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Andrade AS. Biocompatibilidade e bioatividade de cimentos à base de silicato 
tricálcico: estudo in vitro e in vivo [Dissertação de Mestrado]. Araraquara: 
Faculdade de Odontologia da UNESP; 2016. 

 

RESUMO  

Cimentos à base de silicato tricálcico são desenvolvidos como alternativa ao 
Mineral Trióxido Agregado (MTA). O objetivo do estudo foi avaliar a 
biocompatibilidade e bioatividade do cimento experimental silicato tricálcico 
com 20% de óxido de zircônio (ZrO2) (STC) e MTA Plus (MTAP). Capítulo1- 
Células humanas de osteoblastos (Saos-2) foram utilizadas para análise da 
viabilidade celular por meio dos ensaios de MTT e Vermelho Neutro (NR), da 
bioatividade pela atividade da enzima fosfatase alcalina (ALP) e da presença 
de área mineralizada pela coloração de Vermelho de Alizarina (ARS). Os dados 
obtidos para MTT, NR e ALP foram analisados por ANOVA e Bonferroni, e 
ARS, por ANOVA e Tukey (p ≤ 0,05). Nos ensaios de viabilidade celular, os 
materiais não foram citotóxicos. Maior atividade de ALP ocorreu aos 7 dias 
para todos materiais avaliados. Área mineralizada foi observada em todos os 
grupos, sendo menor para o grupo STC. Concluiu-se que o cimento 
experimental silicato tricálcico com 20% de óxido de zircônio e MTA Plus 
apresentam citocompatibilidade e potencial bioativo. Capítulo 2- A reação 
inflamatória induzida pelo STC e MTAP foi investigada em subcutâneo de 
ratos. Tubos de polietileno foram preenchidos com STC (n= 20) e MTAP (n= 
20) e implantados no subcutâneo dorsal de quarenta ratos. No grupo controle 
(GC; n= 20), tubos vazios foram implantados. Após 7, 15, 30 e 60 dias, os 
tubos de polietileno com o tecido conjuntivo circundante foram fixados e 
embebidos em parafina. O número de células inflamatórias foi avaliado nos 
cortes corados em HE; e a densidade numérica de células para interleucina-6 
(IL-6) após imunomarcação. Os dados obtidos foram analisados pelos Testes 
ANOVA e Tukey (p ≤ 0,05). Elevado número de células inflamatórias e 
imunomarcadas para IL-6 foram observadas aos 7 dias, em todos os grupos; 
no entanto, o número de células inflamatórias foi significativamente maior para 
os grupos STC e MTAP. Diferenças significantes não foram detectadas em 
relação ao número de células imunomarcadas para IL-6 nas cápsulas entre os 
grupos GSTC, GMTAP e GC, em cada período. Uma redução gradativa e 
significante da reação inflamatória e imunomarcação para IL-6 foi observada, 
em todos os grupos. Aos 60 dias, as cápsulas de tecido conjuntivo denso 
exibiram diversos fibroblastos e feixes organizados de fibras colágenas. 
Concluiu-se que o cimento experimental silicato tricálcico com 20% de óxido de 
zircônio e MTA Plus são materiais biocompatíveis. 

 

Palavras-chave: Cimento de silicato. Técnicas in vitro. Inflamação.  

 

 

 



 
 

Andrade AS. Biocompatibility and bioactivity of tricalcium silicate- based 
cements: in vitro and in vivo studies. [Dissertação de Mestrado]. Araraquara: 
Faculdade de Odontologia da UNESP; 2016.  
 

ABSTRACT 

Tricalcium silicate- based cements have been developed as an alternative to 
Mineral Trióxido Agregado (MTA). The aim of the study was to evaluate 
biocompatibility and bioactivity of the tricalcium silicate cement replaced with 
20% zirconium oxide (STC) e MTA Plus (MTAP). Chaper 1- Human 
osteoblastic cells (Saos-2) were exposed to test materials and assessed for 
viability, MTT and Neutral Red (NR) assay, and bioactivity for ALP activity 
assay and alizarin red staining (ARS). Unexposed cells acted as the control 
group. Statistical analysis was performed using ANOVA and the Bonferroni 
post- test (P < 0.05) to MTT, NR and ALP, and ANOVA and Tukey post- test (P 
≤ 0.05) to ARS. MTT and NR results, all tested cements were non-cytotoxic. 
The highest ALP activity occurred at the 7th days. Mineralized area was 
observed in all materials, STC group showed lower mineralized area. 
Experimental tricalcium silicate with 20% zirconium oxide and MTA Plus have 
present biocompatibility and bioactive potential. Chapter 2- The inflammatory 
reaction induced by tricalcium silicate cement replaced with 20% zirconium 
oxide (STC) e MTA Plus (MTAP) was evaluated in rat subcutaneous tissues. A 
polyethylene tube filled with STC (n= 20) and MTAP (n= 20) was placed into the 
dorsal subcutaneous of forty rats; in the control group (GC; n= 20), empty tubes 
were implanted. After 7, 15, 30 and 60 days, the polyethylene tubes surrounded 
by connective tissue were embedded in paraffin. The number of inflammatory 
cells was estimated in HE-stained sections; numerical density of interleukin-6 
(IL-6)- immunolabelled cells was also performed. The differences amongst the 
groups were analysed statistically by Tukey’s test (P ≤ 0.05). A high number of 
inflammatory cells and IL-6-positive cells were observed at 7 days, in all groups; 
however, the number of inflammatory was significantly higher (P ≤ 0.05) to STC 
and MTAP groups. The number of IL-6- positive cells in the capsules was not 
significantly different amongst GSTC, GMTAP and GC groups in each period. In 
the capsules of animals from all groups, a gradual and significant reduction (P ≤ 
0.05) of these parameters was seen over time. At 60 days, the connective 
tissue capsules exhibited numerous fibroblasts and bundles of collagen fibres. 
Experimental tricalcium silicate with 20% zirconium oxide and MTA Plus are 
biocompatible. 

 

Keywords: Silicate cement. In vitro techniques. Inflammation.  
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1 INTRODUÇÃO  

O Mineral Trióxido Agregado (MTA) é indicado para o selamento de 

comunicações entre o canal radicular e o periodonto, como perfurações e 

reabsorções radiculares, e retrobturação em função das suas propriedades 

físico-químicas adequadas (Torabinejad et al.36, 1995) e biocompatibilidade (da 

Fonseca et al.15, 2016; da Silva et al.16, 2011; Torabinejad, Parirokh35, 2010). 

Também apresenta outras aplicabilidades como tratamento de dentes com 

rizogênese incompleta (Felippe et al.18, 2006) e capeamento pulpar direto (Li et 

al.25, 2015). MTA é capaz de estimular a regeneração periodontal (da Silva et 

al.16, 2011) e perirradicular (Baek et al.2, 2010).  

O cimento Portland e o agente radiopacificador óxido de bismuto (Bi2O3) 

compõem o MTA (Camilleri et al.6, 2012). Os silicatos tricálcico e dicálcico 

representam 67,8% e 27,1%, respectivamente, da composição do cimento 

Portland (Camilleri9, 2011). O MTA é composto basicamente por silicato 

tricálcico (66,1%), silicato dicálcico, aluminato tricálcico, óxido de cálcio, dióxido 

de silício e óxido de alumínio, além do Bi2O3 como radiopacificador (Camilleri et 

al.8, 2013).  

O MTA apresenta algumas das propriedades ideais de um material 

reparador. No entanto, o cimento Portland e o MTA (ProRoot e Angelus) podem 

apresentar metais pesados em sua composição, sendo os níveis de arsênio 

maiores que o limite seguro especificado pela norma ISO 9917-1 de 2007 

(Schembri et al.31, 2010). Além disso, há evidências de que o Bi2O3 interfere no 

mecanismo de hidratação (Camilleri10, 2007), promovendo falhas na 

microestrutura do cimento Portland. Como consequência, há um aumento na 

porosidade, resultando na diminuição da resistência do material 

(Coosmarawamy et al.12, 2007).  

A substituição do cimento Portland componente do MTA por silicato 

tricálcico tem sido avaliada (Camilleri9, 2011; Camilleri et al.6, 2012; 

Formosa19,21, 2012), resultando em materiais com propriedades físico-químicas 

satisfatórias (Camilleri et al.8,7,5, 2013, 2014; Grech et al. 22,23, 2013). A 

substituição do cimento Portland pelo silicato tricálcico permite um melhor 
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controle sobre as impurezas e inclusões de metais pesados encontrados no 

cimento Portland (Formosa et al.21, 2012). 

O silicato tricálcico é composto por oxigênio, cálcio e silício, não 

contendo elementos menores, como alumínio, estrôncio, ferro e magnésio. Sua 

produção é mais segura, porque não sofre alteração durante a fabricação ou 

por conta da variabilidade da composição química das matérias-primas 

(Camilleri et al.8, 2013). Para ser utilizado como material reparador é 

necessário a incorporação de um agente radiopacificador ao silicato tricálcico, 

pois a sua radiopacidade é inferior aos 3 mm de espessura de alumínio como 

recomendado pelas normas internacionais (Formosa et al.21, 2012). Portanto, 

este material é produzido a partir de componentes puros e pode ser utilizado 

para a produção de cimentos odontológicos (Camilleri et al.6, 2012).  

Cimentos à base de silicato tricálcico quando hidratados exibem silicato 

de cálcio e hidróxido de cálcio (Camilleri9, 2011; Formosa et al.19, 2012; Grech 

et al.22, 2013), sendo esse último o responsável pelo pH alcalino (Formosa et 

al.19, 2012). A bioatividade dos cimentos à base de silicato tricálcico está 

relacionada à produção de hidróxido de cálcio e formação de fosfato de cálcio 

quando em contato com o fluido tecidual (Formosa et al.19, 2012). 

A substituição do Bi2O3 por outros radiopacificadores tem sido proposta 

(Antonijevic et al.1, 2014; Camilleri et al.3, 2011; Cutajar et al.14, 2011; Silva et 

al. 32,33, 2014, 2015; Tanomaru-Filho et al.34, 2012). Há evidências de que o 

óxido de zircônio (ZrO2) é inerte e, portanto, não reage com os subprodutos da 

hidratação de cimentos à base de silicato tricálcico (Camilleri11, 2015; Camilleri 

et al.3, 2011).  

Um cimento experimental composto por 80% de silicato tricálcico puro 

(Mineral Research Processing, Meyzieu, França) e 20% de ZrO2 (STC) vem 

sendo testado. O STC mostra propriedades físico-químicas satisfatórias 

quando avaliado em relação à radiopacidade, mineralogia, microestrutura, 

bioatividade, hidratação, pH e concentração de íons Ca2+ em comparação a 

outros cimentos à base de silicato de cálcio, como Biodentine, Bioaggregate e 

MTA (Camilleri et al.5,7,8, 2014, 2013; Grech et al.22,23, 2013). O cimento 

experimental apresenta radiopacidade maior que os 3 mm de alumínio 
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recomendados pela ISO 6876 de 2001 (Camilleri et al.8, 2013; Grech et al.23, 

2013), solubilidade negativa (Grech et al.23, 2013) e deposição de hidroxiapatita 

na sua superfície quando em contato com fluido tecidual simulado, justificando 

a sua bioatividade (Camilleri et al.8, 2013; Grech et al.23, 2013).  

Modificações na composição do MTA deram origem ao MTA Plus 

(MTAP) (Avalon Biomed Inc., Bradenton, FL, EUA), material à base de silicato 

tricálcico na forma pó-líquido/gel disponível comercialmente. Segundo o 

fabricante, é indicado para terapias pulpares vitais (capeamento pulpar e 

pulpotomia) e procedimentos endodônticos (reparo de perfurações e 

reabsorções, apicificação, apicogênese, obturação de canal radicular e 

retrobturação). Sua composição consiste em silicato tricálcico, silicato dicálcico 

e Bi2O3 (Formosa et al.20, 2013).  

O MTAP apresenta partículas mais finas que o ProoRoot MTA, mas com 

a composição química semelhante (Camilleri et al.4, 2013). Quando em contato 

direto com fluidos, exibe perda parcial de silicato de cálcio hidratado, 

microtrincas e liberação de hidróxido de cálcio; além disso, a interação com 

solução fisiológica resulta na inibição da hidratação (Camilleri et al.4, 2013). 

Como agente de proteção após pulpotomia em dentes de ratos, o MTAP 

induziu uma redução na imunoexpressão de IL-1β e IL-1α no tecido pulpar e 

formação de ponte de dentina aos 30 e 60 dias (Kramer et al.24, 2014).  Como 

material utilizado em pulpotomia de dentes com rizogênese incompleta, o 

MTAP induz liberação de hidróxido de cálcio como subproduto e formação de 

fosfato de cálcio quando em contato com fluido tecidual, porém, provoca 

manchamento em contato com o hipoclorito de sódio por conta do Bi2O3 

(Camilleri11, 2015). 

A biocompatibilidade refere-se à capacidade de um biomaterial 

desempenhar sua função desejada, sem desencadear quaisquer efeitos locais 

ou sistêmicos indesejáveis aos indivíduos, mas gerando uma resposta celular e 

tecidual benéfica para a situação a qual foi planejado (Williams37, 2008).  

Testes in vitro representam o primeiro passo para avaliação e 

classificação do potencial ativo de materiais antes de usá-los em experimentos 

in vivo. Entre eles, testes de citotoxidade in vitro são simples e reprodutíveis 
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para a avaliação de propriedades biológicas (Peters et al.28, 2001). Cimentos à 

base de silicato de cálcio vêm sendo avaliados quanto a sua citotoxidade e 

bioativade em cultura de células, com adequada resposta biológica (Mestieri et 

al.26,27, 2015, 2014). De acordo com os resultados de Mestieri et al.26 (2015), o 

MTAP é biocompatível e bioativo em cultura de células da polpa dental 

humana. 

Diversas linhagens celulares expostas aos cimentos à base de silicato 

de cálcio mostraram atividade de ALP, importante marcador da mineralização 

da matriz óssea (Mestieri et al. 26, 2015; Salles et al.30, 2012).  

A correlação entre reação inflamatória e imunoexpressão de 

interleucina-6 (IL-6) tem sido observada após implantação de materiais à base 

de silicato de cálcio em subcutâneo de ratos (da Fonseca et al.15, 2016; Silva et 

al.32,33, 2014, 2015). A IL-6 participa em diversos eventos biológicos e atua 

como um importante mediador da resposta do hospedeiro decorrente de uma 

lesão ou infecção teciduais, bem como de uma reação inflamatória. Níveis 

elevados de IL-6 podem estar correlacionados à extensão da inflamação e 

edema do tecido pulpar e ao seu papel como um mediador da resposta do 

hospedeiro em função da injúria tecidual e infecção (ElSalhy et al.17, 2013). 

Portanto, é considerada um potente mediador subproduto da resposta 

inflamatória e marcador da inflamação (Rincon29, 2012). 

O objetivo do presente estudo foi avaliar a citotoxicidade e bioatividade 

do STC e MTAP em células de osteoblastos humanos (Saos-2). Ainda, 

investigar a reação inflamatória e a imunoexpressão de IL-6 promovidas por 

esses materiais à base de silicato tricálcico em subcutâneo de ratos. 
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5 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

O cimento silicato tricálcico com 20% de ZrO2 apresenta potencial físico-

químico e biológico para ser usado com material reparador. A sua produção é 

mais segura e com melhor controle sobre as impurezas e metais pesados. 

Ainda, o radiopacificador ZrO2 incorporado ao cimento experimental é 

considerado adequado, pois não interfere na biocomptilidade, como também, 

não reage com os subprodutos da hidratação de cimentos à base de silicato 

tricálcico. 

Nos testes realizados em células humanas de osteoblastos (Saos-2), o 

cimento silicato tricálcico com 20% de ZrO2 e o MTA Plus não mostraram efeito 

citotóxico. Além disso, as células expostas aos extratos desses materiais 

exibiram atividade de ALP sendo maior em 1 e 7 dias e áreas mineralizadas, 

indicando que o cimento silicato tricálcico com 20% de ZrO2 e o MTA Plus 

demonstram potencial bioativo. 

Embora nossos resultados demonstrem que os cimentos à base de 

silicato tricálcico provocam, inicialmente, uma reação inflamatória moderada no 

subcutâneo, esta reação foi gradativamente reduzida, culminando na formação 

de cápsulas de tecido conjuntivo denso. Além disso, a diminuição do processo 

inflamatório foi concomitante à redução significante na imunoexpressão de IL-6, 

uma citocina pró-inflamatória, nas cápsulas adjacentes aos materiais, indicando 

que o cimento silicato tricálcico com 20% de ZrO2 e o MTA Plus são materiais 

biocompatíveis.  

A redução gradativa e significante do processo inflamatório promovido 

pelo cimento silicato tricálcico com 20% de ZrO2 e MTA Plus indica que as 

cápsulas adjacentes aos materiais implantados estão passando por um 

processo de remodelação intensa ao longo do tempo. Ainda, os nossos 

resultados apontam que a IL-6, citocina pró-inflamatória, pode estar envolvida 

na resposta induzida pelos materiais à base de silicato tricálcico, em 

decorrência da redução tanto de células imunomarcadas para IL-6 quanto da 

reação inflamatória. Além disso, é possível sugerir que o potencial irritante 
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desses materias aos tecidos é baixo, possibilitando aos tecidos do hospedeiro 

uma regeneração e/ou reparação em curto tempo.  

Portanto, os resultados encontrados no presente estudo mostraram que 

o cimento experimental silicato tricálcico com 20% de ZrO2 e MTA Plus são 

biocompátíveis, pois foram citocompatíveis em cultura de células humanas de 

osteoblastos (Saos-2) e induziram a formação de cápsula de tecido conjuntivo 

denso em subcutâneo de ratos. Confirmando, de fato, materiais à base de 

silicato tricálcico são viáveis e representam excelente perspectiva para o 

desenvolvimento de biomateriais de uso odontológico.  
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