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INTRODUÇÃO
A cárie dentária ainda é um problema de saúde pública no 

Brasil. Hoje, a Odontologia vive a era da promoção de saúde, 
fundamentada na etiopatogenia da doença, no tratamento de 
acordo com as características da sua manifestação no indivíduo 
e na prevenção da recorrência. Os avanços no conhecimento 
sobre a função e organização de células e moléculas serão mo-
dificadores da maneira como o cirurgião dentista diagnostica 
as doenças no sistema estomatognático. Assim como na Medi-
cina, onde os estudos com células-tronco já estão mais avança-
dos, com o tratamento de cardiopatias e doenças neuronais, na 
Odontologia os experimentos nesta área iniciam o estudo sobre 
regeneração tecidual, reversão nos quadros de pulpites e neo-
formação óssea1-11. 

As células-tronco são geralmente definidas como células clo-
nogênicas capazes de auto-renovação e diferenciação multili-
nhagem12, e podem ser de origem embrionária ou pós-natais3,13,14. 
Essas células têm sido isoladas de uma variedade de tecidos 
como medula óssea, cérebro, pele, folículos pilosos, musculatu-
ra esquelética e polpa dental5,9. Estudos recentes têm apontado 
para o potencial de aplicação das células-tronco na regeneração 
dentária, terapias pulpares e regeneração óssea5,7-11,15,16. 

Devido à incidência de lesões de cárie, traumáticas e às in-
júrias da polpa, o Cirurgião Dentista utiliza terapêuticas com 
biomateriais para restabelecer a estrutura dental danificada e 
eliminar os fatores patogênicos. Até a presente data, não existe 

nenhum material restaurador dentário que contemple as pro-
priedades físicas e mecânicas ideais para substituir tecidos den-
tários perdidos por cárie ou traumatismo, e por isso, a busca por 
novos materiais se faz necessária17.  O objetivo deste trabalho 
foi avaliar a toxicidade de materiais endodônticos utilizados na 
clínica em células-tronco da polpa dentária, através do teste do 
MTT. Para tanto, foram utilizadas células-tronco da polpa de 
dentes permanentes humanos - DPSC (Dental Pulp Stem Cells). 

MATERIAL E MÉTODO

Cultura de células
As DPSC2 foram cultivadas em garrafas plásticas de 25, 75 

e 150 cm2 cellstar® (Greiber Bio-One GmbH Maybachstrasse 2 
Frickenhausen, Germany), em meio de cultura Dulbecco´s Modi-
fied Eagle Medium Low Glucose 1X (DMEM)  (GIBCO® Invitrogen 
Corporation, Grand Island, N.Y., U.S.A.) contendo 10% de Soro 
Fetal Bovino (SFB) (GIBCO® Invitrogen Corporation, Grand 
Island, N.Y., U.S.A.) e 1% de Penicilina 10000 unidades/ml e 
Estreptomicina 10000µg/ml (GIBCO® Invitrogen Corporation, 
Grand Island, N.Y., U.S.A.) (meio completo) em estufa de CO2 
a 5% na temperatura de 37ºC ELITE II® (REVCO)18. A cultura 
de células foi realizada com troca do meio a cada dois dias, até 
atingir a confluência celular. Em seguida, foi realizada a tripsi-
nização, criopreservação e novas culturas das DPSC19. A cultura 
foi realizada até atingir o número necessário de células para a 
realização do experimento.
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RESUMO
O objetivo deste trabalho foi avaliar ao efeito citotóxico do 

Hidróxido de Cálcio, Paramonoclorofenol Canforado, Otosporin e 
Formocresol diluído em células-tronco da polpa de dente perma-
nente humano (DPSC). As DPSC foram semeadas em placa de 
cultura na concentração de 1,5X104 células/poço. Foram feitas 
diluições das drogas em 1:9, 1:27 e 1:81 e deixadas em contato 
com as células por 2 horas, sendo que o grupo controle foi man-
tido em DMEM completo. As células foram lavadas com solução 

salina duas vezes. Foram realizadas avaliações do metabolismo 
(MTT). Concluiu-se que o Hidróxido de Cálcio e o Otosporin 

foram as drogas menos tóxicas para as DPSC, enquanto que o 
Paramonofenol Canforado e o Formocresol foram letais em todas as 
concentrações. 

PALAVRAS-CHAVE: Células-Tronco, polpa dentária, citoto-
xicidade, materiais endodônticos.
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Materiais endodônticos avaliados
Neste estudo foram testados do hidróxido de cálcio P.A. 

BIOCAL®(Uraby), Paramonoclorofenol Canforado® (Biodinâmica), 
Formocresol diluído® (Biodinâmica) e Otosporin® (FQM) .

Plaqueamento das células
Uma calibração prévia do número de células ideal para o 

experimento foi realizada. O número de células determinado 
foi 1,5X104 células por poço. As células foram semeadas nesta 
concentração em 45 poços numa placa de cultura de 96 poços 
(CELLSTAR® greiner bio one), e incubadas pelo período de 48 
horas em estufa de CO2 a 5% e 37ºC ELITE II® (REVCO).

Diluição e adição das drogas ao meio de cultura
As drogas selecionadas neste experimento foram esteriliza-

das em irradiador IBL 437 C (CIS bio International), pelo perío-
do de 15000 segundos. Como o hidróxido de Cálcio encontrava-
se na forma de pó, foi feita a dissolução da droga na proporção 
de 10mg/ml em solução salina. 

Para a realização do teste de citotoxicidade foi realizada uma 
calibração da diluição das drogas a serem utilizadas no experi-
mento. As diluições selecionadas foram 1:9, 1:27 e 1:81, devido 
à formação de precipitado das drogas nas diluições de 1:1 e 1:3, 
que impossibilitou a leitura correta no espectrofotômetro. Elas 
ficaram em contato com as células pelo período de 2 horas e pos-
teriormente foram lavadas com solução salina estéril (Solução 
Isotônica de Cloreto de Sódio a 0,9%, Aster Produtos Médicos 
LTDA). Os experimentos foram executados em triplicata. 

Método colorimétrico do metiltetrazolium ( MTT Assay)
Este teste baseia-se na metabolização do MTT pela mito-

côndria de células viáveis, que irá liberar a enzima succinato 
desidrogenase, capaz de converter o sal do tetrazolium, que é 
hidrossolúvel e de cor amarelada em cristais de Formazan, de 
cor azul escura18. O plaqueamento foi realizado na concentra-
ção de 10% do MTT. Para a realização do teste, foi feita uma 

calibração do melhor período de metabolização do MTT pelas 
DPSC, que foi de 2 horas. A viabilidade celular foi avaliada em 
espectrofotômetro Espectra Max 190 (Molecular Devices) num 
comprimento de onda de 570 nm após 2 horas em contato com 
o MTT. O resultado é uma medida de Densidade Óptica (D.O.). 
Quanto mais escura for a coloração, maior será a metabolização 
do MTT, conseqüentemente, maior a D.O., e menos citotóxica é 
a droga testada. (Fotomicrografia 1)

Análise estatística
Os dados encontrados foram expressos em média e percentu-

al de toxicidade. Os níveis de significância entre as drogas testa-
das foram analisados segundo Análise de Variância (ANOVA), 
pelo Software Graphpad PRISM® 4.0. P valor = 0,0076. Para as 
comparações múltiplas entre os grupos e o controle, e intragru-
pos, foi utilizado o teste de Newman-Keuls, com significância 
de p<0,05.

RESULTADOS      
Quando comparados ao grupo controle (DPSC com DMEM 

completo), o Paramonoclorofenol Canforado e o Formocresol apre-
sentaram nível de toxicidade de aproximadamente 100% nas 
três diluições, com p<0,05. Após a leitura no espectrofotômetro, 
o valor de D.O. quando comparado com o controle foi zero. Não 
houve metabolização do MTT devido à morte de todas as célu-
las quando em contato com estas substâncias, independente da 
concentração. (Gráfico 1)

Analisando-se o Otosporin® e o Hidróxido de Cálcio, não 
houve diferença estatisticamente significante entre elas, mas o 
comportamento das células perante estas drogas sugere que o 
Hidróxido de Cálcio foi a droga menos citotóxica neste estudo, 
apesar das variações na sua concentração. O Otosporin® apre-
sentou baixa toxicidade nas menores concentrações, porém na 
maior concentração foi 100% letal para as DPSC.

DISCUSSÃO
Mesmo com a toxicidade comprovada, algumas drogas ainda 

são utilizadas como padrão ouro na terapia pulpar. Este estudo 
propôs a utilização das DPSC por se tratarem de células-tronco 
da polpa dentária, com potencial de diferenciação em células 
endoteliais e odontoblastos11. 

Avaliação da Toxicidade de Materiais Endodônticos em Células-Tronco da Polpa Dentária

Fotomicrografia 1: aumento de 40X, ilustrando a metabolização do MTT pelas 
DPSC e a formação dos cristais de Formazan. Quanto mais escura a imagem, maior 
a formação dos cristais e maior o número de células vivas.

Gráfico 1. Comparação do percentual de toxicidade entre Paramonoclorofenol Can-
forado (P), Hidróxido de Cálcio (H), Otosporin (O) e Formocresol (F) em três dilui-
ções e grupo controle (C) sobre as DPSC após o período de 2 horas de incubação 
do MTT. 
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Existem poucos estudos que utilizam células da polpa den-
tária para avaliar toxicidades de agentes químicos, incluindo as 
medicações endodônticas20. Soekanto et al.22 (1996) utilizaram 
células-tronco da polpa de incisivo de rato para avaliar a toxici-
dade do Fenol Canforado e do Paraclorofenol Canforado através do 
teste de MTT. Apesar de este estudo ter avaliado outras subs-
tâncias, foi realizada a análise colorimétrica de sobrevivência 
celular e sua proliferação in vitro.

Nishimura et al.20 (2007) afirmaram que o Formocresol gerou 
aberrações cromossômicas em células-tronco da polpa dentária 
humana, enquanto isso não foi constatado com o Hidróxido de 
Cálcio e o Paramonoclorofenol Canforado,23-25. Apesar de alguns es-
tudos na literatura afirmarem sobre os possíveis efeitos tóxicos 
mutagênicos e carcinogênicos do Formocresol, ainda hoje ele con-
tinua sendo o padrão ouro para a pulpotomia de dentes decí-
duos. Já foi comparado com outras drogas utilizadas na pulpo-
tomia de dentes decíduos e numa escala de toxicidade, aparece 
sempre com maior grau.  Os achados neste estudo corroboram 
com estes autores e apontam para o elevado índice de toxicida-
de do Formocresol23,25,26.

Menezes et al.25 (2006) analisaram a toxicidade do Formocre-
sol (FC), Formocresol diluído (FCD), Solução de Sulfato Férrico 
(SF), Hidróxido de Cálcio P.A. (HC) e Agregado Trióxido Mi-
neral (MTA) em linhagem de Fibroblastos Balb-c 3T3 através da 
definição da dose TD50. As diluições das drogas foram feitas 
nas proporções de 1:10, 1:100, 1:1000, 1:10000 e 1:100000 e numa 
escala de toxicidade, concluíram que o FC apresentou maior to-
xicidade, seguido do FCD, SF, HC e MTA. Porém, as diluições 
utilizadas, apesar de estarem de acordo com as normas da ISO 
(International Organization for Standardization) 10993-12, referen-
te à avaliação biológica de dispositivos médicos, são distantes 
da realidade clínica, visto que as drogas testadas são utilizadas 
em íntimo contato com a câmara pulpar dos dentes decíduos na 
sua maior concentração. As reações tóxicas tendem a ser doses 
dependentes e diretamente proporcionais à quantidade da subs-
tância empregada. No nosso estudo, com o objetivo de adequar 
este experimento para uma situação mais próxima da realidade 
clínica, as diluições foram feitas na proporção de 1:9, 1:27 e 1:81. 

Nagem Filho et al.27 (2007) afirmaram que o Paramonoclorofe-
nol Canforado apresentou potencial irritativo ao tecido cutâneo 
de ratos, e que a toxicidade desta droga depende da sua con-
centração. Estes dados corroboram com os resultados do nosso 
trabalho, pois independente da concentração avaliada, o índice 
de toxicidade desta droga foi de 100%. 

Hidalgo et al.26 (1999) avaliaram a biocompatibilidade de ma-
teriais utilizados como curativo de demora em endodontia atra-
vés da tolerância tecidual. As drogas foram colocadas na forma 
concentrada em contato direto com a córnea de coelhos. Foi ob-
servada resposta inflamatória intensa quando utilizados o Para-
monoclorofenol Canforado e o Formocresol em comparação com o 
Hidróxido de Cálcio e o Otosporin®, que apresentaram melhor 
biocompatibilidade. Estes achados corroboram com os resulta-
dos encontrados no nosso estudo. O Otosporin® apresentou bai-
xo percentual de toxicidade nas duas menores concentrações, 
porém em sua maior concentração, houve 100% de toxicidade, o 

sinaliza a tentativa de minimizar este efeito tóxico sem a perda 
da eficácia clínica.

CONCLUSÕES
Pode-se concluir com a realização desse trabalho: Todos os 

materiais endodônticos avaliados mostraram potencial tóxico às 
células.
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ABSTRACT
The aim of this paper was analyze the cytotoxicity effect of 

Calcium Hydroxide, Paramonoclorofenol Canforado, Otospo-
rin and Formocresol deluded in dental pulp stem cells (DPSC). 
Material and Methods: DPSC were grown in 96 wells culture 
plate in the concentration of 1.5 X104 cells per well. Dilutions 
of drugs were as followed: 1:9, 1:27 and 1:81, and control with 
DPSC in DMEM. The cells were cultured for an additional 2 

hours. The cells were washed with bufferin saline solution for 
2 times and  MTT test was performed. Results: The Ca(OH)2 
and Otosporin were the drugs less toxic to the DPSC, while the 
Paramonophenol Canforated and formocresol were lethal in all 
concentrations. Conclusions: all drugs tested were toxic to the 
DPSC.

KEYWORDS: Stem cells, dental pulp, cytotoxicity, endodon-
tic materials.
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