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RESUMO 

O objetivo do presente estudo foi investigar a possível capacidade de indução de 

mineralização e a bioatividade de um cimento de silicato de cálcio (TSC) associado ao óxido de 

zircônio (Zr2O) ou ao óxido de nióbio (Nb2O5), utilizados como radiopacificadores. Os materiais 

foram manipulados e inseridos em tubos de dentina; os animais foram anestesiados e os tubos 

foram implantados no tecido subcutâneo dos ratos, preenchidos com MTA, TSC+ZrO2, 

TSC+Nb3O5. Após 7 e 60 dias, as cápsulas foram usadas para investigar a expressão gênica da 

fosfatase alcalina (Alpl), osterix (Sp7) e osteocalcina (Bglap). Por outro lado, os tubos de dentina 

foram removidos e submetidos ao processamento para análise da superfície e da interface 

dentina/cimento em microscopia eletrônica de varredura (MEV). Todos os dados obtidos foram 

submetidos ao two-way ANOVA e ao teste de Tukey (p≤0,05). Os resultados mostraram que a 

expressão gênica de fosfatase alcalina (Alpl), osteocalcina (Bglap) e osterix (Sp7) ocorreu nas 

cápsulas adjacentes aos implantes de todos os grupos após 7 dias. Aos 60 dias, houve somente a 

expressão dos genes da fosfatase alcalina e da osteocalcina. A análise por MEV evidenciou nos 

materiais foi observada a presença de uma camada mineralizada na interface dentina/material. 

Diante disso, pode-se concluir que os materiais apresentam bioatividade uma vez que induzem a 

expressão de fosfatase alcalina e osteocalcina, proteínas relacionadas à mineralização, na cápsula 

adjacente aos implantes e promovem a formação de hidroxiapatita em sua superfície.  

 

Palavras-chave: Mineral Trioxido Agregado. Silicato de cálcio. Expressão Gênica. 
Bioatividade 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

ABSTRACT 

 

The objective of the present study was to investigate the possible mineralization and 

bioactivity induction of a calcium silicate cement (TSC) associated with zirconium oxide (Zr2O) 

or niobium oxide (Nb2O5), used as radiopacifiers. The materials were manipulated and inserted 

in dentin tubes; the animals were anesthetized and the tubes were implanted into rat subcutaneous 

tissue, filled with MTA, TSC + ZrO2, TSC + Nb3O5. After 7 and 60 days, the capsules were 

used to investigate the gene expression of alkaline phosphatase (Alpl), osterix (Sp7) and 

osteocalcin (Bglap). On the other hand, the dentine tubes were removed and submitted to 

processing for surface analysis and dentin / cement interface in scanning electron microscopy 

(SEM). All data were submitted to two-way ANOVA and Tukey's test (p≤0.05). The results 

showed that the gene expression of alkaline phosphatase (Alpl), osteocalcin (Bglap) and osterix 

(Sp7) occurred in the capsules adjacent to the implants of all groups after 7 days. At 60 days, 

there was only expression of the alkaline phosphatase and osteocalcin genes. The analysis by 

MEV evidenced in the materials was observed the presence of a mineralized layer at the interface 

dentin / material. Thus, it can be concluded that the materials present bioactivity since they 

induce the expression of alkaline phosphatase and osteocalcin, mineralization-related proteins, in 

the capsule adjacent to the implants and promote the formation of hydroxyapatite on its surface. 

 

 

Keywords: Mineral Trioxide Aggregate; calcium silicate; gene expression; bioactivity 
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1. INTRODUÇÃO E REVISÃO DE LITERATURA 

O Mineral Trióxido Agregado (MTA) tem sido considerado o material de escolha no 

selamento das comunicações entre a cavidade pulpar e o periodonto (Lee et al., 1993; Parirokh, 

Torabinejad 2010) podendo ser utilizado, portanto, em várias situações clínicas, tais como, no 

preenchimento de cavidades retrogradas, no selamento de perfurações radiculares e como tampão 

apical em dentes com rizogênese incompleta (Parirokh, Torabinejad 2010).  

Uma das vantagens frequentemente atribuída ao MTA é sua biocompatibilidade quando 

comparado a outros produtos comercialmente disponíveis (Torabinejad et al., 1997; Silva et al., 

2011; Viola et al., 2012). Estudos in vivo mostraram que o MTA é capaz de induzir a formação 

de osso, dentina e cemento, favorecendo a reparação do periodonto (Torabinejad et al., 1997; 

Baek et al., 2005; Silva et al., 2011). Tem sido reportado que, em tecido subcutâneo de ratos, este 

material induz uma reação inflamatória moderada (Viola et al., 2012; Silva et al., 2015).  

Além disso, estudos têm sugerido que o MTA é um material bioativo por induzir a 

deposição de cristais com características semelhantes à apatita (Sarkar et al., 2005; Reyes-

Carmona et al., 2009; Reyes-Carmona et al., 2010; Dreger et al., 2012; Niu et al., 2014). Em 

contato com a dentina, o MTA promove um processo de biomineralização que ocasiona a 

formação de uma camada na interface dentina-MTA com estruturas semelhantes à tags (Reyes-

Carmona et al., 2009; Reyes-Carmona et al., 2010). A formação destes depósitos torna-se maior 

ao longo do tempo, resultando em uma camada maior e mais compacta (Reyes-Carmona et al., 

2010; Dreger et al., 2012).  

O MTA é essencialmente composto por um cimento à base de silicato de cálcio (SC), 

acrescido de óxido de bismuto (OB), utilizado como radiopacificador, em uma proporção de 4:1, 

respectivamente (Torabinejad, White 1995; Wucherpfennig, Green 1999; Estrela et al., 2000; 

Camilleri et al., 2005; Oliveira et al., 2007). A partir da constatação de que o MTA e o cimento 

Portland (CP), um cimento de silicato de cálcio, possuem composições semelhantes, estudos têm 

sido realizados comparando as propriedades físicas, químicas e biológicas destes materiais 

(Wucherpfennig, Green 1999; Estrela et al., 2000, Holland et al., 2001). Estrela et al. (2000) 

demonstraram que o MTA e o cimento Portland apresentam atividade antimicrobiana 

semelhantes. Além disso, estudos recentes reportaram que cimento Portland é um material 
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biocompatível, ou seja, não é genotóxico e não induz morte celular (Ribeiro et al., 2006); o 

cimento Portland não apresenta citotoxicidade e não permite o crescimento e adesão celular (Min 

et al., 2007). Este cimento também é capaz de estimular a formação de tecido mineralizado 

(Saidon et al., 2003) e, em tecido subcutâneo de ratos, provoca reação inflamatória suave, 

semelhante ao MTA (Holland et al., 2001; Viola et al., 2012). Embora haja claras evidências que 

o CP apresenta excelentes propriedades biológicas, tanto na resposta tecidual quanto celular, este 

material apresenta em sua composição alguns metais pesados (Schembri et al., 2010; Chang et 

al., 2010) o que impede seu uso na prática clínica. No entanto, o cimento Portland, devido à 

semelhança na composição química com o MTA, sua ampla disponibilidade e baixo custo vem 

sendo utilizado em testes iniciais para o estudo de novos radiopacificadores para cimentos à base 

de silicato de cálcio ou similares (Camilleri 2010; Duarte et al., 2012; Viapiana et al., 2014; Silva 

et al., 2014).  

O óxido de bismuto (Bi2O3) confere radiopacidade suficiente para o MTA ser distinguido 

das estruturas anatômicas adjacentes tais como dentina e osso alveolar (Tanomaru-Filho et al., 

2008), porém, em relação às demais propriedades físicas, químicas e biológicas, este 

radiopacificador vem sendo questionado. Há evidências de que o Bi2O3 interfere no mecanismo 

de hidratação do MTA (Camilleri, 2007), promovendo falhas na microestrutura do cimento 

Portland o que, consequentemente, aumenta a porosidade, resultando, portanto, em uma 

diminuição da resistência do produto (Coosmarawamy et al., 2007; Tanomaru-Filho et al., 2012). 

Vivan et al. (2010) demonstraram que o MTA-Angelus® e a associação do CP ao Bi2O3 

apresentam um percentual de solubilidade acima do recomendado para materiais retrobturadores 

(ANSI/ADA 1984) o que favorece a deterioração do material. Em relação à biocompatibilidade, 

tem sido comprovado que o óxido de bismuto interfere no crescimento celular (Camilleri et al., 

2004) e, em cultura de células pulpares humanas, aumenta a toxicidade do CP (Min et al., 2007).  

Assim, outros radiopacificadores com alto número atômico têm sido investigados para 

serem associados ao CP em substituição ao óxido de bismuto. Estudos demonstraram que a 

associação do óxido de zircônio (Zr2O) ao CP confere radiopacidade satisfatória (Bortoluzzi et 

al., 2009; Duarte et al., 2009; Duarte et al., 2012), acima do mínimo recomendado pela norma da 

ISO para materiais dentários (ISO, 2001). Há evidências também de que esta mistura fornece ao 

cimento Portland índices de liberação de cálcio e pH semelhantes ao do MTA-Angelus®; no 

entanto, a solubilidade do CP adicionado ao Zr2O é inferior a observada para este MTA (Duarte 
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et al., 2012), cujo agente radiopacificador é o óxido de bismuto. Além disso, a adição de 30% de 

óxido de zircônio ao CP parece não interferir no mecanismo de hidratação deste cimento, 

proporcionando a liberação de íons cálcio (Camilleri et al., 2011) e resultando em um material 

com propriedades físicas e químicas semelhantes ao ProRoot MTA® (Cuttajar et al., 2011). Em 

relação à biocompatibilidade, foi observado que o CP associado ao Zr2O não apresenta 

citotoxicidade sobre células do ligamento periodontal (Cornélio-Gomes et al., 2011).  

Estudo recente demonstrou que a adição de 30% de óxido de zircônio ao cimento 

Portland proporciona um material com propriedades físicas, químicas e biológicas satisfatórias. 

Quando comparado ao CP associado ao óxido de bismuto, a mistura CP+ Zr2O apresenta pH 

mais elevado e liberação de íons cálcio após 7, 14 e 28 dias e superior resistência a compressão. 

Além disso, a análise histológica e imuno-histoquímica para detecção de interleucina-6 da reação 

tecidual promovida pelo CP+ Zr2O, em tecido subcutâneo de ratos, demonstrou que este material 

induz um processo inflamatório de menor intensidade quando comparado ao CP+ Bi2O3 (Silva et 

al., 2014).  

O nióbio, por sua vez, tem sido utilizado na Odontologia em ligas de titânio de implantes 

osseointregados devido a sua excelente biocompatibilidade e resistência a corrosão e 

desintegração (Denry et al., 2005; Nickenig et al., 2012). Além disso, foi demonstrado que o 

nióbio tem a capacidade de promover a deposição de hidroxiapatita constituindo-se, portanto, em 

um material bioativo (Karlinsey et al., 2006). A utilização do óxido de nióbio (Nb2O5) como 

radiopacificador de materiais dentários vem sendo estudada (Leitune et al., 2013). A adição de 

Nb2O5 a um cimento endodôntico experimental confere propriedades físicas e químicas 

satisfatórias resultando em um aumento da radiopacidade e da microdureza (Leitune et al., 2013). 

Em relação à biocompatibilidade, o CP+Nb2O5 induz uma reação inflamatória suave no tecido 

subcutâneo de ratos e é capaz de promover a deposição de estruturas Von Kossa positivas na 

cápsula adjacente aos implantes, sugerindo que este material propicia a formação de estruturas 

calcificadas (Silva et al., 2015).  

Silva et al. (2015) estudaram a influência do Nb2O5 em algumas propriedades físicas, 

químicas e biológicas de um cimento de silicato de cálcio. Os autores observaram que esta 

associação resultou em um material com propriedades físicas e químicas satisfatórias, tais como, 

radiopacidade, tempo de presa, pH e liberação de íons cálcio. Além disso, foi verificado que o 

CP+Nb2O5 induz uma reação inflamatória suave no tecido subcutâneo de ratos e é capaz de 
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promover a deposição de estruturas Von Kossa positivas na cápsula adjacente aos implantes, 

sugerindo que este material propicia a formação de estruturas calcificadas. 

Para o desenvolvimento de novos materiais endodônticos, é etapa fundamental o estudo 

do comportamento biológico destes produtos. O implante em tecido subcutâneo de ratos tem sido 

amplamente utilizado para avaliar a resposta biológica provocada pelos diferentes materiais. 

Neste tipo de estudo, observa-se, inicialmente, uma agressão ao tecido conjuntivo adjacente aos 

implantes, caracterizada pela presença de diversas células inflamatórias. Estas células 

inflamatórias produzem e liberam diversos mediadores químicos, que são os moduladores da 

inflamação, tais como interleucina-1 (IL-1), IL-6, fator de necrose tumoral alfa (TNF-α) e 

prostaglandinas – PGE2. Já foi demonstrado que o MTA e que materiais contendo cimento 

Portland associado a diferentes radiopacificadores induzem a um processo inflamatório intenso, 

exibindo numerosas células imunomarcadas à IL-6, no subcutâneo de ratos, após 7 dias de 

implantação. No entanto, uma redução significante no número de células inflamatórias bem 

como no número de células IL-6 positivas foi verificada nas cápsulas após 15 dias de 

implantação no subcutâneo (Silva et al., 2014; Silva et al., 2015).  

Após a fase de remoção de partículas de material e restos celulares remanescentes da fase 

aguda do processo inflamatório, ocorre a fase de reparação do tecido conjuntivo. Nesta fase, 

acompanhado pela diminuição do processo inflamatório, há a liberação de vários mediadores 

químicos importantes à reparação como, por exemplo, os fatores de crescimento que estimulam a 

proliferação, a migração, a diferenciação e a atividade celular (Consolaro, 2009). Quando o osso 

estiver envolvido, uma das fases da reparação será a formação de um novo tecido mineralizado.  

A mineralização dos tecidos é um processo complexo que inclui diversos eventos 

celulares e a expressão e a interação de várias moléculas. A fosfatase alcalina é frequentemente 

utilizada como um marcador da atividade osteoblástica e dos seus precursores (Magnusson et al., 

1999; Garnero, Delmas, 1996; Bonucci, Nanci, 2001). Esta enzima desempenha papel 

fundamental durante o processo de mineralização dos tecidos sendo relacionada, entre outras 

atividades, à precipitação de fosfato de cálcio e à síntese de matriz óssea (Register et al., 1986). 

Assim, foi reportado que a fosfatase alcalina está associada com a formação de tecidos 

mineralizados, incluindo osso alveolar, dentina e esmalte (Hoshi et al. 1997; Goseki-Sone et al. 

1999; Hotton et al. 1999). Células semelhantes à odontoblastos (odontoblasts-like), diferenciadas 

a partir de células mesenquimais da polpa dentária, adjacentes à dentina terciária neoformada 
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exibiram também positividade à fosfatase alcalina (Tsukamoto-Tanaka et al. 2006). Outra 

proteína altamente expressa em tecidos mineralizados é a osteocalcina. Em tecido subcutâneo de 

ratos, osteocalcina e osteopontina, foram detectadas por imuno-histoquímica em fibroblastos na 

cápsula circundante ao MTA e ao CP no subcutâneo, principalmente, após 30 e 60 dias, 

sugerindo que estes materiais podem induzir as células mesenquimais a expressar fenótipo 

semelhante ao dos osteoblastos, contribuindo, portanto, no processo de reparação e 

mineralização dos tecidos (Viola, 2010; Viola et al., 2012). 

Apesar dos resultados satisfatórios encontrados com a utilização do cimento Portland 

como constituinte principal de materiais alternativos ao MTA em relação à propriedades físicas, 

químicas e biológicas, sabe-se que o CP, pode apresentar metais pesados em sua composição 

(Schembri et al., 2010). Estes metais, incluindo arsênio, cromo e chumbo, são incorporados 

durante a produção do cimento e podem ser prejudiciais ao organismo (Neville, 1981; 

Achternbosch et al., 2003). Assim, a busca por um cimento de silicato tricálcio puro, ou seja, 

livre de impurezas e metais pesados, vem sendo realizada.  

Estudos realizados com um cimento de silicato tricálcio sintetizado [(CaO)3.SiO2, Mineral 

Research Processing, Meyzieu, França] mostraram que este material é composto em 99% por 

(CaO)3.SiO2, apresenta pH alcalino (Camilleri, 2011) e uma maior bioatividade em comparação 

ao cimento Portland (Formosa et. al., 2012). Além disso, já foi verificado que este cimento de 

silicato tricálcio associado ao óxido de zircônio, como radiopacificador, demonstrou 

propriedades adequadas, tais como, solubilidade, radiopacidade, resistência à compressão, tempo 

de presa e microdureza (Grech et al., 2013). No entanto, até o momento, há poucos estudos sobre 

o comportamento biológico deste silicato tricálcio. 

Assim, com o objetivo de desenvolvimento de um novo material dentário, torna-se 

oportuno, um estudo que avalie a influência, no processo de mineralização, de cimentos 

experimentais de silicato de cálcio sintetizado associado ao óxido de zircônio ou ao óxido de 

nióbio, por meio da investigação da expressão gênica e da bioatividade no tecido subcutâneo de 

ratos. 
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2. OBJETIVO 

 O presente estudo teve por objetivo avaliar a atividade indutora de mineralização e a 

bioatividade de um cimento de silicato de cálcio associado ao óxido de zircônio e ao óxido de 

nióbio, comparando-os ao MTA-Angelus®. Assim, pretendia-se, especificamente, avaliar:  

A expressão gênica para fosfatase alcalina, osterix e osteocalcina na cápsula formada em 

resposta aos materiais implantados no tecido subcutâneo de ratos por meio do qPCR; 

 Se ocorre formação de estrutura mineralizada na interface dentina/material nos tubos 

preenchidos com os materiais e implantados no subcutâneo de ratos nos diferentes períodos. 
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3. JUSTIFICATIVA 

Sabe-se que o óxido de bismuto, um radiopacificador, prejudica algumas propriedades do 

MTA, inclusive a biocompatibilidade do produto. Já foi demonstrado que outros 

radiopacificadores, como o óxido de zircônio e o óxido de nióbio, induzem uma reação 

inflamatória mais suave no subcutâneo de ratos em comparação ao MTA-Angelus. 

Apesar dos resultados satisfatórios encontrados com a utilização do cimento Portland 

como constituinte principal de materiais alternativos ao MTA em relação à propriedades físicas, 

químicas e biológicas, sabe-se que o CP pode apresentar metais pesados em sua composição. 

Estes metais, incluindo arsênio, cromo e chumbo são incorporados durante a produção do 

cimento e podem ser prejudiciais ao organismo. Assim, a busca por um cimento de silicato 

tricálcio puro, ou seja, livre de impurezas e metais pesados, vem sendo realizada para o 

desenvolvimento de novos materiais dentários.  

Diante destas considerações, e tendo em vista que estes materiais, quando em contato 

com o tecido ósseo devem induzir a mineralização, torna-se oportuno, portanto, avaliar a 

atividade indutora de mineralização e a bioatividade de um cimento de silicato de cálcio 

associado ao óxido de zircônio e ao óxido de nióbio, comparando-os ao MTA comercialmente 

disponível. 

O caráter de desenvolvimento e inovação tecnológica se dá pelo estudo de um cimento 

experimental de silicato de cálcio (associado ao óxido de zircônio ou ao óxido de nióbio) inédito 

no mercado. A partir dos resultados obtidos, pretende-se aprofundar as pesquisas e desenvolver 

um novo material dentário com potencial para ser utilizado na prática clínica. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

O protocolo de pesquisa na experimentação animal foi submetido e aprovado pelo Comitê 

de Ética no Uso de Animais da Universidade Estadual Paulista, Brasil (CEUA nº 26/2010-

Faculdade de Odontologia de Araraquara-UNESP, anexo 1) e pelo Comitê de Ética em Seres 

Humanos da Universidade Estadual Paulista, Brasil, sendo devidamente registrado na Plataforma 

Brasil (CAAE 38992814.1.0000.5416, anexo 2). Foram utilizados 40 ratos machos Holtzman 

(Rattus norvegicus albinus), pesando em média 250 g, os quais foram mantidos em gaiolas 

individuais, com temperatura controlada (23 ± 2°C) e fotoperíodo de 12 horas, com ração e água 

ad libitum. Os animais foram distribuídos em grupos de acordo com o material testado e o 

período experimental. Os materiais que foram avaliados, no presente estudo, e seus respectivos 

fabricantes estão na tabela 1. 

 

Tabela 1. Composição e fabricantes dos materiais avaliados 

Materiais Composição Fabricantes 

 

TSC+Zr2O 

 

70% de TSC* + 

30% de óxido de 

zircônio** 

* Mineral Research 

Processing, Meyzieu, França 

**Sigma Aldrich, St. 

Louis, MO, EUA 

 

TSC+Nb2O5 

 

70% de TSC + 

30% de óxido de nióbio  

* Mineral Research 

Processing, Meyzieu, França 

**Sigma Aldrich, St. 

Louis, MO, EUA 

MTA MTA Angelus branco Angelus, Londrina, 

Brasil 

 

Seguindo metodologias previamente descritas (Perdigão et al., 1999; Reyes-Carmona et 

al., 2010; Dreger et al., 2012), tubos de dentina foram confeccionados a partir de dentes humanos 

extraídos, devidamente regularizados no Banco de Dentes Humanos da Faculdade de 

Odontologia de Araraquara UNESP (anexo 3). Os tubos foram lavados em água destilada e 
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esterilizados. Imediatamente antes da implantação, os mesmos foram irrigados com EDTA 17%, 

seguido por hipoclorito de sódio 2,5%. 

Feito isso, os materiais foram manipulados utilizando 1g do pó para 0,30 mL do líquido 

(água destilada) (Camilleri et al., 2011; Silva et al., 2014; Silva et al., 2015). Posteriormente, 

estes cimentos, previamente esterilizados pelo método ultravioleta por 30 minutos, foram 

manipulados e inseridos em tubos de dentina com 5 mm de comprimento e 1,5 mm de diâmetro 

interno. Após o preenchimento dos tubos com os materiais, estes foram imediatamente 

implantados no tecido conjuntivo subcutâneo dorsal. Em cada animal, foram implantados dois 

tubos de dentina de materiais distintos. Para cada material, foram realizados 5 implantes nos 

diferentes períodos experimentais. 

 Os animais foram anestesiados por injeção intraperitoneal de ketamina (Virbac do Brasil 

Indústria e Comércio Ltda., São Paulo, SP, Brasil), na dosagem de 80 mg/kg de peso corpóreo, 

associada com xilazina, (União Química Farmacêutica Nacional S/A, São Paulo, SP, Brasil) 

dosagem de 4 mg/kg de peso corpóreo. Após a tricotomia e assepsia com solução de iodo a 5% 

da região dorsal do animal, foi realizada uma incisão de 2 cm com uma lâmina de bisturi (nº 15, 

Fibra Cirurgica, Joinvile, SC, Brasil). O tecido foi divulsionado e, posteriormente, os dois tubos 

de dentina preenchidos com material foram implantados, sendo um em uma posição ventral e o 

outro caudal. Após os períodos experimentais de 7 e 30 dias, os animais foram mortos e os tubos 

foram removidos juntamente com o tecido conjuntivo adjacente. 

As cápsulas adjacentes aos tubos foram, cuidadosamente, separadas e colocadas em 

miniplaca RNase e DNase-free. Os resíduos de material junto às cápsulas foram removidos com 

irrigação de soro fisiológico gelado e, posteriormente, as cápsulas foram congeladas a -80ºC até 

o momento da extração do RNA mensageiro (RNAm). A extração de RNA será realizada 

seguindo o método de um kit especifico (ReliaPrep™ RNA Tissue Miniprep System, Promega). 

Feito isso, será seguido o protocolo para análise em qPCR (StepOne Plus Real Time qPCR, 

Applied Biosystem). Os tubos de dentina, por sua vez, foram lavados em água destilada e 

preparados para análise em microscopia eletrônica de varredura (MEV). 
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4.1 MÉTODOS DE ANÁLISE 

4.1.1 Expressão gênica 

 A expressão de fosfatase alcalina, osterix e osteocalcina nas cápsulas adjacentes aos 

implantes foi avaliada pelo método do qPCR. Após os períodos experimentais de 7 e 60 dias, os 

animais foram mortos e as cápsulas adjacentes aos implantes dos tubos de polietileno foram 

cuidadosamente removidas e colocadas em RNA later (Ambion, Applied Biosystems, Foster 

City CA). O tecido foi, imediatamente, macerado e congelado a -80ºC até o momento da 

extração do RNA mensageiro (RNAm). A extração do RNA foi realizada de acordo com o 

protocolo do kit RNAqueous-4PCR (Ambion; Life Technologies, EUA) e o DNA complementar 

(cDNA) foi sintetizado de acordo com as instruções do kit High Capacity cDNA Reverse 

Transcription (Applied Biosystems, Foster City, CA).  

 O qPCR foi feito no equipamento StepOnePlus Real-Time PCR (Applied Biosystems) 

utilizando o cDNA e uma mistura de sondas e primers Taqman desenvolvidos para detectar os 

genes ALP (fosfatase alcalina), Bglap (osteocalcina), Sp7 (osterix), Taqman Universal Master 

Mix (Applied Biosystems) e água nuclease-free (Garcia et al., 2014). A amplificação do gene 

GAPDH (Life Technologies Brasil Comércio e Indústria de Produtos para Biotecnologia LTDA) 

foi utilizada como controle endógeno.  

4.1.2. Análise da interface dentina/material 

 A interface dentina/material foi investigada a fim de verificar a adaptação e a 

bioatividade dos diferentes materiais, comparando se existiam diferenças entre a interação dos 

materiais e a dentina adjacente. Para isso, os tubos de dentina preenchidos com os materiais 

avaliados foram removidos do subcutâneo dorsal, fixados em glutaraldeído durante 48 horas, 

lavados com água destilada e preparados para análise em microscópio eletrônico de varredura 

(MEV) (Perdigão et al., 1999). Os tubos foram cortados no sentido transversal e dois discos de 

dentina (800 ± 200 µm), um de cada extremidade em contato direto com o tecido adjacente, 

foram obtidos para cada implante com o auxílio do aparelho ISOMET (Buehler, Lake Bluff, 

NY). Os discos foram colocados em stubs de alumínio e recobertos com ouro para observação 

em MEV (Philips SEM XL 30; Philips, Eindhoven, Netherlands). A interface dentina/material 

foi examinada em diferentes aumentos (500-2000x) a fim de verificar se havia a formação de 

uma camada entre o material implantado e a parede de dentina nos diferentes períodos 
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experimentais. A composição da estrutura formada foi investigada por meio do sistema de 

energia dispersiva (EDS). 

4.1.3. Análise estatística 

 Os resultados quantitativos obtidos foram submetidos à análise estatística com o auxílio 

do programa Sigma Stat 2.0 (Jandel Scientific, Sausalito, CA). Aos dados foi aplicado o teste 

estatístico paramétrico two-way ANOVA para comparação dos diferentes grupos entre si dentro 

de cada período experimental, para posteriormente, quando observada diferença significante em 

nível de 5%, realizar a comparação entre os materiais, dois a dois, pelo teste de comparações 

múltiplas de Tukey. 
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5. RESULTADOS  

Expressão gênica 

 Os resultados mostraram que ocorreu a expressão de fosfatase alcalina (Alpl), 

osteocalcina (Bglap) e osterix (Sp7) nas cápsulas adjacentes aos implantes de todos os grupos 

experimentais 7 dias (Figura 1). Neste período, o grupo controle apresentou os maiores valores 

para a expressão de fosfatase alcalina. Por sua vez, expressão significativamente menor foi 

encontrada na cápsula adjacente ao TSC+Nb2O5 em comparação aos demais grupos; não foram 

observadas diferenças estatísticas entre os grupos TSC+ZrO2 e MTA para este gene. Em relação 

aos genes da osteocalcina e osterix, as cápsulas adjacentes ao TSC+ZrO2 exibiram valores 

significativamente menores em comparação ao controle, TSC+Nb2O5 e MTA (p≤0,05).  

 Após 60 dias de implantação, os dados evidenciaram que na cápsula adjacente aos 

materiais à base de silicato tricálcio (TSC+ZrO2, TSC+Nb2O5 e MTA) e aos tubos vazios, houve 

a expressão gênica para fosfatase alcalina e a osteocalcina depois de, aproximadamente, 30 

ciclos. No entanto, para o gene osterix não foi observada nenhuma amplificação.  
 

 
 

Figura 1 – Gráficos representativos das expressões gênicas para a fosfatase alcalina (Alpl), osteocalcina 

(Bglap) e osterix (Sp7) nas cápsulas adjacentes aos implantes no subcutâneo após 7 dias. As letras minúsculas (a, b, 

c) indicam diferenças estatísticas significantes (p≤0,05). 
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Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

Análise da interface dentina/material 

 A análise por MEV evidenciou que nos tubos de dentina vazios (grupo controle) não 
houve a deposição de estrutura mineralizada (Figuras 2A e 2B). Nos demais grupos, foi 
observada a presença de uma camada mineralizada na interface dentina/material. Na superfície 
dos materiais, em direto contato com o subcutâneo, foram observadas estruturas retangulares, 
com secção transversal hexagonal ou retangular (Figuras 2C a 2H). A camada presente na 
interface dentina/material apresentou composição semelhante à da dentina, porém, com a 
presença de sílica nos grupos MTA, TSC+ZrO2 e TSC+Nb2O5 (Figura 3). 

 
 Figura 2 - Eletromicrografias de porções dos tubos de dentina implantados no subcutâneo e analisados em 

microscopia eletrônica de varredura. As figuras 2A e 2B (maior aumento da região delimitada em 2A) evidenciam a 
ausência de interface. Nas figuras 2C a 2H podem ser observadas as interfaces dentina/material nos diferentes 
grupos. 
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Fonte: Elaborado pelo autor. 

 
 

 

Figura 3 – Gráficos representativos das composições da dentina (A) e da camada formada na interface 

dentina/material do grupo TSC+ZrO2 (B) obtidos por EDS 
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Fonte: Elaborado pelo autor. 
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6. DISCUSSÃO 

Os resultados evidenciaram que os materiais avaliados promovem a expressão gênica de 

fosfatase alcalina, osteocalcina e osterix na cápsula adjacente aos implantes no subcutâneo. Além 

disso, a análise por MEV revelou a formação de estruturas retangulares, com secção transversal 

hexagonal ou retangular. De acordo com Niu et al., (2014), tais estruturas são apatitas 

carbonadas formadas na etapa final de hidratação dos materiais à base de silicato tricálcio. A 

apatita carbonada é um sub-produto da reação destes cimentos, formada a partir da 

transformação do fosfato de cálcio depositado sobre a camada de sílica na superfície destes 

produtos (Niu et al., 2014). Esta apatita apresenta semelhança química e cristalográfica à apatita 

encontrada no osso, esmalte e dentina (Chickerur et al., 1980; Dorozhkin 2011). 

Nos grupos MTA, TSC+ZrO2 e TSC+Nb2O5, foi observada a formação de uma camada 

mineralizada na interface dentina/cemento. Estes resultados estão de acordo com outros estudos 

que também observaram a presença de deposição mineral entre a dentina e materiais à base de 

silicato tricálcio, tais como, MTA, CP e Biodentine (Reyes-Carmona et al., 2010; Dreger et al., 

2012; Kim et al., 2015). Conforme evidenciado na análise por EDS, os materiais avaliados 

apresentam como principal componente a sílica que reage com os íons OH-, resultando em um 

composto chamado silanol (Si–OH). Este silanol, na superfície dos materiais, induz a formação 

das apatitas carbonadas a partir do fosfato de cálcio amorfo que é depositado na camada em 

contato com o tecido (Niu et al., 2014). Tendo em vista que esta formação de estrutura 

mineralizada não ocorreu no grupo controle, pode-se afirmar que tal mecanismo é resultado de 

uma interação entre o material e o hospedeiro, caracterizando a bioatividade.  

Além disso, os materiais à base de silicato de cálcio, promovem a liberação de íons Si+4 

e Ca+2 que contribuem para a bioatividade in vivo destes cimentos. A silica, como já descrito, é 

um elemento essencial para os processos metabólicos associados à indução da formação de 

apatita (Damen, Ten Cate 1992) e calcificação de tecidos (Carlisle 1970). Já foi demonstrado 

também que silicatos têm o potencial de estimular a osteogênese pela inibição do crescimento e 

diferenciação dos osteoclastos (Schroder et al., 2012). A liberação de íons Ca+2, por sua vez, 

favorece a diferenciação e a proliferação de osteoblastos e a mineralização da matriz extracelular 

(Maeno et al., 2005). Sabe-se também que a reação de presa dos materiais à base de silicato 

tricálcio promovem uma excelente superfície para a adesão de células formadoras de osso ou 

osteoblast-like (Koh et al., 1998; Zhu et al., 2000) 
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Pode-se concluir que há formação de uma estrutura mineralizada semelhante à 

hidroxiapatita e ocorre a expressão gênica de proteínas relacionadas à mineralização dos tecidos, 

evidenciando a bioatividade dos materiais de silicato de cálcio avaliados no presentes estudo.  
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ANEXOS 

1. O parecer da Comissão de Ética no Uso de Animais – CEUA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2. Parecer do Comitê de Ética em Seres Humanos – CEP 
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3. Docum

ento de regulamentação no Banco de Dentes Humanos 

 

 


