpos de prova no caso do Silício e 

1 corpo de prova no caso do Ferro.  Silício no caso seriam contaminações pois a liga 

contém apenas Titânio, Alumínio e Vanádio, com oxigênio formando o óxido de titânio 

na superfície. 
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Tabela 1 - Avaliação ultra-estrutural dos corpos de prova por Microscopia Eletrônica de Varredura 
(MEV) antes do tratamento de superfície. 

 

Fonte: Elaborado pelo autor, 2022. 
 
 
Tabela 2 - Avaliação ultra-estrutural dos corpos de prova por EDS antes do tratamento de superfície. 
 

 
Fonte: Elaborado pelo autor, 2022. 

O mesmo procedimento foi realizado após o tratamento de superfície com 

imagens obtidas pela Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV), as pastilhas de 

titânio foram inseridas e analisadas no software ImageJ, o qual foi utilizado para 

realizar a avaliação ultra-estrutural dos biomateriais, assim como mostra a Tabela 3. 

Em seguida, os valores capturados pela espectroscopia por energia dispersiva (EDS) 

foram inseridos na Tabela 4, como objetivo de avaliar a morfologia específica de cada 
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material e em consonância com os dados da primeira tabela, chegar e relações e 

conclusões parciais com base nos dados obtidos.  

 

Analisando a Tabela 3 após o tratamento de superfície a distância entre as linhas 

aumentou de 65,0 237,0 μm para 83 a 293μm, a área média passou de 0,06 a 0,55 

mm2 para 0,06 a 0,055 mm2, e a porosidade pode ser observada pelo operador em 

todos os campos de prova.  

Tabela 3 - Avaliação ultra-estrutural dos corpos de prova por Microscopia Eletrônica de 
Varredura (MEV) após o tratamento de superfície. 

 

     Fonte: Elaborado pelo autor, 2022. 
 

Na Tabela 4 podemos avaliar que os teores de titânio tiveram uma elevação para 

uma média de 86,01% e CV=2,03.  O Oxigênio caiu para 3,58%, Carbono caiu de uma 

média de 4,9 para 1,8%, o Alumínio subiu de 4,4 para 4,7% e o Vanádio subiu de 3,69 

para 3,9% e o silício apareceu em apenas um corpo de prova com uma concentração 

mínima de 0,1% e o Ferro e o Sódio não foram detectados. 
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Tabela 4- Avaliação ultra-estrutural dos corpos de prova por EDS após o tratamento de superfície. 
 

 
Fonte: Elaborado pelo autor, 2022. 
 
Em um primeiro momento, a porosidade foi calculada de acordo com o número de 

poros não obliterados e visíveis, e não em micrômeros.  Como se pode verificar na 

Figura 1, a foto em MEV de 60x e na Figura 2 com 200x antes do tratamento já mostra 

alta porosidade e o Disco 10 apresentado nas Figuras 3, 4 , com aumentos de 60 e  

200x, respectivamente, mostra a obliteração dos poros em um disco com espaço 

menor entre as linhas. 

  
Figura 1 – Disco 1 em aumento de 60x mostrando alta porosidade. 

                            Fonte: Elaborado pelo autor, 2022. 
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Figura 2 – Disco 1 em aumento de 200x mostrando alta porosidade. 

                           Fonte: Elaborado pelo autor, 2022. 
 
   

 
Figura 3 – Disco 10 em aumento de 60x mostrando baixa porosidade. 

                          Fonte: Elaborado pelo autor, 2022. 
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Figura 4 – Disco 10 em aumento de 200x mostrando a obliteração dos poros 

        Fonte: Elaborado pelo autor, 2022. 
 
 

A Figura 5 mostra o corpo de prova 1 antes e depois do tratamento mostrando a 
limpeza de contaminantes e uma desobliteração dos poros em diversos aumentos, 
restando apenas as linhas da liga de titânio. 
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Figura 5 - MEV dos corpos de prova. A) MEV do corpo de prova 1 antes do tratamento de superfície 
(aumento de 60x). B) MEV do corpo de prova 1 antes do tratamento de superfície (aumento de 200x). 
C) MEV do corpo de prova 1 antes do tratamento de superfície (aumento de 1000x) D) MEV do corpo 
de prova 1 após tratamento de superfície (aumento de 60x) E) MEV do corpo de prova 1 após 
tratamento de superfície (aumento de 200x) F) MEV do corpo de prova 1 após tratamento de 
superfície (aumento de 1000x). 
Fonte: Elaborado pelo autor, 2022. 
 

A Figura 6 mostra a comparação dos corpos de prova 2, 6 e 11, com diferentes 

distâncias entre as linhas antes e depois do tratamento de superfície também 

mostrando a limpeza de contaminantes e uma desobliteração dos poros em diversos 
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aumentos, restando apenas as linhas da liga de titânio. 

 
Figura 6- MEV dos corpos de prova antes e após tratamento de superfície, onde (A), (B) e (C) representam 
os corpos de prova 2, 6 e 11, com linhas distantes entre si em 300, 200 e 100 microns respectivamente, 
visualizados em aumento de 200x. (D), (E) e (F) representam os mesmos corpos de prova após o tratamento  
de superfície. 
Fonte: Elaborado pelo autor, 2022. 
 
 

As Figuras 7 e 8, com aumento de 1000x mostra o campo de prova 2, antes e 

depois do tratamento, respectivamente, mostrando em detalhes a remoção quase 

total dos contaminantes que antes obliteravam os poros. 
 
 

  
Figura 7- MEV corpo de prova 2, com aumento em 1000x antes do Processamento. 

              Fonte: Elaborado pelo autor, 2022. 
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Figura 8- MEV corpo de prova 2, com aumento em 1000x depois do Processamento 

              Fonte: Elaborado pelo autor, 2022. 
 

Nota-se a eliminação dos resíduos contaminantes nos corpos de prova (Figura 

8), tornando a superfície mais uniforme, porém mantendo micro-irregularidades o que 

possibilitou realizar por uma segunda vez a análise ultra-estrutural dos discos, 

compartilhados na Tabela 3 e 4. 

 

3.6.2 Avaliação de viabilidade e proliferação celular – Alamar Blue 
 As fluorescências médias de 3 repetições de duas duplicatas biológicas 

medidas diariamente após o plaqueamento, pelo método do Alamar Blue pode ser 

acompanhada pela Tabela 5 e a Figura 9 ilustrada por gráfico.   

 

Tabela 5. Fluorescências médias de 3 repetições de duas duplicatas biológicas 

medidas diariamente após o plaqueamento, pelo método do Alamar Blue. 

                

Grupo Dias após o plaqueamento  
1 2 3 4 5 6 7  

cell   5325,8 18864,0 32469,8 32469,8 32430,0 40953,0 55637,0  
cell + Ti  4439,7 15512,3 25746,0 25746,0 32991,5 37678,8 65141,5  
cell + NSA 5118,7 17830,0 29892,5 29892,5 39878,0 43799,7 65526,4  

Fonte: Elaborado pelo autor, 2022. 
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Figura 9 – Média da fluorescência (nm) diária por grupo.  Fonte: Elaborado pelo 

autor, 2022. 

O grupo Células começou com fluorescência superior aos grupos Cel + Ti e Cel 

+ NSA e seguiu assim até o quarto dia.  No quinto dia   o grupo com apenas células 

se equiparou com o Células + Ti e foi superado pelo grupo Células + Seabone que foi 

superior até o sétimo dia.  No sexto dia novamente o grupo com apenas células se 

equiparou com o Células + Ti.  No sétimo, os grupos Célula + Ti e Célula + Seabone 

se equipararam e foram superiores ao grupo apenas com células. 

 

É notável o crescimento logarítmico do número de células para cada grupo, 

estabilizando a partir do 5º dia e aparentemente não há diferença no crescimento entre 

os grupos. 

 

Usando a média da fluorescência da Tabela 5 e a equação abaixo se calculou 

a taxa de crescimento das células medidas pela fluorescência pelo método do Alamar 

Blue para produzir a Tabela 6.  
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Tabela 6. Taxa de crescimento da Fluorescência medida diariamente após o 

plaqueamento, pelo método do Alamar Blue. 

  Taxa de crescimento 
Dias Cell Cell + Ti Cell + NSA 
1 > 2 2,54 2,49 2,48 
2 > 3 0,72 0,66 0,68 
3 > 4 0,18 0,23 0,21 
4 > 5 0,01 0,04 0,10 
5 > 6 0,05 0,14 0,10 
6 > 7 -0,04 0,04 0,01 

Fonte: O autor, 2022. 

 

 

E usando-se a equação abaixo foram ajustadas as curvas de tendência, obtendo-se 

a Tabela 7. 

 

 
 

 

Tabela 7 – Equação de ajuste para cada grupo 

 GRUPO R² EQUAÇÃO 
cells 0,93 y = 19009ln(x) + 7444,5 
cells + Ti 0,99 y = 18360ln(x) + 4355,7 
cells +NSA 0,97 y = 19985ln(x) + 5756,1 
  
Fonte: Elaborado pelo autor, 2022.  

 

 

O termo que multiplica o ln(x) (beta_1) é o que indica o quão rápido a função 

irá crescer e o termo independente (beta_2) dá a noção da contagem inicial, sem 

nenhum crescimento logarítmico ainda. Assim poder-se-ia dizer que todos 

apresentam fator de multiplicação parelho (beta_1) e que o grupo cells começou com 

mais células do que os demais (beta_2 maior).   
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Todos os ajustes estão com R² >= 0,8, sendo boas aproximações e as 

equações dos ajustes encontrados podem ser usados para prever e analisar o 

comportamento de cada grupo, por exemplo o tempo, quanto tempo cada um leva 

para estabilizar o crescimento no número de células. 

 

O objetivo da aplicação ANOVA é realizar o teste estatístico para verificar se 

há diferença entre a distribuição de uma medida entre três ou mais grupos.  Para tal, 

a amostra nesta pesquisa foi dividida em 3 grupos: células, células + Ti e Células + 

NSA em 2 agrupamentos de tempo: <=4 dias e >=5 dias. Como havia 18 amostras no 

grupo menor (>=5 dias) se mostraram aleatoriamente 18 amostras para o 

agrupamento de tempo <=4 dias, que tinha originalmente 24 amostras. Com os dados 

assim estruturados realizou-se a ANOVA de dois fatores (tempo de plaqueamento e 

tipo de substrato) para verificação de qual fator mais influencia a variável resposta, a 

fluorescência. A Tabela 8, a seguir, mostra o resultado da ANOVA, e a sua conclusão 

dá pela análise do valor-P: se este for menor que o nível de significância adotado 

(0,05), significa que o fator influencia o crescimento das células. 

 

Tabela 8 - Tabela - Resultados da Anova: fator duplo com repetição  

RESUMO cell cell + Ti cell + NSA Total   
<=4           

Contagem 18 18 18 54   
Soma 403441 371433 420709 1195583   
Média 22413,39 20635,17 23372,7222 22140,43   
Variância 1,76E+08 2,05E+08 151317887 1,72E+08   
       
>=5           

Contagem 18 18 18 54   
Soma 714307 658193 766184 2138684   
Média 39683,72 36566,28 42565,7778 39605,26   
Variância 76793222 47901033 14482058,7 50756784   
       
Total          

Contagem 36 36 36    

Soma 1117748 1029626 1186893    

Média 31048,56 28600,72 32969,25    

Variância 1,99E+08 1,88E+08 175255986    
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ANOVA       
Fonte da variação SQ gl MQ F valor-P F crítico 

Tempo 8,24E+09 1 8235550891 73,66784 1,09391E-13 3,9342534 
Substratos 3,45E+08 2 172589941 1,543835 0,218508851 3,085465 
Interações 48391975 2 24195987,7 0,216436 0,805753346 3,085465 
Dentro 1,14E+10 102 111793028    
       
Total 2E+10 107         

Fonte: Elaborado pelo autor, 2022. 
 
Há evidência estatística, estabelecendo-se um nível de significância de 0,05, 

de que a contagem de células varia de acordo com os dias desde o plaqueamento 

(valor-P <0,05), mas não varia conforme o substrato e não existe interação entre estes 

fatores. 

 

Em outras palavras, com 5% de significância estatística podemos afirmar que 

os dias desde o plaqueamento condicionam a variação da contagem de células. 

 

Estes resultados são iniciais, naturalmente a pesquisa pode ser refeita para 

uma amostragem maior de indivíduos, mas indicam que há uma possível influência 

de um dos fatores analisados sobre a variável resposta. 
 

3.6.3 MEV Microscopia eletrônica de varredura - MEV e Imunocitoquimica- 
Microscopia Confocal. 
 
 Através da MEV foi possível verificar que as células semeadas estão em cultivo 

padrão estão espraiadas.  As células com contornos bem definidos devido à 

incorporação de partículas minerais no grupo com NSA e também células espraiadas 

semeadas sobre titânio. 
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Figura 10– Grupo de Células com aumento de 500x (esquerda) e 2000 x (direita).  

Fonte: Elaborado pelo autor, 2022. 

 

 
Figura 11 – Grupo de Células + NSA com aumento de 500x (esquerda) e 2000 x 

(direita).  Fonte: Elaborado pelo autor, 2022. 
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Figura 12 – Grupo de Células + Ti com aumento de 500x (esquerda) e 2000 x (direita).  
Fonte: Elaborado pelo autor, 2022. 
  

 
Aproveitamos a oportunidade da microscopia eletrônica e analisamos também 

os discos de titânio que receberam as células e observou-se que as células não 

ficaram aderidas à malha de titânio e, como os poços com titânio apresentaram 

fluorescência do Alamar Blue indicando proliferação celular, pode-se inferir que as 

células passaram pela malha e se depositaram no fundo dos poços de plaqueamento, 

como pode ser observado na Figura 13. 

 
Figura 13 - Disco de MSC titânio que foi usado nos poços preparados para MEV de 

células + titânio. Fonte: Elaborado pelo autor (2022). 

 



58 
 

 

A análise das imagens imunocitoquímicas estão na figura 14. No Grupo 

Controle se vê células aderidas, com morfologia filiforme, corpo celular alongado e 

células justapostas. Intensa marcação do citoesqueleto de actina (microfilamentos) 

compreendendo todo volume celular (corpo celular). Núcleo acompanhando 

morfologia celular central. Células apresentam inibição de contato estando lado a lado, 

sem sobreposição celular. Em B (PDLSC exposta ao NSA) vê-se que as células 

mantêm adesão e espraiamento celular. Fica evidente uma diminuição de marcação 

dos microfilamentos de actina, os quais compreendem toda expansão do volume 

citoplasmático (corpo celular). Podemos observar que as células mesmo mantendo 

morfologia filiforme, há nítida diminuição do volume celular, expansão do corpo 

celular, pela menor intensidade de marcação dos microfilamentos. Pode-se observar 

que o núcleo destas células estão bem mais evidentes, estando estes mais esféricos 

e maiores, em decorrência da diminuição da expansão do corpo celular. A correção 

núcleo/citoplasma se fez nitidamente alterada. O núcleo ocupa maior volume celular, 

em decorrência da menor expansão do corpo celular. Células apresentam áreas de 

justaposição,  com sobreposição. Bem como áreas de subconfluência,  mantendo 

espaços intercelular. Na imagem C (PDLSC expostas aos discos de titânio) observa-

se células aderidas, espraiadas, justapostas. Pela imagem do núcleo celular, existem 

2 populações distintas, as quais apresentam distinta  morfologia  celular. Vê-se uma 

população mantendo padrão morfológico semelhante ao observado para  as células 

controles, células filiforme, núcleo mantendo mesma morfologia celular, células 

aderidas, espraiadas, justapostas, com intensa marcação dos microfilamentos de 

actina ocupando todo volume celular, estando estas predominantemente na porção 

esquerda para central da imagem. De forma evidente se observa outro padrão 

morfológico de células, predominante no centro da imagem e ocupando porção para 

direita desta . Observa-se células com núcleo morfologicamente mais esféricos de 

maior tamanho. Núcleo central, de morfologia mais esférica. Podemos observar que 

estas apresentam o núcleo mais evidente, há pouca marcação dos microfilamentos 

de actina, portanto, menor expansão do corpo celular. Fica evidente um maior número 

de células neste cultivo celular, estas estão em maior número, bem como apresentam 

justaposição, mas também sobreposição celular. Estas apresentam empilhamento 

celular. 
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Figura 14 -   Imagem imunocitoquimica em microscopia confocal com aumento de 40x, 

7 dias após o plaqueamento.  (A) células-tronco do ligamento periodontal humano 

(PDLSC); (B) PDLSC expostas ao Nácar Solúvel em Água - NSA; (C) PDLSC 

expostas a discos de titânio 3D. Fonte: Elaborado pelo autor (2022). 
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3.7 DISCUSSÃO 
 

Atualmente os implantes dentários são produzidos em titânio puro (CP-Ti grau 

4) ou de uma liga de titânio Ti-6Al-4V  ELI (do inglês extra low interstitial) (MISCH et 

al., 2008 ELIAS et al., 2008) escolha baseada nas propriedades de biocompatibilidade 

e resistência à corrosão, graças ao óxido presente em sua superfícies (TiO2) (ELIAS 

et al., 2008 FLECK et al.,2010). A liga Ti-6Al-4V-ELI (apresenta duas fases (α e β) que 

tem Al e V na sua composição com o objetivo de tornar o titânio puro passível de 

tratamentos térmicos para torná-lo mais compatível com as características ósseas 

(APARÍCIO et al. 2003). Após o tratamento de superfície o teor médio de Ti foi de 

86%, de Al foi de 4,7% e de V foi de 3,9%, com 3,58% de oxigênio, provavelmente do 

TiO2 formado nas superfícies das linhas de liga, correspondendo às características 

desta liga apresentadas na literatura. 

 

O processo que traz sucesso à instalação dos implantes é a “osseointegração”, 

originalmente descrito por Branemark em 1952. A osseointegração só é possível 

graças ao princípio da ancoragem desenvolvido, e que se realiza através de dois 

principais parâmetros. O primeiro é a característica macroscópica do implante, ou 

seja, seu desenho e formato, o qual permite a estabilidade primária necessária para 

que o processo biológico de osseointegração ocorra (ABUHUSSEIN et al., 2010), o 

segundo parâmetro, que será levado em consideração neste estudo para análise dos 

discos de titânio e das futuras próteses customizadas, são as características 

microscópicas da superfície do implante (SHEMTOV-YONA et al., 2015). 

 

O tratamento da superfície do biomaterial permite uma ligação mecânica mais 

firme aos tecidos circundantes por aumentar a área de superfície ativa (JAVED et al., 

2013), além disso, a topografia da superfície garante uma ancoragem óssea mais 

rápida e forte, conferindo uma melhor estabilidade durante o processo de cicatrização, 

o que permite a utilização de cargas imediatas sobre o implante (WENNERBERG et 

al., 2009), e no caso, sobre as próteses customizadas.  

 

Atualmente são encontrados diversos os protocolos de tratamento das 

superfícies, variando por marca e empresas, a fim de que cada uma atinja o grau 

desejado de rugosidade, são seis as mais empregadas pelas empresas: as-usined, 
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plasma spray ou laser peening, ataque ácido, jato de areia seguido de ataque ácido, 

anodização e revestimento biomimético (WENNERBERG et al., 2010). O ataque ácido 

usado solo ou após o jateamento (SLA) demonstra um aumento de osso novo sobre 

a superfície dos implantes.   

Para o presente estudo, os discos de titânio foram passados pelo protocolo de 

tratamento de superfície da empresa Kopp Sistema de Implante Dental® e ao final, 

como demonstrado nas fotografias de MEV com 1000x observa-se nas imagens que 

as esferas de titânio não fusionadas à estrutura principal do disco foram totalmente 

removidas, tornando a superfície mais lisa e uniforme. Apesar disso, a superfície 

inerente aos discos permaneceu com micro-irregularidades. 

Wieland et al. (1999) destacam a perfilometria a laser e a MEV-stereo como as 

melhores opções para análise de superfície, porque eles atendem ao nível 

dimensional (lateral e vertical) e porque são técnicas que não destroem a superfície e 

também mostram propriedades favoráveis à integração óssea, como contaminantes e 

fissuras e rachaduras.  A sonda EDS foi usada pois caracteriza a superfícies do 

material com técnica de análise múltipla com sensibilidade para detectar elementos 

de número atômico baixo com análise de até 5 µm de profundidade (DAVIES, 1999). 

 

 Uma série de reações químicas ocorrem após a instalação de um implante ou 

arcabouço de titânio sobre sua superfície já que o implante fica exposto a vários íons, 

moléculas orgânicas e células que interagem e reagem com a superfície 

(ELLIGENGSEN, 2000).  Segundo Steinemann et al. (1998) a contaminação com ferro 

e cloro devem ser evitados na fabricação e manuseio de ligas de titânio pois eles 

induzem a formação de buracos e fissuras do material. Orzini et al. (2000) realizaram 

uma série de análises da superfície de implantes de titânio maquinados e jateados e 

condicionados com ácido (SLA) que apresentaram ausência de efeitos citotóxicos 

devido à ausência de alumínio na superfície.   

 Nos discos de titânio que usamos como corpos de prova a contaminação de 

Fe, Si e Na foram baixas e diminuíram a quase zero após o tratamento de superfície, 

chegando os teores de Ti, Va e Al similares ao da liga teórica original. 
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Para Caplan (2009) as MSCs, possuem funções de manutenção e renovação 

dos tecidos mesenquimais adultos, além de suas excepcionais atividades como 

secretoras de centenas de milhares de substâncias sinalizadoras ainda não 

completamente conhecidas e estudadas. As MSCs humanas, isoladas de fontes tal 

qual células-tronco mesenquimais humanas extraídas de ligamento periodontal 

(PDLSC) de doadores saudáveis surgem como um modelo mais próximo à realidade 

clínica para se testar novas técnicas e produtos, antes dos testes em animais ou 

ensaios clínicos. O uso destas células também ajuda os pesquisadores e empresas 

produtoras de biomateriais e órgãos reguladores a entender melhor a função de cada 

produto de forma isolada e também utilizado em associação. A análise da 

viabilidade/citotoxicidade e proliferação das células-tronco mesenquimais humanas, 

obtidas a partir da coleta de tecidos de um doador saudável, na presença de NSA e 

discos de titânio 3D foi o objetivo deste estudo. 

 

Abuarqoub et al (2020) utilizaram o MTT como método de avaliação da 

citotoxicidade de diferentes concentrações de biomaterial em culturas de MSCs 

oriundas do ligamento periodontal. Dahake et al., (2019) utilizaram o MTT para avaliar 

a citotoxicidade de três biomateriais com potencial osteoindutivo, porém, realizaram a 

análise em apenas 1 tempo (7 dias) em contato com SHEDs. Neste trabalho optou-se 

pelo tempo de 1 a 7 dias com o objetivo de mapear se existiria ou não uma ação tóxica 

do biomaterial estudado e se esta citotoxicidade se modifica ao longo das horas, 

aproveitando-se que o método do Alamar Blue permite leituras sem danos às células. 

Os resultados obtidos neste trabalho apontam para a baixa toxicidade do NSA e dos 

discos de titânio 3D para células-tronco mesenquimais humanas extraídas de 

ligamento periodontal (PDLSC) nos tempos analisados.  Estes resultados estão 

alinhados com diferentes estudos como os descritos por Yamada et al., 2003; 

Lendeckel et al., 2004; Ratnayake e Currie, 2017, assim como no estudo proposto por 

Amaral (2006) os quais investigaram as características morfológicas das células-

troncos mesenquimais e sua capacidade de diferenciação. 

 

  Naz et al. (2019) e Nakajima et al. (2019) ressaltam uma necessidade da 

utilização de protocolos padronizados e adequado para este tipo de avaliações a fim 

de cumprir com os requisitos necessários ao processo de biocompatibilidade (Sanada 

et al., 2003; Rosa et al., 2000). Neste estudo, o protocolo de uso do Alamar Blue 
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mostrou-se viável para ser usado em pesquisas e protocolos futuros que necessitem 

manter as células vivas durante o ensaio, um impacto dos mais importantes deste 

estudo.  Estatisticamente houve um crescimento mais rápido da fluorescência e, por 

conseguinte da proliferação, até o quarto dia e a velocidade diminuiu do quinto ao 

sétimo, porém, ainda apresentava crescimento, o que indica que o estudo poderia ser 

estendido por mais tempo, porém, a necessidade de uso de mais meio de cultivo 

esbarra na questão metodológica de perda do AlamarBlue metabolizado, criando-se 

um desvio na leitura da fluorescência no sobrenadante.  

 

 Para trabalhos futuros, objetiva-se continuar o que esse estudo começou, 

aprimorando-se os estudo in vitro e posteriormente in vivo, visando um novo conceito 

das próteses customizadas em titânio, associadas à tecnologias celulares capazes de 

acelerar os processos fisiológicos de osseointegração como por exemplo ao se 

associar o uso de NSA. 
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3.8. CONCLUSÕES 

Os discos de titânio 3D sinterizados por empresa brasileira conseguiram 

reproduzir as mesmas características de malha, porosidade e micro-irregularidades, 

descritos na literatura como os melhores materiais para indução óssea. 

 

As células-tronco mesenquimais humanas, PDLSCs, têm comportamento 

semelhante quando isoladas ou quando acompanhadas por NSA e discos de titânio 

3D, quando analisadas por 7 dias, sendo, entretanto, influenciadas pelo tempo após 

o plaqueamento, com maior velocidade nos primeiros 4 dias e menor nos 3 últimos 

dias.  

O método do Alamar Blue mostrou-se viável para avaliar a viabilidade e 

proliferação de células-tronco mesenquimais humanas em presença de NSA e discos 

de titânio 3D. 
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