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RESUMO

Terapias regenerativas utilizando arcaboucos derivados da matriz extracelular descelularizada
(MECd) tém demonstrado grande potencial para promover a regeneragao tecidual e restaurar a
vitalidade do tecido pulpar. Estudo recente identificou a permanéncia de proteinas-chave
relacionadas ao processo regenerativo endodontico, como a Periostina (POSTN) e Fibrilina
(FBNT) em MECd por protedmica nos dois protocolos utilizados neste trabalho. A partir desses
achados, este estudo teve como objetivo avaliar a interacao entre os tecidos de polpa dentaria
descelularizada (DP), obtidos por dois métodos de descelularizagdo, e as células-tronco da
polpa dentaria (DPSCs). A DP foi testada em duas formas: extratos de polpa descelularizada
(DPE) e polpa dentéria descelularizada liofilizada (FDP). A eficiéncia da descelularizacdo foi
confirmada por coloragdo com DAPI e extracio de DNA. Dois tipos de produtos de polpa
descelularizada foram preparados, resultando nos grupos DPEM, DPES, FDPM e FDPS. Esses
grupos foram analisados por espectrometria de massa com desor¢ao/ionizagdo a laser assistida
por matriz - tempo de voo (MALDI-ToF). A citotoxicidade foi avaliada pelo ensaio de MTT e
a morfologia celular foi analisada por microscopia eletronica de varredura (MEV). A
proliferagcdo e migracao das DPSCs foram avaliadas pelo teste de exclusao do azul de tripano e
pelo ensaio de arranhadura (scratch assay), respectivamente. As analises estatisticas foram
realizadas por meio dos testes ANOVA e Tukey, considerando-se nivel de significancia de
p<0,05. A analise MALDI-ToF revelou diferencas significativas nos perfis proteicos entre os
grupos. Embora o grupo DPEM tenha mostrado citotoxicidade inicial, com reducao da
viabilidade celular apds 24 horas, uma recuperagao significativa foi observada apds 48 horas,
sugerindo um efeito citotoxico transitorio. A andlise de MEV mostrou rupturas celulares nos
grupos DPEM e DPES a 72 horas, indicando uma resposta celular inicial, mas ensaios
subsequentes demonstraram recuperacdo celular. Todos os grupos exibiram altas taxas de
migracdo e proliferagdo, com destaque para os grupos FDPM e FDPS, que apresentaram
melhores resultados. Estes resultados demonstraram a alta eficacia dos produtos derivados da
polpa dentaria descelularizada, destacando seu papel crucial na regeneracdo pulpar. Embora
todos os grupos tenham mostrado resultados favoraveis, os produtos de polpa dentéaria
liofilizada (FDPS e FDPM) se destacaram com resultados superiores, exibindo melhor
desempenho em comparagdo com o extrato de polpa dentéria liofilizada. Ambos os produtos de
polpa descelularizada demonstraram forte potencial para regeneragdo tecidual, apesar das
variagbes observadas. Novas pesquisas sd0 necessarias para esclarecer 0s mecanismos

subjacentes e as vias de sinalizagdo envolvidas.



Palavras-chave: Regeneracdo pulpar; Descelularizagdo; Matriz Extracelular; Polpa
descelularizada.

ABSTRACT

Regenerative therapies using scaffolds derived from decellularized extracellular matrix
(dECM) have shown great potential for promoting tissue regeneration and restoring pulp tissue
vitality. A recent study identified the persistence of key proteins related to the endodontic
regenerative process, such as Periostin (POSTN) and Fibrillin (FBN1), in dECM through
proteomics in both protocols used in this work. Based on these findings, the aim of this study
was to evaluate the interaction between decellularized dental pulp (DP) tissues, obtained
through two decellularization methods, and dental pulp stem cells (DPSCs). DP was tested in
two forms: decellularized pulp extracts (DPE) and lyophilized decellularized dental pulp (FDP).
Decellularization efficiency was confirmed by DAPI staining and DNA extraction. Two types
of decellularized pulp products were prepared, resulting in the groups DPEM, DPES, FDPM,
and FDPS. These groups were analyzed by Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization Time-
of-Flight (MALDI-ToF) mass spectrometry. Cytotoxicity was assessed using the MTT assay,
and cellular morphology was analyzed by Scanning Electron Microscopy (SEM). The
proliferation and migration of DPSCs were evaluated using the trypan blue exclusion test and
the scratch assay, respectively. Statistical analyses were performed using ANOVA and Tukey
tests, considering a significance level of p<0.05. MALDI-ToF analysis revealed significant
differences in the protein profiles between the groups. Although the DPEM group showed initial
cytotoxicity with reduced cell viability after 24 hours, significant recovery was observed after
48 hours, suggesting a transient cytotoxic effect. SEM analysis showed cell ruptures in the
DPEM and DPES groups at 72 hours, indicating an initial cellular response, but subsequent
assays demonstrated cell recovery. All groups exhibited high migration and proliferation rates,
with the FDPM and FDPS groups showing the best results. These results demonstrated the high
efficacy of decellularized dental pulp-derived products, highlighting their crucial role in pulp
regeneration. Although all groups showed favorable results, the lyophilized dental pulp
products (FDPS and FDPM) stood out with superior outcomes, displaying better performance
compared to the decellularized pulp extract. Decellularized pulp products showed strong
potential for tissue regeneration, despite the observed variations. Further research is needed to
clarify the underlying mechanisms and signaling pathways involved.

Keywords: Pulp Regeneration; Decellularization; Extracellular Matrix; Decellularized Pulp.
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PREFACIO

A jornada que culminou neste trabalho teve inicio ainda na graduacdo, quando fui
apresentada ao universo da pesquisa por meio da iniciacdo cientifica. Como bolsista do
Programa de Iniciacdo em Desenvolvimento Tecnologico e Inovagdo (PIBIT), tive a
oportunidade de participar do projeto "Analises in vitro e in vivo de peptideos de defesa do
hospedeiro como terapia antimicrobiana e imunomodulatéria na endodontia”. Essa experiéncia
foi determinante para despertar meu interesse pelo potencial da ciéncia na busca por solucoes

inovadoras no reparo dentario, unindo os principios da endodontia e da bioengenharia.

Conclui minha graduagcdo em Odontologia em 2017, motivada a aprofundar meus
conhecimentos na endodontia. Em 2020, finalizei minha especializacdo na area, 0 que reforgou
minha busca por alternativas terapéuticas que transcendam as abordagens convencionais. O
desejo de explorar novas possibilidades no campo da pesquisa me levou a ingressar no mestrado
em 2022, dando continuidade aos estudos iniciados pelo nosso grupo de pesquisa e ampliando
a investigacao sobre a descelularizacdo do tecido pulpar e sua interagdo com células da polpa
dentaria. Neste periodo, o grupo ja havia realizado uma primeira avaliagdo da polpa dentaria
descelularizada, cujos resultados foram publicados em 2023. Nesse estudo, observou-se que a
descelularizacdo preservava a arquitetura da matriz extracelular, além de preservar algumas
proteinas chave essenciais para o processo de regeneracao pulpar, evidéncias que poderiam

favorecer a adesao ¢ interagao celular.

Desta forma, dando continuidade a esses achados, a proposta deste trabalho foi investigar
a interacdo entre a polpa dentaria descelularizada e células pulpares, tendo a polpa dentéria
descelularizada como um biomaterial, em duas diferentes formas de apresentacdo. O principal
objetivo deste estudo foi avaliar como o tecido pulpar descelularizado poderia ser utilizado
como um possivel arcabouco biolégico para a terapia endodéntica regenerativa. Para isso,
realizamos a caracterizacdo da matriz extracelular, seguida pela analise da interacdo de células
pulpares frente a esse biomaterial, sendo analisado presenca de morte celular, morfologia,
capacidade proliferativa e migratoria. Estas analises permitiram uma avaliacdo aprofundada da
resposta celular e sua adaptacdo ao novo ambiente proporcionado pela matriz extracelular

descelularizada.
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A escrita desta dissertagdo seguiu o formato de capitulos, descrito nas normas para
redacdo de teses e dissertacGes do Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncias da Saude, UnB.
Desta forma, este trabalho apresenta os seguintes itens: introducgdo, objetivos e materiais e
métodos, escritos em portugués. Este segmento inicial fornece o embasamento tedrico do
estudo, delineia os objetivos propostos e detalha os procedimentos metodolégicos empregados.
O primeiro capitulo corresponde ao artigo cientifico, escrito em inglés. Esse capitulo consiste
no eshoco do artigo cientifico destinado a submissdo na revista International Endodontic
Journal, contendo os resultados obtidos no estudo e sua discussdo com base na literatura atual.
Na sequéncia, consideracdes finais, redigido em portugués, apresenta uma analise integrada dos
achados do estudo, destacando suas implicacBes cientificas e clinicas. Além disso, sdo

discutidas perspectivas futuras para a aplicacdo dos biomateriais desenvolvidos.

Este trabalho néo teria sido possivel sem o apoio inestimavel de meus orientadores,
colegas de laboratorio e das instituicdes que tornaram essa jornada viavel. A todos que, de
alguma forma, contribuiram para este estudo, meu mais sincero agradecimento. Espero que 0s
conhecimentos aqui apresentados possam ndo apenas enriquecer a literatura cientifica, mas
também inspirar novas pesquisas que, no futuro, contribuam para avangos na pratica clinica e

para a melhoria da qualidade de vida dos pacientes.
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1 INTRODUCAO

1.1 Polpa dental

A polpa dental ¢ um tecido conjuntivo altamente vascularizado localizado no interior
dos canais radiculares, originario da lamina dentaria, derivada da proliferacdo das células da
crista neural. As células indiferenciadas da polpa dentéria, localizada na regido, se diferenciam
em fibroblastos e odontoblastos, tanto no processo de rizogénese no periodo de formagao do
elemento dentario, como ao longo da vida, com o objetivo de limitar ou reparar o dano causado
durante um processo infeccioso, induzindo a formacgdo de células especializadas da polpa
(Khorasani et al., 2020; Vaseenon, 2022; Yu and Abbott, 2007).

A composicao do tecido pulpar ¢ baseada em moléculas de colageno, proteoglicanos e
fibronectina, que formam o arcaboug¢o da matrix extracelular (MEC). Este tecido também
contém diferentes tipos de glicoproteinas. Além disso, inclui células indiferenciadas,
fibroblastos e odontoblastos. Ha a presenca de células vasculares, células de defesa, vasos
sanguineos e fluidos intersticiais. Por fim, o tecido ¢ inervado por axdnios provenientes de
fibras nervosas que acompanham os vasos sanguineos, formando o feixe neurovascular do
nacleo pulpar (Das et al., 2014; Rechenberg, Galicia e Peters 2016; Zanini, Meyer ¢ Simon
2017).

Para manter a prote¢ao da polpa dentéria contra microrganismos, esse tecido € envolto
pela dentina, que, por sua vez, ¢ recoberta pelo esmalte na regido da coroa e pelo cemento na
raiz, formando sua prote¢ao mecanica ao ambiente bucal. O complexo dentino-pulpar apresenta
uma capacidade de resposta frente a estimulos agressores, tendo como objetivo principal
diminuir ou limitar os danos causados. Os estimulos agressores, causados por lesdo cariosa e
fraturas corondrias ou radiculares, sao as duas principais condigdes que podem afetar a
integridade da cAmara pulpar, criando vias para a entrada de microrganismos e seus metabolitos
na polpa, promovendo inflamacdes agudas no tecido pulpar que ao se disseminarem, podem
resultar em infeccgdes cronicas afetando os tecidos circunvizinhos e o osso alveolar (Das et al.,
2014; Goldberg, Njeh e Uzunoglu, 2015; Galicia and Peters, 2016; Mufoz-Carrillo et al., 2021;
Rechenberg; Vaseenon, 2022).

Outras vias potenciais para infec¢do microbiana pulpar incluem, fissuras dentinarias,
tubulagdo dentinaria exposta ou forame apical principal. Em todos os casos, se houver o
rompimento da barreira de defesa, o sistema imune derivado das células de defesa,

desencadeiam respostas para os microrganismos e seus subprodutos. Nesse sentido, células de
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defesa, como os macrofagos e células dendriticas, atuam no reconhecimento dos patdgenos
enquanto os odontoblastos, atuam como barreira de defesa mecanica frente a invasdo dos
microrganismos (Farges et al., 2015; Kanno et al., 2020; Mehboob et al., 2021).

As fibras nervosas por sua vez, detectam sinais sensoriais, causados principalmente pela
liberagdo de mediadores inflamatdrios. Diversas moléculas secretadas pelos neurdnios, como
neurotransmissores, neuropeptideos e aminoacidos, induzem a sensibilizagdo e promovem a
sintomatologia dolorosa, além de mediar fibroblastos, odontoblastos, células imunes e células
endoteliais vasculares (Kokkas et al., 2011; Rechenberg, Galicia e Peters 2016).

Clinicamente, quando o processo infeccioso se estabelece o tratamento endodontico se
faz necessario. No entanto, o tratamento endodontico convencional ndo esta indicado nos casos
de dentes permamentes imaturos com rizogénese incompleta, devido a interrupcao do
desenvolvimento radicular, seja por processo infeccioso ou traumatico. Entre os traumas que
podem comprometer o desenvolvimento radicular, destacam-se as fraturas de tecidos
mineralizados, como fraturas coronarias e radiculares, além de luxacdes dentarias (subluxacao,
luxagdo lateral, extrusiva ou intrusiva) e avulsdo, pois ao comprometerem o suprimento
sanguineo ao apice, podem interromper o processo de formagao radicular (Kokkas et al., 2011;
Rechenberg, Galicia and Peters, 2016; Vaseenon, 2022). Nestas situagdes clinicas, modalidades
diferentes de tratamentos e protocolos tém sido desenvolvidas para promover a formagdo de
tecido perdido e induzir a continuidade da formagao da raiz. Dentre estes, estdo os protocolos
de revascularizagao pulpar. Para este protocolo ¢ necessaria a interacao induzida com células
tronco da papila apical, com o objetivo de formar novo tecido vivo vascularizado e promover a
continuidade da formacao da raiz.

Outro protocolo de tratamento € o processo de apicificacdo. Este processo objetiva
induzir a formagdo de uma barreira de tecido mineralizado na regido apical da raiz
incompletamente formada, por meio da aplicagdo de um biomaterial. Tradicionalmente, a
apicificacdo era realizada com multiplas trocas de hidroxido de calcio ao longo de varios meses,
o que demandava um longo tempo de tratamento e apresentava risco de fraturas radiculares
devido a fragilidade da estrutura dent4ria. Com os avancos na endodontia, técnicas mais
modernas passaram a empregar materiais bioceramicos, como o MTA (Mineral Trioxide
Aggregate) ou o Biodentine, que permitem a criagdo de um plug apical em uma ou poucas
sessoes, reduzindo o tempo clinico e promovendo melhor vedamento apical (Cigek ez al., 2017;
Mohite et al., 2022; Panjwani et al., 2024)

Por fim, os protocolos de terapia endodontica regenerativa, também se apresentam como

protocolos promissores. Estes visam a utilizacdo da triade representada por células tronco,
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fatores de crescimento e arcabougos biologicos ou sintéticos. No entanto, apesar do potencial
dessas terapias, diversos desafios ainda precisam ser superados. Um dos principais desafios esta
relacionado a formacdo de tecidos que, frequentemente, se assemelham mais a um tecido
cicatricial do que ao tecido pulpar funcional desejado. Além disso, ainda sdo necessarios
estudos mais aprofundados para o desenvolvimento de biomateriais que proporcionem um
microambiente ideal a regeneragdo, garantindo nio apenas a formacdo de novo tecido, mas
também sua funcionalidade e integracdo ao tecido dentinario remanescente (Kokkas et al.,

2011; Goldberg, Njeh e Uzunoglu, 2015; Matichescu et al., 2020).

1.2 Terapia endodéntica regenerativa

A terapia endodontica regenerativa tem como objetivo a criacdo de novos tecidos
capazes de substituir a estrutura do tecido pulpar infectado. O sucesso da técnica envolve a
implantacdo de arcabougos, fatores de crescimento e células-tronco. Para esse fim, tém sido
aplicadas técnicas avangadas, como a impressao celular tridimensional (3D), arcabougos
injetaveis e terapia génica. O objetivo € restaurar ndo apenas a integridade estrutural, mas
também a fun¢ao sensorial do tecido pulpar, promovendo a deposi¢ao de tecido mineralizado,
vascularizacao adequada e inducao de fibras nervosas (Zhan et al., 2021; Murray, 2023;).

As estratégias se baseiam em abordagens de homing celular, que promove o
recrutamento de células-tronco endogenas para o interior do canal radicular; e em transplantes
ou inducao de células-tronco, combinadas com fatores de crescimento ¢ arcabouco, a fim de
construir ambiente adequado para a regeneragao do tecido pulpar. No que se refere as células,
o tecido pulpar mostra-se altamente rico na presenca de células-tronco, as quais sdo essenciais
para os diversos eventos moleculares e celulares envolvidos com a formagao, manutencao e
regeneracdo da polpa dentaria. As células-tronco da polpa humana abragem as células-tronco
da polpa dentdria (DPSCs) isoladas de tecidos da polpa dentiria de dentes permanentes
extraidos e células-tronco de dentes deciduos esfoliados humanos (SHEDs) (Miura et al., 2003;
Macrin et al., 2019; Mattei et al., 2021; Tong et al., 2022).

Estudos recentes demonstraram que as DPSCs, apresentam capacidade de diferenciag@o
multipotente e podem promover diversos processos biologicos incluindo, odontogénese,
osteogénese, angiogénese, miogénese e condrogénese. As células-tronco mesenquimais
(MSCs) secretam uma variedade de citocinas pro6 e anti-inflamatorias e fatores de crescimento
que promovem a modulacdo da resposta inflamatoria, o restabelecimento do suprimento

vascular e a repara¢ao adequada do tecido, induzindo a homeostasia tissular e imunoldgica sob
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condigoes fisiologicas. Além disso, expressam marcadores celulares que as caracterizam como
células de clonogenicidade e alta capacidade proliferativa como os marcadores: CD29, CD44,
CD73, CD90, CD105, CD106, CD146, STRO- 1 ¢ aldeido desidrogenase 1 (Ravindran, Huang
e George 2014).

Além da presenca das células, os fatores de crescimento desempenham um papel crucial
na regeneracao dos tecidos. Essas biomoléculas ativas tém a capacidade de regular os processos
celulares, incluindo proliferagdo, diferenciagdo e migragao celular. No contexto da regeneracao
do tecido pulpar, algumas das principais proteinas envolvidas sdo o fator de crescimento do
fibroblasto (FGF), o fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), o fator de crescimento
transformador beta (TGF-f) e o fator de crescimento nervoso (NGF) (Mitsiadis, Magloire e
Pagella, 2017). Esses fatores de crescimento desenvolvem ambiente favoravel para a
regeneracao tecidual, promovendo a formagao de um novo tecido pulpar funcional (Brizuela ef
al., 2022).

Nesse contexto, os arcabougos sdo estruturas tridimensionais que promovem suporte
estrutural para as cé¢lulas indiferenciadas e também para os fatores de crescimento. Além disso,
servem como veiculos para o transporte celular controlado e apresentam diversas composicoes
estruturais. Dentre essas composi¢cdes estdo os arcaboucos de colageno, gelatina, acido
polilatico-co-Glicolico (PLGA), fibrina ¢ MEC. As técnicas com arcabouco da MEC sao
técnicas de pesquisas mais recentes, € apresentam grande potencial, devido a capacidade de
mimetizar o tecido natural, diminuindo a rejei¢do do organismo receptor (Granz e Gorji, 2020;
Kasravi et al. 2023; Zhang et al., 2017, 2022).

Nesse sentido, a triade composta por células, fatores de crescimento e arcaboucos
representa uma alternativa promissora em procedimentos regenerativos. Além disso,
proporciona um ambiente propicio para o desenvolvimento e diferenciagdo celular,
contribuindo significativamente para a regenera¢do do tecido pulpar danificado ou perdido

(Brizuela ef al., 2022; Zhang et al., 2022).

1.3  Matrizes extracelulares

As matrizes extracelulares sdo estruturas teciduais formadas, principalmente, por
proteinas. Apresentam propriedades biomecénicas, fisicas, tridimensionais que fornecem
suporte aos tecidos e modulam o comportamento celular, incluindo adesdo, diferenciagao,
proliferacdo, migracdo e expressdo funcional. Sdo estruturas bioativas com baixa

imunogenicidade e alta atividade biologica para transplante (Theocharis et al., 2016; McInnes,
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Moser and Chen, 2022). Essas matrizes apresentam em sua composicao proteinas estruturais,
como colageno e elastina; proteinas adesivas, como fibronectina e laminina e a presenga de
varias glicoproteinas e proteoglicanos (Carraher e Schwarzbauer, 2010; Theocharis et al., 2016;
Karamanos et al., 2021; Mclnnes, Moser and Chen, 2022; Singh). Essas caracteristicas
possibilitam a juncdo das proteinas e dos peptideos derivados da MEC em biomateriais,
fornecendo uma ampla vantagem para imunomodulacdo por meio de interagdes materiais, tanto
na liberagao controlada de farmacos, como no processo regenerativo (Rowley et al., 2019).

A medicina regenerativa tem investido no uso de arcaboucgos de matriz extracelular
descelularizadas (MECd), de 6rgdos inteiros ou pequenos fragmentos, para promover o reparo
e reconstrucao de variados tipos de tecido (Liu et al. 2022). O reparo desses tecidos € esperado
em casos de doencas graves como infecgdes, tumores, traumas, doengas degenerativas neurais
e oOsseas, insuficiéncia cardiaca, insuficiéncia hepatica, necrose tecidual, entre outros, que
causam grandes problemas clinicos e que comprometem a vitalidade dos 6rgdos com a
necessidade de substitui¢ao. Para todos os casos, diversos tratamentos ja sdo aplicados na
tentativa de reverter os danos, como os casos com aplicabilidade para enxertos de materiais
sintéticos ou até mesmo transplante de orgdo inteiro. Embora seja uma alternativa viavel, pode
haver a rejeicao pelo paciente receptor, mesmo que o doador seja compativel (Neve et al., 2014;
Aamodt e Grainger, 2016).

Dessa forma, a engenharia de tecidos propde estudos que buscam restaurar a vitalidade
do orgdo através da indugao de um processo de remodelagdao e reparo, com a utilizagao de
arcaboucos, fatores de crescimento € moléculas sinalizadoras, com a manipulagdo de genes para
restaurar ou estabelecer a funcdo normal através da cura endogena dos tecidos ou orgaos,
utilizando técnicas in vivo e ex vivo e aplicacdes clinicas (Neve et al., 2014). Os arcaboucos
descelularizados, podem fornecer a sinalizagdo adequada para modular a fun¢do celular, e
demonstraram superioridade em relagao a capacidade de diferenciacdo de células-tronco, em
comparacao com cultura de tecidos artificiais e biomateriais naturais (Neve et al., 2014; Aamodt
e Grainger, 2016).

O uso das MECs artificiais, por algum tempo foi uma alternativa viavel devido a
facilidade de aplica¢do, porém ndo apresentam a capacidade de alcangar as propriedades da
MEC nativa, o que torna sua aplicagdo limitada, e por esse motivo justifica-se a busca por
MEC:s hibridas, que possam apresentar as vantagens das MECs nativas e artificiais (Muncie e
Weaver, 2018).

Diferentes métodos de fabricagdo dos biomateriais empregados para substitui¢do de

diferentes tecidos lesados sdo desenvolvidos por alguns autores a fim de proporcionar melhor
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qualidade de vida para os pacientes. Uma variedade de tecidos e 6rgaos sdo usados como fontes
de MECd e estes incluem figado, coragdo, tecido adiposo, cartilagem e pele de diferentes fontes,
incluindo humanos, porcos, ratos, dentre outros (Yao et al., 2019; Yang, Dang e Xu, 2022). As
principais fontes de drgdos/tecidos derivados da MECd sdo os suinos. Estudos envolvendo o
reparo nervoso com tecido suino obtiveram resultados ideais, pois houve retencao de diferentes
tipos de proteinas funcionais, incluindo colagenos, glicosaminoglicanos, proteoglicanos e
fatores de crescimento, que promoveram ambiente favoravel para a proliferacao das células de
Schwann e o crescimento do axonio (L1, Javed e Ao, 2021).

Estudos envolvendo o uso de arcaboucos acelulares injetaveis, para o tratamento do
infarto agudo do miocardio (IAM) e para a insuficiéncia cardiaca (IC) cronica, envolve hidrogel
injetdvel de matriz miocardica, derivado de MECd ventricular de suinos, que pode ser
administrado com cateter transendocardico (Wassenaar et al., 2016). A injegao ¢ capaz de
modular as vias de inflamacdo, reducdo de morte celular e hipertrofia cardiaca, além de
aumentar significativamente a neovasculatura do infarto (Singelyn et al., 2012; Seif-Naraghi et
al., 2013; Wassenaar et al., 2016).

Diferenciacdes osteogénicas das MECd de osso bovino in vitro foram resultados de
alguns estudos, e produziu um efeito sinérgico para melhorar a regeneracao 6ssea em defeitos
de tamanho critico em ratos, proporcionar melhor condugao dssea e osteoconducao (Lee et al.,
2016). Os arcaboucos da cartilagem costal e osteocondral, também contribuiram para o estudo
de doengas degenerativas, como a osteoartrite, com envolvimento de cartilagens (Li et al.,
2021). Desse modo, o arcabouco osteocondral acelular apresentou a capacidade de reparar
defeitos osteocondrais com efeito reparador (Zhu et al., 2021).

Doengas, como anemia falciforme, cancer e infecg¢ao pelo HIV, estao entre as principais
doencas que levam ao comprometimento do baco. Estudos recentes, investigam a reconstrugao
desse o6rgao com as proprias células do hospedeiro, e desenvolvem arcabouco que apresenta
capacidade de fornecer base para a reconstrugao desses tecidos e possivelmente sua substitui¢ao
(Zanardo et al., 2020).

Diante dos resultados promissores obtidos em diversos estudos, utilizando orgdos
diferentes, a ideia da regeneracdo com arcaboucos acelulares também tem sido estudada para a
recuperacao do tecido pulpar inflamado/infectado e para o reparo de defeitos periodontais
(Adanir, Khurshid e Ratnayake, 2022; Liang, Liao e Tian, 2023). A polpa dentéria
invariavelmente responderd com inflamagdo em resposta a presenga microbiana (por cérie ou
doenga periodontal, por exemplo) ou trauma (Zanini, Meyer e Simon, 2017; Caeiro-Villasenin

et al., 2022). A gravidade e forma desta resposta pulpar ird determinar qual o tratamento sera
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mais adequado (Gibbison e Crozier, 2022; Karamifar, Tondari e Saghiri, 2020). Em casos mais
graves, esse tecido pulpar ird sofrer degradacdo tecidual irreversivel, e possivelmente ira
resultar em necessidade de tratamento endodontico, com remoc¢ao da polpa dentaria infectada
e limpeza dos canais radiculares (Adanir, Khurshid e Ratnayake, 2022).

A MECd do tecido pulpar pode ser obtida através da polpa removida dos dentes
extraidos para fins ortodonticos ou pela extracao de terceiros molares higidos. A polpa dentéria
¢ um tecido altamente especializado com potencial de defesa, reparo e regeneracao, pois sua
composi¢cdo contém células de funcdo sensorial e cé€lulas residentes, capazes de promover o
reparo fisiologico e induzir a diferenciagdo celular (Khurshid et al. 2022). Fatores regenerativos
presentes na MEC da polpa dentaria, além da presenca do colageno, sdo fatores que induzem a
angiogénese, e colaboram para a possivel formac¢do de um novo tecido. Sendo assim, estas
caracteristicas podem contribuir para que o arcabouco biologico seja compativel e contenha
elementos estruturais naturais da MEC necessarios para a regeneracao tecidual (Algahtani et

al., 2018; Fu et al., 2020; Alghutaimel et al., 2021).

1.4  Processos de descelularizacido da matriz extracelular

Utilizar MEC descelularizada ¢ uma nova abordagem para realizar a reconstrugao de
orgaos e tecidos. A arquitetura estrutural € os componentes bioquimicos retidos sdo variados
de acordo com o detergente utilizado e o protocolo de descelularizacao (Tiemann et al., 2020).
Diversas técnicas de descelularizagao sao aplicadas com o objetivo de promover a remog¢ao de
componentes nucleares e intracelulares de determinado 6rgdo ou tecido, o que permite a
diminui¢cdo da imunogenicidade, responsavel pela rejeicao do tecido doado. Fatores como a
preservagao da histoaquitetura tecidual, preservacao dos fatores de crescimento e proteinas,
favorecem o repovoamento celular e a regeneracao dos tecidos (Wang et al., 2014; Gilpin and
Yang, 2017.

Métodos quimicos, fisicos e enzimaticos, ou uma combinagao entre eles sao utilizados
para remover contéudo genético do tecido, pois os detritos celulares residuais podem ser toxicos
para as células que irdo desencadear resposta inflamatéria exacerbada e que podem ser
destrutivas in vivo (Crapo, Gilbert e Badylak, 2011). Os critérios para avaliar a eficacia desses
protocolos sdo realizados com testes de extracdo de acido desoxirribonucleico (DNA), onde a
MECd deve conter menos de 50ng de DNA por mg de peso seco da MEC, e pela coloragdo de
4’,6-diamidino-2-finilindol (DAPI) que ird avaliar quantitativamente o contetdo proteico e

presenca nuclear visivel nas imagens obtidas (Gilpin and Yang, 2017; Kasravi et al. 2023).
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Os agentes descelularizantes mais comuns sdo utilizados no método quimico. Neste
método, utilizam-se detergentes que sdo classificados em detergentes i0nicos, responsaveis por
solubilizar as membranas celulares e desnaturar as proteinas (Crapo, Gilbert e Badylak, 2011).
O dodecil sulfato de sodio (SDS) ¢ classificado como um surfactante idnico com aplicacao
bem-sucedida, pois apresenta eficiéncia em remover 90% do DNA em grande quantidade de
tecidos inteiros densos ou parte deles, como valva cardiaca suina (Roderjan et al., 2019),
pulmao de rato (Calle ef al., 2016; Ohata e Ott, 2020) suinos e humano (Gilpin ef al., 2014),
bexiga suina (Rosario et al., 2008), cornea suina (Fu et al., 2010; Du et al., 2011; Zhou et al.,
2011), rim suino (Wang et al., 2015; Uzarski et al., 2023), ovario suino (Almeida et al., 2023),
articulacao temporomandibular (ATM) suina (Lumpkins, Pierre and McFetridge, 2008) e polpa
dentaria (Song et al., 2017; Bakhtiar et al., 2020; Matoug-Elwerfelli et al., 2020).

Alguns estudos, no entanto, relatam que embora consiga promover a descelularizagao
de forma satisfatoria, esse detergente pode alterar a estrutura mecanica da MEC, sendo
prejudicial para as proteinas estruturais e de sinalizacdo, reduzindo a quantidade de fatores de
crescimento e alterando seus principais componentes - colageno, fibronectina € laminina - que
pode afetar significativamente a aderéncia no repovoamento celular (Ahmed, Saleh e Xu,
2021). Outro agente nao i6nico ¢ o desoxicolato de sodio (SD), porém apresenta caracteristicas
maiores de biocompatibilidade, por serem mais suaves que o SDS (Gilpin e Yang, 2017; White
etal.,2017).

Os detergentes nao idnicos atuam na interrupgao das interagdes lipideo-lipideo, lipideo-
proteina e DNA-proteina. O Triton X-100, ¢ classificado como um detergente menos agressivo
ao ser comparado com o SDS, isso devido a sua capacidade de remover o contetido genético
sem prejudicar a integridade tecidual quando em concentragdes mais baixas. Estudo
envolvendo a descelulariza¢do de rins e figados suinos inteiros, demonstrou a capacidade do
Triton X-100 em remover os residuos dos grupos tratados em combinacdo com SDS, e garantiu
que as matrizes nao fossem citotoxicas para as células. Em contrapartida, estudos indicam que
o uso do Triton X-100 isolado, para remogdo de tecidos mais densos, tem sua capacidade de
descelularizacdo diminuida (Gilpin and Yang, 2017; Liu et al., 2018; Jiang et al., 2021).

Alguns protocolos quimicos utilizam métodos com acidos e bases representado pelos
agentes: acido peracético (PAA) e o hidroxido de sédio (NaOH). O primeiro apresenta
propriedades altamente corrosivas e forte, seus efeitos como agente descelularizante sdo fracos
embora apresente efeitos de esterilizagdo do arcabougo descelularizado, pode acompanhar
consequéncias indesejadas como danificacdo da estrutura tridimensional da MEC com efeitos

prejudiciais sobre a fungdo do arcabougo e as propriedades regenerativas. Em contrapartida, o
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NaOH remove contetdo genético de maneira eficaz, porém danifica significativamente a
estrutura da MEC e diminui o contetido de fatores de crescimento (Wang et al., 2015; Gupta,
Mishra e Dhasmana, 2018; Kasravi et al. 2023; Uzarski et al., 2023).

Os agentes enzimaticos sdo utilizados em combinagcdo com agentes quimicos para
complementar sua eficiéncia, frequentemente utilizada para interromper as interagdes entre as
células e a MEC, ou para remover material antigénico para diminuir a imunogenicidade dentre
eles estdo: tripsina, pepsina, Dnase € Rnase (Ramm et al., 2020). O Triton X-100, apesar de
apresentar boas caracteristicas, decompoe fragmentos de DNA maiores que o SDS/SD, dessa
forma o uso de Dnase quebra o DNA em fragmentos menores facilitando a remocdo. A
desvantagem desses materiais esta na interrup¢ao da estrutura do coldgeno, lamina e elastina.
Assim como os agentes quelantes, como acido etilenodiaminotetracético (EDTA), sozinhos
apresentam baixa capacidade de remogao celular e de antigenos (Gilpin and Yang, 2017; Liu
et al., 2018; Ramm et al., 2020).

Embora os métodos quimicos sejam amplamente utilizados, ha uma discussdo quanto a
possivel toxicidade desses produtos que podem afetar a imunogenicidade dos tecidos e
consequentemente aumentar o risco de rejeicao tecidual. Nesse contexto, protocolos de
descelularizacdo fisica como congelamento, agitacdo mecanica e sonicagdo, tém sido
frequentemente aplicados para facilitar a descelularizacao tecidual. A eficacia do protocolo, no
entanto, s6 ¢ possivel quando hd a combinacdo dos métodos citados, isso devido as
caracteristicas especificas de cada método que juntos podem contribuir para um tecido mais
compativel (Tchoukalova et al., 2018). A membrana celular deve ser primeiramente destruida
via agitacdo mecanica imersa em detergentes i0nicos ou ndo idnicos, ou seja, deve haver
solubilizacdo dos componentes celulares citoplasmaticos e nucleares usando SDS/SD associado
ou ndo ao Triton X-100, seguido da digestdo da matriz extracelular que pode ser mediada por
tripsina/EDTA (Gilpin and Yang, 2017; Ramm et al., 2020).

Atualmente um método de descelularizagdo assistida por apoptose € apontada como
uma nova abordagem, e ¢ baseada na morte celular programada, fragmentagdo e retengao de
remanescentes celulares dentro da membrana celular. Um estudo projetou tecido nervoso em
bioreator de perfusdo e induziu a apoptose através da adicdo de um adjuvante ao meio de
perfusdo, ou seja, apoptado, com suplementagdo veicular como controle, ndo apoptado. O
sistema de biorreator de perfusdo promoveu a desvitalizagdo da MEC com 95% das células
mortas (Wachs et al., 2022).

Os métodos quimicos de desceluarizagdo também foram avaliados em MECs de tecidos

pulpares, para aplicacdo odontologica. Foram realizados modelos experimentais em tecido
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pulpar de ratos, tecido pulpar bovino, suino, canino ¢ humano. Um estudo avaliou a matriz
extracelular da polpa de caes beagles com o protocolo de descelularizagdo conjunta de SDS e
Triton X-100 com suplementacdo de lamininas, devido a expressdo parcial de proteinas que ¢
diminuida na MECd da polpa dentaria. A laminina ¢ um componente estrutural biologicamente
ativo que pode promover a formacao de tecidos dentinarios e induzir a diferenciacdo dos
odontoloblastos, favorecendo a regeneragdo dos tecidos (Pigeot et al., 2020).

Outro protocolo de descelularizagdo pulpar, foirealizado em polpas dentarias de suinos.
A combinacdo dos métodos de SDS em agitagcdo mecanica, seguido de Triton X-100 e
finalizado com metddo enzimatico, removeu de forma efetiva os componentes celulares,
preservando as proteinas da matriz extracelular e estruturas naturais. As matrizes foram
transplantadas em camundongos combinado com as DPSCs humanos e promoveu o
crescimento dos tecidos dentais (Hu et al. 2017). Todos os estudos realizados em tecidos
pulpares de diferentes doadores utilizaram técnicas combinadas de SDS com Triton X-100,
associados com produtos enzimaticos e quelantes, respectivamente: Dnase, Rnase, tripsina,
colagenase ¢ EDTA (Song et al., 2017; Zhang et al., 2017; Traphagen et al., 2012; Liu et al.,
2018; Matoug-Elwerfelli et al., 2018).

Ao final do tratamento com os reagentes especificos, essas matrizes devem passar por
tratamento de esteriliza¢ao ou desinfec¢do para continuidade dos testes. Esse processo garante
que o material descelularizado ndo seja toxico, e além disso, preserve as estuturas
tridimensionais do arcabougo. O etanol e o isopopanalol sao exemplos de desinfetantes comuns,
que apos a imersao tecidual promove a desinfec¢ao alcdlica, mas ndo a esterilizacao. Esse
mecanismo pode alterar a estrutura tecidual e desnaturar as proteinas presentes no tecido se
imerso por tempos prolongados, além disso, os alcdis ndo sdo capazes de matar esporos, o que
torna sua agdo questionavel (Tao et al., 2021; Afzal and Huguet, 2023).

O uso de antibidticos foi atribuido para a desinfeccdo em estudos com estomago,
intestino delgado, pulmao, tenddo, nervo, entre outros. A associacdo do antibidtico com outros
métodos, devido ao especto antimicrobiano limitado, podem promover o estado asséptico dos
tecidos. Essa associacdo pode ser realizada com o PAA, que ¢ um desinfetante comum, e que
em condi¢des ideais pode ser usado como agente de esterilizagdo quimica (Hodde et al., 2007).
Em altas concentracdes esse reagente pode afetar as propriedades fisicas e mecanicas das
matrizes (Huang et al., 2004; Tao et al., 2021; Afzal and Huguet, 2023)

A manuten¢do das caracteristicas mecanicas do tecido nativo ¢ de grande importancia
para sua funcionalidade. Cada técnica de descelularizagdo vai produzir efeitos diferentes nos

tecidos. Deve-se garantir a manutengdo das caracteristicas elasticas, de viscosidade, resisténcia,
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atracdo e escoamento, manutencdo de proteinas especificas e fatores de crescimento.
Abordagens combinadas veem apresentando resultados mais aceitdveis, embora ainda ndo
exista a técnica ideal e que produza menos efeitos colaterais. A descelularizagdo de cada tecido
e 6rgdo dependera de fatores como a celularidade do tecido, densidade, contetido lipidico e
espessura. A otimizacdo do processo de descelularizacdo e esterilizagdo, podem minimizar a
especificidade do doador-paciente e garantir a compatibilidade nos transplantes (Kasravi et al.

2023).

1.5 O uso da matriz extracelular descelularizada em terapias regenerativas

O uso dos arcaboucgos biologicos tém atraido interesse significativo no campo da
engenharia de tecidos, devido a sua alta biocompatibilidade e bioatividade. Dentre diversos
tipos de arcaboucos existentes, destacam-se o uso da matriz extracelular descelularizada, que
podem ser classificados de acordo com a sua origem, sendo eles: autdgenos, alogenos e
xenogenos. Sua fonte também pode determinar se a MECd ¢ derivada de tecidos, como figado,
pancreas, coracao ou derivado de células progenitoras, como as c€lulas tronco mesenquimais
(CTMs) (Brown et al., 2022; Liu et al., 2022; Zhang et al., 2022).

Os arcaboucos derivados de orgdos e tecidos inteiros preservam sua estrutura
tridimensional, e apresentam beneficios para a regeneracdo de tecidos, podendo favorecer a
migragado, proliferagao e diferenciacao celular, além de manter suas caracteristicas mecanicas
de suportar a recelularizacao tecidual (Brown et al., 2022). A desvantagem de seu uso esta nas
limitagdes quanto a necessidade de reimplante cirirgico, promovendo maiores indices de
rejeicdo. Por outro lado, quando a MECd ¢ degradada e passa por processos de solubilizagao,
algumas caracteristicas sdo mantidas e a aplicagdo ocorre por injecdo de hidrogéis injetaveis,
ou aplicacdo de fragmentos bidimensionais (2D) e 3D, com a combinacdo ou ndo de
nanoparticulas que podem melhorar as caracteristicas da matriz (Pati et al. 2014; Al-Hakim
Khalak et al., 2022).

As CTMs que sdo cultivadas in vitro também podem contribuir para a regeneragao
tecidual, promovendo matriz de microvesiculas extracelulares ao secretar exossomos, molécula
com estrutura de membrana dupla em forma de taga e tamanho de 30 a 150 nm de diametro,
que contém fatores de crescimento, além de serem ricos em lipidios bioativos, proteinas,
mRNAs e miRNA regulatorios, e que contribui na comunicagdo célula-célula e regula a fungao
das células receptoras. Podem aumentar a capacidadede de migracao e proliferagao e favorecer

o rejuvenescimento celular. Além disso, apresentam vantagens de baixa imunogenicidade e
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baixa capacidade de transferéncia de patdogenos ao hospedeiro (Huang, Godkin e Schulze-
Tanzil, 2017; Yang et al., 2018; Zhu et al. 2021).

Devido as limitagdes do uso imediato das matrizes apos a descelularizagdo, biomateriais
baseados em MEC tém desempenhado um papel promissor na engenharia de tecidos e na
medicina regenerativa. P6 de matriz, biotintas e hidrogeis, sdo produtos que podem ser
desenvolvidos a partir da MECd de um tecido degradado por solubilizacdo, pulverizagao e
liofilizagao. Esses processos facilitam a aplicagdo, por ser um método aplicado por injecao ou
insercao local, e possibilitam a realizacdo de implantagdo minimamente invasiva, visando a
cicatrizacdo de feridas, integridade tecidual e capacidade de recrutamento celular (Kim et al.,
2017; Park, Gao and Cho, 2021; Zhe et al., 2023).

O p6 da MECd pode ser usado na forma de particulas, ou dissolvido enzimaticamente e
usado como fluido ou gel. Extratos de uma variedade de tecidos tém sido estudados para testar
a capacidade de recrutamento celular, dentre eles o tecido adiposo, que tem sido uma fonte
promissora de matriz, principalmente, pela alta quantidade de coldgeno em sua composigao.
Numerosos vasos sanguineos e tecido neoformado exibiu adipogénese com pequenas goticulas
lipidicas intracelulares acumuladas, em estudo realizado com extrato de tecido adiposo
alogénico, injetado em camundongos. Além disso, promoveu a eficacia na acdo de fixagdo e
proliferacdo celular para cultura de células 3D (Choi et al., 2012; Saldin et al., 2017).

Os hidrogéis, assim como o p6 de MECd, também sao preparados a partir do processo
de moagem a base do colageno, laminina, fibronectina, glicosaminoglicano (GAG) e fatores de
crescimento, além de proteinas especificas da MECd. Estudos in vitro testaram diversas fontes
teciduais em extratos de tecidos moles, que atestaram a efetividade das matrizes em comparacao
com o Matrigel, composto de cultura 3D comumente usado, um extrato de matriz que consiste
principalmente de proteinas especializadas em MEC que compdem as membranas basais (Lin
et al.,2022; Peng et al., 2023; Wei et al., 2023).

Outro estudo avaliou o potencial de inducdo celular de trés biomateriais a base de matriz
extracelular comercialmente disponiveis: arcabouco de colageno/glicosaminoglicano
(Integra™ Matrix Wound Dressing), um peritonio suino descelularizado (XenoMEM™) e uma
bexiga urindria suina (MatriStem™). Os resultados afirmaram que os enxertos teciduais
aumentaram a proliferagdo celular em modelo de cicatrizagdo de feridas em camundongos,
devido a presenga de fatores de crescimento. Resultados como esses sdo encontrados em
estudos com biomateriais produzidos pela MECd de 6rgdos como: bexiga, 0sso, intestino
delgado, estdmago, tecido adiposo, figado, tecidos cardiacos, entre outros (Capella-Monsonis

et al., 2020; Sassi et al., 2021).
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A utilizagdo de impressoras 3D também visa otimizar a resposta dos arcaboucos na
regeneracdo tecidual, possui capacidade de controlar o tamanho dos poros, porosidade e
interconectividade da matriz. A MECd de osso liofilizado ¢ solubilizado dentro de arcabougos
impressos em 3D, possibilitou a introdu¢do de uma rede matricial com porosidade em
microescala que aumentou ainda mais a adesdo celular in vitro e facilitou a penetragdo do vaso
promovendo a formagao de novo osso in vivo (Freeman et al., 2019).

A bioimpressao atua na fabricacdo e construgdes de tecidos funcionais para substituir
tecidos lesionados ou doentes. Essa abordagem permite a alta reprodutibilidade e controle
preciso sobre as construgdes fabricadas de forma funcional, potencialmente permitindo a
producdo de alto rendimento. As biotintas sao construidas através de um biomaterial especifico
ou por meio da mistura de biomateriais com a composicao de hidrogel (Santis, De et al., 2021).
Estudo realizado por Pati e colaboradores, realizaram a descelularizacdo do tecido adiposo,
tecido cartilagenoso e tecido cardiaco, a fim de desenvolver biotintas fabricadas de MECd. A
presenca de proteinas nas matrizes mesmo apos a descelularizacio € o que permite a vantagem
nos preparos de modelos impressos desses tecidos, favorencendo a porosidade interconectada
projetada, a introdugao de células encapsuladas com controle de distribuicdo e a oportunidade
de explorar aspectos organizacionais na regeneracao de tecidos (Pati et al., 2014; Gungor-

Ozkerim et al., 2018; Zhang et al., 2021).

1.6  Uso da matriz extracelular descelularizada na terapia endodontica regenerativa

O principal objetivo do tratamento endodontico convencional ¢ eliminar a inflamagao
e/ou a infecgdo pulpar, que ocorre principalmente por lesdes de carie ou trauma. Em casos de
dentes permanentes jovens esse tratamento se torna mais dificil, pois esses elementos
apresentam formag¢do radicular incompleta, com apices abertos e paredes radiculares frageis.
Tratamentos de apicificagdao e revascularizagao sao opgoes de tratamento que se baseiam no
uso de materiais bioativos provenientes do paciente, como a indug¢do do sangramento apical,
induzindo a fomagao tecidual de reparo (Wigler et al., 2013; Ashiry, El et al., 2016; Nicoloso
et al., 2017, 2019).

A engenharia de tecidos tem apresentado novas abordagens terapéuticas para resolver
este problema, permitindo a regeneracdo de um tecido pulpar funcional. Entre diversos
protocolos complexos, o uso de arcaboucos da MECd tem sido promissor no estudo das terapias
endodonticas regenerativas, pois visa a forma¢do de novos tecidos e o restabelecimento da

vitalidade de dentes imaturos, com o objetivo de continuar o desenvolvimento radicular.
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Embora vérias modalidades de tratamento tenham sido propostas para promover a regeneracao
pulpar, esses tratamentos apresentam alguns desafios a serem enfrentados (Lee et al., 2020;
Karamanos et al., 2021).

Entre os desafios para o desenvolvimento das terapias, estd em projetar um biomaterial
adequado para ser utilizado como arcabougo. Por esse motivo diversos biomateriais t€ém sido
desenvolvidos com o intuito de alcangar as caracteristicas ideais para a regeneracao tecidual
pulpar e promover a diferenciagdo das células progenitoras, entre eles o uso de arcabougos
polimericos de hidrogel, polissacarideos, alginato, quitosana, celulose, componentes da matriz
extracelular, matriz extracelular descelularizada, 4cido hialuronico, colageno, gelatina,
proteinas e peptideos, fibrina, acido polilitico (PLA), Acido poliglicolico (PGA), PLGA,
arcaboucos bioceramicos, exossomos derivados de células-tronco mesenquimais (MSC-Exo)
(Brown et al., 2022; Gongalves da Costa Sousa et al., 2022; Liu et al., 2022; Zhang et al., 2022).

Arcaboucos de nanofibras de quitosana (PVA/CS) foram estudados recentemente pelo
nosso grupo. Os resultados obtidos reforcam a eficiéncia das nanofibras com adicdo de
ciprofloxacina (0,5%) e IDR-1002 (0,5%) em sua composi¢do, apresentando atividade
antibiofilme oral multiespécie e consequentemente alta alta atividade antiinflamatéria em
estudos in vitro. A resposta in vivo demonstrou capacidade de regeneragao do tecido ao formar
tecido semelhante a polpa em comparacdo com o controle. Esses resultados implicam em um
avango para a endodontia regenerativa € o uso de nanofibras PVA/CS como um prototipo
promissor (Gongalves da Costa Sousa et al., 2022).

Considerando as propriedades quimicas ¢ mecanicas da MEC, os estudos consideram
uma solugao vidvel de arcabougo natural para a terapia endoddntica regenerativa, pois fornece
composi¢do estrutural ao tecido e direciona as respostas celulares. Os arcabougos de acido
hialuréhaco (HA), que ¢ um GAG composto por subunidades repetidas e alternadas de 4cido
D-glucurénico e N-acetil- D-glucosamina, presente na MEC do tecido conjuntivo, sdo
apontados como promissores, embora apresentem técnicas limitadas para aplicacao na terapia
endodontica regenerativa (Ahmadian et al., 2019; AlHowaish, AlSudani and AlMuraikhi,
2022).

Estudo in vivo realizado ap6s a remog¢do da polpa dentdria de ratos visando a
regeneragdo pulpar, comparou a efetividade do arcabougo de HA e arcabougo de colageno
inseridos no espago pulpar dos dentes de rato despolpados. O resultado demonstrou maior
organizac¢do celular no tecido formado apds a insercdo do arcabouco de HA, além de menor
quantidade de leucocitos granulados, sugerindo maior biocompatibilidade e biodegradacdo do

HA para a aplicacdo como arcabougo (Inuyama et al., 2010). Outro estudo utilizando o



32

Rehaylane Lyft (HA), preenchedores dérmicos de é4cido hialurénico, como arcabouco foi
realizado em dentes de cdes com formagdo incompleta da raiz. Os resultados alcangados
favoreceram a vascularizacdo e a formacdo de fibras do tecido regenerado, reforgando seu
potencial para uso em terapia endodontica regenerativa (AlHowaish et al., 2022).

Os arcabougos de gelatinas, biopolimero natural derivado da hidrdlise acida parcial ou
alcalina de colageno animal de peles, ossos e tenddes, sdo fabricados por técnias de eletrofiagao,
separagao de fases, lixivizagdo de porogé€nio e automontagem, sdo biodegraddveis e
biocompativeis além de apresentarem baixa antigenicidade. Estudos com liberagdao controlada
do fator de FGF2 incorporados em hidrogéis de gelatina, demonstraram capacidade de
estabelecer paredes de dentina acima do defeito dentinario exposto nos modelos in vivo
(Kikuchi et al., 2007; Ishimatsu et al., 2009).

Outro importante biomaterial utilizado como arcabouco e considerado um dos principais
componentes presente na MEC ¢ o colageno, principalmente o colageno tipo I, pois apresentam
alta biocompatibilidade e atividade bioldgica, podendo promover adesdo, migracdo e
proliferagdo celular (Ravindran, Huang e George, 2014). Os arcaboucos geralmente apresentam
estrutura porosa e garantem a interagdo das células, além de promover a diferenciacdo das
DPSCs em linhagem osteoblastica, em estudo realizado em dentes de ovelhas. As propriedades
do colageno utilizadas em arcabougos hibridos podem favorecer a regeneragao da polpa
dentaria (Kwon et al., 2017; Soares et al., 2017; Day1 et al., 2021).

Concentrados de plaquetas autdlogos, como plasma rico em plaquetas (PRP) e fibrina
rica em plaquetas (PRF), tém demonstrado resultados satisfatorios quando utilizados nos
estudos de tratamento endodontico regenerativo. O PRF promove a formacao de uma rede de
fibrina e libera fatores de crescimento que promovem a proliferagdo celular e a remodelagao da
matriz extracelular. O PRP libera fator de crescimento derivado de plaquetas, fator de
crescimento transformador, fator de crescimento endotelial vascular, fator de crescimento
epitelial e fator de crescimento semelhante a insulina (Bezgin et al., 2015; Alagl et al., 2017;
Bakhtiar et al., 2017).

Um estudo comparou a taxa média de sucesso entre diversos estudos para fechamento
ou redugdo apical apoés acompanhamento de 1 ano de tratamentos endodonticos regenerativos,
utilizando coagulo sanguineo, PRF e PRP. Os resultados apontaram maior taxa de sucesso com
os arcabougos de PRP e PRF, sendo em média 64% a 74%, respectivamente, o sucesso obtido
para os casos que houve a continuidade do crescimento radicular. Quanto a cicatrizacdo da lesdo
periapical os resultados alcangaram um sucesso de 100% em compara¢do com os casos de

coagulo sanguineo, além de alcangarem o fechamento apical completo (Murray, 2018).
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Estudos recentes tém demonstrado o potencial clinico do uso de concentrados autologos
de plaquetas em protocolos de terapia endodontica regenerativa (TER). Quando utilizados
como arcabougos bioldgicos, materiais como a fibrina rica em plaquetas (PRF) e o fator de
crescimento derivado de plaquetas concentrado (CGF) revelaram resultados promissores no
estimulo ao desenvolvimento radicular, na redu¢do do tamanho do forame apical e na
cicatrizagdo de lesdes periapicais (Kavitha et al., 2022).

Segundo Li et al. (2023), tanto o PRF quanto o CGF apresentaram desempenho clinico
semelhante quando avaliados quanto a cicatrizagdo de lesdes periapicais, eliminag¢do de sinais
e sintomas clinicos, e continuidade do desenvolvimento radicular. Esses achados refor¢am o
papel desses biomateriais como alternativas viaveis ao coagulo de sangue induzido,
especialmente em situacdes em que a indugdo de sangramento nao € possivel ou apresenta
limitagdes. Além disso, a biocompatibilidade, a liberagdo sustentada de fatores de crescimento
e a facilidade de obten¢do dos concentrados autélogos os tornam uma opgao atrativa dentro do
contexto da odontologia regenerativa, contribuindo para protocolos menos invasivos € com
maior previsibilidade clinica.

A polpa extraida de dentes saudadveis, como aqueles indicados para extracdo em
tratamentos ortodonticos ou terceiros molares higidos, pode ser uma fonte valiosa de MEC no
processo regenerativo devido as suas propriedades biologicas unicas. Esse tecido passa por
processos de descelularizagao, que podem ser realizados por métodos mecanicos, quimicos ou
pela combinacdo de ambos, visando a remog¢ao completa das células enquanto preserva a
arquitetura da MEC. Estudos recentes tém explorado a descelularizagao de polpas dentarias de
diferentes fontes, como suina, bovina, humana e de ratos, com o objetivo de desenvolver
arcaboucos biomiméticos altamente eficazes. A utilizagdo de tecidos suinos e bovinos, por
exemplo, tem ganhado destaque devido a sua abundancia e facilidade de obten¢do, enquanto as
polpas humanas e de ratos sdo amplamente estudadas por sua relevancia biologica e pela
similaridade em termos de microambiente (Sonoyama et al., 2006; Kim et al., 2010; Yue et al.,
2019; Bakhtiar et al., 2020).

Esses avancos na descelularizagdo tém possibilitado a criagdo de arcabougos capazes de
suportar de maneira eficaz a migragdo e proliferacdo celular, fatores essenciais para a
regeneragdo tecidual. Observagdes in vivo indicaram que o colageno presente na MEC favorece
a formacdo de novos vasos sanguineos, promovendo angiogénese por meio da expressdo de
biomarcadores como osteocalcina M (OSM) e fator de crescimento endotelial vascular (VEGF).
Esses resultados reforcam o potencial das matrizes descelularizadas em suportar e guiar a

regeneragdo pulpar (Cheng, Solorio e Alsberg, 2014).
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A presenga de glicosaminoglicanos, hialuronano, proteoglicanos, colageno presentes na
MEC do tecido pulpar descelularizado, sdo importantes na histoarquiterura para apoiar as
células tronco e induzir a diferenciagdo odontogénica (Ravindran, Huang e George, 2014).
Nesse sentido, estudos in vitro e in vivo com tecidos da polpa de animais ¢ humanos tém
avaliado a capacidade dos arcabougos mediado por células tronco em promover a diferencia¢ao
celular e a formacdo de novos tecidos, incluindo tecido neural (Hu et al., 2017; Matoug-
Elwerfelli et al., 2018; Matoug-Elwerfelli et al., 2020). Além disso, devido a capacidade da
polpa em promover a calcificagdo distréfica na matriz pulpar conhecida como calculo pulpar,
um estudo realizou a avaliacao do potencial do tecido pulpar descelularizado em promover a
mineralizacao em defeitos dsseos (Lee ef al., 2020).

As observagdes mencionadas em estudos anteriores estdo em consonancia com 0S
resultados prévios de nossos estudos in vitro. Neste estudo foi realizado uma analise
comparativa de dois protocolos de descelularizacdo ja descritos e previamente publicados pelos
pesquisadores Song et al. (2017) e Matoug-Elwerfelli et al. (2018). Além da avaliacdo
estrutural das matrizes, foi investigada a preservacdo de importantes proteinas apos o processo
de descelularizacao (Ribeiro et al., 2024). A analise qualitativa do proteoma revelou que o
grupo submetido ao método de descelularizagdo de Matoug-Elwerfelli et al. (2018) preservou
69,56% das proteinas em comparagdo com o grupo controle, enquanto o protocolo de Song et
al. (2017) preservou apenas 28,26%. Dentre as proteinas identificadas em ambos os grupos
descelularizados, destacam-se a proteina fibrilina (FBN1), com potencial para regular a
biodisponibilidade do TGF-f1, a proteina Periostin (POSTN), relacionada a adesdo celular, e o
colageno VI (alfal, alfa2 e alfa3). Proteinas como a tenascina e B-Tubulina III, relacionadas a
odontogénese e a regulacdo neuronal, também foram identificadas em ambos os grupos. Além
disso, a Pentraxin (PTX3), proteina relacionada a imunidade inata, apresentou um leve aumento
apos ambos os protocolos de descelularizagdo, o que suscita duvidas quanto a imunogenicidade
tecidual dessas matrizes (Ribeiro et al., 2024).

Esses achados reforgam a hipotese de que o protocolo mais proximo ao tecido original
¢ aquele que preserva uma maior quantidade de proteinas. Entretanto, ressalta-se a necessidade
de novos estudos que investiguem a interacdo das matrizes com as células, visando avaliar seu
potencial regenerativo. Outro ponto a destacar, ¢ que apesar de apresentar bons resultados em
estudos prévios, os arcaboucos ainda possuem dificuldade de manuseio e aplicagdo clinica. Isso
se deve principalmente ao fato do tecido pulpar estar envolto pela dentina, tendo apenas o
forame apical como abertura para promover angiogénese e irrigacdo sanguinea para o tecido

projetado. Além disso, a localizagdo anatomica do tecido pulpar e sua microestrutura Unica
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também contribuem para os desafios associados ao uso de arcaboucgos na regeneracao do tecido
pulpar (Khurshid et al., 2022). Diante desse contexto, ¢ crucial realizar estudos aprofundados
sobre a interacdo de células pulpares com polpas descelularizadas, avaliando sua
compatibilidade e potencial de rejeicao. Nesse sentido, este estudo investigou a capacidade de
interagdo das células com a MECd do tecido pulpar, utilizando dois métodos de

descelularizacdo em diferentes apresentagoes.
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2  OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
Avaliagdo do potencial do tecido pulpar descelularizado como arcabougo bioldgico

para terapias endodonticas regenerativas.

2.2 Objetivos especificos

. Avaliar os produtos obtidos através da descelularizagdo por meio de Espectrometria de
Massa por Analise de Tempo de Voo e lonizagdo/Dessor¢do a Laser Assistida por Matriz
(MALDI-ToF/MS) dos tecidos pulpares descelularizados pelos protocolos descritos
previamente por Song et al. (2017) e Matoug Ewerfelli et al. (2018), em diferentes formas de
apresentacéo.

o Avaliar a viabilidade de células pulpares em contato com os tecidos pulpares
descelularizados pelos protocolos descritos previamente por Song et al. (2017) e Matoug
Ewerfelli et al. (2018), em diferentes formas de apresentacgéo.

. Avaliar por microscopia eletronica de varredura (MEV), a adesdo e interacao das células
pulpares humanas com os tecidos pulpares pelos protocolos descritos previamente por Song et
al. (2017) e Matoug Ewerfelli et al. (2018), em diferentes formas de apresentacao.

. Avaliar a capacidade de migracao e proliferagao das células pulpares em contato com
os tecidos pulpares descelularizados pelos protocolos descritos previamente por Song et al.

(2017) e Matoug Ewerfelli et al. (2018), em diferentes formas de apresentacéo.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Delineamento experimental

O presente estudo teve como objetivo avaliar o potencial da matriz extracelular
descelularizada proveniente da polpa dentaria para aplicagdes em terapia endodontica
regenerativa. O estudo envolveu a realizagdo de protocolos de descelularizagdo, seguidos da
avaliacdo da citotoxicidade, capacidade migratéria e proliferativa dos tecidos pulpares

descelularizados, visando explorar suas propriedades e eficacia no contexto regenerativo.

Grupos experimentais

DPS
Decellularized pulp - Song protocol
Polpa descelularizada protocolo Song

DPES

Protocolo
Decellularized pulp extract Song

Extrato da polpa descelularizada Song Song et al. (2017)
FDPS

Freeze-drying decellularized pulp Song
Polpa descelularizada liofilizada Song
DPM

Dellularized pulp — Matoug-Elwerfelli protocol
Polpa descelularizada protocolo Matoug-Elwerfelli

DPEM

Protocolo

Matoug-Elwerfelli ef al. (2018)

Decellularized pulp extract Matoug-Elwerfelli
Extrato da polpa descelularizada Matoug-Elwerfelli
FDPM

Freeze-drying decellularized pulp Matoug-Elwerfelli

Polpa descelularizada liofilizada Matoug-Elwerfelli

Tabela 1. Descricdo dos grupos experimentais utilizados para avaliar o efeito da descelularizacdo da polpa
dentaria. Os grupos foram definidos com base no tipo de tratamento (descelularizagdo com diferentes
métodos separados em extratos e lioflizacdo da polpa dentaria) e as varidveis analisadas, como a viabilidade

celular, migragdo e proliferacao.

3.2 Caracteriza¢ao da amostra

As amostras celulares e das matrizes descelularizadas foram obtidas de dentes higidos
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de pacientes tenham sido encaminhados para extragdo de terceiros molares na clinica integrada
do curso de graduagdo da Universidade Catdlica de Brasilia (UCB) e cursos de pds-graduacao
especializados em cirurgias odontologicas. Um total de 80 pacientes, de ambos os géneros e
idade entre 18 e 30 anos, foram convidados a participar da pesquisa, colaborando com a doacao
do terceiro molar higido indicado previamente para extragdo apresentando apice aberto ou
fechado, inclusos ou semi-inclusos. Foram excluidos da pesquisa pacientes com idade inferior
a 18 anos, que apresentaram terceiros molares afetados por lesdes cariosas ou doenga
periodontal severa, ou que se negaram a assinar o termo de consentimento livre e esclarecido
(TCLE). Cada paciente preencheu anamnese e foi registrado em seu prontuario todos os alertas
sistémicos. Este projeto foi autorizado pelo Comité de Etica em Pesquisa Humana da UCB

(CEP/UCB: 5.806.133) (Anexo 1) e todos os preceitos éticos foram obedecidos.

3.3  Cultivo primario de células pulpares

As polpas dentérias foram obtidas a partir de terceiros molares integros extraidos de
pacientes adultos entre 18 e 30 anos. O tecido pulpar foi extraido a partir da remogao total da
coroa dos dentes, dentro de uma camara de fluxo laminar, utilizando um alicate de corte seguido
pela remocgao do tecido pulpar por meio de curetas periodontais (Hu-friedy, Chicago, EUA) e
limas endoddnticas #25 e #40 tipo Kerr e Hedstroem (Dentsply, York, Pensilvania, EUA). O
tecido pulpar foi fragmentado e imerso em meio DMEM suplementado com 10% de soro
bovino fetal (FBS) (Cultilab, Campinas, SP, Brasil), 100 pg.mL™" de penicilina (Invitrogen,
Grand Island, NY, EUA), 100 pg.mL™" de estreptomicina (Invitrogen) e 2 pug.mL ™" de glutamina
(GIBCO, Grand Island, NY, EUA). A cultura por explante foi realizada em placas de 6 pogos,
incubadas a 37 °C com 5% de CO-, com troca de meio a cada 2-3 dias (Jiang et al., 2008). Essas
células foram subcultivadas conforme atingiam a confluéncia para obtencdo do niimero de

c¢lulas suficiente para a realizagdo do experimento.

3.4  Preparo das amostras

Os tecidos pulpares obtidos também foram submetidos aos protocolos de
descelularizagdo descritos por Song ef al. (2017) e Matoug-Elwerfelli ef al. (2018). O primeiro
protocolo escolhido foi o protocolo que obteve melhor resultado de descelularizacdo no
trabalho de Song ef al. (2017). Neste protocolo, o tecido pulpar foi colocado sob imersdo em
solugdo tamponada (Tris-HC1 0,01 M, EDTA 1mM, pH 8,2), durante 48h a 4 °C, com agitacao

constante em ThermoMixer, a partir dai a 24 °C em todos os demais passos, posteriormente,
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incubado em SDS (Sigma-Aldrich Brasil Ltda, Cotia-SP, Brasil) a 1% durante 24h, seguidos
de trés ciclos de 30 minutos de lavagem em solucdo salina tamponada com Tris 25 mM (TBS)
(Sigma-Aldrich Brasil Ltda) (pH 7,6), seguido por um ciclo em 1% de Triton X-100 (Sigma-
Aldrich Brasil Ltda,) (p/v) durante 24h e trés ciclos de enxagues subsequentes durante 30
minutos cada, em TBS 25 mm (Sigma-Aldrich Brasil Ltda) (pH 7,6), seguidos de imersdao em
PBS mantidos a 4 °C (Song, Takimoto et al. 2017). O segundo protocolo selecionado foi
descrito por Matoug-Elwerfelli et al. (2018). Neste protocolo, os tecidos pulpares foram
incubados em tampao Tris (10 mM tris) (Sigma-Aldrich Brasil Ltda), pH 8,0 contendo inibidor
de protease [0,1% de acido etilenodiamino-tetraacético (EDTA)] (Sigma-Aldrich Brasil Ltda),
durante a noite, a 4 °C. As amostras foram entdo colocadas em SDS a 0,03% (Sigma-Aldrich
Brasil Ltda), durante 24h, a temperatura ambiente com agitacdo constante. Os tecidos foram
lavados trés vezes durante 30 minutos cada, TBS 25 mM (Sigma-Aldrich Brasil Ltda) (pH 7,6),
seguidos de imersao em PBS mantidos a 4 °C (Matoug-Elwerfelli et al., 2018).

O segundo protocolo selecionado foi descrito por Matoug-Elwerfelli ez al. (2018). Neste
protocolo, os tecidos pulpares foram incubados em tampao TBS (10 mM tris) (Sigma-Aldrich
Brasil Ltda), pH 8,0, contendo inibidor de protease [0,1% de EDTA)] (Sigma-Aldrich Brasil
Ltda), durante a noite, a 4 °C. As amostras foram entdo colocadas em SDS a 0,03% (Sigma-
Aldrich Brasil Ltda), durante 24h, a temperatura ambiente com agitacdo constante. Os tecidos
foram lavados trés vezes durante 30 minutos cada, em solucdo salina tamponada com Tris 25
mM (TBS) (Sigma-Aldrich Brasil Ltda) (pH 7,6), seguidos de imersao em PBS mantidos a 4°C.
(Matoug-Elwerfelli et al., 2018).0s tecidos foram esterilizados por imersao em solu¢ao de PBS
contendo estreptomicina a 100 U.mL™" e 100 mg.mL"! por um periodo de 48 horas (Chen et al.,
2015).

35 Avaliacio do grau de descelularizacio

A quantidade de fita dupla de DNA (dsDNA) nas matrizes descelularizadas ¢
considerado o padrdo-ouro para avaliar o grau de sucesso da descelulariza¢do. Dois critérios
sdo determinantes para a matriz ser considerada descelularizada com sucesso: (1) deve conter
<50 ng.mg™" de tecido seco de dsDNA e (2) as matrizes coradas com DAPI ou hematoxilina e
eosina ndo devem ter material nuclear visivel (Crapo, Gilbert e Badylak, 2011). Inicialmente
foi realizado um teste-piloto, com uma amostra para cada grupo: controle; descelularizado pelo
primeiro protocolo (Song et al., 2017); descelularizado pelo segundo protocolo (Matoug-

Elwerfelli et al., 2018). Apds a remocao celular as matrizes foram armazenadas em formaldeido
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10% por 24h, e em seguida foram transportadas e processadas para parafinizagao e obtecdo dos

cortes histoldgicos.

3.6  Extracio e quantificacdo do DNA residual

A extracdo de DNA foi realizada utilizando o QIAamp DNA Mini Kit (QIAGEN),
obedecendo o protocolo do fabricante para purificagio de DNA a partir de tecidos, e
posteriormente, a quantificacdo de DNA foi realizada por método fluorimétrico (QUBIT) (Das

etal.,2014).

3.7  Preparo dos extratos e liofilizacdo do tecido pulpar

Segmentos de polpas dentarias descelularizadas (DPs) foram finamente picados,
pesados e separados em dois tubos eppendorff. As DPs do primeiro tubo foram deixadas para
incubar em DMEM (1 mg/mL) por 72h a 37 °C com agitacdo. Apds a incubagdo, a mistura foi
centrifugada a 2000 g por 15 min e o sobrenadante foi coletado, filtrado e armazenados a 4 °C
(Matoug-Elwerfeli et al., 2020). O segundo tubo foi armazaneado em -80 °C, para solidificar a
presenca de dgua nos tecidos. Apos 24h, o tubo foi colocado em uma camara de solidificagao
sob vacuo para liofilizagao e em seguida foi homegenizado em meio DMEM (Matoug-Elwerfeli

et al., 2020; Song et al., 2017).

3.8  Perfil de Espectrometria de Massas

Os extratos e o produto liofilizado foram analisados por Espectrometria de Massa por
Analise de Tempo de Voo e lonizagdo/Dessor¢ao a Laser Assistida por Matriz (MALDI-
ToF/MS) (Autoflex Speed, Bruker Daltonics) com o objetivo de obter um perfil e analisar as
diferencas entre os produtos obtidos. As amostras foram misturadas com uma solug¢ao de a-
ciano-4-hidroxicindmico (10 mg.mL™') na propor¢io de 1:1 ou 1:3, aplicadas em uma placa-
alvo MTP AnchorChip 400/384 e deixadas secar a temperatura ambiente. Os espectros foram
adquiridos no modo linear na faixa de 800 — 20000 m/z, com calibrag¢do externa utilizando o
padrdo de calibragdo I (Bruker Daltonics), € no modo refletido positivo (700-3500 m/z), com
calibracdo externa utilizando o padrdo de calibragdo de peptideos II (Bruker Daltonics). A
analise dos espectros foi realizada por meio do software FlexAnalysis (Bruker Daltonics,

Germany) (Koehbach et al., 2016).
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3.9  Avaliacio da citotoxicidade celular (MTT)

A toxicidade dos extratos das DPs e polpas liofilizadas foi avaliada na cultura de DPSCs.
O método utilizado foi o MTT (Sigma-Aldrich, St Louis, EUA), que avalia a atividade da
enzima desidrogenase mitocondrial. O MTT consiste em um método colorimétrico, baseado na
capacidade das células vivas reduzirem o sal 3-(4,5-di-metilazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolium
brometo no produto formazan. Inicialmente, DPSCs (1x10* células.mL") foram cultivadas em
placas de 96 pocos por 24 h em uma incubadora de CO2 a 37 °C. Ap0s esse periodo, 200 pL de
sobrenadante celular foram trocados pelos extratos e pela polpa liofilizada diluida, as placas
foram novamente incubadas a 37 °C por 24 h e 72h. Apds estes periodos de incubacao, parte
do sobrenadante foi removida, permanecendo apenas 45 pL deste em cada pogo. Foram
acrescidos 10 pL de MTT (0,05 mg.mL") (Sigma-Aldrich), por poco, da placa de 96 pogos
(Kasvi), e as placas acondicionadas em estufa com 5% de CO», 37 °C e 95% de umidade,
durante 4 horas. Finalizado esse periodo, a reacdo foi bloqueada com 60 uL por poco de
dimetilsulféxido (DMSO) (JT Barker, Europa) e os pocos foram homogeneizados para
completa solubilizagdo do contetido celular. Em seguida, foi realizada a leitura em leitor de
microplacas (Bio-Tek Power Wave HT, EUA), com absorbancia a 570 nm. Os resultados dos
grupos experimentais foram subtraidos da amostra “branco” (meio de cultura, exclusivamente)
e o percentual de viabilidade celular foi estabelecido apds comparagao com o grupo controle

positivo (DPSCs), considerado como 100% de viabilidade celular (Mosmann, 1983).

3.10 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

A avaliacdo da morfologia celular e topografia tecidual das DPs foi realizada em
microscopio eletronico de varredura (JSM-7000F Scanning Microscope, JEOL, EUA). Para
isso, laminulas de vidro redondas com 13 mm x 13 mm (Fisher Scientific, Suwanee, GA, EUA)
foram posicionadas na base da placa de 6 pogos (Prolab, Sdo Paulo, SP, Brasil), antes do cultivo
das células. Em seguida, foram adicionados 2 mL de DPEM e DPES, 2mL de FDPM e FDPS,
e as matrizes DPS e DPM com 2 mL de meio de cultura DMEM sem soro, seguido pelas células
(2x10°). Apds 72h, a laminula foi fixada em glutaraldeido 2,5% por 24h, seguindo por duas
lavagens com cacodilato de sodio. Posteriormente, as células foram fixadas em tetroxido de
6smio 1% por 30 min em capela e realizado desidrata¢do em solugdo de acetona 30, 50, 70, 95
e 100%. Apds secagem da laminula, esta foi metalizada e analisada em microscopio eletronico
de varredura (JMST33A Scanning Microscope, 56 JEOL, EUA). As imagens foram captadas

em aumentos de 1000x, 3000x e 5000x para avaliagdo da interagdo celular (Song et al., 2017).
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3.11 Avaliacio da viabilidade celular e potencial proliferativo

A avaliacdo do potencial proliferativo das células em contato com DPES, DPEM, FDPS
e FDPM foi realizada utilizando a técnica de exclusdo do Azul de Tripano (Crowley et al.,
2016). O ensaio foi conduzido apds os tempos experimentais de Oh, 24h e 48h. Em placas de
96 pocos, foram adicionadas 1x10* células pulpares em 200 pL. de DMEM (Sigma Chemical)
sem SFB no grupo controle e nos demais grupos testados. Apos os tempos experimentais serem
completados, as c€lulas foram ressuspensas, € uma solu¢do de Azul de Tripano a 0,4% (Sigma
Chemicals) foi adicionada por 1 minuto. As células foram contadas imediatamente utilizando
uma camara de Neubauer (Brand GmbH, Wertheim, Alemanha). Todas as contagens foram
realizadas com trés réplicas técnicas e biologicas de cada amostra em cada tempo experimental

e comparadas com a contagem inicial de células do experimento (Crowley et al., 2016).

3.12 Avaliacao da Migrac¢ao Celular — Método Scratch

Avaliagao da migracao celular foi realizada através do método de Scratch (Ieso, De e
Pei, 2018). Nesse ensaio, células (2,5 x 10° células por pogo) foram semeadas em placas de
cultura de 6 pogos (Prolab) em meio DMEM (GIBCO), suplementado com 100 pg.mL™" de
penicilina (Invitrogen), 100 pg.mL™" de estreptomicina (Invitrogen) e 10% de SFB (Cultilab),
sendo mantidas até¢ a formagdo de uma monocamada confluente. Apos a formacao da
monocamada, algumas células foram removidas da cultura com o auxilio de uma ponta de
micropipeta de plastico com um orificio grande, simulando uma ferida. As células
remanescentes foram lavadas trés vezes com o meio descrito anteriormente. Neste momento,
foram adicionadas as amostras a serem testadas DPES, DPEM, FDPS e FDPM. As culturas
foram incubadas e monitoradas por até 48 horas. Fotografias foram tiradas com auxilio de
microscopia nos tempos de 0, 24 e 48 horas para posterior andlise. As imagens foram
processadas, e as células localizadas na area da ferida foram contadas com o auxilio do software

Image J (Ieso, De e Pei, 2018)

3.13 Analise Estatistica

Os experimentos foram conduzidos em trés réplicas técnicas e repetidos em trés
momentos distintos. A normalidade de todas as varidveis mensuradas foi testada utilizando o
teste de Shapiro-Wilk. Os resultados foram expressos como média e desvio padrdo (DP). Para

a analise estatistica, foram realizadas ANOVA unidirecional e bidirecional, para avaliar os
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grupos experimentais. O teste t independente paramétrico foi utilizado para comparar os grupos
contendo polpa descelularizada com o grupo controle. A apresentacdo grafica foi realizada
utilizando o GraphPad Prism, versdo 10.0.0 para Windows. Valores de p < 0,05 foram

considerados estatisticamente significativos.
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4 CAPITULO 1: MANUSCRITO

Artigo produzido para ser submetido na revista: International Endodontic Journal (IF: 5.4, Al
CAPES).

Decellularized Extracellular Matrix: New Perspectives for Pulp Regeneration

ABSTRACT

Aim: This study aimed to evaluate the interaction between decellularized dental pulp (DP)
tissues, obtained via two decellularization methods, and dental pulp stem cells (DPSCs). DP
was tested in two forms: decellularized pulp extracts (DPE) and freeze-dried decellularized pulp
(FDP).

Methodology: Third molar pulp tissues were used to prepare decellularized dental pulp and to
isolate DPSCs via the explant technique. Decellularization was carried out using two protocols:
Matoug-Elwerfelli et al. (2018) (M) and Song et al. (2017) (S). Decellularization efficiency
was confirmed through DAPI staining and DNA extraction. Two types of decellularized pulp
products were prepared, yielding the groups DPEM, DPES, FDPM, and FDPS. These groups
were analyzed using Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization-Time of Flight Mass
Spectrometry (MALDI-Tof). Cytotoxicity was assessed by MTT assay, and cell morphology
was evaluated by scanning electron microscopy (SEM). DPSCs proliferation and migration

were evaluated using the trypan blue exclusion test and scratch assay, respectively.

Results: MALDI-ToF analysis revealed significant differences in protein profiles between all
groups. Although the DPEM group showed initial cytotoxicity, with reduced cell viability at
24h, significant recovery was observed at 48h, suggesting a transient cytotoxic effect. SEM
analysis showed cell disruption in the DPEM and DPES groups at 72h, indicating an initial
cellular response, but subsequent assays demonstrated cell recovery. All groups exhibited high
rates of migration and proliferation, highlighting the lyophilized products that demonstrated the

best performances.

Conclusions: Decellularized pulp products demonstrated strong potential for tissue

regeneration, despite observed variations. Further research is needed to clarify the underlying
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mechanisms and signaling pathways involved.

Keywords: Pulp Regeneration; Decellularization; Extracellular Matrix; Decellularized Pulp.

INTRODUCTION

Pulp tissue is a highly specialized structure composed of a complex extracellular matrix
(ECM) that includes collagen, proteoglycans, and fibronectin, which provide structural support.
This tissue also contains various cellular components, such as undifferentiated cells, fibroblasts,
odontoblasts, immune cells, and endothelial cells, alongside blood vessels and interstitial fluids.
The neurovascular bundle formed by nerve fibers and blood vessels mediates the sensory
function of the pulp (Rechenberg, Galicia and Peters, 2016). When pulp tissue becomes
infected, conventional endodontic treatment is necessary (Zanini, Meyer and Simon, 2017).
However, this approach is not suitable for immature permanent teeth with incomplete root
development, as it disrupts root formation, especially in cases of infection or trauma (Murray,
2023). In such instances, regenerative endodontic therapies, aimed at promoting pulp tissue

regeneration and facilitating complete root development, are crucial (Zaky et al., 2021).

Regenerative strategies typically involve replacing the infected pulp with viable tissue,
which can be achieved using scaffolds, growth factors, and stem cells, combined with advanced
technologies such as 3D bioprinting, injectable scaffolds, and gene therapy (Gu et al., 2018;
Matai et al., 2020; Zhang et al., 2021). These technologies not only aim to restore structural
integrity but also to reestablish sensory function, mineralized tissue formation, proper
vascularization, and nerve regeneration. In this context, scaffolds play a central role in these
approaches, providing a three-dimensional structure for supporting undifferentiated cells and
facilitating controlled delivery of growth factors. The combination of scaffolds, growth factors,
and stem cells creates a favorable environment for cellular development and differentiation,
essential for regenerating damaged pulp tissue (Liu et al., 2022; Afzal and Huguet, 2023;
Kasravi et al., 2023).

In this context, decellularized ECM (dECM) from dental pulp has gained attention due
to its low immunogenicity and high biological activity, making it a promising material for tissue
regeneration (Bakhtiar et al., 2020; Ribeiro et al., 2024). The use of dECM scaffolds derived
from extracted teeth offers a novel approach to pulp tissue reconstruction (Saldin et al., 2017,
Khurshid et al., 2022). Recent studies have demonstrated the ability of dECM to promote
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angiogenesis and tissue regeneration, key factors for pulp repair (Bakhtiar et al., 2020;
Elnawam et al., 2024).

Previous studies on the proteome of decellularized ECM (dECM) have shown
significant differences in protein preservation across protocols. Matoug-Elwerfelli et al. (2018)
preserved 69.56% of proteins, while Song et al. (2017) preserved only 28.26%, highlighting
the superior effectiveness of the former in maintaining essential bioactive characteristics for
tissue regeneration (Ribeiro et al., 2024). These findings underscore the importance of selecting
an effective decellularization method to ensure the quality of scaffolds for pulp regeneration.
Therefore, further research is needed to assess the interaction between pulp cells and dECM to
evaluate compatibility and potential rejection. This study aims to evaluate the capacity of pulp
cells to interact with dECM from dental pulp, obtained through two decellularization methods
by Song et al. (2017) and Matoug-Elwerfelli et al. (2018), using different presentations.
Understanding these interactions will provide insights into the compatibility of dECM for pulp

regeneration, paving the way for more effective regenerative treatments.

MATERIALS AND METHODS

Primary culture of pulp cells

Dental pulp steam cells (DPSCs) were obtained from intact third molars of patients aged
between 18 and 30 years. Pulpal tissue was fragmented and immersed in DMEM medium
supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS) (Cultilab, Campinas, SP, Brazil), 100
pug.mL™ penicillin (Invitrogen, Grand Island, NY), 100 pg.mL"" streptomycin (Invitrogen), and
2 pg.mL™" glutamine (GIBCO, Grand Island, NY, USA). The ex-plant culture was performed
in a 6-well plate, incubated at 37 °C with 5% CO-, and medium changed every 2-3 days (Jiang
et al., 2008). Cells were subcultured upon reaching confluence to obtain a sufficient number of

cells for the experiment.

Pulp decellularization protocols

Pulp tissues were subjected to two decellularization protocols. The first, described by
Song et al. (2017), involved immersing pulp tissue in a solution of 0.01 M Tris-HCL, 1 mM
ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA), pH 8.2, for 48h at 4 °C, followed by incubation in 1%
sodium dodecyl sulfate (SDS) (Sigma-Aldrich) for 24h at 24 °C. Then, tissue was washed three
times in 25 mM PBS (Sigma-Aldrich), pH 7.6, for 30 minutes, incubated in 1% Triton X-100
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for 24h, followed by three additional washes in PBS and immersion in PBS at 4 °C. The second
protocol, from Matoug-Elwerfelli e al. (2018), involved incubating pulp tissue in 10 mM Tris
buffer, pH 8.0, with 0.1% EDTA (Sigma-Aldrich) for 24h at 4°C, followed by incubation in
0.03% SDS (Sigma-Aldrich) for 24h at room temperature with constant agitation. Tissue was
washed three times in 25 mM PBS (Sigma-Aldrich) and immersed in PBS at 4 °C. After
decellularization, tissue was stored at 4 °C for short-term use or at -80 °C for long-term storage
(Matoug-Elwerfelli et al., 2018; Song et al., 2017). The tissues were sterilized by immersion in
a PBS solution containing streptomycin at 100 U/mL and 100 mg/mL for a period of 48h (Chen
et al.,2015).

Decellularization processes were confirmed by 4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPT)
staining and residual deoxyribonucleic Acid (DNA) quantification. For DAPI staining,
decellularized dental pulp were fixed in 10% formaldehyde for 24h and processed for paraffin
embedding and sectioning. Tissue sections were deparaffinized in xylene and rehydrated
through a series of ethanol (100%, 95%, and 70%) and distilled water. DAPI staining was
performed by incubating the sections in a 0.5 ug/mL DAPI solution for 5-10 minutes, followed
by washing in PBS. Then, sections were examined under a fluorescence microscope with a
DAPI filter to assess the presence of residual nuclear material. Additionally, residual DNA from
the decellularized tissues was extracted using the QIAamp DNA Mini Kit (QIAGEN),
following the manufacturer's protocol for DNA purification from tissues. Then, residual DNA
quantification was performed using a fluorometric method with a Qubit fluorometer (Matoug-

Elwerfelli et al., 2018, 2020).

Sample preparation

Fragments of decellularized pulps (DPs) were obtained following the protocols of Song
et al. (2017) (S) and Matoug-Elwerfelli et al. (2018) (M). The DPs were finely minced,
weighed, and equally distributed into Eppendorf tubes. Two types of preparations were tested:
DP extracts (DPE) and freeze-dried DPs (FDP). Samples were then categorized into the
following groups: DPEM, DPES, FDPM, and FDPS. For the preparation of DP extracts, the
fragments were incubated in DMEM (1 mg/mL) for 72h at 37 °C with constant agitation. After
incubation, the sample was centrifuged at 2000 g for 5 minutes, and the supernatant was
carefully collected and stored at 4 °C. The DP samples were stored at -80 °C for 24h. Then,
frozen fragments were transferred to a vacuum lyophilization chamber, where they were
completely lyophilized. Subsequently, the lyophilized material was rehydrated in DMEM for
further processing (Matoug-Elwerfelli et al., 2020).
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Mass Spectrometry

Extracts and lyophilized DP products were analyzed by Matrix-Assisted Laser
Desorption/lonization Time-of-Flight Mass Spectrometry (MALDI-ToF/MS) (Autoflex Speed,
Bruker Daltonics). Samples were mixed with an a-cyano-4-hydroxycinnamic acid solution (10
mg/mL) in a proportion of 1:1 or 1:3 and applied onto an MTP AnchorChip 400/384 target
plate and let dry at ambient temperature. Spectra were acquired in linear mode in 800 — 20000
m/z range with external calibration using calibration standard I (Bruker Daltonics) and reflected
positive mode (700-3500 m/z) with external calibration using peptide calibration standard II
(Bruker Daltonics). Spectra were analyzed using the FlexAnalysis Software (Bruker Daltonics,

Germany) (Koehbach et al., 2016).

Cytotoxicity assay

Extract and lyophilized DP toxicity were evaluated in DPSC cultures. Initially, DPSCs
(1x10* cells.mL™") were cultured in 96-well plates for 24h in a CO: incubator at 37 °C. After
this period, 200 pL of the cell supernatant was replaced with the extracts and diluted lyophilized
pulp, and the plates were incubated again at 37 °C for 24 and 72h. After the incubation period,
an MTT assay (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide) was
performed, and plates were read at 570 nm. The percentage was calculated by considering the

absorbance of the control group as 100% (Mosmann, 1983).

Scanning electron microscopy

The cellular morphology of DPSCs, the topography of the DPs, and the interaction of
DPSCs with the DPs and their products were analyzed by scanning electron microscopy (JSM-
7000F, JEOL). Glass coverslips (13 mm x 13 mm) were placed in 6-well plates prior to cell
culture (2x10° cells). After 72h of incubation with 2 mL of DPES, DPEM, FDPM, and FDPS,
samples were fixed in 2.5% glutaraldehyde, followed by washing with sodium cacodylate,
fixation in 1% osmium tetroxide, and dehydration in acetone. After metallization, samples were

analyzed at magnifications of 3000x (Song et al., 2017).

Proliferation assay

Evaluation of the proliferative potential of cells in contact with DPES, DPEM, FDPS,
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and FDPM was performed using the Trypan Blue exclusion technique, after 24h and 48h. In
96-well plates, 1x10* pulp cells were added in 200 pL of DMEM (Sigma Chemical) without
FBS in the control group and the other tested groups. After each experimental period, cells were
resuspended, and a 0.4% solution of Trypan Blue dye (Sigma Chemicals) was added for 1
minute (Martin-Piedra et al., 2014). Cells were counted immediately using a Neubauer chamber
(Brand GmbH, Wertheim, Germany). Experiments were performed using three technical and
biological replicates of each sample and experimental period, and the results were then

compared to the initial number of cells.

Cell migration assessment

Cell migration assessment was performed using the scratch method (Ieso, De and Pei,
2018). In this assay, cells (2,5 x 10° cells per well) were seeded in 6-well culture plates (Prolab)
in DMEM medium (GIBCO), supplemented with 100 pg.mL™! penicillin (Invitrogen) and 100
pg.m’ streptomycin (Invitrogen) and 10% FBS (Cultilab), and maintained until the formation
of a confluent monolayer. After the monolayer was formed, some cells were removed from the
culture using a plastic micropipette tip with a large hole, simulating a wound. The remaining
cells were washed three times with the previously described medium. At this point, the medium
used was free of FBS, and DPES, DPEM, FDPS, and FDPM were added. Cultures were
incubated and monitored for up to 48h. Photographs were taken using microscopy at 0, 24, and
48h time points for later analysis. Images were processed, and cells located in the wound area

were counted using Image J software (NIH, Bethesda, Maryland, USA).

Statistical analysis

The experiments were conducted in three technical replicates and repeated at three
distinct time points. The normality of all measured variables was tested using the Shapiro-Wilk
test. Results were expressed as mean and standard deviation (SD). For statistical analysis, one-
way and two-way ANOV A were performed, and whenever necessary, parametric independent
t-test was used to compare decellularized pulp with native pulp. Graphical presentation was
performed using GraphPad Prism, version 10.0.0 for Windows. P-values < 0.05 were

considered statistically significant.

RESULTS

Pulp decellularization
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Pulp tissues were subjected to two decellularization protocols following the Matoug-
Elwerfelli ef al. (2018) and Song ef al. (2017) method (Fig. 1A). DAPI staining revealed a high
cellular density in the control tissues (Fig. 1B - a, b, ¢). In contrast, decellularized tissues
showed no visible nuclear material in either protocol (Fig. 1B - d to i). Residual DNA
quantification indicated an average of DNA content of 1.4 ng.mg™! in DPS, 1.9 ng.mg™! in DPM,
compared to 131 ng.mg"! in the control group. Then, 98% of the native genetic content was
removed by decellularization processes (Fig. 1C).
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Figure 1. A - Schematic representation of decellularization protocols using Matoug-Elwerfelli ez al. (2018) and
Song et al. (2017) published methods. B - Histological sections of human dental pulp (hDP) stained with DAPI:
a-c show healthy pulp tissue containing blue, fluorescent nuclei; d-f show decellularized pulp following DPM
protocol with no visible nuclei; g-i show decellularized pulp following DPS protocol with no visible nuclei. Scale
bar: a-g 100 pm; b-h 80 pm; c-i 50 um. C Average of DNA content (ng/mg of dry tissue) after DNA quantification

using a Nanodrop spectrophotometer. ****p< 0.0001, represent statistical difference between groups by t-test.

Mass Spectrometry Profile

After the decellularization process, different DP products were prepared: extracts and
lyophilized of DPM and DPS. In order to obtain a profile and compare differences between DP
products, MALDI-ToF was employed. Signals at 757 m/z and 801 m/z were detected in DPES,
FDPM, and FDPS. A similarity between the DPEM and FDPS groups was also observed,
evidenced by the common presence of ions at 861 m/z. However, ions at 2477 m/z and 1239
m/z were exclusively observed in DPEM in the reflected mass analysis and 1268 m/z in the

linear mass analysis. In addition, ions at 1839 m/z and 1837 m/z were exclusively observed in
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FDPS, in reflected and linear mass analysis, respectively. The masses found in the reflected
analysis, with higher resolution, may indicate greater stability of these molecules, while the
masses detected in the linear mode may suggest greater aggregation or lower molecular
stability, possibly due to interactions with the extracellular matrix or other characteristics of the
decellularization process. A higher relative intensity of certain ions was observed, indicating a
higher concentration of these molecules in the formulations. These results suggest that the
different decellularization protocols influence the molecular composition, which may impact

the biological properties of the products.
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Figure 2. MALDI-ToF (matrix-assisted laser desorption ionization — time of flight) of DPEM and DPES extracts compared to lyophilized DPs, FDPM and FDPS. (A) Graphical

representation of extracts and freeze-dried decellularized pulp. (B) Reflected mode analysis, range of 750 to 3500 m/z; (C) Linear mode analysis, range of 800 to 20000 m/z.
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Cytotoxicity Analysis

The viability of DPSCs in contact with DP-derived products was assessed after 24 and
48h of incubation. It was shown that FDPM, FDPS, and DPES did not exhibit cytotoxic effects
on DPSCs in either incubation period. However, DPEM exhibited the highest toxicity level,
leading to 68% of cell viability after 24h. This result is in accordance with ISO 10993-5, which
establishes that products that lead to a reduction in cell viability to values lower than 70% in
relation to the control are considered cytotoxic (International Organization for Standardization,
2009; Jablonska et al., 2021). After 48h, an increase in the metabolic activity of DPEM was
observed, which could be explained by an initial cellular adaptation. Additionally, a significant
increase in metabolic activity was recorded in the presence of DPES, FDPM, and FDPS, with
this positive regulation being more pronounced in the FDPM and FDPS-treated groups (Fig.
3).
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Figure 3. Evaluation of cellular toxicity through metabolic activity in DPSCs in contact with extracts of
decellularized dental pulp. Graphs represent the mean of MTT absorbance, in each group: DPEM, DPES, FDPM
and FDPS. Values were normalized as percentages, considering control as 100% metabolic activity. **p<0.01 and

***p<0.001, **** p<0.0001 represent statistical differences between groups by ANOVA.

Scanning electron microscopy (SEM)

SEM images revealed that hDPSCs in contact with DPS exhibited superior cell adhesion
compared to DPM, which showed a higher amount of cellular debris, suggesting lower cell
affinity. Additionally, hDPSCs in contact with DPES and FDPS maintained preserved
morphology and structural integrity. In contrast, hDPSCs exposed to DPEM and FDPM
displayed significant morphological alterations and signs of cell rupture, indicating lower cell

affinity and potential structural changes that may compromise cell adhesion (Fig. 4).
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Figure 4. A - SEM images of DPSCs under different cell conditions. (a) DPSCs — control group. (b) DPs morphology following the Matoug-Elwerfelli et al. (2018) protocol,
while (c) shows DPs morphology following the Song et al. (2017) protocol. (d - €) Morphology of DPSCs with DPs following the protocols of Matoug-Elwerfelli ez al. (2018),
and Song et al. (2017) respectively. (f) Morphology of DPSCs in contact with DPEM. (g) Morphology of DPSCs in contact with DPEMS. (h) Morphology of DPSCs in contact
with FDPM. (i) Morphology of DPSCs in contact with FDPS. B - Graphical representation of the possible cellular interaction with the molecules and products released by DPs.
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Evaluation of proliferative and migratory potential

The evaluation of the migratory behavior and proliferative potential of dental pulp cells
was performed using the scratch migration assay and Trypan Blue exclusion staining,
respectively. DPSCs, used at the third passage, were assessed at 24h and 48h. A significant
increase in the migratory capacity of the cells was observed after 24 and 48h compared to the
control when in contact with the FDPS and FDPM groups. Cells in contact with DPEM did not
show significant differences in migration compared to the control. The proliferation assay
revealed a significant increase in the proliferative potential of the experimental groups
compared to the control, with this increase being more pronounced in the lyophilized groups,

which supported the results observed in the migration assay (Fig. 5).
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Figure 5. Migration (A) and proliferation (B) rates of hDPSCs in contact with DPEM, DPES, FDPM and FDPS. Graphs were expressed as mean of technical and biological
triplicates. *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001; ****p<0.0001, represent significant differences between groups by ANOVA test. C - Representative images of hDPSCs in different
conditions. Yellow dots denote the presence of cells within the wound.
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DISCUSSION

Regenerative endodontic procedures combine the use of scaffolds, cells, and growth
factors, which are implanted into the pulp cavity of compromised teeth to replace damaged pulp
tissue through tissue engineering (Nakashima and lohara, 2011). Pulpal endodontic
regeneration has been extensively investigated in experimental models, both in animals and
humans, with the aim of regenerating infected pulp tissue and promoting root development,
including increased root thickness and length (Garcia-Godoy and Hargreaves, 2007; Tatullo et
al., 2015; He et al., 2017; Matoug-Elwerfelli et al., 2018; Murray). The criteria for success in
pulp regeneration vary among clinical trials. According to the clinical guidelines of the
American Association of Endodontists (AAE) and European Society of Endodontology (ESE),
these criteria include the resolution of clinical symptoms and apical radiolucency, additional
root growth, and positive results in pulp vitality tests (Galler, Krastl, et al., 2016; Kim et al.,
2018; Botero et al., 2024)

To achieve these objectives, various protocols have been proposed, including different
effective scaffolds, disinfection techniques, and sealing materials, emphasizing the need for
further investigation (Hodde et al., 2007; Rosario et al., 2008; Tao et al., 2021). The use of
scaffolds based on the extracellular matrix (ECM) derived from dental pulp has gained
prominence due to its intrinsic potential in tissue engineering. These scaffolds incorporate
essential factors that a matrix should contain, including glycoproteins and other bioactive
components capable of providing ideal biochemical support for cells, as well as preserving most
of the extracellular matrix components from their native tissue. This exhibits unique advantages
in promoting tissue regeneration and functional restoration. Their application appears
promising due to properties such as cell recruitment, promotion of cellular proliferation and
migration, and the release of crucial signaling molecules for tissue regeneration (Goldberg,

Njeh and Uzunoglu, 2015; Tiemann et al., 2020; Haugen et al., 2020; Minic et al., 2022;).

Research has explored decellularization protocols in dental pulps from various sources,
such as human, bovine, porcine and rat pulp, aiming to identify the best conditions for obtaining
functional and safe matrices (Gronthos et al., 2000; Sonoyama et al., 2006; Du et al., 2011; ;
Zhou et al., 2011; Traphagen et al., 2012; Gilpin et al., 2014; Hu et al., 2017; Song et al., 2017;

Ribeiro et al., 2024;). Rigorous decellularization and crosslinking protocols are essential for
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preserving the structural and biochemical integrity of the ECM while eliminating cells and
immunogenic components. The development of scaffolds derived from xenogeneic sources,
such as bovine pulp, has shown promise not only for their biocompatibility but also as an
economical and accessible option for dental pulp regeneration (Elnawam et al., 2024).
Meanwhile, rat pulp and human pulp derived from extracted third molars are widely used in
experimental studies due to their ease of manipulation and analysis in preclinical models. The
scarcity of human and rat dental pulp tissue, along with restrictions on the use of porcine tissues
in some countries, represents a significant obstacle to applying these scaffolds in tissue
regeneration strategies (Traphagen et al., 2012).

The decellularization protocols adopted, based on the studies of Matoug-Elwerfelli et
al. (2018) and Song et al. (2017), employed combinations of TRIS, TRITON 1x, SDS, and
EDTA at different concentrations, ensuring complete cell removal without compromising tissue
architecture and maintaining the structural integrity of the matrix (Matoug-Elwerfelli et al.,
2018; Song et al., 2017). A previous study demonstrated the preservation of essential proteins
in these protocols, such as fibrillin (FBN1), which is crucial for cellular proliferation and
maintenance; periostin (POSTN), involved in cell adhesion; and type IV collagen, which
contributes to the structural stability of the scaffold (Ribeiro et al., 2024). These findings
highlight the potential of decellularized pulps as promising biomaterials and raise two central
questions: how do these matrices interact with pulp cells and what would be the ideal form of

presentation for their application as scaffolds?

Therefore, the interaction of pulp cells with two distinct forms of decellularized pulp
products, obtained through different protocols, was investigated. Two presentations of
decellularized pulp products were used: decellularized tissue extract and lyophilized dental
pulp. The objective was to evaluate the effectiveness of both products and identify the most
promising biomaterial for pulp regeneration. After the preparation of DP products, MALDI-
ToF mass spectrometry was employed to analyze the differences in the composition of all tested
groups. Despite the presence of some ions in all groups, the presence of some exclusive ions
was observed in DPEM and FDPS groups. Thus, there is some variation in the composition of
each product obtained from pulp decellularization. It is important to highlight that the masses
of the proteins present in the extracellular matrix and identified in previous studies (Ribeiro et
al., 2024), such as collagen, fibrillin, and periostin, as well as the proteins laminin and

fibronectin, are significantly greater. These proteins, already detected after decellularization of
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pulp tissues, have masses that make their analysis difficult by linear and reflected mass
spectrometry techniques, which typically cover mass ranges of 750 to 3500 m/z and 800 to
20,000 m/z, respectively. As a result, some of these proteins may not be identified by this

technique, needing further studies.

According to Mclnnes and co-workers (2022), molecule masses found in this study may
correspond to cryptic peptides, which are bioactive fragments of larger proteins known as
matrikines. These peptides, also called crypteins, do not constitute complete proteins by
themselves but are bioactive fragments with physiological effects distinct from those of the
original protein. In this case, the observed masses are consistent with the masses of elastin,
specifically the 0.75 kDa cryptein, which stimulates migratory, proliferative, and morphogenic
behaviors of cells, as well as promoting angiogenesis. Additionally, the analysis indicates the
presence of type I11 collagen, exerts a chemotactic effect, increasing the presence of Sox2+ and
Scal+, Lin— cells at the injury site, influencing osteogenesis and bone remodeling (Mclnnes,
Moser and Chen, 2022). These results demonstrate the relevance of cryptic peptides as
important components of the cryptome, which significantly influence cellular physiology and
are crucial for tissue regeneration and remodeling processes, reinforcing the potential of DPs

as biomaterials in tissue engineering.

In this context, both the liquid solution and the lyophilized product emerge as promising
strategies, offering versatility and suitability for various clinical needs, thus expanding the
possibilities for practical application in regenerative dentistry. Considering that these tissues no
longer contain genetic material that could interfere with the immunogenicity process and that
mass spectrometry revealed distinct profiles in the different presentations, a crucial point to
evaluate is the presence or absence of cytotoxicity of the extracellular matrix in contact with
cells (Bakhtiar et al., 2020). Cytotoxicity can be influenced by insufficient cell removal or the
presence of chemical residues from the reagents used during the decellularization process,
which may negatively impact the interaction of the ECM with cells. In this study, both
formulations — liquid extract and lyophilized product —showed no cytotoxicity after 48h and
promoted a significant increase in cellular metabolic activity. Although the DPEM group
exhibited an initial decrease in cell viability, significant recovery was observed after 48h,
indicating the cells' ability to overcome the initial stress and restore their functionality. The
elevated activity of mitochondrial enzymes is often associated with increased energy

production in cells, which is crucial for cell differentiation and regeneration (Popov, 2020;
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Ward and Thompson, 2012). These findings align with other studies that have also reported
similar effects using decellularized dental pulps, reinforcing the potential of these scaffolds for
tissue regeneration applications (Bakhtiar et al., 2020; Matoug-Elwerfelli et al., 2020; Song et
al., 2017).

Once the absence of toxicity was confirmed, the next goal was to investigate how
DPSCs would interact with the structure of decellularized pulps in their different presentations.
A previous study observed a dense extracellular matrix network and found a reduction in
collagen in the Song et al. (2018) protocol, compared to the Matoug-Ewerfelli (2018) protocol
SEM images (Ribeiro et al., 2024). These results reinforce the hypothesis that the Matoug-
Ewerfelli et al. (2018) protocol is less aggressive, resulting in a more preserved extracellular
matrix, which was also observed in this study. The presence of a porous structure in DPs may
facilitate cell adhesion, providing an adequate environment for cell growth and proliferation, as
also observed in the presence of DP products: extract or lyophilized forms. Moreover, tissue
products possibly released in the extract or presented in the lyophilized dental pulp may play a
fundamental role in this process, as they possess bioactive characteristics that favor cell
adhesion and interaction with decellularized pulp. These findings are consistent with the
literature, which indicates that the three-dimensional structure of extracellular matrices,
combined with bioactive proteins, can enhance tissue regeneration by promoting a favorable

environment for cell adhesion and differentiation (Wang et al., 2014; Omidi et al., 2020).

These results are also in accordance with those found in the cell viability assay, which
indicate an increase in cellular metabolic activity. This suggests that the matrices not only
facilitate adhesion but also create ideal conditions for cell differentiation and regeneration,
providing the essential energy required for these processes. SEM and MALDI tests provided
key insights into the impact of different extracts on cell cultures. SEM revealed morphological
changes, such as cell ruptures, indicating initial cellular responses to the DP products. In
contrast, MALDI mass spectrometry highlighted significant differences in protein profiles,
particularly in DPEM, which, despite initial toxicity, showed cellular adaptation over time.
These analyses offer complementary data critical for evaluating the biological effects of the

extracts and their potential in tissue regeneration.

The migration assay demonstrated that cells in contact with DPEM maintained a
migratory capacity similar to that of the control group, despite the initial cytotoxicity observed.

This preservation suggests the activation of cellular recovery mechanisms over time, allowing
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the restoration of cell viability and functionality. Therefore, although DPEM induces initial
stress, the cells seem to adapt and recover their functional capacity, ensuring the maintenance

of cellular migration.

This study demonstrated the high efficacy of products derived from decellularized
dental pulp, highlighting their crucial role in pulp regeneration. While all groups showed
positive responses, the freeze-dried dental pulp products (FDPS and FDPM) stood out with
superior results, exhibiting greater performance compared to the other extracts. These findings
suggest that freeze-drying may be an effective approach for preserving the biological properties
of decellularized dental pulp, enhancing its therapeutic effects. These results open the door for

further studies and the potential integration of these products into clinical practice.

However, for this approach to be widely integrated into clinical practice, further
research is needed to improve the mechanical properties of scaffolds, such as stiffness,
viscoelasticity, and biodegradability, as well as to enhance sterilization methods to ensure that
scaffolds maintain their biocompatible and functional properties over time, ensuring their
viability and success in clinical applications (Moussa and Aparicio, 2018, 2019; Kasravi et al.,
2023; Matichescu et al., 2020). The incorporation of additional modifiers or the combination
of different types of scaffolds could be an effective strategy to optimize these characteristics,
resulting in hybrid materials with enhanced properties for pulp regeneration. Furthermore,
validating these scaffolds in preclinical models and conducting long-term studies will be crucial
to ensure their applicability in real clinical scenarios. With effective protocols and adjustments
to scaffold properties, the decellularization of bovine, porcine, and human dental pulp could
become a viable and accessible solution for pulp regeneration, particularly due to its ability to
generate a significant amount of material, opening new perspectives for more efficient and less
invasive treatments in the future (; Sonoyama et al., 2006; Kim et al., 2010; Hu et al., 2017;
Lee et al., 2020; Ribeiro et al., 2024).

CONCLUSION

The decellularized dental pulp products, such as extracts and lyophilized pulp,
demonstrated low or no cytotoxicity and a significant increase in cellular metabolic activity,

reinforcing their viability as biomaterials. DPEM exhibited initial cytotoxicity, with reduced
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cell viability during the first 24h, but a significant recovery after 48h, suggesting a transient
toxic effect. On the other hand, the lyophilized products, such as FDPS and FDPM, showed no
cytotoxicity and stood out for their greater stability and performance, indicating that lyophilized
pulp may be more suitable for clinical application. These results highlight the therapeutic
potential of these products for tissue engineering and regenerative dentistry. However, further
studies are needed to better understand the mechanisms of action and signaling pathways

involved in the cellular response to these biomaterials.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Com base nos principios da engenharia de tecidos, que envolvem a interacdo entre
células, arcaboucos e fatores de crescimento, a endodontia regenerativa surgiu como uma
alternativa inovadora para o tratamento endodéntico. Seu objetivo é promover a formacéo de
um novo tecido vascularizado dentro dos canais radiculares, restaurando a vitalidade pulpar.
Nesse contexto, os arcaboucos desempenham um papel fundamental, fornecendo suporte
estrutural para a adesdo, proliferacdo e diferenciacdo celular, favorecendo a regeneracéo

tecidual.

O inicio da pesquisa de regeneracdo pulpar foi marcado pela introducdo de celulas-
tronco de origem dentéaria. Desde entdo, inumeros estudos in vitro, in vivo e ex vivo tém sido
publicados, buscando alternativas mais eficazes e biocompativeis, com destaque para o
desenvolvimento de novos arcabougos. Nesse contexto, tecidos descelularizados tém sido
explorados como arcaboucos para diversos processos regenerativos, nao sé odontolégicos, uma
vez que sua utilizacdo pode ser beneficiada pela manutencdo de componentes bioativos do

tecido nativo para a regeneracao.

Desta forma, protocolos de descelularizacdo da polpa dentaria foram desenvolvidos para
remover componentes celulares, preservando a integridade de componentes da matriz
extracelular original. Proteinas remanescentes deste processo desempenham um papel vital na
sinalizacdo celular e na promocao da regeneracdo tecidual, tornando a matriz descelularizada
uma opgao promissora como arcabougo em terapias endodénticas regenerativas. A utilizacéo
de matrizes descelularizadas da polpa dentaria como arcabouco pode oferecer um
microambiente favoravel para a regeneracdo do tecido pulpar, potencializando os resultados

clinicos e contribuindo para o avanco das terapias endodénticas regenerativas.

Este estudo demonstrou a alta eficacia dos produtos derivados da polpa dentéria
descelularizada, destacando seu papel crucial na regeneracdo pulpar. Embora todos 0s grupos
tenham mostrado respostas positivas, 0s produtos de polpa dentaria liofilizada (FDPS e FDPM)
se destacaram com resultados superiores, exibindo maior desempenho em comparacao com 0s
outros extratos. Esses resultados sugerem que a liofilizagdo pode ser uma abordagem eficaz
para preservar as propriedades biologicas da polpa dentaria descelularizada, potencializando

seus efeitos terapéuticos. O uso desses produtos, tanto na forma liofilizada quanto como
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medicacdo liquida, pode representar uma estratégia promissora para a terapia endoddntica

regenerativa.

Esses resultados abrem portas para novos estudos e a possivel integracdo desses
produtos na prética clinica. No entanto, para que essa abordagem seja amplamente integrada na
pratica clinica, novas pesquisas sdo necessarias para melhorar as propriedades mecénicas dos
scaffolds, como rigidez, viscoelasticidade e biodegradabilidade, bem como para aprimorar 0s
métodos de esterilizacdo, a fim de garantir que os scaffolds mantenham suas propriedades
biocompativeis e funcionais ao longo do tempo, assegurando sua viabilidade e sucesso nas
aplicacdes clinicas. Apesar dos avancos, um dos principais desafios estd em compreender qual
tipo de tecido é realmente formado no local da regeneracdo, uma vez que nao € possivel
monitorar com precisao esse processo in vivo. O tecido resultante pode variar e, embora nem
sempre corresponda ao tecido pulpar original, podendo por exemplo apresentar caracteristicas
de um tecido cicatricial, isso ndo implica necessariamente na falha ou no insucesso clinico da
técnica. Desta forma, a busca por um arcabouco que possa guiar a formacéo deste tecido pulpar
especializado se faz necessaria para aumentar ainda mais o percentual de sucesso dos processos

regenerativos.

Com protocolos eficazes e ajustes adequados nas propriedades dos arcaboucos, a
descelularizacdo da polpa dentéaria bovina, suina e humana pode se tornar uma solucédo viavel e
acessivel para a regeneracdo pulpar, permitindo a producéo de uma quantidade significativa de
material e abrindo novas perspectivas para tratamentos menos invasivos e mais eficientes.
Assim, 0s avancos nesta area poderdo contribuir significativamente para a evolucdo da
odontologia regenerativa, promovendo abordagens inovadoras para a reparacdo € a

revitalizacdo dos tecidos dentarios comprometidos.
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