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RESUMO

As terapias pulpares conservadoras representam formas terapéuticas, em
algumas situacdes de exposicao pulpar, sendo o MTA, o material mais indicado.
Aditivos para controle da inflamacéo pulpar vém sendo estudados, uma vez que o
sucesso destas terapias depende da qualidade tecidual, da idade do paciente e do
material utilizado. Os peptideos de defesa do hospedeiro (PDHs), além de
apresentarem  propriedades anti-inflamatérias e imunomodulatérias, sé&o
antimicrobianos, podendo desempenhar importantes fungdes no processo de reparo
do complexo dentino-pulpar. Este estudo avaliou o potencial dos PDHs IDR1018,
DJK6 e a acdo conjunta dos peptideos com MTA, em cultura pulpar primaria humana.
Inicialmente, a concentracdo dos peptideos e do MTA a ser testada foi definida por
meio de ensaios antibacterianos e antibiofiime de S. mutans e ensaio de viabilidade e
migracao de células pulpares. Em seguida, a unido dos PDHs ao MTA foi avaliada por
ensaios antibiofime de S. mutans em microscopia confocal;, capacidade
imunomoduladora, pela producdo de IL-6 e TNFRSF, por gPCR; toxicidade, por
ensaio de MTT; morfologia celular, por microscopia eletronica de varredura (MEV);
proliferacéo e a capacidade de migracao, por ensaio de azul de tripan e método de
scratch; diferenciacdo odontogénica e biomineralizacdo, pela expressdo do gene
DSPP, TGF-B, atividade de ALP e coloracdo de vermelho de alizarina. Resultados
demonstraram que a combinacdo de PDHs com MTA foi capaz de reduzir o biofilme
de S. mutans. IDR1018, MTA e combinacédo de PDHs e MTA diminuiu a expressao de
IL-6. Os materiais testados nao foram citotoxicos nas culturas de polpa e promoveram
a presenca de agregados na superficie celular. IDR1018 levou a maior proliferacédo
celular em comparacéo ao controle e MTA. O IDR1018 combinado com o MTA causou
maior migracdo em 48h. Em relacdo aos produtos de diferenciacdo e mineralizagao
celular, acombinagdo de IDR1018 e MTA levou a maior expresséo de DSPP, atividade
de ALP e producdo de nodulos de calcificacdo. Desta forma, a combinagdo do
IDR1018 com o MTA foi capaz de auxiliar no processo de reparo, atuando na redugao
de biofilme, no processo de imunomodulacdo e nos processos de diferenciacéo e

mineralizacao celular.

Palavras-chave: reparo; peptideos; agregado tribxido mineral; biomateriais; atividade

antimicrobiana; bioatividade.



ABSTRACT

Conservative pulp therapies represent therapeutic forms for some situations of
pulp exposure, being MTA, the most suitable material. Additives to control pulp
inflammation have been studied since the success of these therapies still depends on
tissue quality, patient age, and used material. Host defence peptides (HDPs) are
molecules with antimicrobial potential in addition to having anti-inflammatory and
immunomodulatory properties. In this sense, the HDPs can play an essential role in
the repair process of the pulp-dentin complex. This study evaluated the potential of
HDPs IDR1018, DJK6, and the association of peptides with MTA in human primary
pulp culture. Initially, the concentration of peptides and MTA was defined through
antibacterial and antibiofilm assays for S. mutans and pulp cell viability and migration
assay. Then, the association of HDPs to MTA was evaluated by S. mutans antibiofilm
assays under confocal microscopy. The IL-6 and TNFRSF production were verified by
gPCR to evaluate the immunomodulatory capacity. The toxicity was verified by MTT
assay; the cell morphology was analysed by scanning electron microscopy (SEM);
proliferation and cell migration was verified by trypan blue exclusion test and scratch
assay; odontogenic differentiation and biomineralization were evaluated by DSPP,
TGF-B, ALP activity, and alizarin red staining. Results showed that the combination of
HDPs with MTA was able to reduce the biofilm of S. mutans. IDR1018, MTA, and a
combination of HDPs and MTA decreased IL-6 expression. The tested materials were
not cytotoxic for pulp cultures and promoted the presence of aggregates on the cell
surface. IDR1018 led to more significant cell proliferation compared to control and
MTA-tested groups. IDR1018 combined with MTA caused the most remarkable
migration after 48h. Regarding cell differentiation and mineralization products, the
combination of IDR1018 and MTA led to greater expression of DSPP, ALP activity, and
calcification nodules production. Thus, the combination of IDR1018 with MTA was able
to assist the repair process, acting in the reduction of biofilm, the immunomodulation

process, and the processes of cell differentiation and mineralization.

Keywords: repair; peptides; mineral trioxide aggregate; biomaterials; antimicrobian

activity; bioactivity.
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CIMB - concentracéo inibitoria minima de biofilme
CO2 — di6xido de carbono

CXCL — quimiocina pro-inflamatéria motivo ligante
DMEM - meio eagle modificado por dulbecco

DMP1 - dentin matrix acidic phosphoprotein 1 (fosfoproteina acida de matriz de
dentina 1)

DMSO - dimetilsulfoxido

D.O. — densidade o6ptica

DPP — dentin phosphophoryn (fosfoproteina dentinaria)

DPSCs - células estaminais da polpa dentaria humana

DSPP - dentin sialophosphoprotein (dentina sialofosfoproteina)

ECM — matrix extracelular

EDTA - &cido etilenodiaminotetracético

ERK - extracellular signal-regulated kinases (quinases reguladas por sinal
extracelular)

ELISA - enzyme-linked immunosorbent assay

FGF-2 - fator de crescimento de fibroblastos-2

GAPDH - glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (gliceraldeido 3-fosfato
desidrogenase)

GH - growth hormone (horménio do crescimento)
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HaCat — queratinécitos humanos

hDPCs - human dental pulp cells (células da polpa dental humana)
IBSP - sialoproteina de ligacao a integrina

IDRs - reguladores da defesa inata

IFN-y - interferon gama

IGF - fator de crescimento semelhante a insulina

IL — interleucina

ISO - organizagao internacional de estandardiza¢ao
JNK - c-Jun N-terminal cinase
KpC - Klebsiella pneumoniae

LPS — lipopolissacarideo

MAE - monémero de amoénio quaternario

MALDI-TOF - matrix assisted laser desorption ionization - time of flight - ionizacéo
por dessorcao a laser assistida por matriz com analisador por tempo de voo
MALDI - matrix-assisted laser desorption/ionization (ionizacdo e dessorcao a laser
assistida por matriz)

MAP Kinases — mitogen activated protein kinases (proteinas quinases ativadas por
mitogénio)

MCP-1 — proteina quimiotatica de mondcitos 1

MEPE - fosfoglicoproteina extracelular de matriz

MEV — microscopia eletrénica de varredura

MIC - concentracao inibitéria minima

MBC — concentracdo bactericida minima

MTA — agregado trioxido mineral ou mineral trioxido agregado

MTT - 3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil brometo de tetrazolina

NaOCI - hipoclorito de sddio

NaCl — cloreto de sodio

NCCLS - national committee for clinical laboratory standards
NO — éxido nitrico

OPN - osteopontina

OST - osteostatina

PAMs - peptideos antimicrobianos



PBS - solugéo salina tamponada com fosfato

PBMC — células mononucleares do sangue periférico

PC - cimento portland

PCR - polimerase chain reaction (reacdo de polimerizacdo em cadeia)
PDGF - fator crescimento derivado de plaguetas

PDHs - peptideos de defesa do hospedeiro

PGs - fosfatidilglicerois

(p) ppGpp - guanosina tetra e penta fosfato

PRF - fibrina rica em plaguetas

PTHrP - proteina relacionada ao horménio da tireoide

gPCR - real time polimerase chain reaction (reacdo de polimerizacdo em cadeia em
tempo real)

rIFN y — recombinante interferon gama

RNA - Acido ribonucleico

rpm — rotagdes por minuto

SFB - soro fetal bovino

TGF-B - Transforming Growth Factor beta (fator de crescimento transformante beta)
TCLE - termo de consentimento livre e esclarecido

TLR - receptores semelhantes a toll

TNF - fator de necrose tumoral
TNFRSF1 — receptor do fator de necrose tumoral 1

UCB - Universidade Catolica de Brasilia
UFC - unidades formadoras de col6nias

VEGEF - fator de crescimento endotelial vascular
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1. INTRODUCAO

Diferentes agressdes, como fisicas, quimicas e biolégicas podem acometer o
complexo dentino-pulpar ao longo do tempo. Dependendo da intensidade e duracao
da agresséao aplicada, o tecido pulpar respondera de modo reversivel ou irreversivel
(2). Dentre os tipos de agressbes, a mais frequente corresponde a biologica,
representada por microrganismos provenientes da céarie dentaria (3). Ademais, outra
condicao frequente na populacdo refere-se ao traumatismo dentério (4). O trauma,
assim como a carie dentaria, pode desencadear respostas celulares e moleculares na
polpa através de eventos inflamatorios e / ou regenerativos (5).

A manutencéo da vitalidade pulpar € importante para conservacao da estrutura
e preservacao da funcéo fisioldgica dos dentes (6). Em adi¢éo, durante o periodo de
rizogénese, a manutencdo do tecido pulpar pode garantir a continua formacéo
radicular (7). Um método para a preservacao do tecido pulpar apds sua exposicao,
consiste na realizacdo do capeamento pulpar direto (8). Esta técnica visa a utilizacao
de biomateriais, que atuam como barreira de exposi¢cdo ao meio, além de estimular a
cura e reparo do tecido perdido, através da producéo de dentina reparadora (9).

Para o inicio deste processo de reparo, uma série de eventos fisiolégicos e
celulares devem ocorrer. Durante a invasdo bacteriana inicial, o reconhecimento de
patdgenos realizado por odontoblastos, através dos receptores TLRs 1-6 e 9 ativa
uma rede de sinalizagdo, ocasionando a liberacdo de quimiocinas, citocinas, bem
como peptideos, que atuam em conjunto com a finalidade de neutralizacéo do agente
agressor (10). Apo6s alcancar uma homeostase entre a resposta inflamatoria e a
presenca de patdégenos, processos de cicatrizacdo e regeneracdo se iniciam (11).
Assim, com o controle da infecgéo, citocinas como: TGF-B1, IGF-1 e -2, FGF-2 e
adrenomedulina atuam em células indiferenciadas para estimular o recrutamento /
quimiotaxia, proliferacédo, diferenciacdo e atividade sintética e secretora dentinéria,
auxiliando no processo de reparo (12).

Para que o processo de reparo ocorra, a utilizacdo de biomateriais para
realizacdo de técnicas como capeamento pulpar auxiliam no sucesso para
preservacdo do tecido pulpar. Deste modo, propriedades antibacterianas,
imunomoduladoras e capacidade de induzir formacdo de tecido mineralizado sé&o

desejaveis para este biomaterial (8, 13, 14). Atualmente, materiais relacionados a
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formulacbes do hidréxido de célcio e MTA, sdo os materiais mais utilizados para
protecdo pulpar (6). Sendo, a taxa de sucesso geral de 80,5% apés uso do MTA,
guando comparado ao hidroxido de célcio (taxa de sucesso de 59%), em até 123
meses (8). O sucesso da terapia utilizando os biomateriais existentes ainda depende
da duracdo da exposicao pulpar ao meio externo, tamanho da exposi¢cdo ocorrida e
idade do paciente. Em geral, o capeamento pulpar direto é indicado quando o tamanho
da polpa dentéaria exposta tem menos de 1 mm de diametro e o controle da hemorragia
€ conquistado (15). Portanto, a busca por novos biomateriais com melhores
propriedades fisico-mecéanicas e que potencialize propriedades biolégicas, como
atividade antimicrobiana e imunomoduladoras, ainda persiste (6, 9, 16-18).

Assim, Peptideos de Defesa do Hospedeiro (PDHSs) sdo investigados na area
meédica e odontologica em funcado de suas propriedades antimicrobianas, antibiofime,
antivirais, antifingico, antiparasitarios, quimiotaticos, entre outras aplicacdes (19). Os
PDHs além de participarem ativamente na imunidade inata, também modulam a
resposta do sistema imune para promover a depuracao de agentes patogénicos, além
de diminuir efeitos deletérios da inflamacéo (20). Do mesmo modo, também podem
regular a transicdo para a imunidade adaptativa e promover cicatrizacao de feridas
(20). Usando a sequéncia de Bac2a como modelo, sequéncia de 12 aminoacidos foi
gerada através de substituicbes pontuais, embaralhamento e exclusdes, dando
origem ao peptideo IDR1018 (21). O PDH IDR1018 é relatado na literatura como um
agente com ampla gama de atividades biologicas, incluindo funcdes pr6 e anti-
inflamatdrias (21), atividades citotdxicas e atividade hemolitica minimas, além de uma
potente atividade antibiofilme (22, 23). Observando caracteristicas importantes do
IDR1018, em 2015 foi criada uma versao D-enantibmera derivada desse peptideo e
de peptideos anti-biofilmes mais ativos , dando origem ao PDH DJK-6 (24). Desta
forma, observando nos peptideos algumas caracteristicas relacionadas ao reparo e
sabendo as propriedades desejaveis para um biomaterial, esse trabalho objetivou
avaliar o potencial dos PDHs IDR1018, DJK-6 e a agédo conjunta dos PDHs com

extrato de MTA, em cultura de células pulpares humanas.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 POTENCIAL DE REPARO DO COMPLEXO DENTINO PULPAR

Diferentes agressfes podem acometer o complexo dentino-pulpar, sendo estes
fisicos, quimicos e bioldgicos. Dependendo da intensidade e duracdo da agresséo
aplicada, os tecidos responderdo de modo reversivel ou irreversivel (2). A agressao
mais frequente corresponde a biologica, representada por microrganismos
provenientes da carie dentaria (3). Porém, outra condicdo frequente na populacéo
refere-se ao traumatismo dentario (4). O trauma, assim como processo referente a
carie dentaria, pode desencadear respostas celulares e moleculares na polpa que
podem aparecer como eventos inflamatérios e / ou regenerativos nos niveis tecidual
e celular (5).

Durante invasédo bacteriana, condicdo que ocorre tanto em lesdes cariosas,
mas também em traumatismos dentérios, reconhecimento de patdégenos iniciados por
odontoblastos é realizado. Devido aos receptores TLRs 1-6 e 9 dispostos na
membrana dos odontoblastos, uma rede de sinalizacao pode ser ativada, ocasionando
a liberacdo de agentes autdcrinos e paracrinos, tais como quimiocinas, citocinas, bem
como peptideos, que atuam em conjunto com a finalidade de neutralizagdo do agente
agressor (10).

ApOs alcancar uma homeostase, um processo de cicatrizagdo e reparacao se
iniciam (11). O processo de reparo € mediado pela deposicao de dentina terciaria (25).
A dentinogénese terciaria € um processo mediado por odontoblastos e pode ser
categorizado em 2 tipos, reacionario e reparativo (26). A dentinogénese reacionaria
corresponde ao processo pelo qual a dentina é secretada em resposta a um estimulo
local que reativa os odontoblastos em repouso, ocasionando a formagéao de dentina
por odontoblastos pré-existentes (27). Neste processo, a dentina € formada com
semelhancas anatdmicas, bioquimicas e funcionais com a dentina primaria e
secundéria, na intencao de proteger o tecido pulpar contra agentes irritantes (28). No
entanto, a célula responsavel pela secrecdo desta dentina é o odontoblasto que foi
comprometido. Essa injuria dos odontoblastos, € responsavel pela linha calcio-
traumatica que delineia a matriz dentinaria secretada ap0s lesdo dentinaria,

delimitando o inicio da dentina mais desorganizada, quando comparada com a dentina
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priméria e secundaria (29). Com o aumento da intensidade da agressédo, a morte
odontoblastica ocorrera, com isso acontece a liberacdo dos fatores de crescimento
TGF-B1 e TGF-B3 por odontoblastos, o que podem induzir a diferenciagao de células
mesenquimais indiferenciadas em odontoblastos-like e assim, ocasionar uma
sintetizacdo de matriz dentinaria e sua posterior mineralizagdo, resultando na
formacao de dentina reparadora (30, 31). Entretanto, estudos demonstram que além
das proteinas TGF, odontoblastos também podem liberar fator de crescimento
semelhante a insulina-1 e 2 (IGF-1 e -2), fator de crescimento de fibroblastos-2 (FGF-
2), adrenomedulina e varios fatores de crescimento angiogénicos, incluindo fator de
crescimento derivado de plaquetas e fator de crescimento endotelial vascular (PDGF)
e (VEGF) (32, 33). Assim, com o controle da infec¢cdo, TGF-B1, IGF-1 e -2, FGF-2 e
adrenomedulina atuam em células indiferenciadas para estimular o recrutamento /
quimiotaxia, proliferacdo, diferenciacdo e atividade sintética e secretora dentinaria,
correspondendo aos eventos de mineralizacéo (12). Além de células mesenquimais
indiferenciadas, estudos investigam a capacidade dos fatores de crescimento
induzirem a diferenciacdo de células subodontoblasticas, fibroblastos e pericitos
derivados de paredes vasculares, em células semelhantes a odontoblastos, para
realizar a formacdo de dentina terciaria reparadora (25, 34). Posteriormente, esta
organizacdo de eventos levara a formacdo da ponte de dentina no local da lesao,
ocasionando o reestabelecimento da atividade funcional do dente (12).

Alguns materiais existentes no mercado, possui como objetivo a preservacao
do tecido pulpar, apés a exposi¢cdo desse tecido, seja por iatrogenia, lesdes cariosas
ou fratura dentarias (35). Véarios estudos documentam a importancia dos sinais de
"dano" liberados por odontoblastos, ndo sé por patdgenos, oriundos do processo
carioso, mas também por materiais restauradores, incluindo hidréxido de calcio,
agregado de trioxido mineral (MTA), e EDTA, que ndo s6 promovem formacéo de
dentina terciaria, mas também os processos associados de reparacao da angiogénese

e neurogénese (36, 37).
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Figura 1 — Adaptacéo de Rosa et al. (1). (A) corresponde a formacéo de dentina terciaria reacionaria.
(B) demonstra o processo formador de dentina reparativa.

2.2 CAPEAMENTO PULPAR DIRETO

A manutencdo da vitalidade pulpar € importante para manutencao da estrutura
e preservacao da funcao fisioldgica dos dentes (6). Um método para a preservacao
do tecido pulpar ap6s sua exposicdo, consiste na realizacdo do capeamento pulpar
direto (8). Esta técnica visa a utilizacdo de biomateriais, que atuam como barreira de
exposi¢do ao meio, além de estimular a cura e reparo do tecido perdido, através da
producdo de dentina reparadora (9). No entanto, o sucesso da terapia também
dependera da duracdo da exposicao pulpar ao meio externo, tamanho da exposicao
ocorrida e idade do paciente. Em geral, o capeamento pulpar direto é indicado quando
o tamanho da polpa dentaria exposta tem menos de 1 mm de didametro, o controle da
hemorragia é conquistado e taxas maiores de sucesso sdo observadas em pacientes
jovens (15, 38). Estudo realizado em dentes de cdes, demonstra que a realizacao do
procedimento conservador, nas primeiras 48h, pode resultar em uma taxa de sucesso
de 88,2%, apos controle de 36 meses (39). Porém, a maior incidéncia de insucessos,
sédo referidas em processo de carie profunda. Assim, a presenca de bactéria é
considerada o principal motivo de falhas do capeamento pulpar (40).

Deste modo, as propriedades desejaveis para um biomaterial com a funcao de
capeamento pulpar, devem consistir em excelentes propriedades antibacterianas e
capacidade de induzir formagéo de tecido mineralizado (8, 13, 14). Entretanto, além
dessas caracteristicas citadas, sabe-se que para reparagdo do complexo dentino-

pulpar, os pesquisadores devem considerar a adaptagéo de varios aspectos, incluindo
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revascularizacdo, inervacao, interacbes célula-matriz, incorporacdo de fator de
crescimento, biodegradacao controlada, remineralizacdo e controle de contaminacao
(41). Atualmente, materiais relacionados a formulages do hidroxido de célcio e MTA,
sdo 0s materiais mais utilizados como materiais para protecdo pulpar (6). Porém,
algumas desvantagens séo atreladas a esses materiais como o tempo necessério
para o reparo, as caracteristicas do tecido formado e presenca de defeitos nos nédulos
de mineralizacdo (8, 25, 42). Desta forma, a busca por novos biomateriais que
englobem todas as propriedades desejaveis e que apresentem propriedades
antimicrobiana e imunomoduladoras permanece (6, 9, 16-18). Assim, pode-se
encontrar na literatura estudos que visam o desenvolvimento de novos biomateriais
para realizacdo de capeamento pulpar. Entre os estudos, pode-se avaliar a proposta
de materiais a base de resina, como avaliado por Yu et al. (16), o qual desenvolve um
material a base de mondmero de amoénio quaternario MAE-DB e PC16, com o
propoésito de aumentar a atividade antimicrobiana do biomaterial (6, 16). Além disso,
a unido de dois materiais também pode ser observada na literatura. Exemplo disso,
Lee et al. (43), relatam que a unido da sinvastatina e da matriz derivada do esmalte
(Endogain) pode influenciar significativamente o crescimento e diferenciacao
odontoblastica em cultura de células pulpares. Resultado semelhante foi encontrado
por Karanxha et al. (9). Ainda observando estudos que demonstram a juncédo de dois
materiais para adquirir propriedades importantes relacionadas ao capeamento pulpar,
observa-se o estudo de Han et al. (18), o qual demonstra que a unido de MTA com a
proteina relacionada ao hormonio paratireoide (107-111), conhecida como
osteostatina (OST) pode promover diferenciacdo odontogénica e mineralizacao
através da ativacdo da via de sinalizacdo ERK. Outro estudo prévio também
demonstrou aumento de propriedades de adesdo celular, proliferacdo celular,
diferenciacdo odontoblastica e angiogénese em células da polpa dentaria humana,
apos unido do hormoénio do crescimento (GH) ao MTA (44).
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2.3 MATERIAIS INDICADOS PARA CAPEAMENTO

2.3.1 Hidr6xido de calcio

O Ca(OH)2 foi introduzido como material para capeamento pulpar a
aproximadamente 100 anos, cujo os primeiros estudos para esse fim demonstraram
gue o0 processo de reparo era superior quando utilizado o Ca(OH)2, em comparacéo
com um material inerte (45). O Ca(OH)2 possui elevada alcalinidade, propriedade que
induz a formacdo de uma camada de necrose por coagulacdo quando em contato
direto com o tecido pulpar (35). Além disso, o elevado pH também induz a liberagéo
de fatores de crescimento dentinario, além de produzir um efeito favoravel a ativacéao
da fosfatase alcalina, uma enzima diretamente ligada ao processo de mineralizacao
(46). A partir do pH alcalino, o material pode desempenhar papel na formacao de
pontes dentinarias reparadoras (47). O Ca(OH)2 também neutraliza o acido lactico
segregado pelos osteoclastos e assim pode prevenir a destruicdo do tecido mineral
(48). Estudo realizado por Chen et al. (47) demonstra que a via proteino-quinases
ativadas por mitbgenos (Mitogen Activated Protein Kinases — MAP Quinase) estava
envolvida na proliferacdo induzida por Ca(OH)2, além da migracdo, osteogénese,
diferenciacdo e mineralizacdo em células pulpares humanas. Estas propriedades
altamente desejaveis, no entanto, parecem estar interligadas com o efeito adverso da
degradacdo da matriz de coladgeno dentro da dentina mineralizada, resultando na
reducao da resisténcia a flexdo da dentina adjacente (49).

Estudos retrospectivos demonstram que a taxa de sucesso de 5 anos apés o
capeamento pulpar direto com Ca(OH)2 variou de 13% a 82%, sendo que a terapia
em pacientes jovens se apresentou mais eficaz (8). Exame clinico mais detalhado
sobre capeamento pulpar direto com Ca(OH)2 ou seus compostos revelam que as
taxas de sucesso diminuem a medida que os periodos de acompanhamento
aumentam (50). Estudos clinicos relatam que 1 a 2 anos apos a terapia de polpa vital,
taxas de sucesso de mais de 90% podem ser alcancado (50, 51). Depois de 2 a 5
anos, as taxas de sucesso caem de 81,8% para 37% (8, 50). Dez anos apds a terapia
de polpa vital com uma pasta de Ca(OH)z, o resultado do tratamento € considerado

bem sucedido em apenas 13% dos casos (52).
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Algumas explicagdes sobre a diminui¢do da taxa de sucesso relacionado ao
tratamento para capeamento pulpar utilizando Ca(OH)2 esta relacionada com
solubilidade, falta de qualidades adesivas, degradacdo apd6s o ataque acido e a
presenca de tuneis na ponte dentinaria, que permitem que a polpa possa ficar
infectada ou necroética ao longo do tempo (42, 48). Em relacdo as deficiéncias
relacionadas a baixa aderéncia a dentina e defeitos na formacao, estudo classico
realizado por Cox et al. (42) foi avaliado que apés a realizacdo de capeamento direto
em macacos, 89% das pontes dentinarias apresentavam multiplos tuneis, porosidade,
padrdo de crescimento celular aleatdrio e estrutura desorganizada. Deste modo, os
autores concluiram que esses defeitos dentinarios ndo permitiam um selamento

eficaz, facilitando um processo de contaminag¢ao bacteriana posteriormente (42).

2.3.2 Cimentos a base de silicato de calcio

Cimentos a base de silicato de célcio, estéo disponiveis como alternativas para
o Ca(OH)z. Entre os materiais disponiveis e indicados para capeamento pulpar, a
base de silicato de calcio estdo o MTA, Biodentine, cimento Portland (PC),
BioAggregate, Endocem e mais dezenas de outros, como citado por Parirokh et al.

(2018). Entretanto, o mais estudado corresponde ao MTA (53).

2.3.2.1 Agregado de tribxido mineral (MTA)

Dentre os materiais a base de silicato de célcio, o MTA é o material que se
torna cada dia mais difundido na préatica endodéntica conservadora (54, 55). O
cimento foi introduzido por Torabinejad na década de 1990 e foi aprovado pela Food
and Drug Administration para ser usado nos Estados Unidos em 1997 (53).
Considerado um cimento endodéntico bioativo, sua composi¢céo envolve os elementos
silicato tricalcico, aluminato tricélcico, 6xido de silicato, 6xido de bismuto e ainda
pequenas quantidades de outros 6xidos que modificam as propriedades quimicas e
fisicas (56). Devido a quantidades expressivas de silicato e calcio, o mecanismo de
acdo do MTA pode se iniciar, devido ao contato desses materiais com fluidos

fisiologicos, ocasionando a formacgédo de hidroxiapatita, fator que pode guiar um
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processo de mineralizagdo (14, 57). A presenca de ions célcio, pode desemprenhar
sua funcdo no processo de mineralizagdo modulando niveis de OPN e proteina
morfogenética-2. Estudo prévio demonstrou in vitro que os ions de calcio liberados do
MTA desempenham importante papel na diferenciacdo odontoblastica de HDPCs via
modulacdo de ERK e ativagcdo JNK (58). Outra premissa do mecanismo de acao do
MTA corresponde ao fato de hidrélise e troca i6nica (59). A hidratacdo das particulas
de silicato tricalcico leva a troca rapida de Ca?* com ions HzO* da solucdo aquosa da
mistura para formar uma interface soélido-liquido. A reacédo dos fons Ca?* com ions OH"
derivados da agua resulta na formacédo de Ca(OH)2, criando um ambiente altamente
alcalino (59).

Com esse mecanismo, 0 MTA desempenha propriedades capazes de facilitar
a proliferacao e diferenciacao de células da polpa dentaria em células semelhantes a
odontoblastos, induzindo a secrecdo de proteinas morfogenéticas e fatores de
crescimento tais como BMP-2 e TGF-1, podendo ocasionar um processo de reparo
e formacéao de dentina (56). O MTA pode ser utilizado em varias situacfes na pratica
endodoéntica, devido a sua citocompatibilidade (55), bioatividade (60), resisténcia a
fuga bacteriana e vedamento (61), além da biomineralizacdo (56). Rodrigues et al.
(56) demonstraram que o MTA ndo se apresentou citotoxico, desencadeou processos
de mineralizacé&o in vitro e induziu a expressao de marcadores osteogénicos. Em um
estudo clinico, o qual incluiu criancas e adultos de 7 a 45 anos, foi utilizado o MTA
para capeamento direto apds exposicao pulpar por lesdes cariosas. Neste grupo, foi
observado que a taxa de sobrevivéncia da polpa foi de 95%, ap6s controle de 5 anos
(13). Utilizando um padrao de comparacéo, estudos demonstram uma superioridade
do MTA em relacdo ao Ca(OH)z (8, 54, 62), assim como demonstrado em estudo
retrospectivo, em que o MTA foi utilizado para capeamento pulpar e obteve uma taxa
de sobrevivéncia significativamente maior (80%) do que o Ca(OH)2, ap6s um tempo
médio de 42 meses (8).

Apesar de inumeras vantagens atreladas ao MTA, era possivel obersrvar
algumas desvantagens em relacdo a primeira geracdo desse material (8, 13).
Asprincipais desvantagens do MTA de primeira geragao incluiam um potencial de
descoloracao dentinaria, presenca de elementos toxicos nha composi¢cdo do material,
dificuldades no manuseio, tempo longo para presa, alto custo e auséncia de um
solvente conhecido para este material, o que pode causar uma dificuldade de remocé&o

apos presa (14, 63). O MTA contém muitos elementos derivados do cimento portland,
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0 que inclui arsénico, composto que pode levar significativa toxidade (14). Porém
investigacbes demonstram que a quantidade de arsénio liberado pelo MTA é muito
baixa (64, 65). Devido ao prejuizo estético que o MTA causava quando utilizado em
capeamento pulpar direto, indireto e pulpotomias, o fabricante introduziu nova
formulagdo do MTA com coloragdo esbranquicada (62). Porém, mesmo apos
reformulacdo estudos continuaram demonstrando descoloracdo dentéria apos a
utilizacdo do material MTA-branco para pulpotomias (62, 66) e estudo in vitro
demonstra a descoloracdo dentinaria apos 3 dias em contato com MTA-branco (67).
Marciano et al. (2014) demonstraram a capacidade do coldgeno em contato com
radiopacificadores, como 6xido de bismuto ocasionar alteracdo de cor em estudo in
vitro (68). Outra importante desvantagem do MTA consiste em seu elevado custo, 0
gue inviabiliza a utilizacdo no sistema publico de saude, ndo abrangendo grande parte
da populacéo (14).

Entretanto, a utilizacdo do MTA esta cada vez mais difundida nas praticas de
capeamento pulpar (8, 69). Apesar dos resultados satisfatérios com a utilizacdo deste
biomaterial, o mesmo passou por evolucbes no decorrer dos anos, com
aprimoramento de sua manipulacdo, remocado de componentes que ocasionavam
alteracdes cromaticas dentinarias, como 6xido de bismuto (68, 70). Um exemplo disso,
corresponde ao biomaterial MTA Repair HP, que apresenta como caracteristicas sua
facilidade na manipulacdo devido presenca do plastificador, além de apresentar o
tungstato de célcio, como agente radiopacificador, 0 que reduz a capacidade de
pigmentacdo dentinaria (70). Com a evolug¢do do material, a redugéo do tamanho de
suas particulas, favoreceram ao surgimento de materiais pronto para uso, surgindo o
MTA Putty (71). Essas novas formula¢cdes do MTA ainda sdo consideradas recentes
no mercado e para comparacdes com outros materiais ja consagrados na endodontia,
necessitam de mais tempo para estudos.

Afim de superar as desvantagens do MTA, uma série de cimentos endoddnticos
bioativos tém sido desenvolvidos, por diferentes fabricantes, alegando caracteristicas
semelhantes ao MTA, e incorporacdo de componentes para reducdo das deficiéncias
do MTA original (53). Com objetivo de melhora nas propriedades fisicas ou como
tentativa de diminuir a resposta inflamatoria ap0s o tratamento reabilitador,
pesquisadores testam a utilizacdo do MTA com outros materiais (6, 9, 43, 72). Estudo
prévio in vivo, em ratos, foi observado que a combinacdo do extrato placentario

humano ao MTA, levou a um aumento no crescimento celular, na atividade de
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fosfatase alcalina, nos nodulos mineralizados, no aumento da migragédo celular, na
formacao e expressao génica angiogénica em comparacéo com a utilizagdo do MTA
sozinho (72). Resultados favoraveis também foram encontrados quando o MTA foi
utilizado juntamente com fibrina rica em plagquetas (PRF). Um estudo in vitro
demonstrou que a uniao destes compostos promoveram a diferenciagdo de HDPCs
em células semelhantes a odontoblastos através da ativagdo da via de sinalizagédo
BMP, podendo contribuir para regeneracao dentinaria (58).

Além de observar a juncéo de dois materiais existentes, também foi observado
na literatura a utilizacdo do MTA combinado ao laser CO2 (73). Estudo realizado in
vitro, demonstrou que a manipulacdo do MTA, seguida por aplicacéo do laser CO: foi
capaz de aumentar a liberacdo de ions e diminuir o tempo de presa do material, além
de estimular a diferenciacdo odontogénica em hDPCs (73). Porém, investigacéo
realizada in vivo, utilizando cdes, comparando a combinacdo de irradiacdo laser de
baixa poténcia e capeamento direto com MTA ProRoot, relataram que a irradiagao
com laser ndo melhorou respostas ao ProRoot MTA em termos de formacéo de tecido
duro e diminuicao de reac¢des inflamatérias (74).

Com o avanco da biotecnologia, a literatura comecga a demonstrar pesquisas
unindo materiais existentes a biomoléculas, que possuem propriedade importantes no
aprimoramento de materiais utilizados para capeamento pulpar. Estudos anteriores
relatam o envolvimento da proteina relacionada ao hormonio da tireoide (PTHrP) na
formacdo 6ssea, 0 que pode estar atrelado ao seu dominio terminal-N PTHrP (107-
111), também conhecido como osteostatina (OST) (75). Com a identificacdo da
propriedade osteogénica da OST os autores Han et al. (18) demonstraram a unido da
OST ao MTA (18). Tal estudo demonstrou que a unido do MTA a OST atua
promovendo um efeito sinérgico nas hDPCs em comparacdo com o MTA sozinho.
Podendo regular positivamente a expressao génica odontogénica (18).

Assim, observa-se objetivos incessantes na literatura em busca de um material
gue aumente as vantagens do MTA ou que atue de forma superior ao MTA,
principalmente em aspectos antimicrobianos e que auxiliem na regeneragcédo do

complexo dentino-pulpar.
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2.4 PEPTIDEOS DE DEFESA DO HOSPEDEIRO

Peptideos antimicrobianos ou peptideos de defesa do hospedeiro séo
biomoléculas capazes de participar da defesa imune inata de diversos organismos
(76). Os PDHs sao produzidos por todos animais complexos, insetos e plantas e
geralmente, possuem uma acéo direta contra uma gama de microrganismos (77). S&o
moléculas representadas pelas classes: a-hélice, folhas-p, estrutura alongada e de
loop (76). Os PDHs sédo, em sua maioria, pequenos (menos de 50 residuos de
aminoacidos), anfipaticos, catidnicos (carga liquida média +3) e com um contetdo
hidrofébico médio de 42% (78, 79). Os peptideos também podem ser classificados em
naturais ou sintéticos. Como os peptideos naturais tém uma meia-vida curta, devido a
sua rapida degradacdo causada por cerca de 600 proteases diferentes no corpo
humano (80), varias estratégias tém sido utilizadas para produzir analogos
estabilizados, preservando as atividades bioldgicas das moléculas originais. Assim,
peptideos sintéticos estdo se tornando mais populares em estudos cientificos (81, 82).
Este fato se justifica pela capacidade de produzir modificagbes em suas sequencias,
aumentando sua capacidade antimicrobiana, imunomodulatéria, ou até mesmo
melhora na sua resisténcia contra degradacdo (83). Peptideos sintéticos também
podem ser expressos em outros organismos, através das técnicas de expressao
heteréloga, permitindo diversas alternativas para as aplicac6es biotecnolégicas
destas biomoléculas (84).

De acordo com o banco de dados de peptideos antimicrobianos - Antimicrobial
Peptide Database (APD), atualmente 3054 peptideos naturais e sintéticos foram
identificados. Esses peptideos podem apresentar propriedades antimicrobianas,
antibiofime, antivirais, antifingico, antiparasitarios, quimiotaticos, entre outras
aplicacbes (19). Os PDHs além de participarem ativamente na imunidade inata,
também modulam a resposta do sistema imune para promover a depuracdo de
agentes patogénicos, além de diminuir efeitos deletérios da inflamacéo (20). Do
mesmo modo, também podem regular a transicdo para a imunidade adaptativa e
promover cicatrizacao de feridas (20). Em humanos, as células epiteliais da pele, trato
intestinal e saliva produzem numerosos PDHs e proteinas antimicrobianas, para
ajudar a proteger contra a continua exposicdo a microrganismos ambientais,

auxiliando na homeostase da microbiota hospedeira (85, 86).
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Dentre os provaveis mecanismos de acdo dos peptideos, a cationicidade e
hidrofobicidade sdo predominantemente observadas. Esses, sdo dois elementos
criticos para a geracado de uma estrutura anfipatica frequentemente observada, o que
permite que os PDHs catibnicos segmentem preferencialmente membranas
bacterianas anidnicas ricas em fosfatidilgliceréis (PGs), que leva a uma quebra rapida
na funcdo da membrana e subsequente morte celular (79, 87, 88). Diversos
mecanismos demonstram que a segmentacdo de membrana também pode ocorrer
através de modelos carpet, barrel-stave e toroidal pore, sendo que o conjunto desses
modelos também podem ocorrer respectivamente (89). Outro mecanismo relatado,
demonstra que os peptideos sdo capazes de se translocar através da membrana e
difundir no citoplasma para alcancar alvos intracelulares (23). Esses alvos, podem
incluir proteinas, acidos nucleicos e organelas celulares. Podendo levar a inibicdo do
dobramento de proteinas, atividade enzimatica, atividade da mitocondria e sintese
proteica, além de ativar enzimas como autolisinas e acarretar na inducdo de morte
autolitica (90, 91). Em relacéo as atividades antibiofime atribuidas a alguns peptideos,
0Ss possiveis mecanismos de acao relacionados a essa caracteristica, correspondem
a (a) ruptura ou degradacao de membranas das células incorporadas ao biofilme; (b)
interrupcdo dos sistemas de sinalizacdo celular bacteriana; (c) degradacdo do
polissacarideo e matriz de biofilme; (d) inibicdo do sistema de sinalizacao para evitar
a resposta rigorosa bacteriana; (e) diminuicdo da regulacédo de genes responsaveis
pela formacéao de biofilme e transporte de proteinas de ligacao (92).

Anteriormente, todos os PDHs também eram conhecidos como peptideos
antimicrobianos (PAMs). Entretanto, percebe-se que muitos PDHs perdem suas
propriedades antimicrobianas em condic¢des fisiolégicas, mas contribuem com acdes
imunomoduladoras, avaliadas em estudos in vitro e in vivo (93). Hancock et al. (77),
relatam que as funcbes do PDHs vao muito aléem de proteger o hospedeiro contra
microrganismos invasores, correlacionando que os PDHSs, na verdade apresentam
papéis essenciais nos eventos de sinalizacdo que ocorrem durante as respostas
imunes. Assim, o potencial biotecnolégico dos PDHs tem sido estudado como forma
de modular resposta a infec¢des, patologias e regeneracdo de tecidos, além de
possuir um amplo espectro contra microrganismos (94). Desta forma, estas
biomoléculas podem ser adotadas como novas possibilidades farmacoldgicas em

muitas areas de saude (88).
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2.4.1 Peptideos e odontologia

Entre as principais causas que podem levar a perda dentaria, lesdes cariosas
sao a principal razéo (76). A progresséao de tal patologia € motivada pela viruléncia e
proliferacdo dos microrganismos envolvidos (95). Assim, o controle efetivo das
bactérias cariogénicas e do biofilme sédo de fundamental importancia para prevencgéo
do avanco da patologia pulpar, assim levando ao tratamento adequado (96). Diante
da capacidade antibacteriana e imunomoduladora dos PDHs, estudos direcionados
para odontologia tém sido desenvolvidos, observando um crescente aumento desde
2003 (97). Percebe-se que tais estudos estdo concentrados principalmente no
processo da carie dentaria e doenca periodontal (97).

Vérios PDHs naturais foram avaliados no controle de bactérias cariogénicas,
entre elas a-defensina, B-defensina, catelicidina LL-37, histatina 5, lactoferrina
humana, nisina e pleurocidina (79, 97-99). Como exemplo, B-defensinas sao
expressas no epitélio gengival e glandulas e ductos salivares. a-defensinas podem ser
avaliadas em neutrdfilos e no fluido crevicular, e também, a LL-37 pode ser observada
no epitélio inflamado, nas glandulas submandibulares e na saliva, a qual ja foi avaliada
por contribuir para a regeneracdo do complexo dentino-pulpar e nos possiveis
processos regenerativos endodonticos (76, 100). A nisina, corresponde a um
polipeptidio com 34 residuos de aminoacidos, a qual foi demonstrada atividade
antibacteriana contra bactérias patogénicas orais, como Streptococcus mutans,
Streptococcus sanguinis, Lactobacillus acidophilus e Enterococcus faecalis (99). No
entanto, a maioria dos PDHs naturais demonstram varias desvantagens para uso
clinico, entre eles seu tamanho grande que os tornam dificeis e caros de serem
preparados, alta citotoxicidade e propriedades farmacéuticas e farmacocinéticas
deficientes (23). Para contornar esse problema, varios grupos estudam analogos
sintéticos ou fragmentos de PDHs naturais, como forma de melhorar capacidades
antibacterianas e até mesmo propriedades imunomoduladoras, de uma forma
eficiente e menos onerosa (96). Elucidando tal afirmacao, Wang et al. (96) projetam e
sintetizam uma série de peptideos a-helicoidais anfipaticos com perspectivas de
serem mais curtos, menos citotoxicos e mais potentes do que 0s existentes contra

bactérias cariogénicas.
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Em situacdes onde ndo é contido o processo de invasédo bacteriana na regido
dentinaria, a capacidade de recuperagdo do tecido pulpar fica prejudicada, podendo
ser ocasionada a necrose do tecido (101). O canal radicular necrotico representa um
nicho ecoldgico rigoroso para o crescimento microbiano, devido a diminuicdo de
oxigénio e a disponibilidade de tecidos hospedeiros e fluidos teciduais como fonte
priméria de nutrientes (102). Diferentes espécies bacterianas pertencentes aos
géneros Prevotella, Porphyromonas, Fusobacterium, Treponema, Campylobacter,
Enterococcus e Tannerella sédo possivelmente encontradas na infecgcdo endoddntica
priméria (103, 104). Levando em consideracao a progressao da patogénese pulpar,
estudos com a intencdo de melhorar as opcbes de tratamento e auxiliar na
desinfeccdo do canal radicular vem sendo desenvolvidos. Com esse propdésito, Lima
et al. (105), avaliam a atividade antimicrobiana, citotéxica e imunomoduladora dos
PDHs, clavanina A, clavanina A modificada (MO) e LL-37, a qual demonstrou que a
LL-37 revelou melhor potencial antibacteriano, contra E. faecalis. Outro artigo,
demonstra a capacidade dos peptideos sintéticos VSL2 e VS2 agir contra bactérias
disponiveis no canal radicular, como E. faecalis e C. albicans. Tal investigacdo
demonstrou a possibilidade dos peptideos VSL2 e VS2, em estudo ex vivo, de atingir
400 um de profundidade em tubulos dentinarios, em 24h de tratamento (106). Outro
estudo realizado por Wang et al. (107) demonstra a capacidade do peptideo sintético
DJK-5 agir em biofilmes de E. faecalis, em apenas 3 min.

Além de infeccBes endodonticas, percebe-se investigacdes utilizando PDHs na
tentativa do controle da doenca periodontal. Sabe-se que quando n&o tratadas,
doencas periodontais podem se comunicar com lesdes periapicais e formar lesdes
endodonticas-periodontais, ocasionando impacto direto sobre o prognostico e
tratamento (108). Como exemplo, Dantas et al. (109) demonstraram atividade do
peptideo Synoeca MP, em biofilmes envolvendo Pseudomonas aeruginosa, bactéria
detectada em biofilme subgengival de pacientes imunodeprimidos com doenca
periodontal (110). Neste estudo, foi possivel observar in vitro a atividade
antibacteriana da synoeca MP em ag¢do sozinha, porém melhores resultados foram
avaliados quando combinado synoeca-MP com clorexidina (CHX), os quais
demonstraram eficacia antimicrobiana, além de atividade imunomoduladora, com
regulacao positiva de MPC-1 e fator de necrose tumoral a (TNF-a), além de regulagao
negativa de NO e IL-10 (109).
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Com a intencdo de diminuir a progressdo da invasdo bacteriana e
consequentemente patologia do tecido pulpar e tecidos periradiculares, investigagbes
gue visam a prevencao ou dissipacdo do biofilme de microrganismos cariogénicos
estdo sendo cada dia mais observados. Wang et al. (111) demonstraram, em
microscopia confocal e microscopia eletrénica de varredura, que o peptideo IDR1018
pode induzir a morte bacteriana presente em biofilmes orais pré formados e prevenir
a formacéo do biofilme. Utilizando a concentragéo de 10 pug.mL™1, foi possivel avaliar
a prevencdo da formacdo de biofilme apds 3 dias. Além disso, em biofilme pré-
formado, a mesma concentracdo ocasionou a morte de 60% das células bacterianas
também apds 3 dias. Ainda, o tratamento combinado utilizando o peptideo IDR 1018
e a CHX aumentaram a atividade antibiofilme de cada composto em comparac¢ao com
seu uso de forma isolada, resultando em morte > 50% do biofiime em apenas 3
minutos (111). Outro estudo utilizando o peptideo DJK-5 na concentracdo de 10
ug.mL?* em biofilmes de S. mutans, demonstra a capacidade do peptideo em eliminar
85% de células bacterianas em 3 dias, e quando utilizados em conjunto com a CHX
88% de células bacterianas foram eliminadas em 3 minutos (112). Tais estudos
revelam a possibilidade dos peptideos se tornarem agentes promissores em
estratégias antibiofilmes, fator importante nas diversas areas da odontologia. Deste
modo, devido ao potencial imunomodulador, antibiofilme e indutor de reparo, nos
préximos topicos serdo descritos os PDHs de interesse para desenvolvimento do

estudo apresentado.

2.4.1.1 IDR1018

O peptideo IDR1018 deriva-se da classe de reguladores da defesa inata (IDRS).
Essa classe €& caracterizada por possuir compostos sintéticos, baseados nas
sequencias de PDHs naturais, ofertando propriedades imunomoduladoras e
antimicrobianas (113). O peptideo IDR1018 é um derivado sintético de 12 residuos,
apresentando sua sequéncia de aminoacidos (VRLIVAVRIWRRNH2), que se baseia
no derivado bovino Bac2a (RLARIVVIRVAR-NH2). Usando a sequéncia de Bac2a
como modelo, a sequéncia de 12 aminoacidos foi gerada através de substituicdes
pontuais, embaralhamento e exclusées (21). Assim, originou-se um peptideo com

ampla gama de atividades biologicas, incluindo funcdes pré e anti-inflamatérias (21),
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atividades citotoxicas e atividade hemolitica minimas, além de uma potente atividade
antibiofilme (22, 23).

Possivelmente, o mecanismo de acdo do peptideo IDR 1018 esta na
propriedade de desencadear a degradacdo dos nucleotideos mensageiros
secundéarios relacionados ao estresse da guanosina tetra e penta fosfato [(p) ppGpp]
(114). Esses nucleotideos possuem papeis importantes na formacado e manutencéo
de biofilmes (21). Assim, justifica-se o fato de muitas vezes encontrar excelentes
acOes antibiofilme, mas praticamente nenhuma atividade contra bactérias
planctonicas ou vice-versa (114). Diante disso, pesquisa demonstra a concentragao
inibitéria minima (MIC) e a concentracao inibitéria minima de biofilme (CIMB) desse
peptideo contra bactérias S. mutans e E. faecalis, utilizando concentracdes de 0 a 80
ug.mL? do peptideo IDR1018. Foi observado que mesmo na maior concentracéo
testada, o peptideo ndo inibiu substancialmente o crescimento planctdénico das
bactérias testadas. Diferentemente, foi avaliado quando observado a acao desse
peptideo em biofilme dos mesmos organismos em hidroxiapatita, o qual 10 pg.mL foi
capaz de reduzir 60% da populacéo total de biofilme ap6s 72h (111).

Além de ac¢bes antibiofiime, o IDR1018 pode modular o sistema imune e
promover depuracdo de agentes patogénicos (115). Ainda, podem promover a
transicao da imunidade inata para resposta imune adaptativa e também promover uma
cicatrizacdo de feridas (21, 115). Pena et al. (115), demonstram a capacidade do
IDR1018 de modular sutilmente a diferenciacao de macrofagos, promovendo atividade
anti-inflamatoéria, mediados principalmente pela inducdo local de quimiocinas.
Demonstrando a capacidade do peptideo em promover o amortecimento de respostas
pré-inflamatérias, porém mantendo respostas protetoras. Também € possivel avaliar
em estudo, a capacidade do IDR1018, atenuar a producao de TNF-a em 89%, quando
as células foram estimuladas com LPS (116). Outro estudo demonstrou a capacidade
do peptideo em regular a expressdo de marcadores de adesdo e ativacdo de
neutrofilos a partir da liberacdo de quimiocinas (117). Em relacdo a capacidade de
reparo, investigacao realizada por Steinstraesser et al. (118) demonstrou em ensaio
in vivo que o IDR1018 provoca cicatrizagdo de feridas em periodo menor de tempo,
em murinos ndo diabéticos com a ferida infectada ou nao por S. aureus. Estudo prévio
também demonstrou a capacidade do peptideo IDR1018 em induzir proliferacao,
migracdo, e expressao de genes reparativos in vitro (119). Pesquisas atuais

investigam os principais compostos do peptideo IDR1018 responsaveis em ocasionar
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as propriedades antibacteriana e imunomoduladora. Estudo prévio demonstrou a
partir dos derivados ciclicos do IDR1018, com base em trés diferentes estratégias
sintéticas, incluindo ciclizacdo cabeca-cauda (C1), ciclizacdo de cadeia lateral para
cauda (C2), e uma ligacéo cruzada de ligacéo dissulfeto (C3). Os gerados miméticos
mostraram estabilidade proteolitica aprimorada e agregacao reduzida in vitro e in vivo.
Ainda, o derivado C2 teve excelentes capacidade para suprimir inflamagéo e reduzir
significativamente as cargas bacterianas em um modelo de infeccdo cutanea de
Staphylococcus aureus de alta densidade em murinos (120).

O peptideo IDR1018 também demonstrou adotar propriedades
imunomoduladoras, antibiofilme e possuir um poder de cicatrizacéo de feridas. Desta
forma, apresentando propriedades importantes para um material destinado para uso
em situacfes de capeamento pulpar. Assim, levando em consideracdo a necessidade
de inducéo de reparo para a ocorréncia de sucesso na terapia de capeamento pulpar
direto, o IDR1018 pode ser um candidato promissor para o estudo.

2.4.1.2 DJK-6

Outro peptideo relatado também em 2015 pela equipe de pesquisa do professor
Hancock, corresponde ao DJK-6 (24). Trata-se de um peptideo que corresponde a
uma versao sintética D-enantibmera derivada do peptideo IDR1018 e de peptideos
antibiofilmes mais ativos descritos por de la Fuente-Nufiez et al. (24). O DJK-6 possui
sequéncia de 12 residuos de aminoacidos (VQWRRIRVWVIR), apresentando peso
molecular de 1667,62 Da. Foi criado com objetivo de superar limitacdes dos peptideos
L-enantibmeros, que envolve a degradacdo enzimatica por proteases do hospedeiro.
Assim, devido a versao D-aminoacido do DJK-6, esse peptideo tende a ser mais ativo
e ser resistente a proteases (24), diminuindo a possibilidade de degradacédo
enzimatica, pelo préprio hospedeiro durante possiveis terapias (23).

O mecanismo de acao para a sua funcao antibiofilme pode estar relacionado a
degradacdo de nucleotideos mensageiros secundarios relacionados ao estresse da
guanosina tetra e penta fosfato [(p) ppGpp], similar ao peptideo IDR1018 (24). Como
exemplo, estudo demonstra que o peptideo DJK-6 apresentou capacidade antibiofilme
de Klebsiella pneumoniae (KpC). E quando avaliado combinag¢des com antibiéticos [3-

lactamicos, observou prevencdo da formacdo de biofilme superior em relacdo a
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atividade de células plancténicas de KpC (121). DJK-6, também se mostrou ativo na
inibicdo do desenvolvimento e erradicacéo de biofilmes de P. aeruginosa, Escherichia
coli, Acinetobacter baumannii, Klebsiella pneumoniae e Salmonella entérica. Além
disso, esse peptideo demonstrou forte sinergia com antibidticos convencionais
(ceftazidima, ciprofloxacina, imipenem e tobramicina) reduzindo as concentracdes de
antibiéticos necessarios para a inibicdo completa do biofilme em até 64 vezes (24).
Ainda ndo se observa na literatura a utilizacdo desse peptideo para
microrganismos envolvidos na doenca céarie ou patologia endoddntica. Desse modo,
percebe-se a necessidade de estudos investigando a acdo antibiofime e
imunomodulatéria do peptideo DJK-6 em microrganismos envolvidos na patologia
carie e sua evolucdo endodontica. Assim, o peptideo DJK-6 correspondeu a um dos

peptideos selecionados para o estudo.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o potencial dos PDHs IDR1018, DJK-6 e a acdo conjunta dos peptideos
com extrato de MTA, no processo reparativo do complexo dentino-pulpar.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

¢ Definir a melhor concentracao dos peptideos DJK-6 e IDR1018 (2, 4, 8, 16, 32
e 64 uyg.mL?t), além do MTA, através de ensaios antibacterianos de
concentracdo inibitéria minima (CIM) e concentracdo bactericida minima
(CBM); ensaio de viabilidade de biofilme jovens; ensaio de viabilidade de
células pulpares e o ensaio de migragéo celular.

e Avaliar o efeito dos peptideos, MTA e combinacdo peptideos com MTA na
atividade antibiofilme de biofilmes jovens e maduros de S. mutans.

e Definir um sistema inflamatério in vitro, através de ensaios de viabilidade celular
— MTT, dosagem de oOxido nitrico e expressao génica do marcador inflamatério
— TNFRSF-1 por gPCR, apés exposicao da cultura celular aos estimulos rIFN-
Y, LPS, a unido de ambos e as concentragbes de antigeno em conjunto com
rIFN-y.

e Apés o estabelecimento do sistema inflamatorio in vitro, avaliar expresséo
genica por gPCR de IL-6, TNFRSF-1 e GAPDH, apds exposicdo dos peptideos,
MTA e combinacédo de ambos em cultura pulpar.

e Avaliar a atividade metabdlica celular através do ensaio MTT, na concentragéo
definida do peptideo e do MTA associado ou hdo ao peptideo.

e Avaliar a morfologia celular apés tratamento com peptideos (concentragéo
definida), do MTA e da acdo conjunta peptideo e MTA por meio da microscopia
eletrbnica de varredura (MEV).

e Avaliar o efeito dos peptideos, MTA e combinacdo de ambos na proliferacéo e

migracao de células pulpares.
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e Analisar a expressdo dos genes envolvidos na diferenciacdo
odonto/osteogénica e biomineralizacéo utilizando a técnica de PCR em tempo
real, apos tratamento com peptideos, MTA e associacdo de ambos.

e Avaliar o potencial dos peptideos, MTA e combinacdo de ambos em promover
a diferenciacéo celular e estimular a biomineralizacdo por meio da analise da
atividade da fosfatase alcalina e quantificagéo de fosfato.

e Avaliar a formacao de nédulos de mineralizacdo pelo teste Alizarin-red, apos

tratamento com peptideos, MTA e associacdo de ambos.



4. METODOS

4.1DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Este estudo baseia-se
imunomodulador e reparativo, dos PDHs DJK-6 e IDR1018 e sua associagcdo com
MTA em cultura pulpar priméria. Para esse fim, o trabalho foi dividido em 6 fases: Fase
I: definicdo da concentracéo dos peptideos e do MTA. Fase Il: Avaliacdo da atividade
antimicrobiana e antibiofiime. Fase Ill: Definicdo de sistema inflamatério in vitro e

atividade imunomodulatéria. Fase IV: Efeitos da combinacdo dos PDHs com MTA e

na avaliacdo do

potencial

fase VI: Diferenciagdo celular e biomineralizacdo (Figura 2).

o ————

™ N
7 7 Fase Preliminar \
; \
1 Cultura Primdria de células \

| ulpares
\ LD 1

\ T /
\ TA Repair HP 7/
N /7
N 7
< ”

- =

i S s i

i Fase L
Definicao da concentracédo dos
! PDHs e MTA

v' Agdo antibacteriana e antibiofilme

| Fase Ll

I Atividade Imunomoduladora

Definicao de sistema inflamatorio
in vitro
v Viabilidade celular —MTT
v Dosagem de NO
v Expressdo do gene TNFRSF-1— qRTPCR

Efeito dos materiais nos produtos da
resposta imune
v’ Express3o dos genes IL-6 e TNFRSF-1 por

v' Avaliagdo da viabilidade de
Biofilme jovens e maduros

| gRTPCR
v Viabilidade celular — MTT
v’ Migrag3o celular |
\/
\/I ———————————————— ; ! Fase [V I
eitos celulares pés combinacao

| ase | | Ef Tl 6s combinagao |

1 Atividade Antibiofilme : | PDHs e MTA

v Viabilidade celular — MTT
v Morfologia celular - MEV
v' Proliferacdo e migracdo celular [N

v’ qRTPCR — DSPP e TGF-B
v’ Fosfatase Alcalina —ALP e

Producdo de fosfato
A v’ Alizarin-red
/

Figura 2 — Esquema representativo do desenvolvimento da pesquisa.

antimicrobiano,
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4.2 Amostras populacionais

Pacientes encaminhados a cirurgia na clinica odontolégica integrada, da
Universidade Catdlica de Brasilia (UCB) foram convidados a participar da pesquisa.
Primeiramente, 0s pacientes passaram por uma triagem onde foi realizada anamnese.
Em seguida, foi realizado exame clinico intrabucal e extrabucal para avaliacdo e
confirmacédo da necessidade da realizacédo de exodontia. Este projeto foi autorizado
pelo comité de ética em pesquisa em humanos da UCB, sob nimero CEP-UCB CAAE:
7287417000000029 (Anexo 4). Todos pacientes assinaram um termo de
consentimento livre e esclarecido (TCLE), autorizando a utilizacdo do elemento

dentério extraido para pesquisa cientifica.

4.2.1 Critérios de inclusdo

Pacientes de ambos sexos foram incluidos e encaminhados para exodontia de
terceiros molares higidos, com indicacdo de exodontia por razdes ortoddnticas,
traumatismos de tecido mole, auséncia de antagonista ou posicao inadequada para
erupcdo. Estes individuos participaram da pesquisa em casos de &pice aberto,

inclusos ou semi-inclusos, doados de pacientes com idade superior a 18 anos.

4.2.2 Critérios de exclusdo

Pacientes com idade inferior a 18 anos, com terceiros molares afetados com

lesBes cariosas ou doenca periodontal.

4.3 OBTENCAO DE POLPA DENTARIA HUMANA DOS DENTES EXTRAIDOS

Apos a realizacéo da extracéo dentaria, foi realizado um sulco na jungcéo amelo-
dentinaria, utilizando broca cirtrgica ZeKrya (Dentsply Maillefer, Ballaigues, Suica) em
alta rotacéo e sob refrigeracao, com cautela para ndo ocasionar a exposic¢éo do tecido
pulpar ou manipulagéo radicular. Apés, os dentes foram alocados em um tubo tipo

falcon contendo 10 mL de Meio Eagle Modificado por Dulbecco - DMEM (Gibco®,
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Grand Island, NY, EUA), com 200 pL de fungizone anfotericina B (Sigma Aldrich®, St
Louis, EUA) e 10 pL de gentamicina (Sigma Aldrich®) (122). O conjunto foi
transportado ao laboratorio da unidade de Pés-Graduacédo em Ciéncias Gendmicas e
Biotecnologia, no Centro de Analises Protebmicas e Bioquimicas (CAPB), da
Universidade Catolica de Brasilia (UCB).

4.3.1 Cultura primaria de célula pulpar — técnica explant/outgrowth

A remocdo dos tecidos moles residuais e cemento utilizando curetas
periodontais foi realizada em camara de fluxo laminar (Neumar, Sao Paulo, SP, Brasil).
Apos, os dentes foram fraturados utilizado um esculpidor Hollenback n° 03 (Golgran,
Sdo Caetano do Sul, SP, Brasil). Consequentemente, as polpas dentarias foram
removidas com auxilio de pinca (Golgran) e limas endoddnticas tipo K 15 ou 10
(Dentsply Malillefer, Ballaigues, Suica). O conteudo pulpar foi lavado em solugéo salina
tamponada com fosfato (PBS). Apos, a polpa foi seccionada com auxilio de lamina de
bisturi e transferido para placa de 6 pocgos, cultivadas em meio DMEM, contendo alto
teor de glicose (25 Mm), 50 U.mL* de penicilina, 50 pg.mL* de estreptomicina e 20%
de SFB. Posteriormente, a placa foi transferida para uma atmosfera umedecida
contendo 5% de COz2, na temperatura de 37 °C. Apo6s a confluéncia, a monocamada
de células foi removida das placas por meio da incubagdo com 300 pL de solugéo de
tripsina a 0,5% (p/v) (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EUA) e 10 mM de &cido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA) (Sigma Aldrich) durante 2 min a 37 °C. Em
seguida, as células foram coletadas em tubos cbénicos de 50 mL (Corning),
centrifugadas a 1500 rpm por 5 min e transferidas para garrafas pequenas, contendo
meio DMEM, suplementado com 2 nM de glutamina, 50 U.mL? de penicilina, 50
ug.mL? de estreptomicina e 10% de SFB. Essas células foram subcultivadas até a
obtencdo do numero de células suficiente para a realizacdo do experimento (123).
Cada subcultivo foi considerado uma passagem celular. Em virtude da senescéncia

celular, foram utilizadas células entre a segunda e sexta passagens (124).
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4.4 OBTENCAO E PREPARO DOS PEPTIDEOS E MTA

Os peptideos utilizados foram sintetizados pela Peptide 2.0 (Chantilly, Virginia,
EUA), com grau de pureza >95 %. A confirmagédo da massa molecular e pureza foi
analisada por espectrometria de massas MALDI-TOF (Anexo 1A e 1B). Para os
experimentos, os peptideos foram pesados e diluidos em agua ultrapura milli-g. Como
biomaterial comparativo, 0 MTA REPAIR HP (Angelus, Parana, Brasil) (125) foi

manipulado de acordo com as normas do fabricante.

4.5 PREPARO DO EXTRATO DE MTA

O MTA Repair HP (Angelus, Brasil) pesando 0,085¢g foi dividido em quatro
partes iguais. Cada porcao, contendo 0,02125g, foi pesada em balanca de preciséo.
A sequir, cada porcéo foi preparada de acordo com as instru¢des do fabricante. Cada
porcdo de MTA misturado foi inserida em um poco de uma placa de 24 pocos (16,2
mm de didmetro e 2 mm de altura) e incubada a 37 ° C, por 30 min (126). Apds o
tempo de presa, 2,5 mL de meio foram adicionados [meio DMEM suplementado
(Sigma), Meio de infusdo de cérebro e coracdo (BHI) (Sigma) ou meio de caldo
limitado em nutrientes Todd Hewitt (BM2) (fosfato de potassio 62 mM (VETEC, Brasil),
7 mM (NH4) 2S04 (VETEC), 2 mM MgSOu4 (Sigma), 10 uM FeSO4 (VETEC) e 0,5% de
glicose (Sigma)]. As placas foram incubadas a 37 °C, por 24h, de acordo com a
Organizacdao Internacional de Padronizacdo (ISO) 10993-5. ApGs 24h de contato do
MTA com o meio, o sobrenadante de cada poco foi unido, totalizando 10mL. Entéo,
filtrado com filtros estéreis de 0,22 mm. ApoOs essa filtracdo, o novo meio foi
denominado MTA 1:1 ou MTA néo diluido. A partir do meio MTA 1:1, maiores diluigbes
de 1:2 e 1:4 foram criadas (17, 126). Os extratos de MTA foram analisados por matrix
assisted laser desorption ionization (MALDI) (Anexo 2). O inicio do preparo do extrato
foi confeccionado no dia anterior de cada experimento e filtrado no dia da realizagéo
do ensaio. Além disso, foi realizada a checagem de pH de 30 min até 72h, a qual
variou de 9.22 até 6.99.
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4.5.1 Manipulacéo do peptideo adicionado ao MTA

Ap0s obtencéo do extrato de MTA cada poco referente a cada ensaio, recebeu
a concentragdo de MTA estabelecida. Ensaios utilizando a conjungdo de MTA e
peptideos, foram realizados apds experimentos de definicdo de concentracdo. Entao

a concentracdo de peptideo estabelecida foi adicionada em cada poco (18).

4.6 FASE | - DEFINICAO DA CONCENTRACAO DOS PEPTIDEOS ESCOLHIDOS

Para definicAo da concentracdo dos peptideos a serem testadas para
realizagédo dos experimentos que combinam PDHs e MTA, foram utilizados os ensaios
antibacterianos de concentracao inibitéria minima (CIM) e concentracao bactericida
minima (CBM); ensaio de viabilidade de biofilme jovens; ensaio de viabilidade de
células pulpares e o0 ensaio de migracao celular. Para todos 0s ensaios para selecdo
de concentracdo foram avaliados os peptideos DJK-6, IDR1018 avaliando as
concentragdes 2 até 64 ug.mL* e o biomaterial MTA (1:1, 1:2 e 1:4). Ap6s a realizacdo
dos experimentos citados, foram selecionadas as concentracdes com melhores
resultados utilizando as menores concentracées que produziram agao antibacteriana
e antibiofilme, ndo foram citotdxicas para culturas pulpares e ocasionaram melhor

migragao.

4.6.1 Avaliacdo antimicrobiana dos peptideos e do MTA

A avaliacdo antimicrobiana foi avaliada seguindo protocolo de ensaio de
inibicdo de crescimento por micro diluigdo em caldo, segundo national committee for
clinical laboratory standards (NCCLS), utilizando bactéria Streptococcus mutans
(ATCC 25175), mas anteriormente foi necessario estabelecer a curva de crescimento
da bactéria testada.
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4.6.2 Avaliagdo da curva de crescimento e determinagdo de unidades
formadoras de col6nias (UFC) da bactéria S. mutans

A curva de crescimento da bactéria S. mutans, foi realizada a partir de uma
colénia pré-inoculada e incubada em 5 mL de caldo Brain Heart Infusion (BHI) (Kasvi,
Parana, Brasil) a 37 °C, 220 rpm, por uma noite. Posteriormente, 15 pL do pré-indculo
foi adicionado para cada 5 mL de meio BHI e incubado a 37 °C, em 220 rpm. Foi
realizada leitura por densidade 6ptica (D. O.) desse inOculo a cada hora, cujo 100 pL
da suspenséo foi inserido em cada poco (triplicatas) e realizado leitura em leitor de
microplacas (BioTeckPowerWave HT, EUA), em 595 nm. O crescimento da bactéria
S. mutans foi avaliado até a D. O. ser estabilizada. A cada hora, o in6éculo em meio
sélido também foi realizado. Para isso, 100 pL da suspenséo foram submetidas a 10
microdilui¢cdes seriadas (1:10) em solucao salina (0,85% NaCl) e Tween 20 (0,2%)
estéril. A técnica de microgota foi realizada, a partir das microdiluicbes, 3 microgotas
(2 uL cada) de cada diluicao foi inoculada em placas contendo meio BHI 4gar (Kasvi,
Brasil). As placas foram inoculadas por 24h, em 37 °C. Prosseguindo para contagem
de unidades formadoras de col6nias (UFC). Assim, foram correlacionados os valores
da D. O. com as UFC (127) (Anexo 3).

4.6.3 Concentracéo inibitéria minima dos peptideos e do MTA

Pré-indculo de trés colbnias de S. mutans foi realizado em 5 mL de caldo BHI
(Kasvi, Brasil) a 37 °C, 220 rpm, overnight. Posteriormente 100 pL do pré-inoculo foi
adicionado em 4.900 mL de meio BHI e incubado a 37 °C em 220 rpm, incubada até
atingir a absorbancia de 0,25 — 0,30 nm em uma leitura de comprimento de onda de
595 nm. Nessa absorbancia foi considerado uma concentragdo de 1x10’ UFC.mL™.
Assim, com o pré-indculo em fase logaritmica, o ensaio foi reproduzido em meio BHI,
na concentracdo de 2x10° UFC por poco para concentracées testadas dos peptideos
e do MTA. As concentracOes analisadas para determinacao da concentragao inibitoria
minima (MIC) dos peptideos DJK-6 e IDR1018 corresponderam ao intervalo de 2 a
256 pg.mLt. Para o grupo do MTA, foram avaliadas propor¢Ges do extrato,
correspondendo o valor de 1:1, 1:2 e 1:4. Os seguintes controles foram utilizados para

esse experimento: a) bactéria S. mutans em meio BHI; b) bactéria S. mutans em meio
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BHI adicionados a 50 pg.mL* de ampicilina (128); ¢) meio BHI sem o acréscimo de
nenhum outro fator, correspondendo ao branco. Os grupos foram preparados em
triplicatas bioldgicas e triplicata técnica em placas de cultura de 96 pocos (TPP, EUA)
incubada por 18 h, a 37 °C, sob agitacdo media em leitor de microplacas (Bio-Tek
PowerWave HT, EUA), com leituras a cada 30 min a 595 nm. A CIM ou CBM foram
determinadas a partir do crescimento microbiano nos pontos da metade da fase
logaritmica curvas de crescimento realizadas previamente (abs 0,25 - 0,30),

comparados aos controles positivo e negativo (129).

4.6.4 Avaliacédo da viabilidade do biofilme jovem dos PDHs DJK-6, IDR1018, MTA

e acdo conjunta dos peptideos com MTA

4.6.4.1 Atividade em biofilme jovem

Ensaios antibiofilme foram realizados com um pré-inoculo de S. mutans em
meio BHI (Sigma) 37 °C, 220 rpm, durante a noite. A suspensao bacteriana foi diluida
em meio minimo BM2 a 1/100 v / v por poco e cultivada em placa de 96 po¢cos com
fundo em U a 37 °C, por 24h. Biofilme pré-formado foi exposto as concentracdes de 2
a 64 ug.mL* dos PDHs DJK-6 e IDR1018, extratos de MTA nas dilui¢Ges 1:1, 1:2 e
1:4 (Angelus, Brasil) e uma combinacdo de ambos materiais. Posteriormente, para
avaliar a viabilidade do biofilme, 100 pL de meio BM2 e 10 pyL de brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT) (Sigma) foram adicionados a cada poco, e
as microplacas incubadas por 4 h, a 37 °C na auséncia de luz. Apos a solubilizagéo
completa do produto celular, a absorbancia foi lida a 570 nm. O controle positivo foi
representado por cloranfenicol (10 pg.mL?) e bactérias S. mutans, como controle

negativo (96).

4.6.5 Ensaio da viabilidade por MTT de células pulpares apds exposi¢cdo dos
PDHs e MTA

O ensaio de viabilidade celular, foi realizado em cultura pulpar apos o periodo

de 24 e 72h. Foram avaliados a viabilidade de células pulpares, apos a exposi¢ao dos
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PDHs DJK-6 e IDR1018 em concentracdes de 2 a 64 pg.mL1. O biomaterial MTA nas
concentragbes de 1:1, 1:2 e 1:4, também foram avaliados. Para avaliacdo da
viabilidade celular, foi utilizado o ensaio de MTT. Para tanto, foi removido o meio de
cultura, de células cultivadas 24h h antes em placas de 96 pocos (TPP, EUA), e em
seguida adicionado 100 yL de DMEM e 10 pL de solugdo MTT (Sigma), em uma
concentracdo de 5 mg.mL1. As células em contato com a solugdo de MTT foram
incubadas em estufa umidificada na temperatura de 37 °C, pelo tempo de 4h. Em
seguida, 100 uL de dimetilsulféxido — DMSO 100% foi adicionado e a placa lida em
leitor de ELISA, em absorbancia de 570 nm (130).

4.6.6 Ensaio de migracédo celular — método scratch

Neste ensaio, as células pulpares (2,5 x 10° células por poc¢o) foram semeadas
em placas de cultura de 6 pocos (Prolab) em meio DMEM (GIBCO), suplementado
com 100 U.mL* de penicilina (Invitrogen) e 100 pg.mL* estreptomicina (Invitrogen) e
10% de SFB, mantidas até formacdo de uma monocamada confluente. Apés, algumas
das células confluentes foram removidas da cultura de tecidos, com uma ponta de
micropipeta de plastico com um orificio grande, reproduzindo uma ferida. As células
restantes foram lavadas trés vezes com meio citado anteriormente. Entdo, meio
contendo concentragées de 2 a 64 pg.mL' dos PDHs DJK-6 e IDR1018, além do
extrato de MTA (1:1, 1:2, 1:4) foram adicionados. Neste momento, 0 meio de cultura
utilizado foi o DMEM suplementado com 50 U.mL? de penicilina e 50 ug.mL* de
estreptomicina isento de SFB. As culturas foram incubadas e monitoradas por até 48h.
Fotografias com auxilio de microscopia foram realizadas nos tempos de 0, 24 e 48h,
para posteriormente serem analisadas, tratadas e contabilizadas com auxilio do
software Image J (NIH, Bethesda, MD) (123).
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4.7 FASE Il - EFEITO DOS PEPTIDEOS, MTA E COMBINACAO PEPTIDEOS E MTA
NA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA APOS CONCENTRACAO DEFINIDA

A atividade antibiofilme foi realizada em duas situacdes: biofilmes pré-formados
jovens em placas de fundo em U e biofilmes maduros em disco de dentina. Os

controles foram representados por cloranfenicol (10 pg.mL™?) e bactérias S. mutans.

4.7.1 Atividade em biofilme jovem

Apos definicdo das concentracdes dos PDHs e diluicdo do MTA, novos ensaios
antibiofilme foram realizados. Inicialmente foi realizada avaliagdo antibiofilme dos
PDHs, MTA e combinacdo de ambos em biofilmes pré-formados por 24h em placa de
96 pocos com fundo em U . O mesmo protocolo descrito anteriormente, para avaliagéo

da viabilidade de biofilme jovem foi realizado (96).

4.7.2 Atividade em biofilme maduro

Quatorze terceiros molares, com coroas livres de cérie foram usados no estudo
para preparacéo dos discos de dentina para realizacéo de cultura de biofilme formado
em 7 dias, nomeado como biofilme maduro. As coroas dos dentes foram cortadas
transversalmente com uma maquina de corte de disco diamantado no limite do corno
pulpar. Foram utilizados discos de 1 mm de espessura e 4 mm de diametro. Um disco
de cada dente foi obtido, e todo o esmalte adjacente foi removido. Os discos foram
tratados com EDTA 0,5 M por 60 s para ambos os lados e, a seguir, lavados com agua
destilada em abundancia. Posteriormente, os discos foram embalados
individualmente e esterilizados em autoclave (vapor saturado sob pressdo). Apos
autoclavagem, os discos de dentina foram inseridos no fundo de uma placa de 24
pocos. Sequencialmente, a suspensao bacteriana de S. mutans (ATCC 25175) foi
diluida em meio BHI a 10/990 v / v por poco e cultivada em disco a 37 °C, por 7 dias.
Apos o tempo decorrido, o disco de dentina e o biofilme foram removidos do pogo e
lavados suavemente com PBS e, em seguida, inseridos em uma nova placa de 24

pocos. O biofilme foi exposto aos PDHs, extratos de MTA (Angelus, Brasil) e
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combinacdo de ambos por 24h. A bactéria S. mutans em meio BHI foi o controle
positivo. Apos 24h, o disco foi lavado em PBS duas vezes para remover o meio de
cultura e as células ndo aderentes. Em seguida, a superficie do disco foi corada com
50 pL de kit de viabilidade bacteriana live/dead baclight composto de SYTO 9 e iodeto
de propidio (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA). Em seguida, foram
incubados em temperatura ambiente por 10 min; eles foram lavados com PBS e
observados usando um microscopio de varredura a laser confocal invertido (Leica
TCS-SPE; Leica Biosystems CMS, Mannheim, Alemanha). Cinco capturas de
imagens foram feitas de cada amostra com uma lente de 6leo 40x. Cada imagem era
representativa de um campo de 275 x 275 pm?. As imagens foram entdo transferidas
para o software Imaris 7.2 (Bitplane Inc, St Paul, MN). A ferramenta de analise de
biofilme foi utilizada para avaliar os 5 campos de cada amostra. O teste foi realizado
em duas repeti¢des de individuos, conduzidas em dias diferentes. Os resultados para
cada grupo geraram uma meédia Unica, representativa de 10 campos de duas amostras

bioldgicas (96).

4.8 FASE Ill - AVALIACAO DA ATIVIDADE IMUNOMODULATORIA DOS
PEPTIDEOS E DO MTA

4.8.1 Preparo dos antigenos microbianos mortos pelo calor

O microrganismo S. mutans (ATCC 25175) foi selecionado para este estudo e
utilizado na forma de antigeno morto pelo calor, como relatado em estudos prévios
(131, 132). Desta forma, o preparo do antigeno envolveu a coleta de colénias recém
repicadas que foram ressuspensas em tampao PBS (separadamente) e quantificadas
por D.O. Posteriormente, estes foram aquecidos a 121 °C, durante 50 min e
posteriormente armazenados a -20 °C. A morte destes microrganismos foi confirmada
a partir de inoculacdo de uma aliquota de cada antigeno em meio liquido e nova
incubacédo por 24h (133).
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4.8.2 Definicdo dos estimulos utilizados para reproducdo de sistema

inflamatério

Anteriormente a realizagdo dos ensaios definitivos, foram realizados
experimentos para determinar a concentracdo e 0s estimulos necessarios para

realizacdo de um sistema in vitro que se assemelhe ao processo inflamatorio pulpar.

4.8.2.1 Viabilidade celular = MTT

Para avaliacdo da concentracdo de antigeno a ser utilizada em células
pulpares, foram avaliadas as concentracées de 1x10° até 1x108 (UFC por poco).
Foram utilizadas como controle negativo, células pulpares expostas ao meio de
cultura. Como controle positivo, as células pulpares foram expostas ao meio de cultura
e solucao de lise (10 Mm Tris, pH 7,4, 1 Mm EDTA e 0,1% triton X-100). Também
foram testados os estimulos rIFN-y, LPS, a uniao de ambos e as concentragdes de
antigeno em conjunto com rIFN-y. Apds foi realizado o ensaio de viabilidade celular

durante 24 e 72h, utilizando o método de MTT, como mencionado anteriormente.

4.8.2.2 Dosagem de 6xido nitrico (NO)

A producéo de nitrito nos sobrenadantes das culturas foi avaliada pelo método
de Green (134), com adaptac¢des. Foram transferidos 100 uL dos sobrenadantes de
cultura para placas de 96 pogos (TPP, EUA), acrescidos de 100 uL de DMEM (Gibco,
EUA) suplementado nos pocos da curva padréo de nitrito de sédio. Em seguida, foram
adicionados 100 pL de uma solucéo de sulfanilamida a 1% em acido fosférico 2,5% e
naftiletilenodiamina 1% em acido fosférico 2,5%, na proporcao de 1:1. Apés 10 min de
incubacao a temperatura ambiente, foi realizada leitura em leitor de microplacas (Bio-
Tek PowerWave HT, EUA), a 490 nm. A quantidade de nitrito foi calculada a partir da
equacgao da curva padrao de nitrito de s6dio (1,5625 uM a 200 uM) (134).
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4.8.2.3 Andlise da expressédo génica do marcador inflamatério — TNFRSF-1 por gPCR

Os niveis de RNA mensageiro do Receptor do Fator de Necrose Tumoral 1 —
TNFRSF-1 e gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase - GAPDH foram avaliados por
gPCR apods 24h da cultura celular exposta ao LPS, IFN-y, LPS + IFN-y, concentracoes
de antigeno morto pelo calor de S. mutans em concentracdes de 1x108 e 1x107 (UFC
por po¢o), além das mesmas concentracdes adicionadas a IFN-y. O método utilizado
correspondeu a PCR em tempo real com StepOnePlus ™ Real-Time PCR System
(Applied Biosystems, ThermoFisher Scientific, California, EUA) nas condi¢es
recomendadas pelo fabricante. Cada reacdo teve um volume final de 10 pL,
consistindo em: 0,5 uL de TagMan® Small RNA Assay (20X); 0,66 uL de cDNA; 5 uL
de TagMan® Universal PCR Master Mix Il (2x) e 3,83 pyL de agua sem nuclease com
a sonda TagMan® (Invitrogen ™ ThermoFisher Scientific - KIT g-PCR Assay). Ao final
desses ciclos, os resultados foram analisados para determinar a diferenca na
expressdo de miRNA nas amostras testadas. Os niveis relativos de expressdo no
grupo experimental foram calculados por A (ACT) (ACTControle ~ACTExperimento)
(135).

4.8.3 Efeito dos peptideos, MTA e combinacdo dos peptideos com MTA nos
produtos daresposta imune

ApoOs o estabelecido do sistema in vitro envolvendo a utiliza¢do do interferon-y
(IFN-y) e lipopolissacarideos (LPS), os efeitos dos peptideos, MTA e combinacéo de
peptideos e MTA foram observados em todas essas condi¢cdes simuladas. Assim, as
células pulpares foram semeadas em triplicatas biolégicas em placas de 6 pogos com
meio DMEM suplementado, a uma densidade de 2,5x10° células / poco e estimuladas
com IFN-y e LPS por 24h. Apds esse periodo, peptideos, MTA e uma combinacao de
ambos peptideos e MTA foram expostos as células pulpar por 24h. Posteriormente,
os niveis de RNA mensageiro de Interleucina IL-6, TNFRSF-1 e GAPDH foram
avaliados com o sistema StepOnePlus ™ Real-Time PCR (Applied Biosystems,
ThermoFisher Scientific, Califéornia, EUA), nas condi¢des recomendadas pelo

fabricante.
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4.9 FASE IV — EFEITOS DA RESPOSTA CELULAR APOS COMBINACAO DO MTA
E PEPTIDEOS

4.9.1 Avaliacdo da citotoxidade dos peptideos, MTA e do peptideo em conjunto
com extratos do MTA em células pulpares - MTT

ApGs a definicdo das concentracdes dos PDHs e do MTA, novos ensaios para
avaliar a viabilidade celular apds exposicdo dos materiais em 24, 48 e 72h foram
realizados, utilizando o método de MTT. Porém nesse momento foram adicionados
novos grupos, correspondendo aos grupos dos PDHs em conjunto com extrato de
MTA. Para este experimento, 0s grupos controles foram representados por: a) Célula
pulpar primaria e meio de cultura suplementado com SFB 10%; b) Célula pulpar
primaria, meio de cultura suplementado com SFB 10% e solucao de lise (10 Mm Tris,
ph 7,4, 1 Mm EDTA e 0,1% triton X-100) (136).

4.9.2 Analise da morfologia celular por Microscopia Eletrénica de Varredura
(MEV)

A avaliacdo da morfologia celular apos tratamento com os peptideos DJK-6,
IDR1018, MTA e peptideo adicionado ao MTA foi realizada em microscopio eletrénico
de varredura (JSM-7000F Scanning Microscope, JEOL, EUA). Para isso, laminulas de
vidro quadradas com 18 mm x 18 mm (Fisher Scientific, Suwanee, GA, EUA) foram
posicionadas na base da placa de 6 pocos (Prolab, Sdo Paulo, SP, Brasil), antes do
cultivo das células. Em seguida, 2 mL de meio de cultura DMEM suplementado com
10% de SFB foi inserido, seguindo pelas células (2 x 10°). Apés 24h, foi realizada a
insercédo dos peptideos e do material MTA que permaneceram por mais 24h. Apos
esse periodo, a laminula foi fixada em glutaraldeido 2,5% por 24h, seguindo por duas
lavagens com cacodilato de sédio. Posteriormente, as células foram fixadas em
tetroxido de ésmio 1% por 30 min em capela e realizado desidratagdo em solucéo de
acetona 30, 50, 70, 95 e 100%. Apds secagem da laminula, esta foi metalizada e

analisada em microscopio eletrénico de varredura (JMST33A Scanning Microscope,
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JEOL, EUA) (57). As imagens foram captadas em aumentos de 300x, 1500x e 3000x
para avaliagdo da morfologia celular da cultura pulpar primaria.

4.9.3 Efeito dos peptideos, MTA e combinacdo dos peptideos e MTA na
proliferacdo e migracao de células pulpares

4.9.3.1 Proliferacdo de células pulpares

Células pulpares (1x10* células / poco) foram cultivadas em placas de 96
pocos, por 24h. Em seguida, a cultura foi exposta aos PDHSs, extrato de MTA Repair
HP e combinacdo de ambos. As culturas celulares foram incubadas a 37 °C e 5% de
CO2 por 24 e 48h. A proliferagéo celular foi avaliada usando a coloragdo Trypan Blue
(Sigma) 0,4%, entdo as células foram contadas imediatamente, utilizando camara de
Neubauer (Brand GmbH, Wertheim, Alemanha) sob um microscépio com ampliacédo
de 40X, apos as células serem recuperadas por tripsina (0,025%) e EDTA (0,01%)
(137). Todas as contagens foram realizadas, utilizando a média de trés réplicas
técnicas e biolégicas de cada amostra em cada tempo experimental e comparadas

com o namero celular inicial do experimento (137).

4.9.3.2 Ensaio de migracao celular — método scratch

Apés definicdo das concentracbes dos PDHs utilizadas, novo ensaio de
migracao celular foi realizado. Neste momento, as células pulpares foram expostas
aos PDHs, MTA e combinacdo de ambos, por 24h e 48h. O método foi conduzido

conforme relatado anteriormente (123).
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4.10 FASE V - AVALIACAO DO POTENCIAL DOS PEPTIDEOS, MTA E PEPTIDEOS
EM CONJUNTO COM MTA NA DIFERENCIACAO ODONTO/OSTEOGENICA E
BIOMINERALIZACAO

As células pulpares foram cultivadas em placas de 6 pocos em densidade de
5x10* (célula/poco) por 14 dias em meio de cultura odonto/osteogénico, PDHs, MTA
e unido de ambos. Meio de cultura contendo alto teor de glicose (25 mM) e
suplementado com 50 U.mL de penicilina, 50 uyg.mL* de estreptomicina e 10% de
SFB (meio de cultura padrdo), foi utilizado como meio de controle negativo. Células
cultivadas com meio de diferenciacdo odonto/osteogénica contendo meio DMEM
suplementado com 10-® mol.L* de dexametasona (Sigma Aldrich®), 0,05 g.L* de &cido
ascorbico (Sigma Aldrich®) e 2,16 g.L™* de glicerol 2-fosfato dissédico (Sigma Aldrich®)
(138), foram utilizadas como controle positivo. Posteriormente procedimentos para

realizagdo de qPCR foram conduzidos.

4.10.1 Analise da expressao génica de marcadores de biomineralizagdo

A expressao génica de DSPP e TGF-f3 foram avaliados por PCR em tempo real
com StepOnePlus™ Real-Time PCR System (Applied Biosystems, ThermoFisher
Scientific).

4.10.1.1 Extracao de acido ribonucleico (RNA) total

Apbs estimulacdo com DJK-6, IDR1018, extrato de MTA e extrato de MTA com
0s peptideos, as células foram coletadas para a extracdo de RNA total pelo método
de trizol (ThermoFisher Scientific, Califérnia, EUA). Para isso, apos 14 dias foi utilizado
1000uL de Trizol em contato direto com a cultura celular. As amostras foram
homogenizadas, mantidas a temperatura ambiente por 5 min e centrifugadas a 2.100
rpm, por 5 min. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo, ao qual foram
adicionados 200 pL de cloroférmio (ThermoFisher Scientific). As amostras foram
homogenizadas e mantidas a temperatura ambiente, por 10 min. Posteriormente,

foram centrifugadas a 4 °C, a 8.000 rpm, por 20 min. Apos a centrifugacéo, a fase
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aquosa foi transferida para um novo tubo de 1,5 mL, ao qual foi adicionado 500 uL de
isopropanol (ThermoFisher Scientific). A mistura foi homogeneizada com auxilio de
aparelho vortex e incubada no gelo, por 10 min. Apdés a incubacéo, as amostras foram
centrifugadas a 12.000 rpm por 10 min e o sobrenadante foi descartado. Entdo, 1 mL
de etanol 70% gelado foi adicionado ao pellet, e o tubo foi centrifugado a 12.000 rpm,
por 5 min. O sobrenadante foi novamente descartado; o pellet de RNA mantido a
temperatura ambiente até secagem final e por fim, o pellet foi ressuspenso em 30 L
de dgua RNAse free (ThermoFisher Scientific) (139).

4.10.1.2 Quantificacdo e pureza do RNA total

O RNA total foi quantificado utilizando o método de Qubit (Invitrogen™
ThermoFisher Scientific, California, EUA). Para isso 1 yL do fluoréforo foi adicionado
a 199 pL do tampao. Apds homogeneizagao foi removido 1 uL da reagao e adicionado
1 uL da amostra testada. Entdo a mistura ficou acondicionada em ambiente com
auséncia de luz, em temperatura ambiente por 2 min. Apés foi realizada leitura no
equipamento Qubit, resultando na concentragdo em pg.mL-1, a partir do volume inicial
de amostra (1 yL). Em conjunto com a quantificagdo por Qubit também foi utilizado
espectrofotometro Nanodrop (Thermo Scientific, Wilmington, DE), para avaliar a
qualidade das amostras utilizadas e possiveis contaminantes. O grau de
contaminacgao por proteinas foi verificado por meio da razdo entre 0os comprimentos
de onda 260 nm e 280 nm. Razdes entre 1,7 e 2,2 foram consideradas adequadas
(37, 135).

4.10.1.3 Sintese de cDNA

Em seguida, DNA complementar (cDNA) foi sintetizado a partir de 450 ng de
RNA. Em conjunto com RNA, foi adicionado 10 pL do mix preparado com o High
Capacity cDNA Reverse Transcription Kit® (Applied Biosystems/ThermoFisher
Scientific). Utilizando o Kit, foi adicionado 3,2 uyL de agua RNAse free (Invitrogen™
ThermoFisher Scientific); 2 yL do Buffer RT 10X (Invitrogen™ ThermoFisher
Scientific); 0,8 yL do mix de dNTP 25X (Invitrogen™ ThermoFisher Scientific); 2 uL de

Random Primers RT 10X (Invitrogen™ ThermoFisher Scientific); 1 pL do Inibidor de
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RNAse 20U/uL (Invitrogen™ ThermoFisher Scientific); e 1 yL de MultiScribe™
Reverse Transcriptase (Invitrogen™ ThermoFisher Scientific). Posteriormente, as
amostras foram submetidas ao ciclo de temperatura em um termociclador: 10 min a
25 °C; 120 min a 37 °C; 5 min a 85 °C e 4 °C até que as amostras fossem retiradas

do termociclador e armazenadas em freezer a -20 °C (135).

4.10.1.4 PCR em tempo real

A andlise de expressdo génica foi realizada por gPCR com StepOnePlus™
Real-Time PCR System (Applied Biosystems, ThermoFisher Scientific). A fim de
verificar a expressao de genes indicativos de diferenciacdo odontogénica e
mineralizacdo dentinaria foram avaliados a expressao dos genes DSPP, TGF- e
GAPDH, como gene constitutivo. A reacao de quantificacéo foi preparada de acordo
com as recomendacdes do fabricante. Cada reacdo apresentou um volume final de
10 L, sendo composto por: 0,5 uL de TagMan® Small RNA Assay (20X); 0,66 uL de
cDNA; 5 uL de TagMan® Universal PCR Master Mix Il (2x) e 3,83 pL de Agua
Nuclease free com a sonda TagMan® (Invitrogen™ ThermoFisher Scientific - KIT g-
PCR Assay). A amplificagéo foi realizada sob as seguintes condigdes: ativagdo da
enzima AmplaTaq Gold (Applied Biosystems), a 95 °C durante 2 min, seguido de 40
ciclos a 95 °C, durante 1 s para desnhaturacdo do DNA e 60 °C, durante 20 s para
emparelhamento e polimerizacao do iniciador. Os resultados foram analisados com
base nos valores de CT, tal valor refere-se ao niumero de ciclos de PCR necessérios
para que o sinal o fluorescente chegue o limiar de deteccao escolhido. Os resultados
individuais expressos em valores de CT foram transferidos para planilhas para
realizacdo da analise por 2-AACT (135). Foi utilizada adgua desionizada destilada

como controle negativo de cada par de sonda de iniciadores (135).

4.10.2 Producéo de fosfatase alcalina

A atividade da enzima fosfatase alcalina (ALP) foi medida pelo método
colorimétrico de p-nitrofenil fosfato (pNPP), usando o kit de atividade de dietanolamina

de fosfatase alcalina (Sigma). Apos 14 dias de contato celular com o0 meio
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osteogénico, HDPs e MTA, as células foram lavadas duas vezes com PBS e
incubadas em 0,05% Triton X-100 por 20 min em temperatura ambiente, sob agitacao.
As células foram transferidas para um tubo de 1,5 mL, agitadas por 20 s, centrifugadas
por 15 min a 4 ° C e 2500 rpm, e mantidos em gelo por 20 min. Aliguotas de lisado
celular foram incubadas com p-nitrofenil fosfato (pNPP) como substrato a 37 ° C por
60 min. A reacédo foi interrompida pela adi¢cao de 5 pyL de NaOH 1N, e a absorbancia
foi medida em 405 nm usando o espectrofotdmetro (SpectraMax M2, Molecular
Devices, EUA). Normalizacédo de alcalino a atividade da fosfatase foi mantida pela

proteina total avaliada pelo método Qubit (140).

4.10.3 Quantificacao de fosfato

A determinacdo da concentracdo de fosfato foi verificada a partir do
sobrenadante das culturas de células pulpares apdés 14 dias experimentais em
condicBes osteogénicas. O teste foi realizado com o kit Phosphate Colorimetric Assay
(Sigma-Aldrich, EUA), de acordo com as instrugdes do fabricante. Os niveis de fosfato
foram expressos em nanomolar (nM), apés comparagdo com a curva padrao proposta
pelo kit (0 — 5 nMol) (141).

4.10.4 Avaliacdo da formacdo de nodulos de mineralizacdo pelo método de

Alizarin-red

Apbs 14 dias de exposicao das células pulpares ao meio odonto/osteogénico e
aos PDHs, MTA e unido de ambos, a formacdo de nodulos de mineralizagédo foi
avaliada pela coloracdo Alizarin Red (Sigma). Para isso, apés 14 dias o meio foi
removido, as ceélulas foram lavadas com PBS e posteriormente as células foram
fixadas em formaldeido a 4% por 15 min. Logo apds, foram enxaguadas com PBS e
coradas com 40 mM de reagente de coloracdo com vermelho de alizarina por 30 min
sob agitagdo. As células foram lavadas quatro vezes com 4gua destilada. As amostras
resultantes foram analisadas qualitativamente e fotografadas em microscopio
invertido (140). Para uma analise quantitativa, uma proporcéo de 4:1 de acido acético

a 10% (Dinamica, Indaiatuba, Sdo Paulo, Brasil) e metanol (Dinamica) foi adicionada
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a cada poco para dissolugdo dos nodulos calcificados. Em seguida, o sobrenadante
foi avaliado por espectrofotdmetro em absorbancia de 405 nm (142).

4.11 ANALISES ESTATISTICAS

Todos os experimentos foram realizados em triplicatas técnicas e biologicas.
Somente 0 ensaio para avaliagdo da viabilidade de biofilmes maduros, foram
realizados em duplicata. Os resultados foram submetidos ao calculo da média e
desvio padrdo para cada experimento. Em seguida foi realizada a verificacdo de
normalidade (teste de Kolmogorov Smirnov) e posterior estatistica paramétrica,
mediante a analise de variancia de um fator (one way ANOVA) e quando necessario
two way ANOVA. As analises foram consideradas a um nivel de significancia de 95%.

A andlise estatistica foi realizada no software Graph Pad Prism 5 (California, EUA).
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5 RESULTADOS

5.1 DETERMINAGCAO DA ESCOLHA DOS PEPTIDEOS E DAS CONCENTRACOES
UTILIZADAS NOS ENSAIOS CELULARES

5.1.2 Avaliacdo da CIM e CBM dos peptideos DJK-6, IDR1018 e do biomaterial
MTA

Os peptideos DJK-6 e IDR1018, além do MTA foram analisados quanto a sua
atividade de inibicdo da bactéria S. mutans (ATCC 25175). Observou-se que nenhum
peptideo testado demonstrou atividade antibacteriana contra bactéria S. mutans em
estado planctdnico, até a concentragdo maxima testada de 256 pg.mL 1. Além disso,
o biomaterial MTA Repair HP ndo demonstrou eficacia antibacteriana contra S.

mutans, em nenhuma diluicdo testada (Tabela 1).

S. mutans (ATCC 25175)

Material testado CIM CBM
(Hg.mL-Y/pM) (Hg.mLY/pM)
IDR1018 >256/167 >256/167
DJK-6 >256/ 153 >256/153
MTA (1:1) ND ND
MTA (1:2) ND ND
MTA (1:4) ND ND

Tabela 1 - Atividade antimicrobiana dos peptideos IDR1018, DJK-6 e do biomaterial MTA contra o
microrganismo S. mutans in vitro. Os controles positivos foram cloranfenicol 10 pg.mL1. A concentragao
inibitéria minima (CIM) e concentracéo bactericida minima (CBM) estdo representadas em pg.mL-1/uM.
ND — néo detectado.
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5.1.3 Avaliagao da viabilidade do biofilme em diversas concentragées dos PDHs
DJK-6, IDR1018, do biomaterial MTA e acao conjunta dos PDHs com MTA

Quando o biofilme jovem pré-formado foi exposto a 32 e 64 pug.mL* do peptideo
DJK-6, uma reducéo de 76,8% e 89,8%, respectivamente do biofilme foi observado.
Notou-se diferenca estatistica entre as concentracdes de 4 a 16 pg.mL* do peptideo
DJK-6 com as concentracdes de 32 e 64 ug.mL* deste mesmo peptideo (Figura 3A).
Além disso, percebemos uma reducdo da viabilidade bacteriana em todas as
concentragfes testadas (4 a 64 ug.mL?), quando comparado ao controle negativo,
cultura de S. mutans em biofilme, na auséncia de tratamento.

Em relagcdo ao peptideo IDR1018, observou-se que as concentracfes de 32
ug.mL? e 64 pg.mL?! deste peptideo reduziram 85% e 87% do biofime,
respectivamente. No entanto, concentracées, menores deste peptideo (8 e 16 pg.mL"
1), reduziram apenas 27% e 29%, respectivamente do biofilme (Figura 3B), avaliando
diferencas estatisticas entre as menores concentracdes testadas com as maiores, 32
ug.mL? e 64 pg.mL*. Além do mais, tais concentracdes (32 ug.mL? e 64 pg.mL?) ndo
apresentaram diferenca estatistica em relacdo ao controle positivo (Figura 3B).

Quando avaliado o extrato do biomaterial MTA foi possivel observar uma
reducdo de 92% do biofilme, quando este foi utilizado na proporcdo de 1:1. Porém,
guando analisado propor¢des menores do mesmo extrato (1:2 e 1:4), percebeu-se
reducado de 62% e 60% do biofilme, respectivamente. Notou-se que nao ha diferenca
estatistica do extrato de MTA na concentracao de 1:1 com o controle positivo, diferente

do que se observou nas menores concentracdes testadas (Figura 3C).
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Figura 3 — Viabilidade do biofiime jovem de S. mutans apds exposicdo dos peptideos DIK-6 (A),
IDR1018 (B) e do biomaterial MTA (C). O controle positivo foi representado pela cultura bacteriana na
presenca do cloranfenicol 10 pg.mL* e o controle negativo, apenas pela bactéria S. mutans, em meio
BM2. p<0,05 foi representado por (*) quando a diferenca estatistica foi em relagdo ao controle negativo;
(#) em relagao a concentracéo de 4 pg.mL%; (&) em relagdo a concentragéo de 8 pg.mL%; (+) em relagao
a concentracdo de 16 pg.mL?; (8) em relagdo a concentragdo de 32 pg.mL?; (y) em relagdo a
concentracao de 64 pg.mL; (A) em relagdo ao MTA (1:1). Diferengas estatisticas verificadas pelo teste
one-way ANOVA e pds teste Tukey's.

Apés avaliar a atuacéo efetiva dos peptideos DJK-6, IDR1018 e do biomaterial
MTA contra biofilme de S. mutans, foi proposto a analise dos peptideos em conjunto
com o extrato do MTA, a fim de verificar se ocorreria maior agéo antibiofilme.

Analisando os dados obtidos ap0s esta juncdo, percebeu-se que ocorreu

reducdo de 92% do biofilme na presenca de extratos do MTA com o peptideo DJK-6
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na concentracdo de 4 pg.mL?. Também foi observado que quanto maior a
concentracdo do peptideo nesta associacdo, maior a reducdo do biofilme. De modo
gue nao foram observadas diferencas estatisticas comparando-se o controle positivo
com os grupos contendo extratos do MTA com DJK-6 nas concentracdes de 16, 32 e
64 pg.mL 1. Estas concentracdes de peptideo nesta associacéo, levaram a reducées
de 95%, 96% e 97% do biofilme (Figura 4A).

Ao avaliar a adi¢do do peptideo IDR1018 ao extrato do MTA, percebemos maior
reducao do biofilme a medida que a concentracédo do peptideo foi aumentada. Assim,
notou-se que a concentracdo de 64 pg.mL' promoveu uma reducédo de 99,4% do
biofilme, ap6s 24h de exposicdo. Também ndo foram observadas diferencas
estatisticas dos grupos contendo extrato de MTA com o peptideo IDR1018 nas
concentracées de 16, 32 e 64 pug.mL? com o grupo controle positivo. Notaram-se
diferencas estatisticas entre 0os grupos contendo extratos de MTA e o peptideo
IDR1018, nas concentracdes de 4 e 8 ug.mL?, com os grupos que continham 16, 32
e 64 pg.mL? do peptideo (Figura 4B).
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Figura 4 — Viabilidade do biofilme jovem de S. mutans apos exposicao dos peptideos DIK-6 (A),
IDR1018 (B), em conjunto com MTA. O controle positivo foi representado pela cultura bacteriana na
presenca do cloranfenicol 10 pg.mL* e o controle negativo, apenas pela bactéria S. mutans, em meio
BM2. p<0,05 foi representado por (*) quando a diferenca estatistica foi em relagcao ao controle negativo;
(#) em relagao a concentracéo de 4 pg.mL%; (&) em relagdo a concentracéo de 8 pg.mL%; (+) em relagao
a concentracao de 16 pg.mL?; (d) em relagdo a concentragdo de 32 pg.mL?; (y) em relagdo a
concentracdo de 64 ug.mL; (A) em relagdo ao MTA (1:1). Diferengas estatisticas verificadas pelo teste
one-way ANOVA e pds teste Tukey’s.



66

Percebendo a capacidade antibiofilme da conjuncé&o do biomaterial MTA com
0s peptideos, notou-se a necessidade de comparar se tal redu¢cédo do biofilme seria
diferente da atuacdo apenas do extrato do MTA (proporcdo 1:1). Deste modo,
observou-se que a presenca de 32 e 64 ug.mL* de DJK-6 no extrato do MTA, levou a
61% e 69% de reducdes do biofilme, respectivamente, em comparacao com extratos
do MTA (proporcéo 1:1) (Figura 5A). Em adicéo, quando 32 e 64 pg.mL* do peptideo
IDR1018 foram adicionados ao extrato do MTA, percebeu-se reducdes do biofilme em
76% e 98%, em relacéo ao extrato de MTA (Figura 5B).
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Figura 5 - Média de absorbancia do biomaterial MTA avaliado em conjunto com peptideos DJK-6 e
IDR1018 contra o microrganismo S. mutans in vitro. Analise comparativa com o biomaterial MTA na
concentracdo de 1:1. O controle positivo foi representado por cloranfenicol 10 ug.mL? e o controle
negativo, apenas pela bactéria S. mutans, em meio BM2. p<0,05 foi representado por (*) quando a
diferenca estatistica foi em relagdo ao controle negativo; (#) em relagéo a concentragdo de 4 pg.mL;
(&) em relacdo a concentracdo de 8 pug.mL?; (+) em relacdo a concentragdo de 16 pg.mL?; (3) em
relacdo a concentracédo de 32 pg.mL1; (y) em relagdo a concentragao de 64 ug.mL-1; (A) em relagdo ao
MTA (1:1). Todos os gréaficos representam médias e erro-padrdo da absorbancia de trés réplicas
biolégicas em triplicatas. Diferencas estatisticas verificadas pelo teste one-way ANOVA e poés teste
Tukey’s.
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5.1.4 Viabilidade celular ap6s exposicao de diferentes concentracdes dos PDHs
e do MTA

Afim de avaliar a viabilidade celular apds insercdo de cada peptideo em
diferentes concentracdes (2 a 64 pug.mL™1), foi realizado o ensaio de MTT. Observou-
se que na presenca do peptideo DJK-6, a viabilidade celular foi mantida, em ambos
0s tempos avaliados (Figura 6A e 6B). Entretanto, pode-se destacar que na presenca
do peptideo IDR1018, a viabilidade celular foi diminuida na medida que a
concentracdo do peptideo foi aumentada. Assim, observou-se reducéao significativa da
viabilidade celular em 16% na concentracédo de 16 pg.mL™, 25% na concentracdo de
32 pg.mL?! e 23% na concentracdo de 64 pg.mLt. Contudo, notou-se indicios de
recuperacao celular apos 72h de incubacéo, retornando a viabilidade celular a valor
similar ao controle (Figura 6C e 6D).

Além da andlise da viabilidade celular na presenca dos peptideos de modo
independente, também foi avaliada a viabilidade celular na presenca de extratos do
MTA nas proporcfes de 1:1, 1:2 e 1:4, separadamente. Observou-se manutencéo da
viabilidade celular independente da concentracdo e periodo de exposicao testados
(Figura 6E e 6F).
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Figura 6 - (A) Viabilidade celular apos exposicéo celular ao peptideo DJK-6, por 24h. (B) Viabilidade
celular apés exposicéo celular ao peptideo DJK-6, por 72h. (C) Viabilidade celular apds exposicao
celular ao peptideo IDR1018, por 24h. (D) Viabilidade celular apds exposicdo celular ao peptideo
IDR1018, por 72h. (E) Viabilidade celular apés exposi¢cdo celular ao extrato de MTA, por 24h. (F)
Viabilidade celular apds exposi¢cao celular ao extrato de MTA, por 72h. Todos os gréficos representam
médias e erro-padrdo da absorbéancia de trés réplicas biolégicas em triplicatas. (*) representam
diferencas estatisticas entre os grupos em comparac¢ao com o grupo de célula pulpar, quando p<0.05.
Diferencas estatisticas verificadas pelo teste one-way ANOVA e pés teste Tukey’s.



69

5.1.5 Ensaio de migracéo na presenca do peptideo DJK-6, IDR1018 e do extrato
do biomaterial MTA analisados de forma independente

Cada peptideo e o extrato do MTA foram avaliados separadamente, em tempos
de 24 e 48h. O valor absoluto de células migradas para o interior da ferida foi
contabilizado e correlacionando a sua concentracdo. Tal analise pode ser analisada
por graficos, conforme demonstrado em cada topico e nas figuras dispostas apds cada

topico.

5.1.6 Ensaio de migracdo na presenca do peptideo DJK-6

O ensaio para andlise de migracdo de células pulpares in vitro para
determinacdo da concentracdo de peptideo a ser utilizado demonstrou que em
comparacao com o controle, observou-se aumento de 53%, 89% e 82% na taxa
migratoria, quando o peptideo DJK-6 foi utilizado nas concentracdes de 8, 16 e 32
ug.mL?, em 24h (Figura 7A e 8). Porém, esse aumento apresentou declinio, na
medida que ocorreu aumento da concentracédo do peptideo testada para 64 pug.mL?,
apresentando aumento de 43% na taxa de migracéao celular, em relacdo ao controle.
Em 48h, observou-se 0 mesmo padréo de migracao, notando aumento de 59% e 49%,
na taxa de migracdo, na presenca das concentracées de 16 e 32 ug.mL* do peptideo,
guando comparado ao controle. Também foi observado um declinio na taxa de
migracdo na presenca de 64 pg.mL™* do peptideo, observando aumento de apenas

16%, quando comparado ao controle (Figura 7B e 8).
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Figura 7. Avaliacdo do comportamento migratério de cultura de células pulpares primarias exposta ao
peptideo DJK-6. (A) Avaliacdo do nimero de células migradas para o interior da ferida utilizando o
peptideo DJK-6, nas concentragfes de 2 a 64 pg.mL1, no tempo de 24h. (B) Avaliacdo do nimero de
células migradas para o interior da ferida apés 48h. p<0,05 foi representado por (*), comparado com o
grupo de célula pulpar sem estimulo. Diferencas estatisticas verificadas pelo teste one-way ANOVA e
pos teste Tukey’s.
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Figura 8 - Ensaio de migracao celular em cultura pulpar priméaria, através do método de scratch, foi avaliado o comportamento migratério celular em contato
com peptideo DJK-6, em concentracdes de 2 a 64 ug.mL, nos tempos de Oh, 24h e 48h. Os pontos denotam a presenca de célula.
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5.1.7 Ensaio de migracdo na presenca do peptideo IDR1018

Os ensaios para analise de atividade migratéria de células pulpares, quando
em contato com o peptideo IDR1018 demostraram que quanto maior a concentracao
desse peptideo na cultura de células pulpares primarias, menor foi a capacidade de
migracao dessas células in vitro, quando comparado com controle. Observou-se maior
migracao celular quando as culturas foram incubadas com 16 pg.mL* deste peptideo,
apos 24h, correspondendo a um aumento de 50%, quando comparado ao controle
(Figura 9A e 10). Quando avaliada a migracao ap0s 48h, observou-se diminuicdo de
92% na taxa de migragdo celular na presenca de 64 ug.mL? do peptideo IDR1018
(Figura 9B e 10).
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Figura 9. Avaliacdo do comportamento migratério de célula pulpar priméria quando exposto ao peptideo
IDR1018. p<0,05 foi representado por (*), comparado com o grupo de célula pulpar sem estimulo. (A)
Avaliacdo do numero de células migradas para o interior da ferida utilizando o peptideo IDR1018 nas
concentracdes de 2 a 64 pug.mL1 no tempo de 24h. (B) Avaliacdo do numero de células migradas para
o interior da ferida no tempo de 48h. Diferencas estatisticas verificadas pelo teste one-way ANOVA e
pos teste Tukey's .
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Figura 10 - Ensaio de migrag&o celular em cultura pulpar priméria, através do método de scratch, foi avaliado o comportamento migratdrio celular em contato
com peptideo IDR1018, em concentragdes de 2 a 64 pg.mL1, nos tempos de Oh, 24h e 48h. Os pontos denotam a presenca de célula.
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5.1.8 Ensaio de migracao na presenca de extratos do MTA

Notou-se que quanto mais concentrado o biomaterial, menor foi a caracteristica
migratéria celular em relacéo ao controle. Observando que a concentracdo de 1:1 do
biomaterial migrou de forma semelhante ao controle. Porém, quando o extrato do
biomaterial foi diluido 1:2 e 1:4, observou-se um aumento na taxa de migracao celular,
totalizando taxas de 51% e 42%, respectivamente em relacdo ao controle, apés 24h
(Figura 11A e 12). Padrdo semelhante ocorreu apos 48h de incubacgdo, o qual
observou-se aumento nas taxas de migragédo de 34% e 51%, nas propor¢des de 1:2

e 1:4 do extrato do MTA, respectivamente (Figura 11B e 12).
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Figura 11. Avaliacao do comportamento migratdrio de célula pulpar primaria quando exposto a extratos
do biomaterial MTA. (A) Avaliacdo do namero de células migradas para o interior da ferida utilizando
extratos do biomaterial nas proporg8es de 1:1, 1:2 e 1:4, no tempo de 24h. (B) Avaliagdo do numero de
células migradas para o interior da ferida no tempo de 48h. p<0,05 foi representado por barras,
comparado com o grupo de célula pulpar sem estimulo. Diferencas estatisticas verificadas pelo teste
one-way ANOVA e pés teste Tukey’s.
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Figura 12 - Ensaio de migracao celular em cultura pulpar primaria. Através do método de scratch, foi
avaliado o comportamento migratorio celular em contato com extrato de MTA, em dilui¢cdes 1:1, 1:2 e
1:4, nos tempos de Oh, 24h e 48h. Os pontos denotam a presenca de célula.
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5.1.9 Defini¢do da concentracédo dos PDHs e do MTA

Apés observar os ensaios de acdo antibacteriana, atividade antibiofilme,
viabilidade e migracdo celular, definiu-se a concentracdo de 16 pg.mL?. Esta
concentracdo foi definida em funcdo da menor concentracdo dos peptideos DJK-6 e
IDR1018 que foi capaz de ocasionar maiores aumentos na taxa de migracéao celular.
Por outro lado, extratos do biomaterial MTA na propor¢cdo de 1:1 também foi
selecionado, por permitir viabilidade celular semelhante ao controle, além desta
proporcao ser a utilizada no contexto clinico de capeamento pulpar direto. Percebeu-
se que concentracdes maiores dos PDHs produziam maior efeito antibacteriano, mas
causavam maior citotoxidade e menor migragdo. Desta forma, para abranger
requisitos necessarios para o processo de reparo, a concentracdo de 16 pg.mL* foi

selecionada.

5.2 EFEITO DOS PEPTIDEOS, MTA E COMBINACAO PEPTIDEOS E MTA NA
ATIVIDADE ANTIBACTERIANA

Extrato de MTA Repair HP, peptideos ou a combinacéo de peptideos e MTA
nao foram capazes de inibir o crescimento de S. mutans (ATCC25175) em condi¢gbes
planctonicas em ensaio de microdiluicdo. Entretanto, observou reducéo da viabilidade
de S. mutans em biofilme jovem pré-formado em placas de 96 pocos U Bottom por
24h, quando foram expostas aos peptideos, MTA e combinacdo de peptideos com
MTA. Percebe-se reducbes mais significativas de biofilme jovem, quando o biofilme
foi exposto ao MTA (92%) e as combinacbes MTA com DJK-6 (95%) e MTA com
IDR1018 (95%), comparando com controle (p<0,05) (Figura 13A).

A capacidade antibiofiime dos peptideos, MTA e combinacdo dos peptideos
com MTA também foi avaliada em biofilme maduro, cultivado em discos de dentina
por 7 dias. Assim como avaliado em biofilmes jovens, nota-se que a viabilidade de
biofilme de S. mutans foi menor quando as ceélulas foram expostas ao MTA e a
combinacdo peptideos e MTA (p<0,05). Percebe-se reducdo de biofilme em 42%
guando o biofilme foi exposto ao MTA, 47% com a combinacdo MTA e DJK-6 e 59%
com a combinagcdo MTA e IDR1018, comparado ao controle (Figura 13B e C).



(A)

. 3
Celulas vivas (gm~)

N
[6)]
]

N
o
1

—
—.

=
ol
1

=
o
1

Absorbancia (590nm)
o
o
1

80000 A

60000 4

40000 A

200004

77
(©)

_ CONTROLE DJK-6 IDR1018

MTA MTA + DJK-6 MTA +IDR1018

-

Figura 13 - (A) Viabilidade celular de S. mutans apds 24h de exposicao aos peptideos, MTA e
combinac¢é@o de ambos em biofilme jovem pré-formado em placas de 96 pocos de fundo de U. (B)
Biovolume total (um3) de células vivas do biofiime maduro de S. mutans em discos de dentina
apos 7 dias, seguido por peptideos, MTA e combinagcdo de ambas as exposi¢Bes por 24h,
avaliadas por microscopia confocal. Os dados foram apresentados como média + desvio padrao.
* p <0,001 em relagdo ao controle e #p <0,001 em relagdo ao MTA, por ANOVA one-way e pos-
Tukey. O controle positivo para (A) e (B) foi representado pela bactéria S. mutans em meio BHI.
(C) Imagens de microscopia confocal do biofilme de S. mutans. Imagens verdes representam
células vivas e imagens vermelhas representam células mortas. Barra de escala - 10 pm.
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5.3 AVALIACAO DA ATIVIDADE IMUNOMODULATORIA DOS PEPTIDEOS E DO
MTA

Para avaliacdo da atividade imunomodulatoria na presenca dos peptideos e do
MTA, inicialmente um sistema in vitro de resposta imune foi estabelecido conforme os

resultados abaixo descritos.

5.3.1 Definicdo da concentracéo de antigenos

A fim de definir os estimulos necessarios para o sistema de resposta imune in
vitro e a concentracdo do antigeno de S. mutans capaz de promover um sistema in
vitro imuno inflamatorio, foram realizados ensaios de viabilidade celular por MTT,

dosagem de NO e expressao do gene TNFRSF-1.

5.3.1.1 Viabilidade celular

Ao avaliar a viabilidade celular, apds exposicao aos estimulos inflamatorios
por 24h, notou-se que a concentracdo de HK-S. mutans, na concentracdo de 10’
UFC.mL'ocasionou uma redugcdo de 35% da viabilidade celular. Em adicéo,
percebeu-se uma reducdo ainda maior, totalizando 98% de reducdo celular, na
presenca de 108 UFC.mL' de HK-S. mutans, quando comparado ao controle.
Também foi possivel observar uma reducéo de 99% na viabilidade celular quando as
culturas foram expostas a 108 UFC.mL! de HK-S. mutans, juntamente com o IFN-y
(Figura 14A).

Apés 72h de incubacédo, foi possivel observar uma recuperacdo na
viabilidade celular na presenca de 10’ UFC.mL! de HK-S. mutans, estando a valores
semelhantes a cultura de células pulpares na auséncia de estimulo. Porém, notou-se
que a concentragdo de 108 UFC.mL* de HK-S. mutans levou a uma reducédo de 97%
da viabilidade celular, assim como quando avaliado a mesma concentracdo deste
antigeno na presencga do IFN-y, levando a uma redugéo da viabilidade em 95% (Figura
14B).
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Figura 14 — (A) Avaliacdo da viabilidade celular apds exposi¢céo por 24h dos estimulos LPS, IFN-y e
antigenos de S. mutans nas concentracdes de 108 a 108. (B) Avaliagdo da viabilidade celular ap6s
exposicao por 72h dos estimulos LPS, IFN-y e antigenos de S. mutans nas concentracdes de 10%a 108.
*p<0,05, indica diferencas estatisticas verificadas pelo teste one-way ANOVA e pos teste de Tukey,
com o grupo controle.

5.3.1.2 Dosagem de 6xido nitrico — NO

Né&o foi detectada a producao de NO apds exposicdo celular aos estimulos de
LPS e IFN, além das concentracdes variadas de antigenos de S. mutans (10° a 108
UFC.mL™1), apds 24h e 72h de incubacéo.

5.3.1.3 Expressao do gene TNFRSF-1

A fim de selecionar um estimulo que provocasse a producdo de mediador
inflamatorio em cultura de células pulpares humanas in vitro, simulando um ambiente
inflamatorio, foi avaliado a expressdo do gene TNFRSF-1. Apds exposicéo das células
pulpares humanas com LPS, IFN-y, LPS e IFN-y, antigeno HK-S. mutans (108 e 10’
UFC.mL) e a combinacéo dos antigenos com IFN-y, foi avaliado a expresséo do gene
TNF-a por qPCR (Figura 15). Observou-se aumento significativo dos niveis de
expressdo do gene inflamatdrio nos grupos expostos ao LPS e IFN-y (p<0,05), em

relacdo ao controle, representado por células pulpares cultivadas em meio DMEM
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(Figura 13). Assim, como estimulos inflamatérios foram selecionados o LPS e o IFN-
Y.
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Figura 15 — Definicdo do estimulo necessario para reproducdo do sistema inflamaté6rio in vitro.
Expressdo do gene TNF-a nas amostras de culturas de células pulpares primarias, expostas a LPS,
IFN-y, LPS + IFN-y, antigeno HK-S. mutans (108 e 107 UFC.mL1) e a combinac&o dos antigenos com
IFN-y apds 24h de incubagao. *p<0,05, indica diferencas estatisticas verificadas pelo teste one-way
ANOVA e pés teste Tukey’s, com o grupo controle.

5.3.2 Efeito dos peptideos, MTA e combina¢cdo dos peptideos com MTA nos
produtos daresposta imune

O controle do processo inflamatorio, corresponde a um fator importante durante
0 processo de reparo. Deste modo, foi avaliado a capacidade dos peptideos, MTA e
combinacdo dos peptideos e MTA em modular a expressdo dos genes IL-6 e
TNFRSF-1, relacionados ao processo inflamatério.

Apbs 24h de exposicédo dos PDHs, MTA e combinacédo dos peptideos com MTA
em células pulpares estimuladas ao IFN-y e LPS, observou-se que a exposi¢cao do
peptideo IDR1018, MTA, e a combinagcdo MTA com DJK-6 e IDR1018 em células
pulpares estimuladas com LPS e IFN-y ocasionaram reducao da expresséao de IL-6,
guando comparado ao controle (p<0,05) (Figura 16A). Foi possivel observar reducéo

da expresséo de IL-6 de forma mais expressiva quando as celulas foram expostas ao
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peptideo IDR1018 e a combinagdo MTA com DJK-6 e MTA com IDR1018, quando
comparadas ao extrato de MTA individual (p<0,05) (Figura 16A). Também foi a
avaliado a expressao do gene TNFRSF-1 apds exposicdo dos peptideos, do MTA e
da combinacdo de ambos. Foi possivel observar que o peptideo IDR1018, MTAe MTA
em conjunto com DJK-6 ocasionaram aumento de TNFRSF-1 em relacdo ao controle
(p<0,05). Avaliou-se que o peptideo IDR1018 e a combinacdo MTA e DJK-6
ocasionaram menor expressao de TNFRSF-1, quando comparado ao MTA (p<0.05)
(Figura 16B).
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Figura 16 — (A) Expressao do gene IL-6 nas amostras de culturas de células pulpares primarias
estimuladas com LPS e IFN-y (1 ug.mL™?), expostas a DJK-6, IDR1018, MTA, MTA + DJK-6, MTA
+ IDR1018 ap6s 24h de incubacao (B). Expressdo de TNFRSF-1. Os gréaficos representam a
média e desvio padréo da contagem de trés réplicas bioldgicas em triplicata. *p<0,05 representa
diferenca estatistica entre o controle e os grupos, pelo teste one-way ANOVA e pos teste Tukey's.
# p<0,05 representa diferenca estatistica entre MTA e os demais grupos, pelo teste one-way
ANOVA e pos teste Tukey's.
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5.4 AVALIACAO DA CAPACIDADE DOS PEPTIDEOS, MTA E DO PEPTIDEO EM
CONJUNTO COM EXTRATOS DO MTA CAUSAR CITOTOXIDADE EM CELULAS
PULPARES

Apods determinacéo da concentracdo de 16 pg.mL* para os peptideos DJK-6 e
IDR1018, foram realizadas analises a partir da unido do peptideo com extrato do MTA.
Inicialmente foi observado o grau de toxicidade da unido dos peptideos com MTA.
Deste modo, foi realizado ensaio de viabilidade celular e analise da morfologia celular
por MEV.

5.4.1 Ensaio de viabilidade celular

Percebeu-se manutencdo da viabilidade celular quando os peptideos foram
utilizados de forma independente, apos 24h. Ao adicionarmos o peptideo DJK-6 ao
extrato do MTA, notou-se taxa de viabilidade celular similar a célula pulpar na auséncia
de estimulo (controle). Entretanto, a presenca de extratos do MTA contendo o
peptideo IDR1018 ocasionou diminuicdo de 17% da viabilidade celular, quando
comparado o grupo controle, apds 24h (Figura 17).

Posteriormente, a viabilidade celular foi avaliada apés 48h de contato com os
peptideos, MTA e o conjunto de ambos. O peptideo DJK-6 avaliado de forma
independente, ocasionou uma reducédo significativa de 18,5% da viabilidade celular.
No entanto, o peptideo IDR1018 avaliado de forma independente, assim como a unido
dos peptideos DJK-6 e IDR1018 com extratos de MTA, foram capazes de manter a
viabilidade celular semelhante a observada nas culturas contendo apenas a célula
pulpar. Ademais, pode-se observar recuperacdo celular do grupo representado por
IDR1018 em conjunto com extratos do MTA, nao observando diferenca significativa
com o controle (Figura 17).

Em seguida, foi analisada viabilidade celular ap6s 72h. Percebeu-se uma
reducéo de 14% na viabilidade celular na presenca do peptideo DJK-6, apos 72h, em
comparagao com o controle. Em contrapartida, na presenca de extratos do MTA, do
peptideo DJK-6 com extratos do MTA e do peptideo IDR1018 com extratos do MTA
observou-se aumento de 50%, 32% e 27% nas taxas de viabilidade celular,
respectivamente (Figura 17).



83

N
(4]
1

A 72h
- - 48h
& 24h

g
o
1

-
(=]
1

-
o
1

0.5

Absorbancia (570nm)

0.0 T T T T T T

Figura 17 - Viabilidade celular pulpar por MTT, ap6s exposi¢cdo de HDPs (DJK-6 e IDR1018), MTA e
combinacé@o de ambos apds 24h, 48h e 72h em cultura de celulose pulpar. *p <0,05 em relagdo ao
controle, pelo teste ANOVA one-way e pds-teste de Tukey's. #p <0,05 em relacdo ao MTA Reparo HP,
pelo teste ANOVA one-way e pos-teste de Tukey’s.

5.4.2 Avaliacdo da morfologia celular por microscopia eletrénica de varredura
em amostras encubadas com os peptideos DJK-6 e IDR1018, MTA e da

combinacao destes peptideos com extrato do MTA

Inicialmente, foi observado um grande numero de células pulpares aderidas as
laminulas. Na andlise das imagens utilizando uma ampliacdo de 300x, notou-se que
as células pulpares se apresentaram alongadas tanto na amostra controle negativo
quanto nas amostras testes, na presenca dos peptideos DJK-6, IDR1018 e da unido
dos peptideos com extrato do MTA. Entretanto, observou-se que nas células expostas
apenas ao extrato de MTA, ocorreu reducdo no numero de extensdes citoplasmaticas
nas regides dos pontos de adeséao focal, envolvidos com a aderéncia das células a
laminula. Nas amostras avaliadas em ampliagcdo de imagem de 1500x, foi possivel
observar maior presenca de filamentos citoplasmaticos delgados aderidos a laminula
no controle negativo e nas culturas expostas aos peptideos DJK-6 e IDR1018.
Entretanto, observou-se uma reducao desses filamentos a medida que os extratos de
MTA eram adicionados a estes grupos, ou seja, nas culturas estimuladas com extratos
de MTA isolado e nas culturas estimuladas com os peptideos DJK-6 e IDR1018 em
conjunto com extrato de MTA. J& na avaliacdo em ampliacdo de imagem de 3000x,
percebeu-se a presenca de agregacgao dos peptideos DJK-6 e IDR1018 na superficie
celular, quando avaliados de forma independente. Da mesma forma, o biomaterial

MTA também foi observado de forma abundante distribuido na superficie celular,
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quando analisado de forma isolada. Além do mais, notou-se que ao adicionar 0s
peptideos DJK-6 e IDR1018 ao extrato de MTA, produziu uma agregacao ainda mais
abundante destes componentes na superficie celular, principalmente no grupo
contendo o peptideo IDR1018 e extrato de MTA (Figura 18).
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Figura 18 —Microscopia eletrénica de varredura representativa das células de cultura pulpar, ap6s exposi¢cdo ao meio DMEM, avaliado como controle negativo. Peptideos DJK-6, IDR1018
e biomaterial MTA, avaliados de forma isolada. Avaliacdo da combinacédo dos peptideos DJK-6 e IDR1018 com MTA. Cada linha representa o aumento utilizado para andlise das
amostras. A primeira linha representa ampliacdo de 300x; a segunda linha, ampliacdo de 1.500x; e a terceira linha, ampliacdo de 3000x. O material empregado para andlise esta

representado nas colunas.
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5.5 EFEITO DOS PEPTIDEOS, MTA E COMBINACAO DOS PEPTIDEOS E MTA NA
MIGRACAO E PROLIFERACAO DE CELULAS PULPARES

Um dos processos relacionados ao reparo refere-se a proliferacdo e migracao
celular. Apos contato dos peptideos, MTA e combinacéo dos peptideos e MTA em
células pulpares in vitro em 24h, foi possivel avaliar maior proliferacdo celular quando
as células foram expostas ao peptideo IDR1018, causando 45% de proliferacao
guando comparado ao controle e 39% maior quando comparado ao extrato de MTA
(Figura 19A).

A fim de avaliar a migracdo celular ap6s a insercao de HDPs, MTA e
combinacdo de HDPs e MTA, um ensaio de migracédo foi realizado. Apds o contato
dos materiais na célula pulpar por um periodo de 24h, foi observado um aumento de
55% na migracédo celular quando exposto ao peptideo DJK-6 e a combinacdo DJK-6
e MTA, quando comparado ao controle. Além disso, também foi avaliado um aumento
de 51% na migracdo de células expostas a combinacdo DJK-6 e MTA, quando
comparado ao grupo contendo apenas MTA. ApOs contato de HDPs, MTA e
combinacdo de HDPs e MTA por 48h em cultura de células pulpares, observou-se
aumento de 44% na migracdo celular em contato com o peptideo DJK-6, quando
comparado ao controle. Aumentos nas taxas de migracdo de 62% também foram
observados quando as culturas foram expostas ao peptideo DJK-6 combinado com
MTA e 39% em culturas expostas ao peptideo IDR1018 combinado com MTA. Por
fim, um aumento de 38% na taxa de migracdo celular também foi observado nas
culturas estimuladas com o peptideo DJK-6 combinado com MTA, quando
comparadas as culturas estimuladas apenas com extratos de MTA (Figura 19B e C).

Apbs comparacdo dos dois ensaios, pode-se observar que possivelmente o
peptideo IDR1018 ocasionou proliferagdo de células pulpares. Enquanto o peptideo

DJK-6 e a combinacdo de DJK-6 e MTA ocasionaram migracao celular.
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Figura 19 - (A) Proliferacao de células pulpares pelo método trypan blue, apds 24h e 48h de HDPs, MTA e combinacédo de ambas as exposicdes. As barras representam a diferenca
estatistica entre o controle e o0s grupos. *p <0,05 em relagdo ao controle e #p <0,05 em relagdo ao MTA Reparo HP, verificadas pelo teste ANOVA one-way e pos-teste de Tukey's.
(B) Comportamento migratério das células pulpares quando expostas a HDPs, MTA e combinacdo de ambos. O gréfico representativo indica a porcentagem de células migradas
para a ferida em 24h e 48h. (C) Imagem representativa do teste de migracdo celular, usando o método scratch. Os pontos denotam a presenca de células dentro da ferida. As linhas
verticais correspondem ao local inicial onde a ferida foi realizada no ponto inicial. O teste foi realizado por 24h e 48h. As colunas representaram cada material testado.
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5.6 EFEITO DOS PEPTIDEOS, MTA E COMBINACAO DOS PEPTIDEOS E MTA NA
DIFERENCIACAO ODONTOGENICA E BIOMINERALIZACAO

5.6.1 Expresséo dos genes DSPP e TGF-8

Apés 14 dias de estimulagdo das células pulpares com peptideos, MTA e
combinacdo dos peptideos com MTA em meio osteogénico, foi observado maior
expressdo do gene DSPP, quando as células pulpares foram expostas ao extrato de
MTA, comparando ao controle (p<0,05). Entretanto, maior expressdo do gene DSPP
foi avaliada, quando as células foram expostas com a combina¢cdo MTA e IDR1018,
comparando ao controle e ao extrato de MTA (p<0,05). Enquanto a expresséo de
DSPP foi significativamente menor quando as células foram expostas ao DJK-6 e a
combinacdo MTA e DJK-6, comparado com extrato de MTA (Figura 20A). Também foi
avaliada a expressdo do gene TGF-f apos 14 dias de incubacdo dos materiais
testados em cultura de células pulpares em meio osteogénico. Observou-se reducéo
dos niveis de expressao do gene TGF-3 nas células pulpares expostas a combinacéo
MTA e DJK-6 (p<0,05) (Figura 20B).
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Figura 20 - (A) Expressédo do gene DSPP nas amostras de culturas de células pulpares primarias
cultivadas em meio osteogénico, expostas a DJK-6, IDR1018, MTA, MTA + DJK-6, MTA + IDR1018
apo6s 14 dias de incubacao (B). Expresséo de TGF-f3 nas amostras de culturas de células pulpares
cultivadas em meio osteogénico, expostas a DJK-6, IDR1018, MTA, MTA + DJK-6, MTA + IDR1018
apos 14 dias de incubagédo. Os gréficos representam a média e desvio padrdo da contagem de trés
réplicas bioldgicas em ftriplicata. *p<0,05, quando comparado com o grupo controle e # p<0,05,
quando comparado com o MTA, pelo teste one-way ANOVA e pds teste Tukey'’s.
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5.6.2 Producéao de fosfatase alcalina — ALP e concentracéo de fosfato

Em geral observou que MTA teve atividade de ALP significativamente
mais baixa do que o grupo controle, assim como a combinacdo MTA e DJK-6
(p<0,05). O peptideo IDR1018 e a combinacdo MTA e IDR1018 tiveram atividade
ALP significantemente maior em relagdo ao controle e ao extrato de MTA
(p<0,05) (Figura 21A). Em relagédo a producdo de fosfato n&o foi observado
diferencas significativas dos peptideos, MTA e combinacédo dos peptideos com

MTA em relac&o ao controle (Figura 21B).
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Figura 21 - (A) Atividade da fosfatase alcalina celular (ALP) em cultura de células pulpares em
condi¢cdes osteogénicas, expostas aos peptideos DIK-6, IDR1018, MTA, MTA + DJK-6, MTA +
IDR1018, por 14 dias. A atividade de ALP (mMol p-nitrofenol/por minuto) foi normalizada pela
guantidade total de proteina por proteina. Representacdo grafica de duas réplicas biolégicas
independentes. (B) Avaliacdo da concentracdo de fosfato do sobrenadante celular, apds exposicao
dos peptideos DJK-6, IDR1018, MTA, MTA + DJK-6, MTA + IDR1018 por 14 dias. Os gréficos
representam a média e desvio padrédo da contagem de duas réplicas bioldgicas em triplicata técnicas.
*p<0,05, quando comparado com o grupo controle e # p<0,05, quando comparado com o MTA, pelo
teste one-way ANOVA e pés teste Tukey’s.
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5.6.3 Avaliacdo da formacgédo de ndédulos de mineralizagdo pelo método de

Alizarin-red

Conforme demonstrado nas figuras 22A, B e C, ap0s 14 dias de exposicéo
celular, o peptideo IDR1018 e a combina¢do MTA e IDR1018, promoveram maior
producdo de nddulos mineralizados quando comparados com controle e com
MTA (p<0,05). Também observou que o peptideo DJK-6 e a combinacdo MTA e
DJK-6 ocasionaram menor producdo de nodulos mineralizados, quando
comparado ao controle (p<0,05). Ainda, nédo foi avaliada diferenca significativa
da producdo de nédulos de mineralizacdo do MTA com controle.
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Figura 22 - (A) Avaliagdo quantitativa de trés réplicas bioldgicas independentes de deposicdo da matriz mineral apds exposi¢cao dos
peptideos, MTA e combinacao dos peptideos e MTA em cultura de células pulpares, coradas com Vermelho de Alizarina. Os dados
sdo apresentados como média + desvio padrdo da absorbancia em comparagdo com o controle. *p <0,05 em relagdo ao controle e
#p <0,05 em relagdo ao MTA Repair HP, por one —way ANOVA e pds-teste de Tukey. (B) Imagem representativa da matriz
mineralizada em placa de 6 pogos apoés 14 dias de peptideos, MTA e combinacédo de ambas as exposi¢des. (C) Imagem representativa
da deposicdo de matriz mineralizada por coloragdo com vermelho de alizarina em condi¢bes de diferenciagdo odontogénica e
exposicao de peptideos, MTA e combinagdo de ambos. O controle representou a cultura de células pulpares em meio odontogénico
por 14 dias.
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6 DISCUSSAO

Lesdes de carie profundas ou fraturas coronarias podem ocasionar exposi¢cdes
pulpares. A preservacao do tecido pulpar é de extrema importancia para manutencao
das funcdes que esse tecido possui, como capacidade formadora, nutritiva, defensiva
e sensorial (25, 143-145). Entre as alternativas para restabelecimento da funcao
dentaria apds exposicdo do tecido esta a possibilidade de realizar métodos de
preservacdo pulpar, como o capeamento pulpar direto (8). Esta técnica visa a
utilizacdo de biomateriais, que atuam como barreira de exposicdo ao meio, que ira
estimular a cura e reparo do tecido perdido, através da producdo de dentina
reparadora (9). Atualmente, materiais relacionados a formulagdes do hidroxido de
calcio e MTA, sdo os materiais mais utilizados como materiais para protecdo pulpar
(6). Entretanto, o sucesso da terapia utilizando os biomateriais existentes ainda
depende da duracédo da exposicdo pulpar ao meio externo, tamanho da exposi¢cao
ocorrida e idade do paciente. Em geral, o capeamento pulpar direto tem sido indicado
quando o tamanho da polpa dentaria exposta tem menos de 1 mm de didmetro e o
controle da hemorragia € conquistado (15). Devido limitacdes da terapia com materiais
utilizados atualmente, esse estudo prop6s a utilizacdo de peptideos em conjunto ao
MTA, para auxiliar no processo de reparo do complexo dentino-pulpar. Os peptideos
selecionados possuem histérico de desempenho antibiofilme, imunomodulador e de
participacdo em eventos cicatriciais (115, 121, 146, 147), caracteristicas importantes
a serem agregadas aos materiais para capeamento pulpar existentes no mercado.

Os eventos que norteiam 0s eventos de regeneracdo e reparo do complexo
dentina-polpa envolvem equilibrio entre patdgenos e resposta inflamatéria, migracéo
celular, proliferacéo, diferenciacdo de células especializadas, producdo e deposicéo
de matriz dentinaria e biomineralizagdo (1). Compreendendo a importancia do
conjunto de eventos para que o reparo seja realizado, este estudo utilizou os ensaios
de atividade antibacteriana, antibiofilme, viabilidade e migracéo celular para definir a
melhor concentracéo dos peptideos a serem utilizados para combinagédo com MTA.

Inicialmente, sabe-se que o controle de microrganismos pode ser decisivo no
sucesso da terapia conservadora pulpar. Desta forma, é desejavel que o material
utilizado tenha capacidade antibacteriana, além da capacidade de induzir formacgao
de tecido mineralizado (8, 13, 14). Primeiramente, foi avaliado se alguma

concentracdo dos PDHs e do MTA apresentava capacidade de ocasionar inibigéo
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bacteriana em estado plancténico. Porém, foi avaliado que ndo houve inibicdo do
crescimento da bactéria S. mutans em condicbes planctbnicas com nenhuma
concentracdo dos peptideos e do MTA. Resultados semelhantes foram encontrados
em estudo prévio (111), que também n&o observaram inibicdo do crescimento de
bactérias planctonicas, apds adi¢do do peptideo IDR1018. Outras investiga¢cdes nao
observaram qualquer acédo antibacteriana do MTA em S. mutans em condi¢cdes
planctonicas (148, 149).

Entretanto, sabe-se que a maioria dos microrganismos na natureza vivem
agregadas em biofilme (150). Inicialmente, observamos a capacidade do MTA
ocasionar reducédo de biofilme de S. mutans. O potencial antibacteriano do MTA pode
estar relacionado com a superficie de contato, pH alcalino e liberacdo de hidroxila
(151, 152). Esses fatores estdo diretamente ligados a danos em proteinas, lipidios e
DNA de microrganismos (152). Nosso estudo também avaliou que os PDHs e estes
em conjunto com MTA apresentam capacidade de reduzir biofiimes de S. mutans
jovens. Estudos prévios demonstraram a habilidade antibiofilme que o peptideo
IDR1018 possui, constatando aumento de atividade a medida que a concentracao era
aumentada, assim como avaliado em nosso estudo (150, 153). Sabendo da
capacidade de reduzir biofilme dos peptideos, do MTA e da unido de ambos, também
era necessario compreender se as concentragfes seriam tdxicas as células pulpares.
Deste modo, foi realizado ensaio de MTT para avaliar a viabilidade celular apo6s
exposicao dos peptideos e do MTA.

Notamos que o peptideo DJK-6 e o biomaterial MTA apresentaram valores de
viabilidade celular semelhante ao controle, tanto apds 24h, quanto 72h. Resultados
semelhantes de viabilidade em células pulpares ja foram observados apds exposicao
a extratos do MTA Repair HP (diluicdes 1:1, 1:2 e 1:4) (17, 154). Entretanto, o peptideo
IDR1018, apresentou reducéo da viabilidade a partir de 16 pg.mL* nas primeiras 24h,
retornando a padrdes similares ao controle, apds 72h. Resultados semelhantes foram
encontrados por Haney et al. (155), os quais demonstram a capacidade de reducéo
na viabilidade apds as primeiras 24h, quando exposto a células mononucleares do
sangue periférico (PBMC), em concentracées superiores a 50 pg.mL* do peptideo
IDR1018. Porém, resultados contrarios foram avaliados por estudo prévio , que
demonstrou reducdo de 22% da viabilidade somente ap6s 100 pg.mL? deste
peptideo, em cultura de queratinécitos humanos (HaCat) e ndo observou reducéo da

viabilidade em concentracées até 200 pg.mL* do peptideo IDR1018, em fibroblastos
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humanos (118). Porém, ainda ndo existem estudos de viabilidade de células pulpares
humanas na presenca do peptideo IDR1018.

A partir dos resultados de viabilidade celular, o passo seguinte foi a avaliagao
em modelo in vitro da capacidade destes materiais em promover migracao celular.
Nesse ensaio utilizou-se como controle, cultura de células pulpares em meio DMEM,
na auséncia de SFB, afim de remover possiveis interferéncias no processo de
migracdo celular (154). Foi observado que o peptideo IDR1018 ocasionou melhor
migracdo em menores concentracdes (até 16 pg.mL™?), assim como também foi
observado nos resultados de viabilidade celular. Resultados contraditrios mostraram
um efeito dose-dependente do peptideo na cicatrizagcdo de feridas em modelos de rato
(26). Esse estudo demonstrou que a concentracéo de 200 pug.mL™?, foi mais eficiente.
Entretanto animais tratados com doses mais baixas como 2 pug.mL?, apresentaram
cicatrizagéo da ferida entre 8-10 dias, ocasionando resultados superiores ao controle.

Em relacdo ao biomaterial MTA, percebeu-se que a concentragéo de 1:1 do
extrato de MTA Repair HP promoveu migracdo similar ao controle e ao realizar
diluicdes desse material, a capacidade migratoria foi maior que a observada no grupo
controle. Resultado semelhante foi avaliado por Tomas-Catala et al. (17), que
observaram na presenca de diluicdes de 1:2 e 1:4 deste material, uma maior migracao
nas primeiras 24h. Entretanto, apds 48h, relatam migragdo semelhante a cultura de
células pulpares (17). Através de estudos prévios, nota-se caracteristicas de migracéo
diferentes, quando as empresas de fabricacdo do MTA foram diferentes ao trabalhado
no estudo. Como exemplo, uma pesquisa com MTA Pro Root (Dentsply), demonstrou
que quanto menor a diluicdo do extrato do MTA, melhor sua capacidade migratéria
(156). Outra dificuldade observada nos estudos que utilizam extratos do MTA esta na
padronizacdo vigente deste extrato, a qual imp8e apenas temperatura e tempo de
contato do material com o meio condicionado. Assim, o tamanho do material que
entrara em contato com o material e o volume final é variavel em varios estudos
avaliados, dificultando o padrao de comparacdo com esse material (18, 58, 72, 126,
157).

Assim, foi observado que a concentragdo de 16 pg.mL?, foi a menor
concentragédo dos PDHs DJK-6 e IDR1018 que proporcionou maior migragao celular
em 24h e 48h. Além disso, ndo apresentou toxicidade em cultura de células pulpares.
Entretanto, assim como os estudos prévios relatados, também observamos que

concentracbes maiores dos PDHs DJK-6 e IDR1018 proporcionavam maior acao
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antibiofilme (150, 153). Porém, sabendo que o processo de reparo corresponde a um
conjunto de eventos e ndo somente a agao antibacteriana, a concentracado de 16
ug.mL* dos PDHs foi selecionada para os ensaios posteriores.

Em seguida, a juncéo destes peptideos ao MTA foi realizada e esta associacéo
foi testada contra biofilmes jovens e maduros de S. mutans. Notamos que a unido dos
peptideos ao MTA foi capaz de ocasionar reducdo do biofiime de S. mutans.
Semelhante ao que percebemos em nosso estudo, no qual a atividade antibiofilme foi
maior ao unir os PDHs ao MTA, estudo prévio também observou maior reducéo de
biofiime de S. mutans quando da unido do peptideo IDR1018 a outro peptideo
denominado ZXR-2.3 (153). N&o existem resultados prévios de atividade
antibacteriana de associacées do MTA com peptideos. Porém, pode-se observar
relatos prévios da associacdo do PDH IDR1018 com outros materiais, como CHX e
EDTA. Nesses casos, a adicdo do peptideo aumentou a atividade antibiofilme destes
materiais, como demonstrado em estudo prévio (111). A capacidade dos peptideos
atuarem efetivamente em biofilmes e com pouca efetividade ou nenhuma em bactérias
planctdnicas, pode ser justificada pelo mecanismo de acdo dos peptideos IDR1018 e
DJK-6, responsaveis por atingir [(p) ppGpp], representado por nucleotideos
importantes na formacao e manutencédo de biofilmes (21, 114).

A presencga de agressGes ao complexo dentino pulpar ativa uma rede de
sinalizacdes inflamatorias (1, 158). O estimulo de microrganismos ou trauma induz a
liberacdo de TNF-a, documentado como marcador de inflamacao precoce (159). A
presenca de TNF, promovera o recrutamento de leucécitos, induzindo vasodilatacéo
e estimulando a producao de citocinas pré-inflamatérias, como a IL-6 (160). Afim de
compreender se os PDHs e o MTA eram capazes de reduzir o processo inflamatario,
simulamos um quadro de inflamacéo pulpar, na qual as culturas de células pulpares
foram expostas ao LPS em conjunto com IFN-y. Observamos a capacidade de
reducdo da expressao do gene IL-6 apOs exposicao celular ao PDH IDR1018, MTA e
conjunto PDHs e MTA. A IL-6 corresponde a um dos principais mediadores de
resposta do hospedeiro apos agressdes. Estudos demonstraram maior presenca de
IL-6 em dentes com céarie em comparacao a polpas normais (158) e reducéao da
expressao deste gene apoés tratamento (161). Assim como nosso estudo demonstrou
a possibilidade do peptideo IDR1018 ocasionar reducdo de IL-6 em ambiente
inflamado, outros estudos também observaram reducéo de IL-6 apOs exposicao de

cultura de macroéfagos ao peptideo IDR1018 (162, 163). Outro estudo demonstrou a
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capacidade do MTA e o conjunto MTA e N-acetilcisteina ocasionar reducao de IL-6 e
TNFa em cultura de células pulpares inflamadas com LPS (164), corroborando com
nosso achado. Entretanto, nosso estudo n&o observou diferenca significante da
expressdo do gene TNFRSF-1 apos exposicao das células aos peptideos. Enquanto
que ao expor MTA e MTA com DJK-6 na cultura celular notou-se maior expressao
genica de TNFRSF-1. O gene TNFRSF-1 pode ser responsavel por ativar 0s
receptores das proteinas sinalizadoras do fator de necrose tumoral (165) e por esse
motivo tem sido considerado um importante gene avaliado. Encontramos maior
producado desse gene ao expor as células com MTA e do MTA em conjunto com DJK-
6. Estudo prévio também avaliou maior producdo de TNF-a ao expor macrofagos ao
MTA em ambiente inflamado pela presenca de LPS (166). Além disso, a capacidade
do MTA em ocasionar aumento de TNF-a foi demonstrado em culturas pulpares
isentas de estimulos inflamatdrios, demonstrando a capacidade do préprio material
ocasionar producao deste mediador (167). Um baixo nivel de inflamacé&o estimula os
eventos de reparo dentinario, assim a ocorréncia da expresséao de TNF também pode
estar relacionada ao processo de reparo (1). Estudo prévio demonstrou que o TNF-a
foi mediador envolvido na diferenciacéo de células da polpa dentaria em dire¢cdo a um
fendtipo odontoblastico, ocasionando maior mineralizacdo e expressao precoce e
aumentada de fosfoproteina dentinaria (DPP), sialoproteina dentinaria (DSPP) e
matriz dentinaria proteina 1 (DMP1) (168).

Observando a capacidade do MTA e dos PDHs em conjunto com MTA reduzir
biofiilme e ocasionar possivel imunomodulacdo era preciso avaliar a capacidade
citotdéxica desses materiais em cultura de células pulpares. Notou-se que somente 0
conjunto MTA e IDR1018 ocasionou reducdo da viabilidade celular, apés 24h de
contato. No entanto, esta reducao da viabilidade foi revertida, apds 48h de incubacao.
Também foi avaliado reducéo da viabilidade celular apds 48h e 72h de contato com o
PDH DJK-6. Segundo a ISO 10993-5-2009, o material testado pode ser considerado
citotoxico apos reducao da viabilidade celular em mais de 30%, deste modo a reducéo
da viabilidade apresentada pelos materiais testados podem ser considerados
aceitaveis, pelas normas estabelecidas. Materiais como Dycal (Dentsply, EUA) sao
muito utilizados para capeamento pulpar indireto, apesar da literatura demonstrar
reducdo da viabilidade celular in vitro de 65% apoés 8 dias de exposicdo (169). Ao
passo seguinte, foi avaliado a morfologia celular em microscopia eletrbnica de

varredura. Nesse ensaio nao foi observado alteragcdo de morfologia celular, mas
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percebe-se presenca de precipitados na superficie celular, apds insercdo dos
peptideos e do proprio biomaterial MTA. Estudo prévio demonstrou a capacidade do
peptideo IDR1018 em formar agregados em cultura celular, de modo que tal
caracteristica esta intimamente ligada com a composicéao da solucao que o peptideo
foi dissolvido (155). Nosso estudo realizou dissolucdo do peptideo em agua mili-Q
autoclavada, o que de acordo com estudo (155), € uma solugcdo que gera menor
possibilidade de formacdo de agregados. Além do peptideo IDR1018, também se
avaliou a presenca de agregacdo do peptideo DJK-6 e do biomaterial MTA. E
importante ressaltar que o peptideo DJK-6 € derivado do peptideo IDR1018 (24), o
que pode ter acompanhado tal caracteristica do peptideo de origem. Nota-se
avaliacdes de tais precipitados na superficie celular em varios estudos que utilizam
MTA, porém nédo ha relatos da diminuicdo de efetividade ou prejuizo em dependéncia
de tal caracteristica (170-172). Em nosso estudo foi possivel avaliar que apds uniédo
dos peptideos com MTA, a avaliacdo de agregados foi mais abundante, possivelmente
causado por atuacdo somatica da caracteristica de cada material.

Percebe-se que mesmo com a formacdo de debris/precipitado na superficie
celular, ndo houveram reducdes significativas da viabilidade celular e ainda
observamos capacidade de proliferacdo superior ao controle quando as células foram
expostas ao conjunto MTA e IDR1018. Mesmo com a pequena reducéo na viabilidade
celular proporcionada na presenca do peptideo DJK-6, percebeu-se que o0 mesmo
peptideo permitiu a maior migragéo celular, em 24h e 48h. Além disso, ao adicionar o
peptideo DJK-6 ao extrato do MTA ocorreu um aumento significante na migracao
celular, em relagdo ao MTA. Além disso, a unido do peptideo IDR1018 com MTA
também permitiu um acréscimo na migracao celular promovida apenas na presenca
do MTA. Assim, avalia-se que a unido dos peptideos com o MTA favoreceu o processo
migratorio em cultura de células pulpares. Estudo anterior demonstrou proliferacéo e
migragcdo em culturas 2D e 3D de fibroblastos, queratinocitos e melandcitos na
presenca do peptideo IDR1018 (119). Ainda, outro estudo demonstrou a capacidade
de baixas concentracdes do peptideo (2 pg.mL™1), ocasionar fechamento de feridas
em camundongos (118). Até o momento néo foi avaliado na literatura a utilizagéo dos
PDHs IDR1018 e DJK-6 em cultura de células pulpares. Em relacdo ao MTA, estudo
prévio demonstrou a capacidade de migracdo do MTA, observando migracao similar
ao controle de células pulpares sem estimulo nas primeiras 24h, aumentando o

fechamento da ferida em 48h, corroborando com nosso resultado (17). Nosso estudo
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também demonstrou a capacidade dos PDHs em aumentar a migracdo celular
observada na presenca do MTA.

Percorrendo os eventos que norteiam o processo de reparo, apos controle do
processo inflamatério, migracdo e proliferacdo celular, inicia-se o0 processo de
producdo, deposicdo e biomineralizacdo da matriz dentinaria (1). Dentre vérias
proteinas da matriz extracelular (ECM), uma proteina de notavel importancia
corresponde a sialofosfoproteina dentinaria (DSPP). DSPP tem sido usada como um
marcador para a diferenciacdo in vitro de células-tronco derivadas da polpa dentéaria
em odontoblastos (173, 174). Além disso, DSPP esté associada com a mineralizacao
da dentina (175), é expressa por células semelhantes a odontoblastos subjacentes a
dentina reparadora recém-formada (176). O presente estudo observou que o MTA e
a unido do MTA com IDR1018, levou a um aumento significativo da producdo de
DSPP, demonstrando a capacidade do IDR1018 em melhorar o processo de
diferenciacdo odontoblastica e mineralizacdo dentinaria. Estudo prévio relatou que a
unido do MTA a proteina osteostatina também promoveu maior expressado do gene
DSPP em cultura de células pulpares, quando comparado ao uso do MTA sozinho
(18). Ressalta-se auséncia de informacao prévia acerca da expressdo dos genes
DSPP e TGF-3 em células pulpares, na presenca dos PDHs IDR1018 e DJK-6. Nosso
estudo também observou a baixa expressao do gene DSPP quando o PDH DJK-6 foi
exposto na cultura de células pulpares. Coincidentemente, observamos inibicdo de
TGF-B quando DJK-6 foi exposto na cultura celular. TGF- tem a funcao de regular o
processo de crescimento, diferenciacao celular e deposicao de matriz extracelular (1,
176, 177). Estudos prévios relatam que o TGF- tem um papel crucial na regulacéo
da transcricdo de DSPP (176, 177), podendo explicar a baixa expressdao de DSPP
guando as células pulpares foram expostas ao PDH DJK-6. Entretanto, nosso estudo
observou baixa expressdo de TGF-B nos demais grupos e alta expressao do gene
DSPP. Desta forma, outros estudos prévios in vitro demonstram que altas
concentracdes de TGF-B diminuiram a expressao de DSPP (178, 179). Além disso,
outro estudo demonstrou que a superexpressdo de TGF-B promoveu uma baixa
expressdo de DSPP, comprometendo a mineralizacdo dentinaria de camundongos
(180). Assim, acredita-se que TGF-B pode ser um fator critico na transicdo da matriz
pré-dentina ndo mineralizada em matriz mineralizada (178), na qual a sua expressao
pode ser alta durante as primeiras fases do reparo e ap0s a deposicdo de matriz

mineral ocasionar uma reducdo de sua expressdo. Ainda Sdo necessarios mais
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estudos que relacionem a presenca do fator TGF-3 e DSPP, para conclusées mais
assertivas.

Outro fator importante durante o processo de diferenciacdo odontoblastica e
deposicdo mineral, corresponde a atividade da fosfatase alcalina — ALP. A enzima
ALP representa um marcador inicial de calcificacdo, que notavelmente elevam-se na
fase inicial da mineralizagéo (181). O presente estudo demonstrou a capacidade do
peptideo IDR1018 e o conjunto MTA e IDR1018 ocasionar maior atividade de ALP,
demonstrando visualmente a capacidade de ambos grupos promoverem maior
formacdo de nddulos de mineralizacdo. Somando a presenca de fosfato no meio
extracelular. O fosfato corresponde um componente estrutural importante na formacéo
da hidroxiapatita. O conjunto de fatores, demonstram a capacidade que o peptideo
IDR1018 e a unido desse peptideo com MTA ocasionar maior capacidade de reparo,
quando comparado ao MTA sozinho. Até o presente momento, esse é 0 primeiro
estudo que demonstra as propriedades de biomineralizagédo do PDH IDR1018.

Assim, este trabalhou demonstrou que formulacées com PDH IDR1018 podem
auxiliar no processo de reparo do complexo dentino-pulpar. Entretanto limitacdes
podem ser avaliadas, entre elas destaca-se que este trabalho adicionou os peptideos
ao MTA na forma de extratos e corresponde um trabalho in vitro. Desta forma, uma
vez que existe um potencial para esta associacdo, novos estudos sao necessarios.
Assim, dentre as perspectivas estdo a avaliacdo da melhor forma de se adicionar o
peptideo ao MTA, permitindo sua liberacdo e mantendo as propriedades observadas,
guando produzido em maiores escalas. Avaliacdo de modos de acondicionamento do
material também devem ser avaliadas. Em adicdo, também é necessario a avaliacdo

desta associacdo em estudos in vivo.
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7 CONCLUSOES

Conclui-se que a unido dos PDHs ao MTA auxiliou na reducdo de biofilmes
jovens e maduros de S. mutans, além de participar do processo de imunomodulacéo,
com reducdo da IL-6, sem apresentar toxicidade em células pulpares. Além disso, o0
PDH IDR1018 e a sua unido com MTA foram capazes de auxiliar no processo de
reparo promovendo proliferacdo e migracao celular. O PDH IDR1018 em conjunto
com MTA também foi capaz de participar do processo de biomineraliza¢éo, induzindo
a expressao do gene DSPP, aumentando a atividade de ALP e ainda promovendo
grandes quantidades de nodulos de mineralizacédo in vitro. Desta forma, formulacdes
com PDH IDR1018 podem auxiliar no processo de reparo do complexo dentino-

pulpar.
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Anexo 1 — Espectro obtido por MALDI-ToF da massa referente ao peptideo DJK-6
(1667.62 Da) (A) e IDR1018 (1537,62) (B), com pureza superior a 95%.
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Anexo 2 — Espectro obtido por MALDI-ToF da massa referente ao extrato de MTA
Repair HP.
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Anexo 3 — Curvas representativa de crescimento da bactéria S. mutans de trés réplicas
biolégicas para determinacado de fase logaritmica. (A) representa a determinacdo do
namero de células totais a partir da relagcdo D. O. versus tempo de incubacdo em
horas. (B) representa a linha de tendéncia com equacédo e R? e a determinacéo do
numero de células viaveis a partir da relagéo D. O. versus UFC.mL*
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Anexo 5 - Producéo cientifica relacionado a trabalhos como primeira autora durante
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Abstract

Objectives The present study aimed to identify proteins obtained from pulp tissue and cormrelate with each clinical diagnosis
(healthy pulp, inflamed pulp, and necrotic pulp).

Materials and methods A total of forty-five molars weme used Three biological replicas were evaluated. Lysis and sonication were
used for protein extraction. Protein quantification was assessed by using the Bradford techmque, and shotgun proteome analysis was
performed by nanoUPLC-MS" using a Synapt G2 mass spectrometer. Mass specira data were processed using the Waters PLGS
software, and protein identification was done using the human Uniprot database appended to the PLGS search engine.

Results A total of 123 different proteins were identified in all evaluated pulp conditions. Among these, 66 proteins were observed
for healthy pulp, 66 for inflamed pulp, and 91 for nectotic pulp. Most protein identification was related to immune response,
multi-organism process, platelet activation, and stress in inflamed pulp samples compared to healthy pulp. Proteins related to
cellular component organization or biogenesis, developmental process, growth, immune response, multi-organism process,
response to stimulus, signaling, stress, and transport were identified in cases of apical periodontitis compared to inflamed pulp.
Conclusions The progression of the disease to inflamed pulp promoted a high abundance of proteins related to the immune
system and stress. Comparing the necrotic pulp with inflamed pulp conditions, a high abundance of proteins was noticed related
to metabolism, transport, and response between organisms.

Clinical relevance This finding may assist in future studies of new markers, understanding of tissue engineering, and develop-
ment of future products.

Keywords Endodontics - Proteomics - Pulp - Pulpitis - Pulp necrosis

Introduction be exposed to inflammatory [3] and/or microbial aggressors
[4]. The pulp inflammatory process triggered by these agents
may vary according to the aggressors™ type and intensity [5].

With the evolution of pulp disease, innate effector cells

Dental pulp is a highly vascularized and innervated connec-
tive tissue closely surrounded by dentin [1, 2]. This tissue can
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Abstract

Aim: To evaluate in vitro whether MTA Repair HP can induce repair processes at a
distance, including its effects on biofilm, cell viability, migration, production of TGF-
g, phosphate and ALP, evaluated through MTA diluted extracts.

Methodology: Initially, antibacterial tests were performed with the bacterium
Streptococcus mutans (ATCC 25175} in the presence of MTA extracts (dilutions of
1:1, 1:2 and 1:4). Growth inhibition assay by microdilution in broth, antibiofilm plate
assay of young biofilm and antibiofilm assay in confocal microscopy of mature bio-
film were carried cut. Then, pulp cells were stimulated in the presence of several
MTA dilutions, and cell viability (MTT assay), proliferation and migration capacity
(scratch assay) were evaluated. To evaluate the capacity of 1:1, 1:2 and 1:4 dilutions
of MTA Repair HP to promote the production of important agents of cdontogenic
differentiation and mineralization, ALP activity, TGF-f secretion and phosphate
quantification were measured. Statistical differences were verified using one-way
and two-way ANOVA and Tukey's post-tests.

Results: The test dilutions of MTA Repair HP did not inhibit planktonic 5. mutans
growth but were able to reduce young and mature 5. mutans biofilm (p < 0.001). In
addition, none of the MTA Repair HF dilutions was cytotoxic for pulp cells. The 1:2
and 1:4 dilutions of MTA Repair HF induced migration and proliferation of pulp cells
(p < 0.05). ALP activity and TGF-§ secretion were independent of the tested dilution
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pulp cells

A. F. dos Santos', J. M. Pacheco’, P. A. O. SilvaZ, A. K. Bedran-Russo?,

T. M. B. Rezende? (), P. N. R. Pereira® & A. P. D. Ribeiro*

"Department of Dentistry, Faculty of Health Sciences, University of Brasilia, Brasilia, Brazil; *Programa de Pos-Graduagao em
Ciéncias Genomicas e Biotecnologia, Universidade Catdlica de Brasilia, Brasilia, Brazil; *Department of Restorative Dentistry,
UIC College of Dentistry, Chicago, 1L, USA; and *Department of Restorative Dental Sciences, College of Dentistry, University of

Florida, Gainesville, FL, USA

Abstract

dos Santos AF, Pacheco JM, Silva PAO, Bedran-
Russo AK, Rezende TMB, Pereira PNR, Ribeiro
APD. Direct and transdentinal biostimulatory effects of grape
seed extract rich in proanthocyanidin on pulp cells. International
Endodontic Journal, 52, 424-438, 2019.

Aim To evaluate the potential biostimulatory effects
of grape seed extract (GSE) on a primary culture of
human pulp cells.

Methodology Human molars were used to obtain
the primary pulp cell culture and 0.5-mm dentine
discs. For GSE direct exposure, dose-response (0.0065

6.5%) and time response (1-60 min of contact) were
examined. For transdentinal exposure, 0.65% of GSE
was tested for 24 h. Cellular metabolism, nitric oxide
and collagen production, and cell morphology alter-
ations were assessed at periods of 24 and 72 h. After
cell differentiation and direct exposure to GSE, the total
protein production (TP), alkaline phosphatase activity
(ALP) and formation of mineralization nodules (MN)
were assessed. The results were analysed by parametric
tests or non-parametric tests (x = 0.05).

Results The lower concentration of GSE tested
(0.0065%) was associated with an increase in cellu-
lar metabolism, a reduction in the production of
nitric oxide and an increase in extracellular matrix
synthesis (collagen). Distinct
observed for the different concentrations, without a
reduction of cellular metabolism =10% compared
with the control, either when applied directly or
transdentinally. SEM revealed no significant change
in cell morphology, except for the positive control
(H203). There was no difference in TP, ALP or MN
between the control group and the group exposed to
GSE.

Conclusions Treatment with grape seed extract,
even at the highest concentration and longest period,
caused neither direct nor transdentinal cytotoxic
effects on human pulp cells. Grape seed extract com-
ponents may play a biostimulatory role and protect
dental pulp cells when in direct contact.

behaviours were

Keywords: crosslinking agents, cytotoxicity,
dentine, grape seed extract, proanthocyanidin, pulp
cells.

Received 29 January 2018; accepted 19 September 2018

Correspondence: Ana Paula Dias Ribeiro, Restorative Dental
Sciences, College of Dentistry, University of Florida. 1395
Center Dr.. Gainesville, FL. 32606, USA (Tel.: +1-(352)-294-
8285; e-mail: aribeiro@dental.ufl.edu).

International Endodontic Journal, 52, 424-438, 2019

Introduction

Biomimetics is a contemporary approach that secks
to imitate nature to improve the characteristics of
animals, systems and devices (Niu et al. 2014). In
dentistry, this approach aims to break the cycle of
tooth loss, conserving tooth structure through mini-
mally invasive procedures and biomaterials.
Although Dentistry  with

Restorative resin

& 2018 International Endodontic Journal. Published by John Wiley & Sons Ltd



119

Artigo 2 — LIMA SMF, SILVA PAO, REZENDE TMB. Improvement of Reparative
Bioceramics in Endodontics - A Critical Review. Biomedical Journal of Scientific &
Technical Research, v. 24, p. 18306-18310, 2020

BIOMEDICAL

},’ Joumnal of $clentific & Technical Research
-

DOI: 10.26717 /B]STR.2020.24.004059

ISSN: 2574 -1241

Improvement of Reparative Bioceramics in
Endodontics - A Critical Review

123

Stella Maris de Freitas Lima'#*, Poliana Amanda Oliveira Silva® and Taia Maria Berto Rezende

'Dental Course, Universidade Catolica de Brasilia, Brazil

2 Post graduation in Health Sciences, Universidade de Brasilia, Brazil
*Post graduation in Genomic Sciences and Biotechnology, Universidade Catolica de Brasilia, Brazil

*Corresponding author: Stella Maris de Freitas Lima, Professor of Endodontics, Universidade Catdlica de Brasilia, Brazil

ARTICLE INFO ABSTRACT
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The advent of bioceramics materials increases the possibility of reparative and
regenerative processes in dentistry, and more precisely, in endedontics. Bioceramics
materials presents biocompatibility, bioactivity, resistance to leakage, sealing ability,
and biomineralization activity. Mineral trioxide aggregate (MTA) is a gold standard
bioceramic material indicated for reparative procedures presenting high clinical
success. MTA is used for pulp capping. pulpotomy apexification, perforation, root
resorption repair, regenerative endodontics, and apical surgery. The emergence of
MTA demonstrated great potential in endodontic therapies, and modifications and
improvements of this bioceramic gave rise to many other materials. New bioceramic
materials are now available in several countries with distinct compositions. Although
there is a concern regarding the modification of compounds and formulation of
bioceramic materials for reaching better properties, distinct products produce the same

Citation: Stella Maris de Freitas Lima,
Poliana Amanda Oliveira Silva, Taia Maria
Berto Rezende. Improvement of Repara-
tive Bioceramics in Endodontics - A Critical
Review. Biomed | Sci & Tech Res 24(3)-
2020. BJSTR. MS.ID.004059.

Keywords: Bioceramics; Endodontics; effects of reduced leakage, biological activity, sealing ability. marginal adaptation and
MTA bridge formation. The biological properties of bioceramic materials are well defined in
literature, but new formulations must be evaluated in longitudinal clinical cases, and
systematic reviews and meta-analysis are needed to compare these products better.
The present review demonstrates a summary of bioceramics properties, applications,
improvements, and future directions in endodontics to maintain tooth longevity.
Introduction

. ) in constant improvements involving machines, techniques, and
The dental structure can be affected by physical, chemical, and

biological events. Dental caries and trauma are the most frequent ag-
gressions invelving teeth [1]. Both circumstances can trigger pulpal

materials for treating diseases and improving life quality. The ad-
vent of bioceramics materials increases the possibility of repara-
. o . . R tive and regenerative processes in dentistry. and more precisely. in
responses and culminate in inflammationand/or tissue necrosis [2]. endodontics. The present review demonstrates a summary of bio-
The necrotic pulp can be infected by many microorganisms that can
mediate the inflammation and destruction of the tooth surrounding

tissues [3]. Pulpand periradicular inflammation can also trigger root

ceramics properties, applications, improvements, and future direc-
tions in endodontics to maintain tooth longevity better.

internal/external resorption and alveolar bone resorption [4,5].
Thus, several pathological conditions can affect dental structures
and, the first intervention must be based on eliminating the aggres-
sion by treating trauma and/or infection (e.g. treating caries, restor
ing cavities, performing endodontic therapy). After tissue inflam
mation and repair should be stimulated, and a new tissue can be
formed or replaced. For these reasons, medicine and dentistry are

Bioceramics Applications for Reparative Endodontics

Ceramics are inorganic non-metallic materials produced by
heated raw minerals [6]. Bioceramics are materials composed of
nanosphere particles of tricalcium silicate, tantalum pentoxide, di-
calcium silicate, monobasic, amorphous silicon dioxide, and calcium
phosphate [7]. Bioceramic materials include alumina and zirconia,
bipactive glass, glass ceramics, calcium silicates, hydroxyapatite, re-
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