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RESUMO

Terapias regenerativas recentes como a revascularizagdo pulpar vem ganhando
espaco na endodontia em dentes permanentes imaturos. Porém o uso das
medicac¢bes difundidas para técnica como a pasta dupla antibiética (DAP) contendo
metronidazol (MTZ) e ciprofloxaxino (CIP) ou tripla antibiética (TAP) contendo CIP,
MTZ e minociclina pode causar resisténcia, citotoxicidade e manchamento dentinario.
Em contrapartida, peptideos de defesa do hospedeiro (PDHs) podem apresentar
atividade antimicrobiana e imunomodulatéria, surgindo como uma opcdo para a
revascularizacdo pulpar. Desta forma, este estudo objetivou avaliar o potencial
antimicrobiano e imunomodulador de peptideos sintéticos (DJK-6, IDR-1018, IDR-
1002 e LL-37), comparados a TAP e DAP em um modelo de infec¢do endodéntica in
vitro. O estudo foi dividido em 3 etapas: (1) avaliagcdo do potencial antimicrobiano dos
farmacos de TAP e DAP (sozinhos ou em combinacdo) e dos PDHs contra as
bactérias Staphylococcus aures (S.a.) e Enterococcus faecalis (E.f.) e o potencial
sinérgico do CIP juntamente com IDR-1002; (2) comparacdo das concentracdes
encontradas neste estudo com as concentrac¢des clinicas de TAP e DAP, através da
viabilidade celular por MTT e producéo de oxido nitrico (NO) pela reacdo de Griess,
em linhagem de macréfagos RAW 264.7 e fibroblastos L929; (3) avaliacéo
imunomodulatéria, pela producdo das citocinas IL-1qa, IL-6, IL-12 e IL-10 e fator de
necrose tumoral (TNF-a), por ELISA, além do NO em RAW 264.7 (RAW) e da IL-6 e
NO em L929, com ou sem o recombinante de interferon gama (rIFN-y) e antigenos
mortos pelo calor (heat killed - HK)-S.a. ou HK-E.f. Na primeira etapa, o CIP se
apresentou como o melhor antimicrobiano presente nas pastas e o IDR-1002, como o
melhor PDH. Ademais, a combinacdo entre CIP e IDR-1002 apresentou acdo
sinérgica. A viabilidade celular ndo foi reduzida por nenhum dos grupos e TAP
estimulou a producdo de NO em RAW. Finalmente o PDH LL-37 reduziu
significamente a viabilidade de células L929 e TAP, a viabilidade de RAW. Na
auséncia de estimulos antigénicos, TAP e DAP apresentaram um perfil pro-
inflamatorio na auséncia dos estimulos antigénicos, aumentando na producéo de IL-
1a, TNF-a e IL-6 em células RAW e IL-6 em L929. Na adicdo dos estimulos
antigénicos e rIFN-y, as pastas apresentaram um perfil pré e anti-inflamatorio: TAP
reduziu a producao de IL-1q, IL-12 e IL-6 em RAW e aumentou TNF-a e NO, e a DAP
reduziu a producéo de IL-1a, IL-10 e IL-6 em RAW e aumentou IL-12. CIP, LL-37, IDR-
1002 e a combinacéo de CIP com IDR-1002 apresentaram um perfil anti-inflamatario,
reduzindo principalmente IL-6 e IL-12 na presenca dos estimulos antigénicos e rIFN-
y. Em suma, a combinacédo sinérgica de CIP com IDR-1002 foi eficaz contra ambas
bactérias e apresentou um papel anti-inflamatério neste modelo de infec¢éo in vitro,
podendo surgir como uma opcdo promissora para aplicagcdes biotecnoldgicas
envolvendo a revascularizacao pulpar.

Palavras-chave: Revascularizagdo pulpar, TAP, DAP, Staphylococcus aureus,
Enterococcus faecalis, peptideos de defesa do hospedeiro.



ABSTRACT

Recent regenerative therapies such as pulpal revascularization have been diffused in
endodontics in immature permanent teeth. However, the use of medications such as
double antibiotic paste (DAP) containing metronidazole (MTZ) and ciprofloxaxin (CIP)
or triple antibiotic paste (TAP) containing CIP, MTZ and minocycline may cause
resistance, cytotoxicity and dentin discoloration. On the other hand, host defense
peptides (HDPs) have antimicrobial and immunomodulatory effects, emerging as an
option for pulpal revascularization. Thus, the aim of this study was to evaluate the
antimicrobial and immunomodulatory potential of synthetic peptides (DJK-6, IDR-1018,
IDR-1002 and LL-37) compared to TAP and DAP, in an in vitro endodontic infection
model. For this, the study was divided in three stages: (1) antimicrobial potential of
TAP and DAP drugs (alone or in combination) and HDPs against the bacteria
Staphylococcus aures (S.a.) and Enterococcus faecalis (E.f.) and the synergistic
potential of CIP and IDR-1002; (2) comparison of the findings of this study with TAP
and DAP clinical concentrations, through cell viability by MTT and nitric oxide (NO)
production by the Griess reaction, in RAW 264.7 macrophages and L929 fibroblasts;
(3) immunomodulatory stage, by the evaluation of cytokines by ELISA: IL-1a, IL-6, IL-
12, IL-10 and tumor necrosis factor (TNF-a), as well as NO in RAW 264.7 (RAW) and
IL-6 and NO, in L929 with or without the recombinant interferon gamma (rIFN-y) and
heat killed antigens HK-S.a. or HK-E.f. In the first stage, CIP presented the best
antimicrobial activity comparing to TAP and DAP containing antibiotics and IDR-1002,
the best HDP. In addition, the combination between CIP and IDR-1002 was synergistic.
The viability was not reduced by any groups and TAP stimulated NO production in
RAW cells. Finally, LL-37 significantly reduced the viability of L929 and TAP, the RAW
viability. Without any antigenic stimuli, TAP and DAP presented a pro-inflammatory
profile up regulating IL-1a, TNF-a and IL-6 in RAW and IL-6, in L929. However, the
addition of antigenic stimuli and rIFN-y, TAP and DAP presented pro and anti-
inflammatory profile reducing IL-1a, IL-12 and IL-6 in RAW and increasing TNF-a and
NO, and reducing IL-1a, IL-10 and IL-6 in RAW and increasing IL-12. CIP, LL-37, IDR-
1002 and the combination of CIP with IDR-1002 showed an anti-inflammatory profile,
mainly reducing IL-6 and IL-12 with antigenic and rIFN-y stimuli. In conclusion, the
synergistic combination of CIP with IDR-1002 was effective against both bacteria and
presented an anti-inflammatory role in this in vitro infection model may emerge as a
promising option for biotechnological applications involving pulp revascularization.

Keywords: pulp revascularization, TAP, DAP, Enterococcus faecalis, Staphylococcus
aureus, host defense peptides.
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1 INTRODUCAO

Terapias regenerativas tem sido difundidas nos ultimos anos na endodontia,
especialmente em dentes permanentes imaturos (1). Tais elementos, apresentam
paredes de dentina mais finas e apice aberto, o que dificulta o tratamento quimico-
mecéanico e obturacdo do canal radicular (2). Além disso, frente aos insucessos
causados pelas terapias de apicificacdo e apicigénese, novas técnicas buscam a
revascularizagdo do tecido pulpar (3, 4).

A técnica para busca de revascularizacao pulpar consiste no acesso ao sistema
de canais radiculares (SCR), irrigacdo e subsequente uso de uma medicacao
intracanal, visando a remoc¢c&o do maior numero de microrganismos (5). Sendo
assim, um ambiente asséptico pode permitir a sobreinstumentacdo e formacéo de
um coagulo sanguineo, que pode servir como um arcabouco para a construcao de
uma nova polpa (5). Todavia, a medicacdo padrao-ouro empregada para técnica,
conhecida como pasta tripla antibiotica TAP (contendo metronidazol, ciprofloxacino
e minociclina) pode ser citotdxica, causar resisténcia microbiana, além do
escurecimento dentinario (6-8). Por conseguinte, a presenca de microrganismos
prevalentes no SCR radiculares como Enterococcus faecalis e Staphylococcus
aureus, podem desenconrajar a neoformacao tecidual (9).

Diante os casos de insucesso com a TAP, peptideos de defesa do hospedeiro
(PDHs) sé@o relatados como biomoléculas com potencial antimicrobiano,
imunomodulador e regenerativo, podendo emergir como novas medicacdes
intracanais para a endodontia (10). O peptideo DJK-6 por exemplo, pode eliminar o
biofilme de microrganismos resistentes (11). Por outro lado, os peptideos
reguladores da imunidade inata (IDR-1002 e IDR-1018) vém sendo estudados como
eficientes imununomoduladores (12). E a catelicidina LL-37 pode atuar sobre uma
gama de microrganismos, modular a resposta imune inata e induzir o reparo tecidual
(13). No entanto, apesar de diversas caracteristicas benéficas relatadas com estas
biomoléculas, até o momento, a aplicacdo de PDHs no contexto de revascularizacao

pulpar ndo tem sido explorada.
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Em vista disso, este trabalho objetivou avaliar o potencial antimicrobiano e
imunomodulador de PDHs sintéticos (DJK-6, IDR-1018, IDR-1002 e LL-37) em um
contexto de infeccdo endodontica in vitro. A proposta foi criar novas estratégias

biotecnoldgicas para os processos de revascularizagdo/regeneracao tecidual pulpar.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 ANATOMIA E FISIOLOGIA DE DENTES PERMANTES IMATUROS (DPIS)

A polpa pode ser considerada um tecido conjuntivo frouxo, ndo mineralizado,
altamente vascularizado e inervado, localizado no interior do dente, na camara pulpar
e canais radiculares, sendo circundado por estruturas rigidas, como a dentina (14). O
tecido pulpar pode ser responséavel por proporcionar diversas funcdes aos outros
tecidos dentinarios, tais como: resposta imunologica, fungdes sensoriais, nutricdo e
apresenta capacidade de formacdo e regeneracdo (15). Em adicdo, este pode ser
composto por uma variedade de células, tais como fibroblastos, odontoblastos, células
vasculares, mesenquimais indiferenciadas, células-tronco da papila apical, células
inflamatorias, neurénios sensoriais e simpaticos e diversas outras células que podem
ser essenciais para o fechamento do apice dentario (16, 17).

O desenvolvimento dentario tem origem a partir do ectomesénquima, que
durante diversas fases, da origem a polpa, ao esmalte, a dentina e ao cemento (18).
Durante a fase de campanula, o epitélio interno se une ao epitélio externo para a
formacdo da raiz, e as células mesenquimais indiferenciadas contribuem para a
construcéo do arcabouco pulpar (19). Apds a formacao da dentina radicular, a bainha
epitelial de Hertwig (BEH) que envolve a raiz, pode ser interrompida ou perfurada (20).
O rompimento induz a formacao de uma estrutura em forma de malha na BHE que
permite que as células foliculares dentarias entrem em contato com a superficie
dentinaria da raiz recém-formada (20, 21). As células foliculares dentarias podem se
diferenciar em cementoblastos e consequentemente em cemento (22). Ao mesmo
tempo, fibras de coldgeno secretadas por células foliculares dentarias podem ser
incorporadas na nova matriz de cemento que se unem ao ligamento periodontal,
durante o desenvolvimento dentario (23).

Posteriormente a diferenciagcdo e alongamento da raiz, o dente permanente
erupciona na cavidade oral, para estabelecer contatos oclusais, a comecar pelos
incisivos centrais superiores, por volta de 6 anos de idade. Porém, mesmo

erupcionado, a formagdo completa da raiz com o fechamento do 4pice dentario sé
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acontece depois de 3 a 4 anos (24). Desta forma, por serem dentes ainda em
formacéo, se tornam impreteriveis os cuidados com o érgdo dentario, uma vez que
possuem paredes dentinarias mais finas e cAmaras pulpares mais amplas (25).

Dentre os componentes celulares presentes na polpa, os fibroblastos estédo em
maior numero (26). Os fibroblastos oferecem tanto um suporte estrutural, como de
defesa e podem ser responsaveis por manter a matriz colagenosa e atrair células do
sistema imunoldgico como macrofagos, tornando-os ativos para responder a invasao
bacteriana (27). Os fibroblastos pulpares também atuam na identificacdo de
antigenos, producdo de citocinas e mediadores pro-inflamatorios, tais como
interleucina IL-6, IL-8 e fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) (28-30).
Ademais, outras células como os odontoblastos estéo posicionados em uma camada
Unica (31). Estas podem ser responsaveis pela sintese e mineralizacdo da matriz
extracelular (MEC) (32). A diferenciacdo de odontoblastos implica em diversos fatores,
tais como a remocao do ciclo celular, polarizacdo de células, criagdo de um processo
celular, producéo e liberacdo de colageno tipo | e diversas proteinas ndo-colagenosas
(33). Essas células pulpares estdo em contato com a matriz extracelular, que se
caracteriza como uma cadeia unida de macromoléculas segregadamente extracelular.

A cadeia formada pela MEC possui um papel fundamental na estrutura celular,
regulacdo no desenvolvimento e diferenciacao teciduais (34). As principais moléculas
da MEC podem ser proteinas ndo-colagenosas (como por exemplo, tenascina,
fibronectina, sialoproteina, osteocalcina e osteonectina) e protreoglicanos,
englobando o sulfato de condroitina, acido hialurénico, sulfato de fosfolipideos e de
heparina (35). A camara pulpar se mostra altamente vascularizada, possuindo
capilares, vénulas e arteriolas (36). Os vasos chegam a polpa por meio do forame
apical e canais acessorios e podem ter ramificacdes na camada odontoblastica e na
area rica em capilares, onde ocorrem as maiores trocas metabdlicas (37). As células
pulpares, assim como todas as células do organismo, necessitam do plasma
sanguineo e fluido intersticial, para manutencao e desempenho de suas funcdes vitais
(38, 39).

Quanto a inervacéao do tecido pulpar, esta pode ser oriunda do nervo trigeminal
e possui fibras eferentes simpaticas que regulam o fluxo sanguineo (40). Tais fibras
seguem o trajeto dos vasos sanguineos, penetrando pelo forame apical e se
distribuindo por toda a polpa (41). Dois importantes tipos de fibras mielinicas podem

estar presentes neste tecido incluindo as do tipo A (delta e beta) e C (42, 43). A maioria
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das fibras do tipo A se localizam na periferia da polpa e estdo concentradas no corno
pulpar. J& as fibras amielinicas C, se encontram no interior da polpa e se prolongam
até a regido acelular que fica abaixo da camada odontoblastica (44).

Ademais, outras células presentes no tecido pulpar como as células-tronco
pulpares (DSCs) e células-tronco da papila apical (SCAPs) podem originar novas
células, tais como os adipdcitos, células neurais, condrdcitos e osteoblastos, sendo
importantes no processo de regeneracao pulpar, formacdo do 4pice dentario e
também dos processos de regulacdo de outras células (45, 46). Em relacdo as
diferencas entre dentes permanentes maturos e DPIs, estes Ultimos apresentam
paredes de dentina mais finas, apice aberto e camara pulpar mais ampla (47). Isso
implica em uma maior susceptibilidade a fraturas e também a invasdo de
microrganismos na camara pulpar (48). Além disso, DPIs apresentam camara pulpar
com maior numero de vasos sanguineos que dentes maduros (49). Um estudo de
imuno-histoquimica demonstrou uma maior expressao do marcador CD34 em polpas
de DPIs, do que dentes maturos (50). Este marcador pode estar fortemente
relacionado com os processos de angiogénese (51). Ademais os DPIs apresentam
uma maior quantidade de regibes de interacdo entre tecido epitelial e células
mesenquimais indiferenciadas, conhecidas como restos epiteliais de Malassez (52).
DPIs possuem ainda uma maior concentracdo de SCAPSs, que estdo diretamente
relacionadas com o fechamento do apice dentario (53).

A polpa possui, entre tantas outras funcdes, um mecanismo de protecao
através da resposta imunoldgica frente a agentes agressores (54). No entanto, a
presenca de antigenos microbianos ou trauma dental nos DPIs podem levar ao
desenvolvimento de uma resposta inflamatéria, que pode evoluir para a necrose (55).
Frente aos processos de balanco (fisiol6gico) e desbalanco (patologias pulpares), o
sistema imunoldgico pulpar apresenta importante papel, tanto na regulacdo e
manutencao do tecido, quanto na protecéo e destruicdo de agentes invasores (56). O
sistema imunoldgico pulpar pode ser constituido de células dendriticas, macrofagos,

linfocitos e uma variedade de células mesenquimais, epiteliais e endoteliais (57).
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2.2 PATOLOGIAS PULPARES ENVOVENDO DPIS

Como mencionado, os principais agentes etioldgicos relacionados a necrose
pulpar em DPI podem ser o trauma ou a carie dental (58). Em termos mundiais, cerca
de 20-30% das criancas de até 12 anos ja sofreram algum tipo de trauma dentério
(59). Como uma das possiveis complicacdes do trauma dental, o tecido pulpar pode
ser afetado, apresentando como causa 0 rompimento de vasos sanguineos e
consequentemente necrose asséptica por hemorragia (60). Quando uma destas
lesdes afeta a BEH, ou causa uma necrose pulpar, o desenvolvimento da raiz pode
ser estagnado, aumentando o risco de fraturas (61). Além disso, dentes traumatizados
podem ser mais susceptiveis a entrada de microrganismos no ambiente pulpar e
consequentemente, desenvolvimento de uma pulpite irreversivel (62).

J4 em relacdo aos processos cariosos, sabe-se que a constituicdo da
microbiota bucal pode ser bastante heterogénea, incluindo espécies bacterianas,
fungicas e virais (63). A grande maioria desses microrganismos habita a cavidade oral
em carater comensal (64). No que diz respeito a etiologia das infec¢des bacterianas
da polpa, estudos demonstram uma maior prevaléncia de bactérias anaerdbicas,
estritas e facultativas, durante os processos de patologia pulpar (65, 66). Por se
encontrarem localizadas entre as camadas de tecidos mineralizados,
anatomicamente, a concentracdo de oxigénio no tecido pulpar se torna restrita (67).
Em adicdo, a necrose, quando instalada, reduz ainda mais a disponibilidade de
oxigénio proveniente da circulacdo sanguinea, inviabilizando assim, a presenca de
bactérias aerobicas obrigatorias (68).

As bactérias produtoras de biofilme estdo geralmente relacionadas com lesfes
endodénticas (69). O biofilme, portanto, esta envolvido ainda nas primeiras etapas do
mecanismo fisiopatologico da pulpite, que normalmente se inicia com a leséo cariosa
e progride para a necrose pulpar, leséo perirradicular e perda 6ssea (69, 70).

O biofilme pode ser formado quando varias bactérias da mesma espécie se
unem formando uma col6nia e, através dessa interacdo estimulam a producado e a
secrecdo de uma matriz extracelular polimérica responsavel por sua defesa a ataques
fisicos ou quimicos (71). Essa matriz extracelular circunda todas as células
bacterianas e sua protecdo a agentes antimicrobianos pode ser diretamente

proporcional a sua espessura (72).
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A producéo do biofilme pode ser mediada por mecanismos de comunicacao
entre as células bacterianas, fenbmeno chamado de quorum sensing (73). Através da
producdo de moléculas sinalizadoras, células bacterianas conseguem se comunicar e
promover respostas uniformes em toda a col6nia (74). Fora isso, o biofilme também
facilita a transferéncia de genes de resisténcia entre as bactérias, com a producéo de
bombas de efluxo (74). Embora a relacdo entre a presenca/permanéncia bacteriana e
0 insucesso terapéutico de tratamentos endodonticos seja bem estabelecida na
literatura, ha divergéncias quanto a persisténcia e a viruléncia de alguns géneros
bacterianos (75). Murad e colaboradores, utilizando amostras provenientes de 36
pacientes que receberam tratamento endoddntico no ano anterior ao estudo e com
lesdo periapical atual, detectaram, através de técnicas de amplificacdo de DNA, um
total de 79 espécies bacterianas. Os resultados obtidos sugerem que as espécies
bacterianas Enterococcus faecium e Staphyloccocus epidermis podem ser mais
prevalentes em lesdes endoddnticas. Os autores ainda sugerem que estudos
relacionados a identificacdo da microbiota desse tipo de lesdo podem ser
extremamente complicados e que a divergéncia dos resultados obtidos com outros
estudos presentes na literatura se deve ao fato de que podem ser empregados
diferentes métodos analiticos para o sequenciamento e a identificacdo do material
genético obtido a partir de amostras (68).

Apesar disso, o género Enterococci ainda pode ser fortemente correlacionado
com lesdes endododnticas (69). Bactérias desse género podem ser conhecidas por sua
resisténcia antimicrobiana e pela competicdo com outras espécies bacterianas (76). A
espécie bacteriana Enterococcus faecalis, que normalmente habita o trato
gastrointestinal, pode ser comumente encontrada em lesdes pulpares e perirraculares
(77). Esta pode ser classificada como Gram-positiva e anaerdbica facultativa, o que
Ihe da subsidios para estar presente tanto nas fases iniciais quanto nas fases mais
avancadas da inflamacdo. Além disso, por causa de sua forma arredondada a
penetracdo pelos tubulos dentinarios se torna facilitada. A producdo de biofilme
também pode ser um fator de risco associado a bactéria E. faecalis (78).

Assim como E. faecalis, a espécie bacteriana Staphylococcus aureus vem se
demonstrando cada vez mais virulenta e, consequentemente, correlacionada a lesées
endodénticas (79). A S. aureus também pode ser classificada como uma bactéria

Gram-positiva e anaerébica, assim como o E. faecalis. Similarmente, a S. aureus
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possui um arcabouco esférico que facilita sua passagem pelos tubulos dentinarios.
Além disso, a S. aureus, também pode ser uma bactéria produtora de biofilme (80).

A presenca dos microrganismos presentes no sistema de canais radiculares de
DPIs foi avaliada, e mesmo depois da utilizacdo de diversas medicacdes intracanais
(9). As espécies mais comumente encontradas foram Actinomyces naeslundii,
Porphynomonas endotalis, Fusobacterium nucleatum e E. faecalis (9).

O tecido pulpar por ser circundado por estrutura dentinaria rigida, apresenta
alguma dificuldade para o acesso microbiano (81). Uma vez que esse complexo pode
ser violado, a polpa esta sujeita a sofrer invasdes, o que resulta em respostas
inflamatérias de diferentes niveis (56). A inflamacdo no tecido pulpar pode ser
complexa, devido a conformacgao anatbmica que a mesma se encontra (14).

A imunidade inata pulpar apresenta-se como a primeira reacdo do organismo
frente a agentes infecciosos, possuindo um papel fundamental na identificacdo de
antigenos (82). Esta pode atuar de forma inespecifica frente a qualquer agente
infeccioso (83). Ademais, ela desenvolve uma forte reacao inflamatoria, envolvendo
diversas células que chegam por meio da circulacdo sanguinea a fim de eliminar os
agentes infecciosos (57). A polpa pode ser um tecido que, mesmo em condi¢des
normais, possui uma pressao devido a presenca do liquido intersticial (57). Esse fluido
originado do plasma pode ser rico em imunoglobulinas, proteinas do soro e
mediadores inflamatorios, como quimiocinas e citocinas (84).

Através do reconhecimento de antigenos presentes neste tecido, diversas
células como neutréfilos, macréfagos, células dendriticas, fibroblastos e células
endoteliais produzem uma série de citocinas, tais como as interleucinas IL-8, IL-1q,
IL,6, IL-12 e o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) (85-87). Estas citocinas estéao
diretamente envolvidas com a dilatacdo dos vasos sanguineos pulpares, aumento da
permeabilidade vascular, quimotaxia, ativacdo, modulacdo da resposta imune
adaptativa e exacerbacéo da inflamacéo (88, 89). Ademais a producédo de espécies
reativas de oxigénio, como o radical livre gasoso 6xido nitrico indutivel (NO), pode ser
capaz de contribuir para a destruicdo dos patdgenos, pela sua acao oxidativa (90).

Quando a inflamacdo em estagio avancado atinge o tecido pulpar, se torna
dificil para o mesmo reverter o quadro (91). Durante esse processo, as fibras nervosas
presentes neste tecido expressam neuropeptideos, tais como a substancia P (SP), o
peptideo relacionado com o gene da calcitonina (CGRP), o neuropeptideo K (NK),

neuroquinina A (NKA), neuropeptideo Y (NPY), polipeptideo intestinal vasoativo (VIP),
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somatostaina, secretoneurina e galanina (92-94). Esses neuropeptideos podem ser
responsaveis pela regulacdo do fluxo sanguineo, aumento da permeabilidade
vascular, vasodilatacao e as alteracfes patolégicas, observadas clinicamente pelos
sintomas de dor (95). A sintese destes mediadores ndo sé degrada o tecido pulpar,
como também o impossibilita de recrutar células-tronco para o local (96).

A inflamacdo crbnica da polpa, pode ser caracterizada pela presenca de
linfécitos B, células do plasma e infiltrado de linfécitos T, com predominancia dos
CD4+ sobre os CD8+ (97). Os linfocitos do tipo Th1l promovem uma resposta mediada
por interferon gama (IFN)-y, TNF-qa, IL-2 e IL-12 0 que determina uma resposta pro-
inflamatéria e consequentemente leva a destruicdo do tecido (98). Enquanto que a
resposta do tipo Th2 tem associacdo com IL-13, IL-10, IL-5 e IL-6, que estéo
relacionadas com uma resposta anti-inflamatoria (99). Altos niveis de TNF-a e IL-1-a
promovem a liberacdo de mediadores inflamatorios e quimiocinas que intensificam a
resposta (100). O IFN-y ativa macréfagos, aumentando ainda mais a inflamagéao (101).
O perfil Th17, também presente nas infeccdes pulpares cronicas, esta envolvido com
a liberacédo de IL-17 e fator de crescimento e transformacédo (TGF)-f (102, 103).
Ademais, Th17 esta envolvido com a ativacao do receptor do ligante nuclear kappa-B
(RANKL), um estimulador de osteoclastos (104).

Nesse momento, os macréfagos desempenham um papel fundamental,
polarizando em M1 (funcdo pro-inflamatéria) ou M2 (pro-resolucdo) (105). Estas
células se diferenciam a partir de mondcitos e podem se polarizar reversivelmente em
M1 ou M2, de acordo com o perfil de citocinas liberadas durante os processos de
inflamacéo e reparo teciduais (106). A polarizagdo para M1 pode ser geralmente
mediada por antigenos como o lipopolissacarideo (LPS), que induz a producéo de IL-
18, IL-12, TNF-a e IL-23, exacerbacao da resposta imune e destruicdo do tecido, por
estas células (107). Ja a linhagem de macréfagos M2, quando estimulada por IL-10 e
TGF-B, atua na reducao de citocinas pro-inflamatérias, no recrutamento de linfocitos
T CD4+ e estimulacéo dos linfocitos T reguladores (Treg) (30). Diante disso, a atuacéo
inicial de macrofagos M1 e o reparo tecidual de M2 podem ser a chave para o
equilibrio entre um estado patoldgico e fisiolégico pulpar (108). A resolucdo da
inflamacédo ainda requer a eliminacdo de agentes patogénicos, a reducdo de
mediadores pro-inflamatorios e presenca de mediadores anti-inflamatérios, como IL-
4, IL-10, heme oxigenase-1 e Treg, que cessam 0s danos (96). Até entdo nenhum

estudo descreveu o papel de macréfagos especificamente em DPIs.
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Desta forma, as citocinas pro-inflamatorias (IL-1a, IL-6, IL-12, TNF-a), anti-
inflamatoria (IL-10) e NO, descritos abaixo, foram selecionados para este trabalho, por
estarem diretamente relacionados com o0s processo de destruicdo e reparo tecidual

pulpar.

2.2.1 Citocinas e mediadores envolvidos com a destruicéo e reparo tecidual

pulpar

A interleucina IL-1a pode ser produzida por diversas células do organismo tais
como ceélulas epiteliais, endoteliais, macrofagos, células dendriticas, fibroblastos,
linfocitos, queratindcitos e hepatocitos (109). Esta citocina tem carater pro-inflamatorio
e sua producdao indutivel esta relacionada principalmente com as vias de sinalizagcao
P1 e NF-kappa B, que regulam positivamente sua sintese (110). Além de sua agao
sistémica, no tecido pulpar esta citocina parece ter um papel central juntamente com
outras citocinas pro-inflamatérias como TNF-a e IL-18, no processo de
desenvolvimento e progressdo da destruicdo tecidual (111). Ademais, a associacao
da producéo de IL-1a esta relacionada com a presenga de antigenos bacterianos
como LPS e outras bactérias como P. gingivalis, E. coli e E. faecalis (112). Um estudo
imuno-histoquimico demonstrou alta ligacdo de anticorpos anti-IL-1a tanto nos
momentos iniciais da pulpite, quanto nos tecidos necrosados, relacionando a
destruicdo deste tecido e o retardo do reparo tecidual, com a presenca desta citocina
(113).

Assim como o TNF-a, a IL-1a estd associada a apoptose de fibroblastos
pulpares. Além disso, pode estar relacionada com os casos de infec¢des persistentes
e insucessos no tratamento endodontico (114). Até entdo, nenhum estudo descreveu
0 papel desta citocina especificamente em DPIs.

A interleucina IL-6 pode ser uma das primeiras citocinas liberadas nos
momentos iniciais da inflamacéo e apresenta acéo pleiotrépica em infeccdes locais
(115). Esta citocina pode ser produzida por células endoteliais, fibroblastos, células
tronco pulpares, queratindcitos, macrofagos e neutrofilos e tem relacdo direta com a
promocédo de fatores sollUveis do plasma e ativacdo do sistema complemento (88,

116). A IL-6 induz a infiltragdo de células do sistema imune inato pelo aumento das
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moléculas de adesédo e também pela inducéo da sintese de metaloproteinases (117).
Sua produc¢do também esté associada as proteinas de fase aguda como a proteina C
reativa (118). A IL-6 também pode regular o sistema imune, atuando na polarizacédo
de linfécitos Th2, Th1l7 e T reguladoras (Treg) (119). Esta citocina por conseguinte,
pode ser regulada pela producéo de IL-17 e IL-8 (120). No tecido pulpar, os antigenos
de bactérias Gram-positivas podem atuar no receptor tooll like receptor TLR-2 de
odontoblastos e regular positivamente a producédo de IL-6 (55). Esta citocina, também
pode ser aumentada em resposta a producao de IL-1 e TNF-a (121). Além disso, a IL-
6 exacerba a resposta imune pulpar, uma vez que esta envolvida na vasodilatacéo
pulpar e permeabilidade vascular (85). Ademais, a producdo de IL-6 pode estar
associada ao edema pulpar pela acdo de bactérias Gram-positivas infiltradas nos
tubulos dentinarios (55).

A IL-6 pode desempenhar um carater protetor, uma vez que a diminuicao da
producédo de IL-6 poder exacerbar a lesao periapical e consequentemente aumentar
0 numero de osteoclastos, contribuindo para a reabsorcéo 6ssea (122, 123). Quando
se trata do reparo tecidual, a IL-6 parece ter um papel fundamental nos processos de
diferenciacao celular (124). A producao de IL-6 aumenta a diferenciacdo osteogénica
e adiposa, além de estar relacionada com a diferenciacdo condrogénica de células-
tronco pulpares (125). A presenca de P. gingivalis aumenta a expresséo de TLR-2 e
TLR-4 em células-tronco pulpares na presenca de IL-6 e TNF-a (126). Outro estudo
observou quantitativamente uma maior producdo basal de IL-6 em células
mesenquimais de dentes deciduos esfoliados, quando comparadas as células-tronco
de dentes permanentes (127). Uma vez que fibroblastos e células pulpares produzem
IL-6 na presenca de bactérias envolvidas na progressao das patologias pulpares, a
producédo desta citocina pode levar a degradacao de proteinas da matriz extracelular
(MMPs) como colageno e MMP1, MMP2 e MMP3 (117).

Os DPIs apresentam um maior numero de SCAP, quando comparados aos
dentes maturos. A producédo de IL-6 por estas células foi avaliada, na presenca de
LPS. A producao desta citocina foi relacionada com a ativacao do TLR-4 (128).

O fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), classicamente estudado e
caracterizado como uma citocina pré-inflamatéria pleiotropica pode ser sintetizado
principalmente por macréfagos e células dendriticas (129). A producéo de TNF-a pode
causar a maior parte dos sintomas presentes na pulpite e esta aumentado

sistemicamente em pacientes com pulpite aguda (130). Os sintomas clinicos de dor e
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sensibilidade dentinaria estéo relacionados com as pressdes internas exercidas pelos
vasos sanguineos as terminagfes nervosas e pela producdo de prostaglandinas,
mediadas pela sensibilizacdo dos canais i6nicos que conduzem os estimulos
dolorosos nas terminacdes nervosas pulpares (131). A acdo pré-inflamatéria e
dolorosa desta citocina pode estar associada com a ativacao de receptores de canais
transientes (TRPs). Estes estdo presentes nos odontoblastos, que transmitem o0s
sinais dolorosos através dos prolongamentos odontoblasticos (15).

O TNF-a pode estar associado a osteite e também a ostedlise assim como ao
aumento do numero de osteoclastos e RANKL (132). O estimulos de RANKL por TNF-
a coloca este mediador como estimulador da osteclastogénese e reabsorgao dssea
(133). Alguns estudos associam lesdes perirradiculares e infecgBes refratarias com
um aumento da expressdo de TNF-a (134, 135). A producao deste esta relacionada
com a producdao de IL-1, que em conjunto, atuam no processo de reabsor¢ao 0ssea e
desencadeiam uma resposta do tipo 1, seja relacionada aos macrofagos ou as células
T (136). A sintese de IL-6 também esta relacionada com TNF-a, uma vez que
macrofagos e neutrdéfilos diminuem a producéo de IL-6 em resposta ao aumento da
producéo de TNF-a (117).

A presenca de TNF-a no tecido pulpar pode contribuir para destruicdo e
apoptose de fibroblastos, além da degradacao da matriz extracelular da polpa (117).
Diversos estudos relacionam o efeito citotoxico deste mediador em fibroblastos
murinos e da polpa humana (137-139). Ademais, a acéo citotéxica de TNF-a em
fibroblastos gengivais foi associada ao aumento do acido butirico e ativacédo da via de
sinalizacdo extrinseca de caspase 8 (140). Porém, a auséncia de TNF-a dificulta a
diferenciacdo de células-tronco pulpares, uma vez que células-tronco pulpares
estimuladas com baixas concentracdes de TNF-a aumentaram a expressao para
marcadores de condrdcitos e adipocitos (141, 142). Os DPIs apresentam uma maior
concentracdo de SCAP, que além de estarem relacionadas com o desenvolvimento
do apice dentario, podem ser capazes de produzir TNF-a, na presenca de LPS (128).

A interleucina IL-12 pode ser secretada por neutréfilos, macréfagos, células
dendriticas e linfocitos B, apds a ativacdo de células apresentadoras de antigenos
(143). Esta citocina regula a balanca Thl, Th2 e Th17, aumentando a resposta imune
celular, mediada principalmente por Thl e bloqueando a diferenciacdo de linfécitos T
naive em Th2 (144). A IL-12 pode ser produzida em resposta a antigenos

intracelulares e é conhecida por ativar células natural killers (145). Esta citocina
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também estd associada com a ativacdo do gene promotor de interferon gama IFN-y
(146). O aumento de IL-12 e de IFN-y estdo relacionados com a ativagdo de
macréfagos e consequente elevacédo da producdo de espécies reativas de oxigénio
como NO, no combate aos antigenos, pela acdo microbicida e oxidativa (147). A acéo
de IL-12 em células T citotoxicas pode aumentar a expressdo de granzimas e
perfurinas nestas células, e em linfécitos B, pode aumentar a producdo de
imunoglobulinas relacionadas com uma resposta Thl (148, 149). Além disso, o
aumento de IL-12 esta relacionado com a diferenciacdo do perfil M1 de macréfagos
(106). Até entdo, nenhum trabalho foi publicado relacionando o papel desta citocina
especificamente em DPIs.

A interleucina IL-10 pode ser uma das principais citocinas anti-inflamatdérias e
esta diretamente relacionada com a diferenciagéo de células T naive em Th2 (150).
Esta pode ser comumente sintetizada por Treg, macrofagos, monadcitos, T auxiliares
(Thl, Th2 e Thl7) e células dendriticas (151). A IL-10 regula negativamente a
producéo de citocinas pro-inflamatérias, além de minimizar a agdo danosa destas nos
tecidos (150). Ademais a acéo da IL-10 pode ser contrabalanceada pela producéo de
IFN-y, 0 que pode caracterizar uma resposta mediada por Th1, via IFN-y ou Th2, Th17
e Treg, estimuladas por IL-10 (152).A IL-6 e a IL-10, em conjunto, inibem a
osteoclastogénese (136). A utilizacdo de murinos knockout para IL-12 e IFN-y n&o
interferiram na evolucdo de processos de reabsorcdo periapical, ao passo que
murinos knockout para a producédo de IL-6 e IL-10, apresentaram uma exacerbacao
da resposta periapical (153). A presenca de bactérias Fusobacterium nucleatum e
Peptostreptococcus prevotii em camundongos germ-free estimularam a producéo de
IL-10 e consequente aumento da expressao de TGF-B, apds 14 dias de estimulo, em
resposta ao aumento de TNF-a, RANKL e IFN-y (153). A expressao de IL-10 nos
processos de neutralizacdo e estabilizacdo da resposta inflamatéria, podem ser
essenciais para regeneracdo e manutencgao tecidual, uma vez que a producéo de IL-
10 esta relacionada a producdo de TGF-B (154). Células-tronco pulpares podem
regular positivamente a producédo de IL-10, ao passo que diminuem a expressao de
IL-2 e IFN-y (155). A linhagem de macrofagos M2, quando estimulada por IL-10 e
TGF-B atua na reducao de citocinas proé-inflamatdrias, no recrutamento de linfécitos T
CD4+ e estimulacéo dos linfocitos Treg (30). Até entdo, ainda ndo foram publicados

trabalhos relacionando o papel desta citocina especificamente em DPIs.
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O oxido nitrico (NO) pode ser considerado um radical livre gasoso produzido
pela NO-sintase (NOs), convertendo L-arginina em L-citrulina. Trés isoformas de NOs
tem sido relatadas, sendo duas delas: o NOs 1 (neuronal NOs) e NOs 3 (endotelial
NOs), expressos em menores concentracdes no tecido pulpar (156). O 6xido nitrico
indutivel NOs 2 pode ser produzido em resposta a presenca de microrganismos e
citocinas proé-inflamatérias, tais como IL-1 e TNF-a (157). Este mediador atua na
destruicdo de microrganismos mas ao mesmo tempo, em altas concentracdes pode
ser danoso para o tecido pulpar, uma vez que o aumento de NOs 2 pode degradar as
proteinas da matriz extracelular e também o coldgeno no tecido conjuntivo frouxo
(158). No tecido pulpar, a sintese de NO acontece principalmente por fibroblastos,
células-tronco pulpares e macréfagos (159). Por possuirem um marcador
imunoreativo para 3-nitrotirosina (um biomarcardor para derivados de peroxinitrito), 0s
odontoblatos também podem produzir NOs 2. Essa produgéo pode ser importante no
combate inicial de bactérias Gram-positivas como Streptococcus mutans presentes na
dentina (160). A sintese de NOs por odontoblastos esta relacionada com a ativagéo
do receptor (TLR2) (161). Fibroblastos pulpares podem ser capazes de produzir NO
em resposta a antigenos heat killed de E. faecalis (162). A producédo de NO no tecido
pulpar também pode contribuir para os processos de formacdo e regeneracao
tecidual, ja que a formacao de novos vasos pode ser essencial para constru¢ao de um
novo tecido (163). E por ser lipofilico, o NO pode facilmente ser permeavel as
membranas bioldgicas, causando vasodilatacdo (164). Ademais, o NO pode regular
positivamente a producao de VEGF, fundamental para a angiogénese (165). Como o0s
DPIs apresentam uma maior concentracdo de vasos sanguineos, a sintese deste
radical livre torna-se fundamental na manutencdo e no estabelecimento de sua
fisiologia (163). Um estudo in vitro demonstrou um aumento da expressdo de NO
sintase em células pulpares oriundas de DPIs, quando comparadas a células pulpares
de terceiros molares (166).

A polpa apresenta dificuldade de auto-resolucdo quando atinge os quadros de
pulpite irreversivel. Tal fato ocorre em virtude do aumento da pressao pulpar e da
éxtase sanguinea, dificultadas pelo processo inflamatorio e pelo fato deste tecido estar
circundado pelas paredes inextensiveis de dentina. Desta forma, ocorre uma
dificuldade na drenagem dos mediadores inflamatérios, gerando grandes danos
teciduais podendo evoluir para necrose pulpar (167). Diante do quadro de pulpite

inicial até a necrose, o tratamento endododntico se torna necessario nos DPIs (168).
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2.3 TRATAMENTO ENDODONTICO EM DPIS

Os DPIs apresentam-se em fase final de formacéo radicular e assim, possuem
paredes radiculares finas, apice aberto e necessitam do tecido pulpar para sua
formacdo radicular total. Neste sentido, sempre que possivel, tratamentos
endododnticos conservadores devem ser preteridos, por manter pelo menos parte do
tecido pulpar viavel para o fim desta formacéao radicular (169). No entanto, quando o
tratamento endoddntico radical se torna necessario, cuidados durante os processos
de instrumentacéao e irrigacdo do SCR, além do seu preenchimento com um material
inerte devem ser tomados (170). E este ultimo ainda permanece como um desafio
para a endodontia (171, 172). Neste sentido, as opc¢Oes de tratamento para DPIs
podem ser a apicigénese, a apicificagao ou tentativa de revascularizagao pulpar (173).

2.3.1 Apicigénese e apicificacao

Durante muitos anos, diversas técnicas clinicas para tratamento de DPIs foram
discutidas, a fim de se estabelecer um protocolo, que preservasse a estrutura dentaria
na boca e ao mesmo tempo contribuisse para o desenvolvimento do apice dentario
(174-176). As primeiras condutas clinicas para o tratamento de DPls foram a
apicigénese e a apicificacéo (177).

A apicigénese pode ser considerada uma terapia de complementacao radicular
em dentes jovens imaturos, que apresentam a polpa com vitalidade e que sofreram
exposicado pulpar devido a traumas ou fraturas coronarias, assim como a caries
dentarias e restauracdes inadequadas (178). Este processo pode ser atingido quando
se torna possivel a realizacdo de formas de tratamento endododntico conservador,
como capeamento pulpar direto ou pulpotomia (remocéo da porcéo pulpar coronaria)
(179). Com esta conduta de tratamento, parte do tecido pulpar pode ser preservado,
assim como a BEH (180). A apicigénese foi defendida por Tomeck e Smith, que

demonstraram histologicamente, em dentes com apice aberto de macacos, que o
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processo de desenvolvimento radicular ocorreria apos realizacdo de pulpotomias e
pulpectomias, sem o uso de substancias quimicas, medica¢des ou preenchimento
radicular. Eles concluiram que a formacao radicular poderia continuar sem a terapia
endodobntica convencional invasiva, mesmo que o crescimento pudesse ser retardado
e irregular. Sendo assim, o fechamento do apice radicular parecia estar mais
relacionado ao crescimento do tecido trabecular, do que com a deposi¢éo de tecidos
duros (181). Desta forma, a preservacao de parte do tecido pulpar em condi¢des de
normalidade, possibilita uma completa formacao radicular, deposicdo de dentina,
aumento da espessura radicular e promoc¢éo do fechamento do &pice radicular (2).

No entanto, quando a necrose pulpar estabelece-se, pode ser necessaria a
realizacdo do tratamento endodontico radical. Desta forma, a partir da década de 60,
0 processo de apicificacéo foi descrito como uma alternativa para estes casos (182,
183). A apicificacao consiste numa abordagem conservadora para induzir a formacgéo
de uma barreira calcificada no apice radicular (184). O objetivo desta técnica pode ser
a diminuicdo do didmetro apical dos DPIs, a fim de facilitar uma futura obturagéo com
um material inerte (185). Embora a apicificacdo seja um processo natural, este deve
ser estimulado por um ativador biolégico (186). Frank (187) e Heithersay (188)
observaram o fechamento do apice radiograficamente, quando uma pasta de
hidréxido de calcio foi introduzida em canais de DPIs. Steiner e Van Hassel utilizaram
uma mistura de hidréxido de célcio e paramonoclorofenol canforado para induzir o
fechamento apical em DPIs. Eles demonstraram que esse material radiopaco
atravessava o forame, e formava uma estrutura semelhante ao cemento (189).

Dylewski afirmou que o material calcificado que se formava no apice seria uma
proliferacdo de tecidos conjuntivos cuja diferenciacdo assemelha-se a osteodentina,
gue se torna continua com a predentina (190). Neste sentido, a terapia com utilizacédo
do hidréxido de calcio se tornou padrao, por muitos anos (191).

Diversos estudos demonstram as favoraveis respostas clinicas, radiograficas e
histolégicas obtidas com hidréxido de célcio, evidenciada com a dissociacéo dos ions
Ca?* e OH), como: controle da reacédo inflamatéria (por acéo higroscépica, formacéo
de pontes de proteinato de calcio e inibicdo da fosfolipase); neutralizacdo de acidos
produtos de osteoclastos (hidrolases acidas e acido lactico); inducédo de mineralizacdo
(através da ativacao de fosfatase alcalina e ATPases dependentes de calcio); inducao
da diferenciacdo celular; despolimerizacéo de endotoxinas; acédo antibacteriana por

danos irreversiveis ao DNA, proteinas, enzimas e lipideos bacterianos (192-196).
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Ademais, relata-se que o hidréxido de célcio pode interagir positivamente com as
células da BEH (197).

No entanto, a terapia tradicional de apicificacdo com a utilizacdo de Ca(OH)z a
longo prazo apresenta algumas desvantagens como a variabilidade de tempo de
tratamento, imprevisibilidade da formacado de um selamento apical e dificuldade de
acompanhamento dos pacientes (198, 199). Em adicdo, o uso do Ca(OH). pode gerar
fraturas a longo prazo, na regido cervical da raiz (200). Diante as criticas e insucessos
da apicificagdo com a utilizagdo do Ca(OH)2, em 1999 Shabahang e colaboradores
demonstraram a formacao de uma barreira apical consistente quando utilizaram um
material com caracteristicas semelhantes ao hidroxido de calcio (201). Esse material,
chamado de agregado de trioxido mineral (MTA) foi utilizado como barreira apical em
modelo canino, com apice aberto e apresentou melhores resultados quando
comparado ao Ca(OH)2(201).

O MTA apresenta-se como um biomaterial composto por silicato tricalcio, 6xido
tricalcio, 6xido de silicato e aluminato de tricalcio (202). A partir do momento em que
0 MTA pode ser colocado em contato direto com tecidos humanos este pode
apresentar diversas acoes, tais como: proliferacédo celular através da acdo dos ions
de 6xido de calcio (203), criacdo de um ambiente antibacteriano pela sua acao alcalina
(204), modulacédo da producéo de citocinas (205) e a balanca Thl e Th2 do sistema
imune (206), estimulacdo da diferenciacdo e migracao de tecidos duros (207), além
de atuar no selamento biolégico (208).

Varios estudos confirmaram resultados clinicos bem-sucedidos do MTA,
Incluindo a cicatrizacdo de lesGes periapicais existentes na maioria dos dentes
imaturos (209, 210). Pesquisadores avaliaram o potencial do MTA no fechamento do
apice de incisivos centrais de 21 criancas avaliadas por 6 meses e constataram o
fechamento do apice dentario em 95,5% dos casos através de andlise radiografica
(211). Diante dos diversos beneficios bioldgicos, o0 MTA também tornou-se indicado
como um material para inducédo da formacdo de uma barreira apical (212).

A apicificacdo permite o fechamento do 4pice dentario, com a correta conduta
clinica com a utilizacdo de um material bioativo, como o Ca(OH)2 ou MTA (213).
Todavia, diversas criticas tem sido realizada a essas técnicas, pois nelas, as paredes
radiculares permanecem finas e assim, frageis (214). Ademais, tanto o Ca(OH):
guanto o MTA néo estao relacionados com a inducao da formacéo de um novo tecido

para o espaco pulpar (215-217).
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Frente as desvantagens da apicificacdo, novas terapias regenerativas vem
ganhando espaco na endodontia, como 0s processos de revascularizagdo pulpar
(218). Essa técnica se associa a diversos avangos bio e nanotecnolOgicos
relacionados a engenharia de tecidos, o que contribuir ndo s6 com o fechamento do

apice dentério, mas com a formacgao de um novo tecido para o espaco pulpar (219).

2.3.2 Revascularizagé@o/regeneracéao pulpar

A revascularizacdo pulpar pode ser uma alternativa clinica para tratamento de
DPIs com necrose pulpar, através da formacao de um coagulo apical induzido (220).
Apesar de ser um assunto amplamente discutido e difundido na ultima década, os
primeiros achados clinicos da técnica de revascularizagcao pulpar podem ser descritos
principalmente para os casos de avulsdo dentaria (221). Diversos modelos em
animais, principalmente em caes, demostravam o potencial de neoformacéo de vasos
sanguineos em dentes avulsionados, apos a reimplantacdo imediata dos elementos
dentarios (222-224). Os achados histolégicos mostravam um reestabelecimento do
suprimento vascular oriundo do apice, em dentes avulcionados ap0s o reimplante e
avaliacdo durante 120 dias (225).

Nygaard-Ostby (215) realizou um estudo clinico de formacé&o de tecido a partir
do apice dentério. Para verificar a hipétese, 17 pacientes com lesdo pulpar ou dentes
necrosados foram tratados por desinfec¢do do canal radicular, dilatacdo dos forames
apicais e inducao de um sangrando apical proposital e posterior ao uso do hidroxido
de célcio. Apés um acompanhamento de 3 anos, os dentes foram extraidos para o
exame histologico, mesmo sem nenhuma sintomatologia. Os exames radiograficos
revelaram o fechamento do apice e histologicamente, uma invaginag¢ao de um tecido
conjuntivo fibroso, associado a ilhas mineralizadas (226).

No contexto dos DPIs, em decorréncia de suas caracteristicas anatdomicas,
envolvendo paredes radiculares finas e apice aberto, dificuldades para uma correta
limpeza quimica e mecanica podem ser encontradas, apesar de serem essenciais
para remocao do biofilme presente nos casos de necrose pulpar (5). Além disso, a
permanéncia destes microrganismos se torna um fator desencorajador para a

formacdo de novos tecidos (48). Frente a problemética da presenca de biofilme e
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microrganismos no canal radicular para a reconstrucdo de um novo tecido pulpar,
Hoshino e colaboradores sugeriram a utilizacdo de uma pasta contendo associacéo
de trés antibiéticos (ciprofloxacino, metronidazol e minociclina), como medicagao
intracanal (227).

A revascularizacdo pulpar consiste na invaginacdo do tecido apical, apés a
inducdo de um sangramento, com consequente formagdo de um tecido conjuntivo
fibroso, no sistema de canais radiculares (228). J& a regeneracao pulpar pode ser a
formacdo de um tecido idéntico ao que foi perdido, rico em células-tronco, vasos
sanguineos e inclusive terminacdes nervosas (5). Apesar de ser uma técnica ja usada
clinicamente, muitos estudos in vivo e clinicos questionam as reais caracteristicas
desse novo tecido formado, uma vez que a maioria dos pacientes submetidos a
revascularizagcdo pulpar e acompanhados radiograficamente ndo apresentaram
sensibilidade apos a realizacdo do procedimento (1, 3, 62, 229, 230). Apesar das
diferentes particularidades das técnicas empregadas em terapias de revascularizacao
pulpar, Didogenes sugeriu 0 protocolo mais aceito atualmente (Figura 1). Neste
protocolo, o primeiro passo consiste no acesso do canal radicular e irrigagdo com
hipoclorito de sédio e solucao salina. O canal entdo pode ser seco e uma medicacao
intracanal pode ser aplicada, responsavel por eliminar 0 maior nimero de
microrganismos que possam dificultar a formacao do novo tecido. Apds 2-4 semanas,
com a auséncia de sintomatologia, uma nova irrigacdo com hipoclorito de sodio e
solucdo salina pode ser feita, e assim uma sobreinstrumentacdo pode ser realizada
para promover a formacao de um coagulo apical. Logo apés, recomenda-se 0 uso do
MTA para vedamento biolégico e em seguida, uma restauracdo definitiva. O

tratamento deve ser acompanhado durante diversos meses e até anos (5).
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Figura 1 — Representacdo esquematica do procedimento das etapas clinicas da

terapia para revascularizagao pulpar (5) .

No entanto, algumas desvantagens relacionadas a medicacdo intracanal
estabelecida para a técnica, conhecida como pasta tripla antibiética foram relatadas.
Dentre elas, a citotoxicidade e manchamento dentinario. Além disso, o arcabouco
natural formado por fibrina pode ndo ser suficiente para a reconstru¢cao do tecido
pulpar perdido (3, 214, 231-233). Aliads, ainda ndo foram descobertos os reais
estimulos para a formacdo do tecido o conjuntivo semelhante ao tecido pulpar
inervado (234).

As ideias mais recentes relacionadas com a revascularizacéo estdo baseadas
na biologia molecular, biotecnologia, hanotecnologia e engenharia de tecidos (235).
Esta ultima prop0e trés fatores fundamentais para a constru¢cdo de um novo tecido: a
presenca de células mesenquimais indiferenciadas, a presenca de fatores de
crescimento e o estabelecimento de um arcabouco (236).

O tecido pulpar pode ser rico em células-tronco e a atuacédo destas tem um
papel essencial na formacdo do tecido pulpar, desenvolvimento, manutencdo e
regulacéo de outras células presentes na polpa (46). As células-tronco pulpares foram
identificadas pela sua capacidade de regeneracdo do complexo dentino-pulpar pela

primeira vez por Gronthos (237). Estas foram eventualmente designados como células
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tronco da polpa dentaria (DPSCs) (237). Durante os processos de necrose, no entanto
as DPSCs podem ser destruidas (238).

Embora diversas células-tronco tenham sido identificadas na regido oral, as
SCAPs, células tronco de dentes deciduos exfoliados (SHED) e células tronco do
ligamento periodontal (PDLSC) estdo diretamente ligadas aos processos de
regeneracao tecidual (239). DPSCs podem ser células multipotentes capazes de se
diferenciar em adipdcitos, osteoblastos e mioblastos (240). Estas células possuem
capacidade neurogénica, através de sua acao neurotrépica (241). Além disso, estas
células podem ser criopreservadas e utilizadas em terapias de engenharia tecidual em
DPIs (242, 243). As SCAP podem ser células essenciais para o desenvolvimento do
apice dentario e desenvolvimento do tecido pulpar (217, 244). Um estudo revelou a
presenca do marcador CD34 em SCAPs (245). Este marcador esta relacionado com
a adesdo de outras células mesenquimais indiferenciadas (246). As SHED
apresentam acao neurotropica superior a DPSCs e podem ser responsaveis pela
proliferacdo de DPSCs (236). Estas células também induzem a producao de colageno
e regulam a producéao de citocinas relacionadas ao reparo tecidual como IL-10 e TGF-
B (127, 247). JA4 as PDLSCs estdao diretamente ligadas a diferenciacdo de
cementoblastos e a formacao de tecido adiposo (248).

As células do sistema imune como macrofagos M2, também vem sendo
amplamente exploradas no contexto regenerativo (249). Estas geralmente podem ser
estimuladas por IL-10 e TGF-B, durante a polarizagao a partir de MO (106). Durante
muitos anos, a acao destas células sempre esteve envolvida apenas com a resposta
imune pro-inflamatdria, porém alguns trabalhos mais recentes sugerem uma acao
direta no reparo tecidual e sua interacdo com biomateriais (250, 251). Estas células
podem criar um “ambiente imune reparador” ideal para a constru¢ao de novos tecidos,
atraindo fibroblastos para o local através da sintese do fator de crescimento de
fibroblastos (FGF) e VEGF (30, 252).

Alem disso quando se trata de regeneracéo tecidual, a presenca de fatores de
crescimento e de biomoléculas de reparo podem ser essenciais para a formacao de
um novo tecido (253). Trés vertentes de reparo tecidual vem sendo estudadas, como
cruciais para a regeneracao pupar, tais como a dentinogénese, a angiogénese e a
neurogénese (254).

O TGF-B pode ser considerada uma citocina que pode estar diretamente

relacionada com a diferenciacdo e desenvolvimento de fibroblastos e, além disso,
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essa citocina pode estar envolvida nos processos de desenvolvimento de formacgao
de novos odontoblastos (255, 256). J& as proteinas dsseas morfogenéticas (BMPs)
possuem ligantes para a formacéo de ameloblastos e osteblastos, surgindo como uma
opc¢ao para o surgimento de um novos tecidos (257, 258). Um estudo demonstrou o
potencial osteogénico das BMPs em camundongos com defeitos ésseos, através da
utilizacéo de um arcaboucgo com liberacéo controlada de BMP-7 (259).

A formacéo de novos vasos durante o estabelecimento do tecido pulpar pode
ser de suma importancia e diversos fatores de crescimento endoteliais e vasculares
podem ser responsaveis pela angiogénese no tecido pulpar (260). Pesquisadores
analisaram a matriz dentinaria e observou uma elevada concentracdo de fator de
crescimento derivado de plaquetas (PDGF-AB), VEGF, FGF, fator de crescimento da
placenta (PIGF) e baixa concentracdo do fator de crescimento epidérmico (EGF)
(261). Um estudo in vivo demonstrou o desenvolvimento de um tecido muito
semelhante ao tecido pulpar ao introduzir nanofibras com liberagédo controlada de
VEGF no dorso de camundongos (262). Ademais, o radical livre gasoso NO, também,
apresenta um papel importante no desenvolvimento de novos vasos, por ser um
potente vasodilatador (163).

A formacao de tecido nervoso pode ser um dos maiores desafios enfrentados
pela ciéncia e isso ndo é diferente no contexto de regeneracédo tecidual pulpar (263,
264). No entanto, alguns estudos tem relacionado o papel neurogénico de DPSCs e
SHEDs (265, 266). A ativacdo de proteiinas C kinases (PKCs) e vias de sinalizacao
cAMPs associados ao FGF estimula a neurogénese em DPSCs (267). Apesar desses
achados, a neurogénese do tecido pulpar ainda é desconhecida e pode ser uma chave
para a reconstrucao neuronal deste tecido (268).

O sangramento apical estimulado pela sobreinstrumentacdo na
revascularizagcdo causa a migracdo intracanal de uma matriz de fibrina rica em
plaquetas, que serve como um arcabouco natural para a formac&o de uma nova polpa
(218). Porém, outros arcaboucos tanto naturais, como sintéticos reabsorviveis vem
sendo utilizados, com a finalidade de melhorar a adesé@o de células-tronco e servir
como uma matriz tridimensional (269). A utilizacdo do plasma rico em plaquetas (PRP)
e também, do plasma rico em fibrina (PRF) oriundos do sangue do proprio paciente,
podem ser alternativas de arcaboucos naturais e ja apresentam bons resultados na
osteblastogénese e formacao de tecido 6sseo na odontologia (270, 271). Um estudo

demonstrou a proliferacdo de fibroblastos gengivais na presenca de PRF (272).



49

Arcaboucos desenhados a partir de colageno e também com estruturas gelatinosas
associadas a células-tronco da polpa, também tem sido descritas como potenciais
para utilizacdo na engenharia de tecido pulpar (273). Além disso, nanotubos,
nanofibras e matrizes degradaveis compostas de poliésteres como &cido polilactico
(PLA), &cido poliglicélico (PGA), ou policaprolactona (PCL) tem se mostrado
promissores para a engenharia de tecidos (269, 274-276). Foi observado o potencial
antimicrobiano de nanofibras de polidiaxonona (PDS) associadas ao antimicrobiano
ciprofloxacino contra Porphyromonas gingivalis e E. faecalis (277).

2.3.3 Medicacg0Oes intracanais usadas para a revascularizagcao pulpar

Os processos de revascularizacdo e/ou regeneracdo pulpar podem ser
extremamente complexos (70). Sendo assim, se torna essencial a manutencao de
condicBes assépticas no SCR (5). No entanto, nestes casos, esta condicdo pode nao
ser tdo simples de se atingir, pois cerca de 600 espécies bacterianas podem estar
associadas a infec¢des pulpares (278). Alem do mais, DPIs apresentam finas paredes
de dentina radicular, inviabilizando a realizacdo de uma eficiente instrumentacao,
ficando a descontaminacéo a cargo dos agentes antimicrobianos (7). Diante disso, se
torna de suma importancia o uso de uma medicacdo ou biomolécula intracanal
eficiente que reduza o maior nimero de microrganismos no SCR, além de n&o ser

citotoxica e estimular a formacdo de um novo tecido (279).

2.3.3.1 Pasta tripla antibiética

Apesar da problematica relacionada ao fato da presenca dos microrganismos
dificultarem os processos de revascularizacdo e regeneracdo pulpar, poucas
medicacdes intracanais foram estudadas para a técnica (280). A medicacéo padrao-
ouro na clinica consiste em uma associacdo em proporc¢des iguais de ciprofloxacino,
metronidazol e minociclina (280, 281). Porém, apesar de suas vantagens

antimicrobianas serem amplamente difundidas clinicamente, muitas criticas tem sido
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direcionadas a esta medicacdo (6).0O trabalho de Hoshino e colaboradores foi o
primeiro a sugerir a utilizacdo da pasta tripla antibiotica (TAP), baseado em trabalhos
prévios, do proprio autor, que avaliou o potencial do metronidazol no combate contra
bactérias da cérie (282). O experimento que prop6s o uso da TAP, condicionou dentes
extraidos por pulpite em anaerobiose. O potencial antimicrobiano da associagéo de 4
antibidticos (metronidazol, rifampicina, minociclina e ciprofloxacino) ou de 3
antibiéticos (metronidazol, ciprofloxacino, e minociclina) foi avaliado. A associacdo dos
3 antibiéticos em concentracdes iguais de 25 pug.mL™! foi a responsavel por eliminar a
maior parte dos microrganismos presentes neste modelo ex vivo. Além disso, o
trabalho sugeriu 0 uso de um veiculo oleoso, como propilenoglicol para a formacéo de
uma pasta antimicrobiana para a revascularizacdo pulpar (227).

A partir dai, uma série de estudos, em sua maioria relatos de casos clinicos,
foram publicados, utilizando a TAP, com casos de revascularizagdo, mas sem
sensibilidade provocada, apés acompanhamento clinico e radiografico (tabela 1). Até
entdo, poucos estudos reproduziram os experimentos de Hoshino in vitro, e s6 a partir
dos anos 2000, uma série de novos trabalhos comecaram a estudar in vitro e in vivo

o potencial desta medicacao (Figura 2).



Tabela 1 - Estudos relacionados a revascularizacao pulpar e o perfil de medicacgéo intracanal utilizada.

51

Tratamento Tipo de estudo Acéo Concentracao Resultado Confirmacéo do Referéncia
quimico Testada resultado
0,01 mg.mL?
minociclina, 0,01
TAP In vivo - camundongo revascularizacdo mg.mL* de Ativacao de células Avaliacao radiografica (283)
ciprofloxaxino e 0,02 | odontoblasticas
mg.mL? de
metronidazol
TAP Clinico - Relato de caso = antimicrobiana 25 pg.mlt de cada Revascularizagdo Avaliacéo radiogréafica (284)
antibiotico e clinica:
assintomatico
provocado
TAP Clinico - Relato de caso | antimicrobiana 25 ug.ml? de cada Revascularizacao Avaliacéo radiografica (285)
antibidtico e clinica:
assintomatico
provocado
TAP Clinico - Relato de caso = antimicrobiana 25 ug.ml? de cada Revascularizagéo Avaliagéo radiogréafica (286)
antibiotico e clinica:
assintomatico
provocado
TAP Clinico - Relato de caso | antimicrobiana 25 ug.ml* de cada Revascularizagédo Avaliacao radiografica 4)
antibidtico e clinica:
assintomatico
provocado
TAP Clinico - Relato de caso = antimicrobiana 25 pg.ml? de cada Revascularizagéo Avaliacéo radiogréfica (287)
antibiético e clinica:
assintomatico
provocado
TAP Clinico - Relato de caso | antimicrobiana 25 pg.ml! de cada Revascularizagédo Avaliacéo radiogréfica (288)

antibiético

e clinica:
assintomatico
provocado
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TAP

TAP

TAP

TAP

TAP

TAP

C&(OH)Z

TAP

TAP

Clinico - Relato de caso

In vivo - cachorro

Clinico - Relato de caso

Clinico - Relato de caso

Clinico - Relato de caso

Clinico - Relato de caso

Clinico - Relato de caso

Clinico - Relato de caso

Clinico - Relato de caso

antimicrobiana

antimicrobiana

antimicrobiana

antimicrobiana

antimicrobiana

antimicrobiana

antimicrobiana

antimicrobiana

antimicrobiana

25 pg.mlide cada
antibiotico

25 pg.mlt de cada
antibiotico

25 pg.ml? de cada
antibiotico

25 pg.ml! de cada
antibiotico

25 ug.ml? de cada
antibiotico

25 ug.ml? de cada
antibidtico

N&o citada no artigo

25 pug.mlt de cada
antibidtico

25 pg.ml? de cada
antibiotico

Revasculariza¢ao

Revascularizacao

Revascularizacao

Invaginagéo do tecido
periodontal

Revascularizagéo

Aumento da
proliferacdo celular
apical

Reducao do nimero
de microrganismos do
apice

Revascularizagédo

Revascularizagéo

Avaliacéo radiogréfica
e clinica:
assintomatico
provocado

Avaliacéo radiogréfica
e clinica:
assintomatico
provocado

Avaliacéo radiogréfica
e clinica:
assintomatico
provocado

Avaliacdo radiogréafica
e clinica:
assintomatico
provocado

Avaliacéo radiogréafica
e clinica:
assintomatico
provocado

Avaliacao radiografica
e clinica:
assintomaético
provocado

Avaliacao radiografica
e clinica:
assintomatico
provocado

Avaliacéo radiografica
e clinica:
assintomatico
provocado

Avaliacao radiografica
e clinica:
assintomatico
provocado

(289)

(290)

(291)

(292)

(293)

(294)

(295)

(296)

(297)
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TAP Clinico - Relato de caso | antimicrobiana 25 pug.ml? de cada Revascularizacao Avaliacao radiografica (298)
antibiético e clinica:
assintomatico
provocado
TAP Clinico - Relato de caso = antimicrobiana 25 pg.ml? de cada Revascularizacao Avaliacao radiografica (299)
antibidtico e clinica:
assintomatico
provocado
TAP Clinico - Relato de caso | antimicrobiana 25 pug.ml? de cada Revascularizacao Avaliacao radiografica (300)
antibiético e clinica:
assintomatico
provocado
TAP Clinico - Relato de caso = antimicrobiana 25 ug.ml? de cada Revascularizacao Avaliagéo radiogréafica (301)
antibiotico e clinica:
assintomatico
provocado
TAP Clinico - Relato de caso | antimicrobiana 25 ug.ml? de cada diminuicéo da lesédo Avaliacéo radiografica (302)
antibiotico periapical
TAP in vivo — ratos antimicrobiana 25 ug.ml? de cada Revascularizagéo Avaliagéo radiogréafica (303)
antibiotico e clinica:
assintomatico
provocado
TAP Clinico - Relato de caso | antimicrobiana 25 ug.ml* de cada Revascularizagédo Avaliacéo radiografica (304)
antibidtico e clinica:
assintomatico
provocado
TAP Clinico - Relato de caso = antimicrobiana 25 pg.ml? de cada Revascularizagéo Avaliacéo radiogréfica (305)
antibiético e clinica:
assintomatico
provocado
TAP Clinico - Relato de caso | antimicrobiana 25 pug.ml* de cada Revascularizagédo Avaliacéo radiografica (280)
antibidtico e clinica:
assintomatico
provocado
TAP Clinico - Relato de caso = antimicrobiana 25 pg.ml? de cada Revascularizacao Avaliacéo radiogréfica 9

antibiético
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TAP Clinico - Relato de caso | antimicrobiana 25 pg.ml? de cada diminuicéo da leséao Avaliacéo radiogréfica (306)
antibiético periapical
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Perfil dos trabalhos na base de dados
Pubmed

M In vitro
In vivo
Ex vivo
Clinico

M Revisdo de literatura

Figura 2 - Representacao grafica da distribui¢cdo dos trabalhos relacionados a pasta tripla antibidtica na
base de dados Pubmed (acesso em: 28/12/2016, 20:32), utilizando as seguintes palavras chave: triple
antibiotic paste, duple antibiotic paste, triple antibiotic past and endodontics, triple antibiotic paste in
root canal, duple antibiotic past and endodontics, triple past and endodontics. Foram encontrados um
total de 119 trabalhos, sendo eles: 42 clinicos, 32 ex vivo, 24 in vitro, 10 in vivo e 5 revisBes de literatura.

Whibley e colaboradores avaliaram o potencial antimicrobiano da TAP em
dentes com periodontite apical de caes, induzidos por P. gingivalis. A utilizacdo de 20
mg.mL! de cada antibidtico foi responsavel pela reducdo de 80% das unidades
formadoras de col6nias (UFCs), apds um periodo de 3 meses (307). Outro estudo
avaliou diversas concentracdes (1, 100 e 1000 mg.mL?1) da TAP em um modelo de
infeccdo de dentina com E. faecalis. Apos 7 dias, houve uma reducédo no numero de
UFCs, principalmente nas maiores concentragées (100 e 1000 mg.mL™1) (308).

Apesar de seu potencial antimicrobiano consolidado, uma das maiores criticas
sobre a TAP esté relacionada com o manchamento da dentina, associado a presenca
da minociclina (7, 309, 310). Diante disso, muitos estudos tem sugerido 0 uso apenas
da pasta dupla antibidtica (DAP), contendo metronidazol e ciprofloxacino, ou a
incorporacdo da ampicilna para uma nova formulacdo da TAP (311). Kim e
colaboradores avaliaram o manchamento em modelos de dentina dos antibi6ticos
isolados ou combinados (DAP ou TAP) e observou que o escurecimento estava

associado exclusivamente a presenca da minociclina apés 3 semanas (312).
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Outro problema relacionado a TAP pode ser sua agao citotéxica (6, 313). ATAP
se mostrou citotéxica em DSCs, mesmo em concentragdes menores (0,5 mg.mL™1),
em comparacdo com a mesma concentracdo de Ca(OH)2 in vitro (314). Seu efeito
deletério em fibroblastos do ligamento periodontal, também ja foi relatado. Foi
observada reducao da proliferacdo destas células na presenca da TAP, além do
aumento expressivo na producéo de IL-6, apds 24 h de incubacgédo (315). Outro estudo
observou ex vivo em discos de dentina, a redugédo significativa de SCAPs na presenca
de 1 mg.mL* da TAP (8).

Pereira e colaboradores (312) descreveram 0s mecanismos celulares
envolvendo a TAP. Neste estudo, foram introduzidos subcutaneamente em
camundongos tubos de polietiieno contendo TAP. Ap6s 21 dias, os achados
histol6gicos demonstraram que a TAP induziu uma inflamacéo exacerbada, resposta
angiogénica, com maior numero de células inflamatorias, maior area vascular em
densidade e menor porcentagem relativa de colageno em comparagcdo com o grupo
controle com PBS. Estes achados sugerem que TAP parece induzir a formacao de

NOVOS vasos e ao mesmo tempo causar uma resposta inflamatéria exacerbada.

2.3.3.2  Antimicrobianos usados na pasta tripla antibidtica

2.3.3.2.1 Ciprofloxacino

O ciprofloxacino (CIP), de formula molecular C17H1sFN3O3z e hidrofobico pode
ser considerado uma quinolona de segunda geracao (316). As quinolonas comecaram
a ser comercializadas no inicio da década de 1960 com o objetivo de combater
infeccBes causadas por microrganismos resistentes (317). A adicdo de um atomo de
fldor na posicdo numero 6 do anel quinoldnico pode ser responsavel pelo aumento do
espectro de acdo da classe farmacoldgica (318). O CIP pode inibir trés enzimas
presentes no citoplasma celular bacteriano: a DNA-girase, a topoisomera do tipo lIA e
a topoisomease IV (319). Essas enzimas podem ser indispensaveis para a replicacao,
transcricdo e traducdo do DNA bacteriano (320). Inicialmente, o farmaco possui

atividade bacteriostatica, contudo o desfecho do tratamento a base de
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fluoroquinolonas se torna a morte bacteriana (321). Estudos demonstraram que a
atividade bactericida das fluoroquinolonas esta relacionada ao aumento das doses
normalmente utilizadas e também a fragmentacdo do DNA bacteriano, causada pelas
extremidades livres do complexo formado entre o farmaco e a enzima DNA-girase
(322).

O CIP possui amplo espectro de acao, contudo pode ser mais eficaz contra
bactérias Gram-negativas (318). Estudos demonstram que o desenvolvimento da
resisténcia ao uso de fluoroquinolonas esta correlacionado com a disseminacéo de
bactérias produtoras de [(-lactamases de amplo espectro (ESBLS), enzimas
responsaveis pela destruicao do anel B-lactamico por meio de reacao de hidrdlise (80).

Uma vez que o uso de antimicrobianos [-lactamicos pode ser ineficaz contra
essas cepas, 0 uso de fluoroguinolonas aumentou consideravelmente nas ultimas
décadas (323). Consequentemente, tém-se notado um aumento das taxas de
insucesso terapéutico relacionados ao uso de ciprofloxacino, até entdo considerado
medicamento de escolha para tratamento de microrganismos multirresistentes (318).
Em relac&o ao uso de ciprofloxacino na terapia endodontica, este farmaco tem sido
demonstrado o mais eficaz, quando comparado ao metronidazol e a minociclina,
contra microrganismos prevalentes no sistema de canais radiculares (324). Um estudo
demonstrou in vitro a reducdo no niumero de UFCs de E. faecalis, na presenca de
nanofibras com liberacdo controlada de ciprofloxacino (325). Uma associacdo de
ciprofloxacino com Ca(OH). diminuiu drasticamente o biofilme em blocos de dentina

infectados com E. faecalis (326).

2.3.3.2.2 Metronidazol

O metronidazol (MTZ), de férmula molecular CeHaN303 pode ser considerado o
principal representante da classe farmacoldgica dos nitroimidazolicos (327). Possui
um estreito espectro de acdo, sendo efetivo apenas contra microrganismos
anaerobicos (328). O MTZ foi lancado em 1959 para o tratamento de tricomoniase,
doenca sexualmente transmissivel causada pelo protozoario Trichomonas vaginalis
(329). Além disso, 0 MTZ pode ser utilizado para o tratamento de outras doencas

sexualmente transmissiveis como a sifilis, causada por cepas resistentes de
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Treponema pallidum; tratamento de erradicacdo da Helicobacter pylori; e doencas
parasitarias como a amebiase e a giardiase (329-331). Por ser um pro-farmaco, a
molécula de MTZ precisa sofrer algumas transformacdes quimicas ou enzimaticas in
vivo para se transformar em uma molécula farmacologicamente ativa (328). Embora
0 completo mecanismo de agdo do MTZ ainda né&o tenha sido elucidado, sugere-se
qgue a producdo de metabdlitos ativos ocorre apds o ataque enzimatico bacteriano,
pois a molécula inicial de MTZ possui propriedades antioxidantes (332).

Comumente, bactérias capazes de expressar bombas de efluxo podem
resistentes ao uso de MTZ (74). Ao adentrar a célula bacteriana, o farmaco pode ser
lancado para o ambiente externo antes de produzir qualquer efeito terapéutico (80).
Existe uma correlacdo entre bactérias produtoras de biofilme e esse mecanismo de
resisténcia (80). Este farmaco também pode ser utilizado para o tratamento de
periodontite agressiva (333). No tratamento endoddntico, 0 MTZ esta pode reduzir o
biofilme de microrganismos comumente encontrados no SCRs de dentes necrosados
(334). Porém, autores relacionaram in vitro o uso deste farmaco com a resisténcia de
alguns géneros de microrganismos presentes na pulpite e necrose pulpar como:
Fusobacterium, Porphyromonas, Prevotella, Parvimonas, Streptococcus, Treponema

e Enterococcus (335).

2.3.3.2.3 Minociclina

A minociclina (MNC), de formula molecular C23H27N3O7 pode ser considerada
uma tetraciclina semi-sintética de segunda geracao (62). As tetraciclinas podem ser
originadas de peptideos antimicrobianos produzidos por um fungo do género
Streptomyces, descoberto por Benjamin Minge Duggar, em 1945 (336). A adicdo do
grupo dimetilamina no carbono 7 da molécula pode ser responsavel pelo aumento do
espectro de acao da classe, a qual passou a ter maior efeito sobre bactérias Gram-
negativas (336). As tetraciclinas podem ser farmacos bacteriostaticos capazes de se
ligar a subunidade 30S do ribossomo, inibindo assim, a sintese de proteinas
bacterianas (337). Essa subunidade ribossomal pode ser encontrada em bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas, por isso a MNC possui amplo espectro de acéo
(338).
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O uso de MNC no sistema de canais radiculares pode causar o escurecimento
dentinario. Essa relagéo se encontra bem estabelecida na literatura e constitui a maior
critica referente ao uso da minociclina em tratamentos endodénticos (233). Nagata e
colaboradores observaram que o uso da minociclina como medicagéo intracanal em
procedimentos de revascularizagdo pulpar provocou a descoloracdo da dentina em
85,71% dos dentes tratados (9). Além disso, o grau de escurecimento pode ser
diretamente proporcional ao tempo de exposicdo a minociclina (312).

A pasta dupla antibiética (DAP) foi sugerida por lwaya em 2001 (216). Esta
pode ser composta por partes iguais de MTZ e CIP e seu uso foi proposto a partir de
criticas referentes ao emprego da TAP, relacionadas ao manchamento da dentina
(308). Analises espectrofotométricas de dentes tratados com a DAP comprovam que
nao ha alteracdes da cor da dentina de pacientes tratados com essa combinacao de
antimicrobianos (309). Além disso, a DAP se apresentou tdo eficaz quanto a TAP na
reducao de biofilme de E. faecalis (308).

Outras medicacgOes intracanais para a revascularizagdo vem sendo sugeridas,
como a utilizacdo de uma associagédo de Ca(OH): e clorexidina gel 2% (9). Um relato
de caso que utilizou a associagdo de Ca(OH). e clorexidina a 2% demonstrou o
fechamento apical e 0 aumento da espessura das paredes de dentina, observadas
por tomografia computadorizada. Apés o0 acompanhamento de 2 anos, ndo houve
calcificacdo pulpar (339). A medicacdo intracanal ideal para revascularizacdo deve
reduzir ao maximo o numero de microrganismos, controlar a inflamacéo local e
estimular o reparo tecidual (340). Em busca de novas biomoléculas, peptideos de
defesa do hospedeiro podem surgir como uma nova opc¢ao para a endodontia e

especialmente para 0s processos de revascularizacdo pulpar.

2.4 PEPTIDEOS DE DEFESA DO HOSPEDEIRO

Os peptideos de defesa do hospedeiro (PDHs) podem ser considerados
antibiéticos naturais produzidos por animais, plantas, protozoarios, fungos e bactérias
contra antigenos (341). Este tipo de biomolécula pode apresentar estrutura anfipatica
ou catidnica com vérias func¢des, uma vez que podem ser liberados em condicbes

inflamatorias (342). Tais biomoléculas atuam sobre mecanismos de defesa do
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hospedeiro, principalmente na imunidade inata (343). Seu potencial biotecnoldgico
tem sido estudado como forma de modular a resposta a infec¢des, patologias e
regeneracao de tecidos, além de possuir um amplo espectro contra microrganismos
(344). Desta forma, estas biomoléculas podem ser adotadas como novas
possibilidades farmacologicas em muitas areas de saude (345).

A resisténcia aos antibiéticos encontrados no mercado pode ser um problema
mundial, uma vez que muitos microrganismos, como Escherichia coli e Klebisiella
pneumoniae, podem ser responsaveis por muitas mortes causadas principalmente por
infeccdes nosocomiais (346). Como possibilidades favoraveis, os pesquisadores tém
estudado o uso de PDHs ndo apenas contra patdégenos suscetiveis, mas também
contra bactérias e fungos persistentes (347, 348).

Os PDHs humanos podem ser encontrados na saliva, como a catelicidina LL-
37 ou nos intersticios dos tecidos, tais como as B-defensinas humanas (HBDs). A
catelicidina LL-37 contém 37 aminoacidos, pode ser produzida por neutrofilos e pode
ser encontrada no epitélio escamoso oral, na saliva e no fluido gengival (349). A LL-
37 pode apresentar acao antimicrobiana, imunomodulatéria ou regenerativa (350). As
HBDs podem ser moléculas catidnicas produzidas em membranas mucosas (351).
Estas podem ser ricas em cisteinas e tém um amplo espectro (352). Estas moléculas
podem ser exacerbadas durante a imunidade inata contra infec¢des (353). Um estudo
demonstrou que os pacientes com periodontite grave apresentaram um aumento dos
niveis séricos de HBD1, HBD2 e HBD3 (354).

Além dos peptideos antimicrobianos naturais produzidos por seres humanos e
outros seres vivos, serem eficazes na imunidade inata, os peptideos sintéticos estao
se tornando mais populares em estudos cientificos (355). Este fato se justifica pela
capacidade de produzir modificacbes em suas sequencias, aumentando sua
capacidade antimimicrobiana, imunomodulatéria, ou até mesmo melhorar sua
resisténcia contra degradacéo (356). Eles também podem ser expressos em outros
organismos, através das técnicas de expressao heterdloga, permitindo diversas
alternativas para as aplicacdes biotecnolégicas destas biomoléculas (357).

O mecanismo de ac¢do dos PDHs ainda ndo foi totalmente elucidado. Os
modelos aceitos relataram interferéncia intracelular e extracelular (358). Foi relatada
a interacdo de peptideos com membranas fosfolipidicas de microrganismos,
principalmente relacionadas a propriedades bioquimicas definidas pela sequéncia de

aminodacidos (estrutura de carga anfipatica e hidrofobicidade) através de uma camada
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de adelgacamento local por expansao da membrana externa (359). Além disso, outros
estudos discutem sobre a possibilidade de formag&o de canais, poros ou rachaduras
estendidas na membrana (360).

Ha outros trabalhos ainda, que relataram a a¢do antimicrobiana dos peptideos
com sua carga positiva e sua caracteristica hidrofébica. O primeiro aspecto estaria
relacionado com a interacdo eletrostatica destes com a membrana plasméatica de
microrganismos carregadas negativamente, e 0 segundo, pela interacdo de seus
residuos hidrofébicos com os lipideos presentes na membrana plasmatica (361, 362).
Algumas alteracdes e interagBes entre acidos nucleicos e proteinas fosforiladas
também podem ocorrer devido as suas caracteristicas catidnicas (363).

Pesquisas recentes conectaram a acdo de PDHs com a membrana plasmética,
chamando este mecanismo de forma de barril (barrel steve) que permite tal
extravasamento mediante interagdo com canais seletivos de ions (364). Os PDHs
também podem atuar em forma tapete (carpet), onde penetram na membrana
fosfolipidica formando um tapete e promovendo sua desestabilizacdo (365). Ha
também alguns estudos que sugerem o mecanismo de formacédo de poros toroidal,
onde os peptideos estdo associados com hélices de membranas de fosfolipideos
(366). Ademais, no mecanismo de acdo conhecido como detergente, os peptideos
podem causar ruptura das camadas e consequente perda de ions (345). Alguns
estudos consideram a acdo de PDHs em enzimas, transcricdo de genes e sintese de
DNA (367).

Em relacdo aos PDHs no ambiente endodéntico, alguns peptideos possuem
acao contra microrganismos causadores da carie e também microrganismos
relacionados com as patologias pulpares (368). Estudos demonstram o potencial de
HBDs contra patdgenos causadores da pulpite, como: E. faecalis, F. nucleatum e T.
forsytia (369, 370). A capacidade antimicrobiana da catelicidina LL-37 também foi
relatada contra microrganismos prevalentes na pulpite como T. denticola, E. faecalis,
P. gingivalis, T. forsythia e E. corrodens (371, 372). Alguns peptideos sintéticos
também podem reduzir o biofilme de bactérias comumente encontradas no SCR (373).
Um estudo demonstrou a diminui¢cdo de 85% no biofilme de S. mutans e E. faecalis
na presenca de 10 pg.mL* de DJK-5, um peptideo sintético D-enantiomérico (374). O
uso de PDHs em DPIs para os processos de revascularizacdo pulpar ainda nédo foram

relatados.
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No que se refere o papel de peptideos antimicrobianos e sua atuagdo no
sistema imune, estes podem atuar interagindo com TLRs, ou mesmo desencadeando
vias de sinalizagao especificas de células do sistema imune adaptativo ou inato ou até
mesmo ativando as cascatas do sistema do complemento (375). Embora seu efeito
sobre o sistema imunoldgico esteja sendo estudado, ainda n&o ha consenso elucidado
como estas moléculas podem ser capazes de modular a resposta imune (376). No
entanto, um ponto importante a ser discutido neste contexto pode ser a baixa
citotoxicidade de PDHs. Muitos estudos in vitro demonstram que as concentracdes
antimicrobianas ndo apresentam graus significativos de citotoxicidade (377, 378).

Em suma, pode ser extremamente importante compreender ndo apenas 0s
mecanismos-alvos da sua acao antimicrobiana, mas também os seus mecanismos
celulares e moleculares nas células alvo. Assim, se torna possivel considerar o
potencial biotecnologico e farmacéutico destas biomoléculas, incluindo
antimicrobianos, imunomoduladores, regenerativos ou a soma destas funcdes. Diante
disso, os peptideos descritos abaixo foram os escolhidos para este trabalho por
apresentarem tanto acdo sobre diversos microrganismos, quanto acao

imunomodulatoria.

2.4.1 DJK-6

O peptideo DJK-6 (VQWRRIRVWVIR) foi descrito pela primeira vez em
fevereiro de 2015 e possui 12 residuos de aminoacidos (11). Apesar de poucos
trabalhos publicados com este peptideo, este D-enatiomero foi desenvolvido para
aumentar a resisténcia as enzimas produzidas pelo hospedeiro na presenca de
peptideos anti-biofilmes, que possuem estrutura L-enantibmera (11). Assim, com a
mesma acao antimicrobiana, foi possivel construir uma biomolécula mais resistente a
degradacdo enzimatica (11). O DJK-6 e seu similar DJK-5, apresentaram acao
bactericida contra diversas espécies resistentes, como A. baumani e K. pneumoniae
advindas de isolados clinicos, além de reduzir o biofilme de bactérias Gram-negativas
como P. aeruginosa (11, 379). Pela acdo direta antimicrobiana em biofiimes de

microrganismos resistentes, este peptideo foi selecionado para este trabalho.
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2.4.2 Peptideo regulador da defesa inata 1018 (IDR-1018)

O IDR-1018 (VRLIVAVRIWRRNH2) pode ser considerado um pequeno
peptideo sintético derivado de uma bactericina bovina Bac2a (380). Foi desenvolvido
para ter atividade imunomodulatéria (380). Varios estudos demonstraram a acéo deste
peptideo em células do sistema imune e na regulacdo de citocinas (381). Este
peptideo apresenta capacidade de modular a resposta dos neutrofilos, assim como,
estimular a adesdo de neutréfilos e também, aumentar a expressao de moléculas de
adesao tais como ICAM-1, CD11b e CD62L e os marcadores de ativagdo como CD64,
CD18 e CD66b (12). Este peptideo demonstrou atividade antimicrobiana em E. coli na
concentragdo de 25 ug.mL* (382). Outro estudo demonstrou a relagéo do peptideo
com a diferenciagdo de macréfagos M2. Os macrofagos desempenham um papel
fundamental na resposta imunologica e diferenciacdo destas células em M1 ou M2,
pode determinar uma resposta em maior ou menor grau. Neste estudo, o perfil de
citocinas produzido pelos macrofagos M2 foi aumentado na presenca deste peptideo
(383). Ademais, o IDR-1018 apresenta a capacidade de aumentar a taxa de
cicatrizacao de feridas e tal mecanismo de acdo ainda néao foi descoberto, mas pode
estar relacionado com a sua acao sobre o sistema imunologico adaptativo e reparacao
de tecidos (384). Além de sua capacidade imunomodulatéria, o IDR-1018 tambéem
apresenta uma atividade antimicrobiana. Este peptideo demonstrou atividade em
varios microrganismos, incluindo alguns mutiresistentes como P. aeruginosa, E. coli,
Acinetobacter baumannii, K. pneumoniae, S. aureus resistente a meticilina,
Salmonella typhimurium e Burkholderia cenocepacia (382). Diante sua acao
antimicrobiana e de inducédo de reparo tecidual, este peptideo foi selecionado para
este trabalho, uma vez que o controle do biofilme, a reducdo dos microrganismos e a
ativacao de macréfagos M2 podem ser essenciais para o reparo tecidual em DPIs, no

intuito de promover a revascularizacao pulpar.
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2.4.3 Peptideo regulador da imundade inata 1002 (IDR-1002)

O peptideo IDR 1002 (VQRWLIVWRIRKNH>) pode ser caracterizado como um
pequeno peptideo sintético composto por 12 residuos de aminoacidos que assim
como o peptideo IDR-1018, apresenta tanto acdo antimicrobiana quanto
imunomoduladora (385). A acdo do IDR-1002 esta principalmente relacionada com a
ativacao do sistema imune diante processos infecciosos (386). No primeiro relato de
estudo com este peptideo, este estimulou a producdo de CXCL1, CXCL8 e CCL2 em
leucdcitos murinos e conferiu protec@o contra infecgdes por Echerichia coli (385).
Além disso, esta biomolécula apresentou acdo antimicrobiana contra S. aureus e P.
aeruginosa (387). Ademais, o IDR-1002 foi relacionado ao recrutamento de neutrofilos
e 0 aumento da degranulacdo de neutrofilos na presenca de LPS, assim como na
liberacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) produzidas por estas células, além
das citocinas TNF-a e IL-10 (12). A acdo do IDR-1002 em neutroéfilos pode estar
associada a via de sinalizacao MAPk (12). Além disso, este peptideo esta relacionado
com a quimiotaxia de monadcitos, uma vez que aumenta a quimioatracao celular diante
das citocinas CCL3 e CCL5 (388). O potencial receptor para o IDR-1002 em
macrofagos e monadcitos pode ser o CCR5 (388). Apesar deste peptideo apresentar
atividade antimicrobiana contra S. aureus, prevalente em patologias pulpares, nao
foram realizados estudos envolvendo outros microrganismos prevalentes nas
patologias pulpares. Frente a sua importante acdo imunomodulatéria nos processos
de protecédo dos tecidos contra a acao de microrganismos, este peptideo foi escolhido
como peptideo candidato para os testes antimicrobianos, citotoxicos e

imunomodulatérios na construcdo de um modelo de infeccdo endodéntica in vitro.

244 LL-37

A LL-37 pode ser considerada a catelicidina mais amplamente estudada, sendo
esta oriunda da proteina hCAP-18, ap6s sua liberacao por neutrofilos e clivagem por
proteinase (389). A LL-37 pode ser caracterizada como um peptideo catidénico e pode

ser encontrada em epitélio escamoso oral ndo queratinizado, em células epiteliais
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secretoras, no fluido gengival, no exsudato de sulco gengival e na saliva humana, a
partir de sua liberagcdo homeostatica por meio da degranulacdo de neutrofilos (390).
Tal peptideo possui atividade microbicida de amplo espectro, atingindo bactérias
(Gram-positivas e negativas), fungos e virus (391). Dentre as Gram-positivas, tem-se:
Streptococcus spp, S. aureus, E. faecalis, S. epidermidis, Listeeria monocytogenes,
E. faecium, Lactobacillus acidophilus, Bacillus subtilis, Bacillus megaterium (392).
Dentre as Gram-negativas, tem-se: E. coli, Pseudomonas aeruriginosa,
Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Salmonella typhimurium, Salmonella
minessota, B. cepacia, Capnocytophaga ochracea, K. pneumoniae, Proteus mirabilis,
Stenotrophomonas maltophilia, Proteus vulgaris, Capnocytophaga sputigena, P.
gingivalis e Salmonella enterica dublin (393). Seu efeito abrange ainda espiroquetas
(Leptospira interrogans, Borrelia spp., Treponema pallidum) (394), o fungo C. albicans
(395) e o virus influenza (396).

Além da atividade microbicida, a LL-37 apresenta importantes funcdes
adicionais na defesa do hospedeiro, incluindo: quimiotaxia e modulagéo da resposta,
inducao do recrutamento de neutroéfilos, mondcitos, células T e mastocitos, liberagcéao
de IL-8, sinal de transducédo, aumento na secrecao de proteinas e cicatrizacdo de
feridas (397-399). Desta forma, o peptideo LL-37 foi selecionado como peptideo
controle por ser uma catelecidina natural humana com efeito antimicrobiano e

imunomodulatério previamente descrito.

A odontologia atual preconiza a filosofia da minima intervencdo e maxima
preservacao, sendo tais ideias estendidas também a area endodontica. A engenharia
tecidual e a biologia molecular podem contribuir para a regeneracdo tecidual e
conduzir novas alternativas terapéuticas de revascularizagdo pulpar, guiadas por
arcaboucos que podem estimular a formacdo de um novo tecido. Frente a causa de
insucessos com antibidticos usados na revascularizagdo, PDHs podem surgir como
opc¢ao para a terapia endodontica, uma vez que possuem atividade antimicrobiana e

imunomodulatéria, podendo proporcionar o reparo tecidual em DPIs.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Determinar a capacidade antimicrobiana, citotoxica e imunomodulatéria de
peptideos sintéticos em comparacdo com as pastas DAP e TAP, em um modelo de

infeccao in vitro.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a concentracao inibitoria minima (CIM) e bactericida minima (CBM) dos
peptideos (DJK-6, LL-37, IDR-1018 e IDR-1002), em comparacdo com as
pastas (DAP e TAP) contra as bactérias S. aureus e E. faecalis.

e Avaliar a combinacdo do peptideo IDR-1002 e o antibidtico ciprofloxacino
contra as bactérias S. aureus e E. faecalis.

e Avaliar a viabilidade celular e a producdo de NO, em linhagens de macréfagos
RAW 264.7 e fibroblastos L929, nas concentracdes clinicas das pastas DAP e
TAP, em comparacao com os valores de CIM e CBM encontrados.

e Avaliar a viabilidade celular e a producéo de NO em diferentes concentracfes
de antigenos mortos pelo calor (heat - killed — HK) de S. aureus e E. faecalis
em culturas de macrofagos RAW 264.7 e fibroblastos L929.

e Avaliar a viabilidade celular de RAW 264.7 e L929 na presenca das pastas DAP
e TAP, do antibiético ciprofloxacino, dos peptideos LL-37 e IDR-1002 e da
associacao de ciprofloxacino e IDR-1002, estimulados com ou sem HK-S.
aureus ou HK-E. faecalis com IFN-y.

e Avaliar a producdo das citocinas IL-1a, IL-6, TNF-q, IL-12, IL-10 e o mediador
NO, em células RAW 264.7, na presenca das pastas DAP e TAP, do antibi6tico

ciprofloxacino, dos peptideos LL-37 e IDR-1002 e da associacdo de
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ciprofloxacino e IDR-1002, estimulados com ou sem HK-S. aureus ou HK-E.
faecalis com IFN-y..

Avaliacdo da producao das citocina IL-6 e o mediador NO, em células L929, na
presenca das pastas DAP e TAP, do antibiético ciprofloxacino, dos peptideos
LL-37 e IDR-1002 e da associacgao de ciprofloxacino e IDR-1002, estimulados

com ou sem HK-S. aureus ou HK-E. faecalis com IFN-y.



4 METODOS

4.1 DELINIAMENTO EXPERIMENTAL

68

O presente trabalho consistiu em um estudo do potencial de peptideos de

defesa do hospedeiro em um modelo de infeccdo endoddntica in vitro, sendo

avaliadas suas capacidades antimicrobianas (dos peptideos IDR-1002, IDR-1018,
DJK-6 e LL-37), citotoxicas (do peptideo IDR-1002 e LL-37) e imunomoduladoras (do

peptideo IDR-1002 e LL-37), em comparacdo com as medicacdes padrées-ouro

utilizadas em terapias de revascularizacédo pulpar (pasta tripla e dupla antibiética).

Desta forma, trabalho foi dividido em 3 etapas, conforme descrito na figura 3.

» Avaliacdo da capacidade antimicrobiana dos peptideos (IDR-1002,
IDR-1018, DJK-6 e LL-37) e da pasta tripla antibidtica e duplo
Eta pa 1 antibidtica, além da avaliagao sinérgica das melhores amostras.

« Avaliacdo da citotoxicidade e producao de nitrito nas
concentragodes clinicas da pasta tripla e dupla antibidtica, nas
concentragdes encontradas na analise antimicrobiana da pasta

Eta pa 2 tripla, dupla e da proposta sinérgica.

® Avaliagao da capacidade citotéxica e imunomodulatéria em
linhagem de células RAW 264.7 e L929 das melhores amostras em
Eta pa 3 um modelo de infeccdo endodontica in vitro.

Figura - 3 Fluxograma das etapas desenvolvidas no trabalho.



69

4.2 OBTENCAO DOS PEPTIDEOS ANTIMICROBIANOS E
IMUNOMODULADORES (IDR-1002, IDR-1018, DJK-6 E LL-37)

Os peptideos utilizados foram sintetizados, purificados (>95%), liofilizados e
armazenados pela Peptide 2.0 Inc. (EUA) e AminoTech Pesquisa e Desenvolvimento
(Brasil). A sintese foi realizada em fase sélida a partir da metodologia F-moc (400).
Antes dos experimentos, foi realizada confirmacdo da massa molecular e pureza
destes via espectrometria de massa Matrix Assisted Laser Desorption lonization —
Time of Flight (MALDI-ToF). Os peptideos foram diluidos em &gua ultrapura e
analisados em matriz (acido saturado a-ciano-4-hidroxicinamico, preparado com 50
ML de acido trifluoroacético a 3%, acetonitrila 100% e 200 uL de agua ultrapura), no
volume de 1:3. A massa molecular foi determinada via MALDI-ToF Ultra Flex Il
(Bruker Daltonics, Billerica, MA). A massa mono isotopica foi obtida a partir de
espectrometria de massa (Bruker Daltonics, Billerica, MA), utilizando o método de

operacao refletido e positivo de 700 a 3500 Da, com calibracéo externa (anexo A).

4.3 ARMAZENAMENTO E  QUANTIFICACAO DOS  PEPTIDEOS
ANTIMICROBIANOS E IMUNOMODULADORES (IDR-1002, IDR-1018, DJK-6
E LL-37)

Uma vez que o espectro da massa de alguns peptideos tenha detectado
impurezas, com a presenca de ions ndo compativeis com o peptideo ou ions
compativeis com degradacdo, o peptideo foi submetido a purificacdo por
cromatografia liqguida de alta eficiéncia em fase reversa (RT-HPLC). Para tal, o
peptideo foi solubilizado em agua ultrapura (500 ug) e submetido a coluna semi
preparativa C18 (NST, 5 um, 250 mm x 10 mm), sendo eluido com um gradiente linear
de acetonitrila (5-95%) por 60 min, a um fluxo de 2,5 mL.mint. As fracdes,
monitoradas a 216 nm, foram coletadas e liofilizadas. Apds a purificacdo, a amostra

foi novamente analisada por MALDI-ToF. Para os experimentos, 0os peptideos foram
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diluidos em agua ultrapura e quantificados pela absor¢ao de UV a 205, 215 e 225 nm
utilizando a formula de concentracao (401):
A = (A215 - A225) X 144

B = (A205) X 31
A+B/2=pug.mL™

Os peptideos foram armazenados a -20°C até o uso.

4.4 OBTENCAO DOS ANTIMICROBIANOS DAS PASTAS UTILIZADAS EM
REVASCULARIZACAO PULPAR

Os antimicrobianos ciprofloxacino (CIP), metronidazol (MET), e minociclina
(MNC) foram obtidos pela industria multinacional Sigma Aldrich® (padréo farmacopéia
européia). O CIP, o MET e a MNC foram misturados na proporc¢ao 1:1:1 em agua Milli-
Q autoclavada, para o preparo da pasta tripla antibiética (TAP), segundo descrito por
Hoshino (227). O CIP e o MTZ foram misturados na propor¢ao 1:1 para a preparacao
da pasta dupla antibiotica (DAP), descrita por Iwaya (216). A diluicdo dos
antimicrobianos aconteceu no momento da realizacdo de cada experimento. A
ampicilina (Sigma Aldrich®) foi usada como controle positivo para 0s ensaios

antimicrobianos (402) .

4.5 AVALIACAO DA CAPACIDADE ANTIMICROBIANA DOS PEPTIDEOS
ANTIMICROBIANGS, DAS PASTAS UTILIZADAS PARA
REVASCULARIZACAO PULPAR E DOS ANTIMICROBIANOS PRESENTES
NAS PASTAS ISOLADAMENTE

A concentracéo inibitéria minima (CIM) e a concentracdo bactericida minima
(CBM) dos antimicrobianos CIP, MET e MNC e quando combinados em TAP ou DAP
e dos peptideos antimicrobianos (IDR-1018, IDR-1002, DJK-6 e LL-37) foram
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determinadas utilizando o método de microdiluicio e macrodiluicdo em caldo,
respectivamente, de acordo com a M7-A6 do National Committee for Clinical
Laboratory Standards (402).0s bioensaios bacterianos foram realizados contra E.
faecalis (ATCC 19433) e S. aureus (ATCC 25923). Os experimentos foram realizados
de acordo com a fase logaritmica das curvas de crescimento, pré-determinadas,
segundo anexo B. As bactérias foram pré-inoculadas a partir de uma colénia em 5 mL
de meio Luria Bertani (LB, Sigma aldrich, EUA) e incubadas até que alcancassem a
absorbancia de 0,50 — 0,65 a 595 nm. Nesta absorbancia