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RESUMO 
 
 

As terapias pulpares conservadoras representam formas terapêuticas, em 

algumas situações de exposição pulpar, sendo o MTA, o material mais indicado. 

Aditivos para controle da inflamação pulpar vêm sendo estudados, uma vez que o 

sucesso destas terapias depende da qualidade tecidual, da idade do paciente e do 

material utilizado. Os peptídeos de defesa do hospedeiro (PDHs), além de 

apresentarem propriedades anti-inflamatórias e imunomodulatórias, são 

antimicrobianos, podendo desempenhar importantes funções no processo de reparo 

do complexo dentino-pulpar. Este estudo avaliou o potencial dos PDHs IDR1018, 

DJK6 e a ação conjunta dos peptídeos com MTA, em cultura pulpar primária humana. 

Inicialmente, a concentração dos peptídeos e do MTA a ser testada foi definida por 

meio de ensaios antibacterianos e antibiofilme de S. mutans e ensaio de viabilidade e 

migração de células pulpares. Em seguida, a união dos PDHs ao MTA foi avaliada por 

ensaios antibiofilme de S. mutans em microscopia confocal; capacidade 

imunomoduladora, pela produção de IL-6 e TNFRSF, por qPCR; toxicidade, por 

ensaio de MTT; morfologia celular, por microscopia eletrônica de varredura (MEV); 

proliferação e a capacidade de migração, por ensaio de azul de tripan e método de 

scratch; diferenciação odontogênica e biomineralização, pela expressão do gene 

DSPP, TGF-β, atividade de ALP e coloração de vermelho de alizarina. Resultados 

demonstraram que a combinação de PDHs com MTA foi capaz de reduzir o biofilme 

de S. mutans. IDR1018, MTA e combinação de PDHs e MTA diminuiu a expressão de 

IL-6. Os materiais testados não foram citotóxicos nas culturas de polpa e promoveram 

a presença de agregados na superfície celular. IDR1018 levou a maior proliferação 

celular em comparação ao controle e MTA. O IDR1018 combinado com o MTA causou 

maior migração em 48h. Em relação aos produtos de diferenciação e mineralização 

celular, a combinação de IDR1018 e MTA levou a maior expressão de DSPP, atividade 

de ALP e produção de nódulos de calcificação. Desta forma, a combinação do 

IDR1018 com o MTA foi capaz de auxiliar no processo de reparo, atuando na redução 

de biofilme, no processo de imunomodulação e nos processos de diferenciação e 

mineralização celular. 

Palavras-chave: reparo; peptídeos; agregado trióxido 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 

qPCR 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-β, 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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1. INTRODUÇÃO 

 
 

Diferentes agressões, como físicas, químicas e biológicas podem acometer o 

complexo dentino-pulpar ao longo do tempo. Dependendo da intensidade e duração 

da agressão aplicada, o tecido pulpar responderá de modo reversível ou irreversível 

(2). Dentre os tipos de agressões, a mais frequente corresponde a biológica, 

representada por microrganismos provenientes da cárie dentaria (3). Ademais, outra 

condição frequente na população refere-se ao traumatismo dentário (4). O trauma, 

assim como a cárie dentaria, pode desencadear respostas celulares e moleculares na 

polpa através de eventos inflamatórios e / ou regenerativos (5). 

A manutenção da vitalidade pulpar é importante para conservação da estrutura 

e preservação da função fisiológica dos dentes (6). Em adição, durante o período de 

rizogênese, a manutenção do tecido pulpar pode garantir a contínua formação 

radicular (7). Um método para a preservação do tecido pulpar após sua exposição, 

consiste na realização do capeamento pulpar direto (8). Esta técnica visa a utilização 

de biomateriais, que atuam como barreira de exposição ao meio, além de estimular a 

cura e reparo do tecido perdido, através da produção de dentina reparadora (9).  

Para o início deste processo de reparo, uma série de eventos fisiológicos e 

celulares devem ocorrer. Durante a invasão bacteriana inicial, o reconhecimento de 

patógenos realizado por odontoblastos, através dos receptores TLRs 1-6 e 9 ativa 

uma rede de sinalização, ocasionando a liberação de quimiocinas, citocinas, bem 

como peptídeos, que atuam em conjunto com a finalidade de neutralização do agente 

agressor (10). Após alcançar uma homeostase entre a resposta inflamatória e a 

presença de patógenos, processos de cicatrização e regeneração se iniciam (11). 

Assim, com o controle da infecção, citocinas como: TGF-β1, IGF-1 e -2, FGF-2 e 

adrenomedulina atuam em células indiferenciadas para estimular o recrutamento / 

quimiotaxia, proliferação, diferenciação e atividade sintética e secretora dentinária, 

auxiliando no processo de reparo (12).  

Para que o processo de reparo ocorra, a utilização de biomateriais para 

realização de técnicas como capeamento pulpar auxiliam no sucesso para 

preservação do tecido pulpar. Deste modo, propriedades antibacterianas, 

imunomoduladoras e capacidade de induzir formação de tecido mineralizado são 

desejáveis para este biomaterial (8, 13, 14). Atualmente, materiais relacionados a 
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formulações do hidróxido de cálcio e MTA, são os materiais mais utilizados para 

proteção pulpar (6). Sendo, a taxa de sucesso geral de 80,5% após uso do MTA, 

quando comparado ao hidróxido de cálcio (taxa de sucesso de 59%), em até 123 

meses (8). O sucesso da terapia utilizando os biomateriais existentes ainda depende 

da duração da exposição pulpar ao meio externo, tamanho da exposição ocorrida e 

idade do paciente. Em geral, o capeamento pulpar direto é indicado quando o tamanho 

da polpa dentária exposta tem menos de 1 mm de diâmetro e o controle da hemorragia 

é conquistado (15). Portanto, a busca por novos biomateriais com melhores 

propriedades físico-mecânicas e que potencialize propriedades biológicas, como 

atividade antimicrobiana e imunomoduladoras, ainda persiste (6, 9, 16-18).  

Assim, Peptídeos de Defesa do Hospedeiro (PDHs) são investigados na área 

médica e odontológica em função de suas propriedades antimicrobianas, antibiofime, 

antivirais, antifúngico, antiparasitários, quimiotáticos, entre outras aplicações (19). Os 

PDHs além de participarem ativamente na imunidade inata, também modulam a 

resposta do sistema imune para promover a depuração de agentes patogênicos, além 

de diminuir efeitos deletérios da inflamação (20). Do mesmo modo, também podem 

regular a transição para a imunidade adaptativa e promover cicatrização de feridas 

(20). Usando a sequência de Bac2a como modelo, sequência de 12 aminoácidos foi 

gerada através de substituições pontuais, embaralhamento e exclusões, dando 

origem ao peptídeo IDR1018 (21). O PDH IDR1018 é relatado na literatura como um 

agente com ampla gama de atividades biológicas, incluindo funções pró e anti-

inflamatórias (21), atividades citotóxicas e atividade hemolítica mínimas, além de uma 

potente atividade antibiofilme (22, 23). Observando características importantes do 

IDR1018, em 2015 foi criada uma versão D-enantiômera derivada desse peptídeo e 

de peptídeos anti-biofilmes mais ativos , dando origem ao PDH DJK-6 (24). Desta 

forma, observando nos peptídeos algumas características relacionadas ao reparo e 

sabendo as propriedades desejáveis para um biomaterial, esse trabalho objetivou 

avaliar o potencial dos PDHs IDR1018, DJK-6 e a ação conjunta dos PDHs com 

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

 

 

2.1 POTENCIAL DE REPARO DO COMPLEXO DENTINO PULPAR 

 

 

Diferentes agressões podem acometer o complexo dentino-pulpar, sendo estes 

físicos, químicos e biológicos. Dependendo da intensidade e duração da agressão 

aplicada, os tecidos responderão de modo reversível ou irreversível (2). A agressão 

mais frequente corresponde a biológica, representada por microrganismos 

provenientes da cárie dentaria (3). Porém, outra condição frequente na população 

refere-se ao traumatismo dentário (4). O trauma, assim como processo referente a 

cárie dentaria, pode desencadear respostas celulares e moleculares na polpa que 

podem aparecer como eventos inflamatórios e / ou regenerativos nos níveis tecidual 

e celular (5). 

 Durante invasão bacteriana, condição que ocorre tanto em lesões cariosas, 

mas também em traumatismos dentários, reconhecimento de patógenos iniciados por 

odontoblastos é realizado. Devido aos receptores TLRs 1-6 e 9 dispostos na 

membrana dos odontoblastos, uma rede de sinalização pode ser ativada, ocasionando 

a liberação de agentes autócrinos e parácrinos, tais como quimiocinas, citocinas, bem 

como peptídeos, que atuam em conjunto com a finalidade de neutralização do agente 

agressor (10).  

Após alcançar uma homeostase, um processo de cicatrização e reparação se 

iniciam (11). O processo de reparo é mediado pela deposição de dentina terciária (25). 

A dentinogênese terciária é um processo mediado por odontoblastos e pode ser 

categorizado em 2 tipos, reacionário e reparativo (26). A dentinogênese reacionária 

corresponde ao processo pelo qual a dentina é secretada em resposta a um estímulo 

local que reativa os odontoblastos em repouso, ocasionando a formação de dentina 

por odontoblastos pré-existentes (27). Neste processo, a dentina é formada com 

semelhanças anatômicas, bioquímicas e funcionais com a dentina primária e 

secundária, na intenção de proteger o tecido pulpar contra agentes irritantes (28). No 

entanto, a célula responsável pela secreção desta dentina é o odontoblasto que foi 

comprometido. Essa injuria dos odontoblastos, é responsável pela linha cálcio-

traumática que delineia a matriz dentinária secretada após lesão dentinária, 

delimitando o início da dentina mais desorganizada, quando comparada com a dentina 
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primária e secundária (29). Com o aumento da intensidade da agressão, a morte 

odontoblástica ocorrerá, com isso acontece a liberação dos fatores de crescimento 

TGF-β1 e TGF-β3 por odontoblastos, o que podem induzir a diferenciação de células 

mesenquimais indiferenciadas em odontoblastos-like e assim, ocasionar uma 

sintetização de matriz dentinária e sua posterior mineralização, resultando na 

formação de dentina reparadora (30, 31). Entretanto, estudos demonstram que além 

das proteínas TGF, odontoblastos também podem liberar fator de crescimento 

semelhante à insulina-1 e 2 (IGF-1 e -2), fator de crescimento de fibroblastos-2 (FGF-

2), adrenomedulina e vários fatores de crescimento angiogênicos, incluindo fator de 

crescimento derivado de plaquetas e fator de crescimento endotelial vascular (PDGF) 

e (VEGF) (32, 33). Assim, com o controle da infecção, TGF-β1, IGF-1 e -2, FGF-2 e 

adrenomedulina atuam em células indiferenciadas para estimular o recrutamento / 

quimiotaxia, proliferação, diferenciação e atividade sintética e secretora dentinária, 

correspondendo aos eventos de mineralização (12). Além de células mesenquimais 

indiferenciadas, estudos investigam a capacidade dos fatores de crescimento 

induzirem a diferenciação de células subodontoblásticas, fibroblastos e pericitos 

derivados de paredes vasculares, em células semelhantes a odontoblastos, para 

realizar a formação de dentina terciária reparadora (25, 34). Posteriormente, esta 

organização de eventos levará a formação da ponte de dentina no local da lesão, 

ocasionando o reestabelecimento da atividade funcional do dente (12). 

Alguns materiais existentes no mercado, possui como objetivo a preservação 

do tecido pulpar, após a exposição desse tecido, seja por iatrogenia, lesões cariosas 

ou fratura dentárias (35). Vários estudos documentam a importância dos sinais de 

"dano" liberados por odontoblastos, não só por patógenos, oriundos do processo 

carioso, mas também por materiais restauradores, incluindo hidróxido de cálcio, 

agregado de trióxido mineral (MTA), e EDTA, que não só promovem formação de 

dentina terciária, mas também os processos associados de reparação da angiogênese 

e neurogênese (36, 37). 
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2.2 CAPEAMENTO PULPAR DIRETO 

 
 

A manutenção da vitalidade pulpar é importante para manutenção da estrutura 

e preservação da função fisiológica dos dentes (6). Um método para a preservação 

do tecido pulpar após sua exposição, consiste na realização do capeamento pulpar 

direto (8). Esta técnica visa a utilização de biomateriais, que atuam como barreira de 

exposição ao meio, além de estimular a cura e reparo do tecido perdido, através da 

produção de dentina reparadora (9). No entanto, o sucesso da terapia também 

dependerá da duração da exposição pulpar ao meio externo, tamanho da exposição 

ocorrida e idade do paciente. Em geral, o capeamento pulpar direto é indicado quando 

o tamanho da polpa dentária exposta tem menos de 1 mm de diâmetro, o controle da 

hemorragia é conquistado e taxas maiores de sucesso são observadas em pacientes 

jovens (15, 38). Estudo realizado em dentes de cães, demonstra que a realização do 

procedimento conservador, nas primeiras 48h, pode resultar em uma taxa de sucesso 

de 88,2%, após controle de 36 meses (39). Porém, a maior incidência de insucessos, 

são referidas em processo de cárie profunda. Assim, a presença de bactéria é 

considerada o principal motivo de falhas do capeamento pulpar (40). 

 Deste modo, as propriedades desejáveis para um biomaterial com a função de 

capeamento pulpar, devem consistir em excelentes propriedades antibacterianas e 

capacidade de induzir formação de tecido mineralizado (8, 13, 14). Entretanto, além 

dessas características citadas, sabe-se que para reparação do complexo dentino-

pulpar, os pesquisadores devem considerar a adaptação de vários aspectos, incluindo 

Figura 1 – Adaptação de Rosa et al. (1). (A) corresponde a formação de dentina terciária reacionária. 

(B) demonstra o processo formador de dentina reparativa. 
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revascularização, inervação, interações célula-matriz, incorporação de fator de 

crescimento, biodegradação controlada, remineralização e controle de contaminação 

(41). Atualmente, materiais relacionados a formulações do hidróxido de cálcio e MTA, 

são os materiais mais utilizados como materiais para proteção pulpar (6). Porém, 

algumas desvantagens são atreladas a esses materiais como o tempo necessário 

para o reparo, as características do tecido formado e presença de defeitos nos nódulos 

de mineralização (8, 25, 42). Desta forma, a busca por novos biomateriais que 

englobem todas as propriedades desejáveis 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 realização 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 monômero de amônio quaternário MAE-DB e PC16, com o 

propósito de aumentar a atividade antimicrobiana do biomaterial (6, 16). Além disso, 

a união de dois materiais também pode ser observada na literatura. Exemplo disso, 

Lee et al. (43), relatam que a união da sinvastatina e da matriz derivada do esmalte 

(Endogain) pode influenciar significativamente o crescimento e diferenciação 

odontoblástica em cultura de células pulpares. Resultado semelhante foi encontrado 

por Karanxha et al. (9). Ainda observando estudos que demonstram a junção 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 união de MTA com a 

proteína relacionada ao hormônio paratireoide (107-111), conhecida como 

osteostatina (OST) pode promover diferenciação odontogênica e mineralização 

através da ativação da via de sinalização ERK. Outro estudo prévio também 

demonstrou aumento de propriedades de adesão celular, proliferação celular, 

diferenciação odontoblástica e angiogênese em células da polpa dentária humana, 

após união do hormônio do crescimento (GH) ao MTA (44).  
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2.3 MATERIAIS INDICADOS PARA CAPEAMENTO  

 
 

2.3.1 Hidróxido de cálcio 

 
 

O Ca(OH)2 foi introduzido como material para capeamento pulpar a 

aproximadamente 100 anos, cujo os primeiros estudos para esse fim demonstraram 

que o processo de reparo era superior quando utilizado o Ca(OH)2, em comparação 

com um material inerte (45). O Ca(OH)2 possui elevada alcalinidade, propriedade que 

induz a formação de uma camada de necrose por coagulação quando em contato 

direto com o tecido pulpar (35). Além disso, o elevado pH também induz a liberação 

de fatores de crescimento dentinário, além de produzir um efeito favorável à ativação 

da fosfatase alcalina, uma enzima diretamente ligada ao processo de mineralização 

(46). A partir do pH alcalino, o material pode desempenhar papel na formação de 

pontes dentinárias reparadoras (47). O Ca(OH)2 também neutraliza o ácido láctico 

segregado pelos osteoclastos e assim pode prevenir a destruição do tecido mineral 

(48). Estudo realizado por Chen et al. (47) demonstra que a via proteíno-quinases 

ativadas por mitógenos (Mitogen Activated Protein Kinases – MAP Quinase) estava 

envolvida na proliferação induzida por Ca(OH)2, além da migração, osteogênese, 

diferenciação e mineralização em células pulpares humanas. Estas propriedades 

altamente desejáveis, no entanto, parecem estar interligadas com o efeito adverso da 

degradação da matriz de colágeno dentro da dentina mineralizada, resultando na 

redução da resistência à flexão da dentina adjacente (49). 

Estudos retrospectivos demonstram que a taxa de sucesso de 5 anos após 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 clínico mais detalhado 

sobre capeamento pulpar direto com Ca(OH)2 ou seus compostos revelam que as 

taxas de sucesso diminuem à medida que os períodos de acompanhamento 

aumentam (50). Estudos clínicos relatam que 1 a 2 anos após a terapia de polpa vital, 

taxas de sucesso de mais de 90% podem ser alcançado (50, 51). Depois de 2 a 5 

anos, as taxas de sucesso caem de 81,8% para 37% (8, 50). Dez anos após a terapia 

de polpa vital com uma pasta de Ca(OH)2, o resultado do tratamento é considerado 

bem sucedido em apenas 13% dos casos (52). 
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Algumas explicações sobre a diminuição da taxa de sucesso relacionado ao 

tratamento para capeamento pulpar utilizando Ca(OH)2, está relacionada com 

solubilidade, falta de qualidades adesivas, degradação após o ataque ácido e a 

presença de túneis na ponte dentinária, que permitem que a polpa possa ficar 

infectada ou necrótica ao longo do tempo (42, 48). Em relação as deficiências 

relacionadas a baixa aderência a dentina e defeitos na formação, estudo clássico 

realizado por Cox et al. (42) foi avaliado que após a realização de capeamento direto 

em macacos, 89% das pontes dentinárias apresentavam múltiplos tuneis, porosidade, 

padrão de crescimento celular aleatório e estrutura desorganizada. Deste modo, os 

autores concluíram que esses defeitos dentinários não permitiam um selamento 

eficaz, facilitando um processo de contaminação bacteriana posteriormente (42).  

 
 

2.3.2 Cimentos a base de silicato de cálcio 

 
 
Cimentos à base de silicato de cálcio, estão disponiveis como alternativas para 

o Ca(OH)2 . Entre os materiais disponíveis e indicados para capeamento pulpar, à 

base de silicato de cálcio estão 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 trióxido mineral (MTA) 

 

 

Dentre os materiais a base de silicato de cálcio, o MTA é o material que se 

torna cada dia mais difundido na prática endodôntica 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 endodôntico bioativo, sua composição envolve os elementos 

silicato tricálcico, aluminato tricálcico, óxido de silicato, óxido de bismuto e ainda 

pequenas quantidades de outros óxidos que modificam as propriedades químicas e 

físicas (56). Devido a quantidades expressivas de silicato e cálcio, o mecanismo de 

ação do MTA pode se iniciar, devido ao contato desses materiais com fluidos 

fisiológicos, ocasionando a formação de hidroxiapatita, fator que pode guiar um 
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processo de mineralização (14, 57). A presença de íons cálcio, pode desemprenhar 

sua função no processo de mineralização modulando níveis de OPN e proteína 

morfogenética-2. Estudo prévio demonstrou in vitro que os íons de cálcio liberados do 

MTA desempenham importante papel na diferenciação odontoblástica de HDPCs via 

modulação de ERK e ativação JNK (58). Outra premissa do mecanismo de ação do 

MTA corresponde ao fato de hidrólise e troca iônica (59). A hidratação das partículas 

de silicato tricálcico leva à troca rápida de Ca2+ com íons H3O+ da solução aquosa da 

mistura para formar uma interface sólido-líquido. A reação dos íons Ca2+ com íons OH- 

derivados da água resulta na formação de Ca(OH)2, criando um ambiente altamente 

alcalino (59).  

Com esse mecanismo, o MTA desempenha propriedades capazes de facilitar 

a proliferação e diferenciação de células da polpa dentária em células semelhantes a 

odontoblastos, induzindo a secreção de proteínas morfogenéticas e fatores de 

crescimento tais como BMP-2 e TGF-β1, podendo ocasionar um processo de reparo 

e formação de dentina (56). O MTA pode ser utilizado em várias situações na prática 

endodôntica, devido a sua citocompatibilidade (55), bioatividade (60), resistência à 

fuga bacteriana e vedamento (61), além da biomineralização (56). Rodrigues et al. 

(56) demonstraram que o MTA não se apresentou citotóxico, desencadeou processos 

de mineralização in vitro e induziu a expressão de marcadores osteogênicos. Em um 

estudo clínico, o qual incluiu crianças e adultos de 7 a 45 anos, foi utilizado o MTA 

para capeamento direto após exposição pulpar por lesões cariosas. Neste grupo, foi 

observado que a taxa de sobrevivência da polpa foi de 95%, após controle de 5 anos 

(13). Utilizando um padrão de comparação, estudos demonstram uma superioridade 

do MTA em relação ao Ca(OH)2 (8, 54, 62), assim como demonstrado em estudo 

retrospectivo, em que o MTA foi utilizado para capeamento pulpar e obteve uma taxa 

de sobrevivência significativamente maior (80%) do que o Ca(OH)2, após um tempo 

médio de 42 meses (8). 

Apesar de inumeras vantagens atreladas ao MTA, era possivel obersrvar 

algumas desvantagens em relação a primeira geração desse material (8, 13). 

Asprincipais desvantagens do MTA de primeira geração incluiam  um potencial de 

descoloração dentinária, presença de elementos tóxicos na composição do material, 

dificuldades no manuseio, tempo longo para presa, alto custo e ausência de um 

solvente conhecido para este material, o que pode causar uma dificuldade de remoção 

após presa (14, 63). O MTA contém muitos elementos derivados do cimento portland, 
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o que inclui arsênico, composto que pode levar significativa toxidade (14). Porém 

investigações demonstram que a quantidade de arsênio 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 

formulação do MTA com coloração esbranquiçada (62). Porém, mesmo após 

reformulação estudos continuaram demonstrando descoloração dentária após a 

utilização do material MTA-branco para pulpotomias (62, 66) e estudo in vitro 

demonstra a descoloração dentinária após 3 dias em contato com MTA-branco (67). 

Marciano et al. (2014) demonstraram a capacidade do colágeno em contato com 

radiopacificadores, como óxido de bismuto ocasionar alteração de cor em estudo in 

vitro (68). Outra importante desvantagem do MTA consiste em seu elevado custo, o 

que inviabiliza a utilização no sistema público de saúde, não abrangendo grande parte 

da população (14). 

Entretanto, a utilização do MTA está cada vez mais difundida nas práticas de 

capeamento pulpar (8, 69). Apesar dos resultados satisfatórios com a utilização deste 

biomaterial, o mesmo passou por evoluções no decorrer dos anos, com 

aprimoramento de sua manipulação, remoção de componentes que ocasionavam 

alterações cromáticas dentinárias, como óxido de bismuto (68, 70). Um exemplo disso, 

corresponde ao biomaterial MTA Repair HP, que apresenta como características sua 

facilidade na manipulação devido presença do plastificador, além de apresentar o 

tungstato de cálcio, como agente radiopacificador, o que reduz a capacidade de 

pigmentação dentinária (70). Com a evolução do material, a redução do tamanho de 

suas partículas, favoreceram ao surgimento de materiais pronto para uso, surgindo o 

MTA Putty (71). Essas novas formulações do MTA ainda são consideradas recentes 

no mercado e para comparações com outros materiais já consagrados na endodontia, 

necessitam de mais tempo para estudos. 

Afim de superar as desvantagens do MTA, uma série de cimentos endodônticos 

bioativos têm sido desenvolvidos, por diferentes fabricantes, alegando características 

semelhantes ao MTA, e incorporação de componentes para redução das deficiências 

do MTA original (53). Com objetivo de melhora nas propriedades físicas ou como 

tentativa de diminuir a resposta inflamatória após o tratamento reabilitador, 

pesquisadores testam a utilização do MTA com outros materiais (6, 9, 43, 72). Estudo 

prévio in vivo, em ratos, foi observado que a combinação do extrato placentário 

humano ao MTA, levou a um aumento no crescimento celular, na atividade de 
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fosfatase alcalina, nos nódulos mineralizados, no aumento da migração celular, na 

formação e expressão gênica angiogênica em comparação com a utilização do MTA 

sozinho (72). Resultados favoráveis também foram encontrados quando o MTA foi 

utilizado juntamente com fibrina rica em plaquetas (PRF). Um estudo in vitro 

demonstrou que a união destes compostos promoveram a diferenciação de HDPCs 

em células semelhantes a odontoblastos através da ativação da via de sinalização 

BMP, podendo contribuir para regeneração dentinária (58).  

Além de observar a junção de dois materiais existentes, também foi observado 

na literatura a utilização do MTA combinado ao laser CO2 (73). Estudo realizado in 

vitro, demonstrou que a manipulação do MTA, seguida por aplicação do laser CO2 foi 

capaz de aumentar a liberação de íons e diminuir o tempo de presa do material, além 

de estimular a diferenciação odontogênica em hDPCs (73). Porém, investigação 

realizada in vivo, utilizando cães, comparando a combinação de irradiação laser de 

baixa potência e capeamento direto com MTA ProRoot, relataram que a irradiação 

com laser não melhorou respostas ao ProRoot MTA em termos de formação de tecido 

duro e diminuição de reações inflamatórias (74). 

Com o avanço da biotecnologia, a literatura começa 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 proteína relacionada ao hormônio da tireoide (PTHrP) na 

formação óssea, o que pode estar atrelado ao seu domínio terminal-N PTHrP (107-

111), também conhecido como osteostatina (OST) (75). Com a identificação da 

propriedade osteogênica da OST os autores Han et al. (18) demonstraram a união da 

OST ao MTA (18). Tal estudo demonstrou que a união do MTA a OST atua 

promovendo um efeito sinérgico nas hDPCs em comparação com o MTA sozinho. 

Podendo regular positivamente a expressão gênica odontogênica (18). 

Assim, observa-se objetivos incessantes na literatura em busca de um material 

que aumente as vantagens do MTA ou que atue de forma superior ao MTA, 

principalmente em aspectos antimicrobianos e que auxiliem na regeneração do 

complexo dentino-pulpar. 
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2.4 PEPTÍDEOS DE DEFESA DO HOSPEDEIRO 

 
 

Peptídeos antimicrobianos ou peptídeos de defesa do hospedeiro são 

biomoléculas capazes de participar da defesa imune inata de diversos organismos 

(76). Os PDHs são produzidos por todos animais complexos, insetos e plantas e 

geralmente, possuem uma ação direta contra uma gama de microrganismos (77). São 

moléculas representadas pelas classes: α-hélice, folhas-β, estrutura alongada e de 

loop (76). Os PDHs são, em sua maioria, pequenos (menos de 50 resíduos de 

aminoácidos), anfipáticos, catiônicos (carga líquida média +3) e com um conteúdo 

hidrofóbico médio de 42% (78, 79). Os peptídeos também podem ser classificados em 

naturais ou sintéticos. Como os peptídeos naturais têm uma meia-vida curta, devido à 

sua rápida degradação causada por cerca de 600 proteases diferentes no corpo 

humano (80), várias estratégias têm sido utilizadas para produzir análogos 

estabilizados, preservando as atividades biológicas das moléculas originais. Assim, 

peptídeos sintéticos estão se tornando mais populares em estudos científicos (81, 82). 

Este fato se justifica pela capacidade de produzir modificações em suas sequencias, 

aumentando sua capacidade antimicrobiana, imunomodulatória, ou até mesmo 

melhora na sua resistência contra degradação (83). Peptídeos sintéticos também 

podem ser expressos em outros organismos, através das técnicas de expressão 

heteróloga, permitindo diversas alternativas para as aplicações biotecnológicas 

destas biomoléculas (84).  

De acordo com o banco de dados de peptídeos antimicrobianos - Antimicrobial 

Peptide Database (APD), atualmente 3054 peptídeos naturais e sintéticos foram 

identificados. Esses peptídeos podem apresentar propriedades antimicrobianas, 

antibiofime, antivirais, antifúngico, antiparasitários, quimiotáticos, entre outras 

aplicações (19). Os PDHs além de participarem ativamente na imunidade inata, 

também modulam a resposta do sistema imune para promover a depuração de 

agentes patogênicos, além de diminuir efeitos deletérios da inflamação (20). Do 

mesmo modo, também podem regular a transição para a imunidade adaptativa e 

promover cicatrização de feridas (20). Em humanos, as células epiteliais da pele, trato 

intestinal e saliva produzem numerosos PDHs e proteínas antimicrobianas, para 

ajudar a proteger contra a contínua exposição a microrganismos ambientais, 

auxiliando na homeostase da microbiota hospedeira (85, 86).  

http://www.cabi.org/bookshop/book/9781786390394
http://www.cabi.org/bookshop/book/9781786390394
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Dentre os prováveis mecanismos de ação dos peptídeos, a cationicidade e 

hidrofobicidade são predominantemente observadas. Esses, são dois elementos 

críticos para a geração de uma estrutura anfipática frequentemente observada, o que 

permite que os PDHs catiônicos segmentem preferencialmente membranas 

bacterianas aniônicas ricas em fosfatidilgliceróis (PGs), que leva a uma quebra rápida 

na função da membrana e subsequente morte celular (79, 87, 88). Diversos 

mecanismos demonstram que a segmentação 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 peptídeos são capazes de se translocar através da membrana e 

difundir no citoplasma para alcançar alvos intracelulares (23). Esses alvos, podem 

incluir proteínas, ácidos nucleicos e organelas celulares. Podendo levar a inibição do 

dobramento de proteínas, atividade enzimática, atividade da mitocôndria e síntese 

proteica, além de ativar enzimas como autolisinas e acarretar na indução de morte 

autolítica (90, 91). Em relação as atividades antibiofime atribuídas a alguns peptídeos, 

os possíveis mecanismos de ação relacionados a essa característica, correspondem 

a (a) ruptura ou degradação de membranas das células incorporadas ao biofilme; (b) 

interrupção dos sistemas de sinalização celular bacteriana; (c) degradação do 

polissacarídeo e matriz de biofilme; (d) inibição do sistema de sinalização para evitar 

a resposta rigorosa bacteriana; (e) diminuição da regulação de genes responsáveis 

pela formação de biofilme e transporte de proteínas de ligação (92). 

Anteriormente, todos os PDHs também eram conhecidos como peptídeos 

antimicrobianos (PAMs). Entretanto, percebe-se que muitos PDHs perdem suas 

propriedades antimicrobianas em condições fisiológicas, mas contribuem com ações 

imunomoduladoras, avaliadas em estudos in vitro e in vivo (93). Hancock et al. (77), 

relatam que as funções do PDHs vão muito além de proteger o hospedeiro contra 

microrganismos invasores, correlacionando que os PDHs, na verdade apresentam 

papéis essenciais nos eventos de sinalização que ocorrem durante as respostas 

imunes. Assim, o potencial biotecnológico dos PDHs tem sido estudado como forma 

de modular resposta a infecções, patologias e regeneração de tecidos, além de 

possuir um amplo espectro contra microrganismos (94). Desta forma, estas 

biomoléculas podem ser adotadas como novas possibilidades farmacológicas em 

muitas áreas de saúde (88). 

 



35 
 

2.4.1 Peptídeos e odontologia 

 

 
 Entre as principais causas que podem levar a perda dentaria, lesões cariosas 

são a principal razão (76). A progressão de tal patologia é motivada pela virulência e 

proliferação dos microrganismos envolvidos (95). Assim, o controle efetivo das 

bactérias cariogênicas e do biofilme são de fundamental importância para prevenção 

do avanço da patologia pulpar, assim levando ao tratamento adequado (96). Diante 

da capacidade antibacteriana e imunomoduladora dos PDHs, estudos direcionados 

para odontologia têm sido desenvolvidos, observando um crescente aumento desde 

2003 (97). Percebe-se que tais estudos estão concentrados principalmente no 

processo da cárie dentária e doença periodontal (97). 

  Vários PDHs naturais foram avaliados no controle de bactérias cariogênicas, 

entre elas α-defensina, β-defensina, catelicidina LL-37, histatina 5, lactoferrina 

humana, nisina e pleurocidina (79, 97-99). Como exemplo, β-defensinas são 

expressas no epitélio gengival e glândulas e ductos salivares. α-defensinas podem ser 

avaliadas em neutrófilos e no fluido crevicular, e também, a LL-37 pode ser observada 

no epitélio inflamado, nas glândulas submandibulares e na saliva, a qual já foi avaliada 

por contribuir para a regeneração do complexo dentino-pulpar e nos possíveis 

processos regenerativos endodônticos (76, 100). A nisina, corresponde a um 

polipeptídio com 34 resíduos de aminoácidos, a qual foi demonstrada atividade 

antibacteriana contra bactérias patogênicas orais, como Streptococcus mutans, 

Streptococcus sanguinis, Lactobacillus acidophilus e Enterococcus faecalis (99). No 

entanto, a maioria dos PDHs naturais demonstram várias desvantagens para uso 

clínico, entre eles seu tamanho grande que os tornam difíceis e caros de serem 

preparados, alta citotoxicidade e propriedades farmacêuticas e farmacocinéticas 

deficientes (23). Para contornar esse problema, vários grupos estudam análogos 

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 afirmação, Wang et al. (96) projetam e 

sintetizam uma série de peptídeos α-helicoidais anfipáticos com perspectivas de 

serem mais curtos, menos citotóxicos e mais potentes do que os existentes contra 

bactérias cariogênicas.   
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 Em situações onde não é contido o processo de invasão bacteriana na região 

dentinária, a capacidade de recuperação do tecido pulpar fica prejudicada, podendo 

ser ocasionada a necrose do tecido (101). O canal radicular necrótico representa um 

nicho ecológico rigoroso para o crescimento microbiano, devido à diminuição de 

oxigênio e à disponibilidade de tecidos hospedeiros e fluidos teciduais como fonte 

primária de nutrientes (102). Diferentes espécies bacterianas pertencentes aos 

gêneros Prevotella, Porphyromonas, Fusobacterium, Treponema, Campylobacter, 

Enterococcus e Tannerella são possivelmente encontradas na infecção endodôntica 

primária (103, 104). Levando em consideração a progressão da patogênese pulpar, 

estudos com a intenção de melhorar as opções de tratamento e auxiliar na 

desinfecção do canal radicular vem sendo desenvolvidos. Com esse propósito, Lima 

et al. (105), avaliam a atividade antimicrobiana, citotóxica 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 peptídeos sintéticos VSL2 e VS2 agir contra bactérias 

disponíveis no canal radicular, como E. faecalis e C. albicans. Tal investigação 

demonstrou a possibilidade dos peptídeos VSL2 e VS2, em estudo ex vivo, de atingir 

400 µm de profundidade em túbulos dentinários, em 24h de tratamento (106). Outro 

estudo realizado por Wang et al. (107) demonstra a capacidade do peptídeo sintético 

DJK-5 agir em biofilmes de E. faecalis, em apenas 3 min. 

 Além de infecções endodônticas, percebe-se investigações utilizando PDHs na 

tentativa do controle da doença periodontal. Sabe-se que quando não tratadas, 

doenças periodontais podem se comunicar com lesões periapicais e formar lesões 

endodônticas-periodontais, ocasionando impacto direto sobre o prognóstico e 

tratamento (108). Como exemplo, Dantas et al. (109) demonstraram atividade do 

peptídeo Synoeca MP, em biofilmes envolvendo Pseudomonas aeruginosa, bactéria 

detectada em biofilme subgengival de pacientes imunodeprimidos com doença 

periodontal (110). Neste estudo, foi possível observar in vitro a atividade 

antibacteriana da synoeca MP em ação sozinha, porém melhores resultados foram 

avaliados quando combinado synoeca-MP com clorexidina (CHX), os quais 

demonstraram eficácia antimicrobiana, além de atividade imunomoduladora, com 

regulação positiva de MPC‐1 e fator de necrose tumoral α (TNF‐α), além de regulação 

negativa de NO e IL-10 (109). 
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 Com a intenção de diminuir a progressão da invasão bacteriana e 

consequentemente patologia do tecido pulpar e tecidos periradiculares, investigações 

que visam a prevenção ou dissipação do biofilme de microrganismos cariogênicos 

estão sendo cada dia mais observados. Wang et al. (111) demonstraram, em 

microscopia confocal e microscopia eletrônica de varredura, que o peptídeo IDR1018 

pode induzir a morte bacteriana presente em biofilmes orais pré formados e prevenir 

a formação do biofilme. Utilizando a concentração de 10 µg.mL-1, foi possível avaliar 

a prevenção da formação de biofilme após 3 dias. Além disso, em biofilme pré-

formado, a mesma concentração ocasionou a morte de 60% das células bacterianas 

também após 3 dias. Ainda, o tratamento combinado utilizando o peptídeo IDR 1018 

e a CHX aumentaram a atividade antibiofilme de cada composto em comparação com 

seu uso de forma isolada, resultando em morte > 50% do biofilme em apenas 3 

minutos (111). Outro estudo utilizando o peptídeo DJK-5 na concentração de 10 

µg.mL-1 em biofilmes de S. mutans, demonstra a capacidade do peptídeo 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 peptídeos se tornarem agentes promissores em 

estratégias antibiofilmes, fator importante nas diversas áreas da odontologia. Deste 

modo, devido ao potencial imunomodulador, antibiofilme e indutor de reparo, nos 

próximos tópicos serão descritos os PDHs de interesse para desenvolvimento do 

estudo apresentado. 

 
 

2.4.1.1 IDR1018 

 

 
 O peptídeo IDR1018 deriva-se da classe de reguladores da defesa inata (IDRs). 

Essa classe é caracterizada por possuir compostos sintéticos, baseados nas 

sequencias de PDHs naturais, ofertando propriedades imunomoduladoras e 

antimicrobianas (113). O peptídeo IDR1018 é um derivado sintético de 12 resíduos, 

apresentando sua sequência de aminoácidos (VRLIVAVRIWRRNH2), que se baseia 

no derivado bovino Bac2a (RLARIVVIRVAR-NH2). Usando a sequência de Bac2a 

como modelo, a sequência de 12 aminoácidos foi gerada através de substituições 

pontuais, embaralhamento e exclusões (21). Assim, originou-se um peptídeo com 

ampla gama de atividades biológicas, incluindo funções pró e anti-inflamatórias (21), 
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atividades citotóxicas e atividade hemolítica mínimas, além de uma potente atividade 

antibiofilme (22, 23). 

 Possivelmente, o mecanismo de ação do peptídeo IDR 1018 está na 

propriedade de desencadear a degradação dos nucleotídeos mensageiros 

secundários relacionados ao estresse da guanosina tetra e penta fosfato [(p) ppGpp] 

(114). Esses nucleotídeos possuem papeis importantes na formação e manutenção 

de biofilmes (21). Assim, justifica-se o fato de muitas vezes encontrar excelentes 

ações antibiofilme, mas praticamente nenhuma atividade contra bactérias 

planctônicas ou vice-versa (114). Diante disso, pesquisa demonstra a concentração 

inibitória mínima (MIC) e a concentração inibitória mínima de biofilme (CIMB) desse 

peptídeo contra bactérias S. mutans e E. faecalis, utilizando concentrações de 0 a 80 

µg.mL-1 do peptídeo IDR1018. Foi observado que mesmo na maior concentração 

testada, o peptídeo não inibiu substancialmente o crescimento planctônico das 

bactérias testadas. Diferentemente, foi avaliado quando observado a ação desse 

peptídeo em biofilme dos mesmos organismos em hidroxiapatita, o qual 10 µg.mL-1 foi 

capaz de reduzir 60% da população total de biofilme após 72h (111). 

 Além de ações antibiofilme, o IDR1018 pode modular o sistema imune e 

promover depuração de agentes patogênicos (115). Ainda, podem promover a 

transição da imunidade inata para resposta imune adaptativa e também promover uma 

cicatrização de feridas (21, 115). Pena et al. (115), demonstram a capacidade do 

IDR1018 de modular sutilmente a diferenciação de macrófagos, promovendo atividade 

anti-inflamatória, mediados principalmente pela indução local de quimiocinas. 

Demonstrando a capacidade do peptídeo em promover o amortecimento de respostas 

pró-inflamatórias, porém mantendo respostas protetoras. Também é possível avaliar 

em estudo, a capacidade do IDR1018, atenuar a produção de TNF-α em 89%, quando 

as células foram estimuladas com LPS (116). Outro estudo demonstrou a capacidade 

do peptídeo em regular a expressão de marcadores de adesão e ativação de 

neutrófilos a partir da liberação de quimiocinas (117). Em relação a capacidade de 

reparo, investigação realizada por Steinstraesser et al. (118) demonstrou em ensaio 

in vivo que o IDR1018 provoca cicatrização de feridas em período menor de tempo, 

em murinos não diabéticos com a ferida infectada ou não por S. aureus. Estudo prévio 

também demonstrou a capacidade do peptídeo IDR1018 em induzir proliferação, 

migração, e expressão de genes reparativos in vitro (119). Pesquisas atuais 

investigam os principais compostos do peptídeo IDR1018 responsáveis em ocasionar 
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as propriedades antibacteriana e imunomoduladora. Estudo prévio demonstrou a 

partir dos derivados cíclicos do IDR1018, com base em três diferentes estratégias 

sintéticas, incluindo ciclização cabeça-cauda (C1), ciclização de cadeia lateral para 

cauda (C2), e uma ligação cruzada de ligação dissulfeto (C3). Os gerados miméticos 

mostraram estabilidade proteolítica aprimorada e agregação reduzida in vitro e in vivo. 

Ainda, o derivado C2 teve excelentes capacidade para suprimir inflamação e reduzir 

significativamente as cargas bacterianas em um modelo de infecção cutânea de 

Staphylococcus aureus de alta densidade em murinos (120).  

O peptídeo IDR1018 também demonstrou adotar propriedades 

imunomoduladoras, antibiofilme e possuir um poder de cicatrização de feridas. Desta 

forma, apresentando propriedades importantes para um material destinado para uso 

em situações de capeamento pulpar. Assim, levando em consideração a necessidade 

de indução de reparo para a ocorrência 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 peptídeo relatado também em 2015 pela equipe de pesquisa do professor 

Hancock, corresponde ao DJK-6 (24). Trata-se de um peptídeo que corresponde a 

uma versão sintética D-enantiômera derivada do peptídeo IDR1018 e de peptídeos 

antibiofilmes mais ativos descritos por de la Fuente-Núñez et al. (24). O DJK-6 possui 

sequência de 12 resíduos de aminoácidos (VQWRRIRVWVIR), apresentando peso 

molecular de 1667,62 Da. Foi criado com objetivo de superar limitações dos peptídeos 

L-enantiômeros, que envolve a degradação enzimática por proteases do hospedeiro. 

Assim, devido a versão D-aminoácido do DJK-6, esse peptídeo tende a ser mais ativo 

e ser resistente a proteases (24), diminuindo a possibilidade de degradação 

enzimática, pelo próprio hospedeiro durante possíveis terapias (23). 

 O mecanismo de ação para a sua função antibiofilme pode estar relacionado a 

degradação de nucleotídeos mensageiros secundários relacionados ao estresse da 

guanosina tetra e penta fosfato [(p) ppGpp], similar ao peptídeo IDR1018 (24). Como 

exemplo, estudo demonstra que o peptídeo DJK-6 apresentou capacidade antibiofilme 

de Klebsiella pneumoniae (KpC). E quando avaliado combinações com antibióticos β-

lactâmicos, observou prevenção da formação de biofilme superior em relação a 
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atividade de células planctônicas de KpC (121). DJK-6, também se mostrou ativo na 

inibição do desenvolvimento e erradicação de biofilmes de P. aeruginosa, Escherichia 

coli, Acinetobacter baumannii, Klebsiella pneumoniae e Salmonella entérica. Além 

disso, esse peptídeo demonstrou forte sinergia com antibióticos convencionais 

(ceftazidima, ciprofloxacina, imipenem e tobramicina) reduzindo as concentrações de 

antibióticos necessários para a inibição completa do biofilme em até 64 vezes (24).  

 Ainda não se observa na literatura a utilização desse peptídeo para 

microrganismos envolvidos na doença cárie ou patologia endodôntica. Desse modo, 

percebe-se a necessidade de estudos investigando a ação antibiofilme e 

imunomodulatória do peptídeo DJK-6 em microrganismos envolvidos na patologia 

cárie e sua evolução endodôntica. Assim, o peptídeo DJK-6 correspondeu a um dos 

peptídeos selecionados para o estudo. 
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3. OBJETIVOS 

 
 
3.1 OBJETIVO GERAL 

 
 

Avaliar o potencial dos PDHs IDR1018, DJK-6 e a ação conjunta dos peptídeos 

com extrato de MTA, no processo reparativo do complexo dentino-pulpar. 

 
 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 
 

 Definir a melhor concentração dos peptídeos DJK-6 e IDR1018 (2, 4, 8, 16, 32 

e 64 μg.mL-1), além do MTA, através de ensaios antibacterianos de 

concentração inibitória mínima (CIM) e concentração bactericida mínima 

(CBM); ensaio de viabilidade de biofilme jovens; ensaio de viabilidade de 

células pulpares e o ensaio de migração celular. 

 Avaliar o efeito dos peptídeos, MTA e combinação peptídeos com MTA na 

atividade antibiofilme de biofilmes jovens e maduros de S. mutans. 

 Definir um sistema inflamatório in vitro, através de ensaios de viabilidade celular 

– MTT, dosagem de óxido nítrico e expressão gênica do marcador inflamatório 

– TNFRSF-1 por qPCR, após exposição da cultura celular aos estímulos rIFN-

γ, LPS, a união de ambos e as concentrações de antígeno em conjunto com 

rIFN-γ. 

 Após o estabelecimento do sistema inflamatório in vitro, avaliar expressão 

genica por qPCR de IL-6, TNFRSF-1 e GAPDH, após exposição dos peptídeos, 

MTA e combinação de ambos em cultura pulpar. 

 Avaliar a atividade metabólica celular através do ensaio MTT, na concentração 

definida do peptídeo e do MTA associado ou não ao peptídeo. 

 Avaliar a morfologia celular após tratamento com peptídeos (concentração 

definida), do MTA e da ação conjunta peptídeo e MTA, por meio da microscopia 

eletrônica de varredura (MEV). 

 Avaliar o efeito dos peptídeos, MTA e combinação de ambos na proliferação e 

migração de células pulpares. 
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 Analisar a expressão dos genes envolvidos na diferenciação 

odonto/osteogênica e biomineralização utilizando a técnica de PCR em tempo 

real, após tratamento com peptídeos, MTA e associação de ambos. 

 Avaliar o potencial dos peptídeos, MTA e combinação de ambos em promover 

a diferenciação celular e estimular a biomineralização por meio da análise da 

atividade da fosfatase alcalina e quantificação de fosfato. 

 Avaliar a formação de nódulos de mineralização pelo teste Alizarin-red, após 

tratamento com peptídeos, MTA e associação de ambos. 
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4. METÓDOS 

 

 

4.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL 

 
 

Este estudo baseia-se na avaliação do potencial antimicrobiano, 

imunomodulador e reparativo, dos PDHs DJK-6 e IDR1018 e sua associação com 

MTA em cultura pulpar primária. Para esse fim, o trabalho foi dividido em 6 fases: Fase 

I: definição da concentração dos peptídeos e do MTA. Fase II: Avaliação da atividade 

antimicrobiana e antibiofilme. Fase III: Definição de sistema inflamatório in vitro e 

atividade imunomodulatória. Fase IV: Efeitos da combinação dos PDHs com MTA e 

fase VI: Diferenciação celular e biomineralização (Figura 2). 

 

 

Figura 2 – Esquema representativo do desenvolvimento da pesquisa. 
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4.2  Amostras populacionais 

 
 

Pacientes encaminhados à cirurgia na clínica odontológica integrada, da 

Universidade Católica de Brasília (UCB) foram convidados a participar da pesquisa. 

Primeiramente, os pacientes passaram por uma triagem onde foi realizada anamnese. 

Em seguida, foi realizado exame clínico intrabucal e extrabucal para avaliação e 

confirmação da necessidade da realização de exodontia. Este projeto foi autorizado 

pelo comitê de ética em pesquisa em humanos da UCB, sob número CEP-UCB CAAE: 

7287417000000029 (Anexo 4). Todos pacientes assinaram um termo de 

consentimento livre e esclarecido (TCLE), autorizando a utilização do elemento 

dentário extraído para pesquisa científica. 

 
 

4.2.1 Critérios de inclusão 

 
 
Pacientes de ambos sexos foram incluídos e encaminhados para exodontia de 

terceiros molares hígidos, com indicação de exodontia por razões ortodônticas, 

traumatismos de tecido mole, ausência de antagonista ou posição inadequada para 

erupção. Estes indivíduos participaram da pesquisa em casos de ápice aberto, 

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

 
 

4.2.2 Critérios de exclusão 

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

lesões cariosas ou doença periodontal.  

 
 

4.3 OBTENÇÃO DE POLPA DENTÁRIA HUMANA DOS DENTES EXTRAÍDOS 

  
 

Após a realização da extração dentária, foi realizado um sulco na junção amelo-

dentinária, utilizando broca cirúrgica ZeKrya (Dentsply Maillefer, Ballaigues, Suíça) em 

alta rotação e sob refrigeração, com cautela para não ocasionar a exposição do tecido 

pulpar ou manipulação radicular. Após, 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 µL de fungizone anfotericina B (Sigma Aldrich®, St 

Louis, EUA) e 10 µL de gentamicina (Sigma Aldrich®) (122). O conjunto foi 

transportado ao laboratório da unidade de Pós-Graduação em Ciências Genômicas e 

Biotecnologia, no Centro de Análises Proteômicas e Bioquímicas (CAPB), da 

Universidade Católica de Brasília (UCB).  

 
 

4.3.1 Cultura primária de célula pulpar – técnica explant/outgrowth 

 
 

A remoção dos tecidos moles residuais e cemento utilizando curetas 

periodontais foi realizada em câmara de fluxo laminar (Neumar, São Paulo, SP, Brasil). 

Após, os dentes foram fraturados utilizado um esculpidor Hollenback no 03 (Golgran, 

São Caetano do Sul, SP, Brasil). Consequentemente, as polpas dentárias foram 

removidas com auxílio de pinça (Golgran) e limas endodônticas tipo K 15 ou 10 

(Dentsply Maillefer, Ballaigues, Suíça). O conteúdo pulpar foi lavado em solução salina 

tamponada com fosfato (PBS). Após, a polpa foi seccionada com auxílio de lamina de 

bisturi e transferido para placa de 6 poços, cultivadas em meio DMEM, contendo alto 

teor de glicose (25 Mm), 50 U.mL-1 de penicilina, 50 µg.mL-1 de estreptomicina e 20% 

de SFB. Posteriormente, a placa foi transferida para uma atmosfera umedecida 

contendo 5% de CO2, na temperatura de 37 oC. Após a confluência, a monocamada 

de células foi removida das placas por meio da incubação com 300 µL de solução de 

tripsina a 0,5% (p/v) (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EUA) e 10 mM de ácido 

etilenodiamino tetra-acético (EDTA) (Sigma Aldrich) durante 2 min a 37 °C. Em 

seguida, as células foram coletadas em tubos cônicos 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-1 de penicilina, 50 

μg.mL-1 de estreptomicina e 10% de SFB. Essas células foram subcultivadas até a 

obtenção do número de células suficiente para a realização do experimento (123). 

Cada subcultivo foi considerado uma passagem celular. Em virtude da senescência 

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

 
 
Os peptídeos utilizados foram sintetizados pela Peptide 2.0 (Chantilly, Virginia, 

EUA), com grau de pureza >95 %. A confirmação da massa molecular e pureza foi 

analisada por espectrometria de massas MALDI-TOF (Anexo 1A e 1B). Para os 

experimentos, os peptídeos foram pesados e diluídos em água ultrapura milli-q. Como 

biomaterial comparativo, o MTA REPAIR HP (Angelus, Paraná, 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 0,085g foi dividido em quatro 

partes iguais. Cada porção, contendo 0,02125g, foi pesada em balança de precisão. 

A seguir, cada porção foi preparada de acordo com as instruções do fabricante. Cada 

porção de MTA misturado foi inserida em um poço de uma placa de 24 poços (16,2 

mm de diâmetro e 2 mm de altura) e incubada a 37 ° C, por 30 min (126). Após o 

tempo de presa, 2,5 mL de meio foram adicionados [meio DMEM suplementado 

(Sigma), Meio de infusão de cérebro e coração (BHI) (Sigma) ou meio de caldo 

limitado em nutrientes Todd Hewitt (BM2) (fosfato de potássio 62 mM (VETEC, Brasil), 

7 mM (NH4) 2SO4 (VETEC), 2 mM MgSO4 (Sigma), 10 µM FeSO4 (VETEC) e 0,5% de 

glicose (Sigma)]. As placas foram incubadas a 37 ºC, por 24h, de acordo com a 

Organização Internacional de Padronização (ISO) 10993-5. Após 24h de contato do 

MTA com o meio, o sobrenadante de cada poço foi unido, totalizando 10mL. Então, 

filtrado com filtros estéreis de 0,22 mm. Após essa filtração, o novo meio foi 

denominado MTA 1:1 ou MTA não diluído. A partir do meio MTA 1:1, maiores diluições 

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 início do preparo do extrato 

foi confeccionado no dia anterior de cada experimento e filtrado no dia da realização 

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 Manipulação do peptídeo adicionado ao MTA 

  
 

Após obtenção do extrato de MTA cada poço referente a cada ensaio, recebeu 

a concentração de MTA estabelecida. Ensaios utilizando a conjunção de MTA e 

peptídeos, foram realizados após experimentos de definição de concentração. Então 

a concentração de peptídeo estabelecida foi adicionada em cada poço (18). 

 

 

4.6 FASE I - DEFINIÇÃO DA CONCENTRAÇÃO DOS PEPTÍDEOS ESCOLHIDOS  

 

 

 Para definição da concentração dos peptídeos a serem testadas para 

realização dos experimentos que combinam PDHs e MTA, foram utilizados os ensaios 

antibacterianos de concentração inibitória mínima (CIM) e concentração bactericida 

mínima (CBM); ensaio de viabilidade de biofilme jovens; ensaio de viabilidade de 

células pulpares e o ensaio de migração celular. Para todos os ensaios para seleção 

de concentração foram avaliados os peptídeos DJK-6, IDR1018 avaliando as 

concentrações 2 até 64 μg.mL-1 e o biomaterial MTA (1:1, 1:2 e 1:4). Após a realização 

dos experimentos citados, foram selecionadas as concentrações com melhores 

resultados utilizando as menores concentrações que produziram ação antibacteriana 

e antibiofilme, não foram citotóxicas para culturas pulpares e ocasionaram melhor 

migração.  

 

 

4.6.1 Avaliação antimicrobiana dos peptídeos e do MTA 

 
 
A avaliação antimicrobiana foi avaliada seguindo protocolo de ensaio de 

inibição de crescimento por micro diluição em caldo, segundo national committee for 

clinical laboratory standards (NCCLS), utilizando bactéria Streptococcus mutans 

(ATCC 25175), mas anteriormente foi necessário estabelecer a curva de crescimento 

da bactéria testada. 
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4.6.2 Avaliação da curva de crescimento e determinação de unidades 

formadoras de colônias (UFC) da bactéria S. mutans 

  
 

A curva de crescimento da bactéria S. mutans, foi realizada a partir de uma 

colônia pré-inoculada e incubada em 5 mL de caldo Brain Heart Infusion (BHI) (Kasvi, 

Paraná, Brasil) a 37 oC, 220 rpm, por uma noite. Posteriormente, 15 µL do pré-inóculo 

foi adicionado para cada 5 mL de meio BHI e incubado a 37 oC, em 220 rpm. Foi 

realizada leitura por densidade óptica (D. O.) desse inóculo a cada hora, cujo 100 µL 

da suspensão foi inserido em cada poço (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 inóculo em meio 

sólido também foi realizado. Para isso, 100 µL da suspensão foram submetidas a 10 

microdiluíções seriadas (1:10) em solução salina (0,85% NaCl) e Tween 20 (0,2%) 

estéril. A técnica de microgota foi realizada, a partir das microdiluições, 3 microgotas 

(2 µL cada) de cada diluição foi inoculada em placas contendo meio BHI ágar (Kasvi, 

Brasil). As placas foram inoculadas por 24h, em 37 oC. Prosseguindo para contagem 

de unidades formadoras de colônias (UFC). Assim, foram correlacionados os valores 

da D. O. com as UFC (127) (Anexo 3). 

 
 

4.6.3 Concentração inibitória mínima dos peptídeos e do MTA 

 

Pré-inóculo de três colônias de S. mutans foi realizado em 5 mL de caldo BHI 

(Kasvi, Brasil) a 37 oC, 220 rpm, overnight. Posteriormente 100 µL do pré-inoculo foi 

adicionado em 4.900 mL de meio BHI e incubado a 37 oC em 220 rpm, incubada até 

atingir a absorbância de 0,25 – 0,30 nm em uma leitura de comprimento de onda de 

595 nm. Nessa absorbância foi considerado uma concentração de 1x107 UFC.mL-1. 

Assim, com o pré-inóculo em fase logarítmica, o ensaio foi reproduzido em meio BHI, 

na concentração de 2x105 UFC por poço para concentrações testadas dos peptídeos 

e do MTA. As concentrações analisadas para determinação da concentração inibitória 

mínima (MIC) dos peptídeos DJK-6 e IDR1018 corresponderam ao intervalo de 2 a 

256 µg.mL-1. Para o grupo do MTA, foram avaliadas proporções 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 µg.mL-1 de ampicilina (128); c) meio BHI sem o acréscimo de 

nenhum outro fator, correspondendo ao branco. Os grupos foram preparados em 

triplicatas biológicas e triplicata técnica em placas de cultura de 96 poços (TPP, EUA) 

incubada por 18 h, a 37 oC, sob agitação média 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 

logarítmica curvas de crescimento realizadas previamente (abs 0,25 – 0,30), 

comparados aos controles positivo e negativo (129). 

 
 

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

e ação conjunta dos peptídeos 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 ºC, 220 rpm, durante a noite. A suspensão bacteriana foi diluída 

em meio mínimo BM2 a 1/100 v / v por poço e cultivada em placa de 96 poços com 

fundo em U a 37 ºC, por 24h. Biofilme pré-formado foi exposto as concentrações de 2 

a 64 μg.mL-1 dos PDHs DJK-6 e IDR1018, extratos de MTA nas diluições 1:1, 1:2 e 

1:4 (Angelus, Brasil) e uma combinação de ambos materiais. Posteriormente, para 

avaliar a viabilidade do biofilme, 100 µL de meio BM2 e 10 µL de brometo de 3-(4,5-

dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazólio (MTT) (Sigma) foram adicionados a cada poço, e 

as microplacas incubadas por 4 h, a 37 ºC na ausência de luz. Após a solubilização 

completa do produto celular, a absorbância foi lida a 570 nm. O controle positivo foi 

representado por cloranfenicol (10 µg.mL-1) e bactérias S. mutans, como controle 

negativo (96). 

 
 

4.6.5 Ensaio da viabilidade por MTT de células pulpares após exposição dos 

PDHs e MTA 

 
 
O ensaio de viabilidade celular, foi realizado em cultura pulpar após o período 

de 24 e 72h. Foram avaliados a viabilidade de células pulpares, após a exposição dos 
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PDHs DJK-6 e IDR1018 em concentrações de 2 a 64 µg.mL-1. O biomaterial MTA nas 

concentrações de 1:1, 1:2 e 1:4, também foram avaliados. Para avaliação 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 poços (TPP, EUA), e em 

seguida adicionado 100 μL de DMEM e 10 μL de solução MTT (Sigma), em uma 

concentração de 5 mg.mL-1. As células em contato com a solução de MTT foram 

incubadas em estufa umidificada na temperatura de 37 °C, pelo tempo de 4h. Em 

seguida, 100 μL de dimetilsulfóxido – DMSO 100% foi adicionado e a placa lida em 

leitor de ELISA, em absorbância de 570 nm (130). 

 
 

4.6.6 Ensaio de migração celular – método scratch 

 
 

Neste ensaio, as células pulpares (2,5 x 105 células por poço) foram semeadas 

em placas de cultura de 6 poços (Prolab) em meio DMEM (GIBCO), suplementado 

com 100 U.mL-1 de penicilina (Invitrogen) e 100 µg.mL-1 estreptomicina (Invitrogen) e 

10% de SFB, mantidas até formação de uma monocamada confluente. Após, algumas 

das células confluentes foram removidas da cultura de tecidos, com uma ponta de 

micropipeta de plástico com um orifício grande, reproduzindo uma ferida. As células 

restantes foram lavadas três vezes com meio citado anteriormente. Então, meio 

contendo concentrações de 2 a 64 µg.mL-1 dos PDHs DJK-6 e IDR1018, além do 

extrato de MTA (1:1, 1:2, 1:4) foram adicionados. Neste momento, o meio de cultura 

utilizado foi o DMEM suplementado com 50 U.mL-1 de penicilina e 50 μg.mL-1 de 

estreptomicina isento de SFB. As culturas foram incubadas e monitoradas por até 48h. 

Fotografias com auxílio de microscopia foram realizadas nos tempos de 0, 24 e 48h, 

para posteriormente serem analisadas, tratadas e contabilizadas com auxílio do 

software Image J (NIH, Bethesda, MD) (123).  
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4.7 FASE II - EFEITO DOS PEPTÍDEOS, MTA E COMBINAÇÃO PEPTÍDEOS E MTA 

NA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA APÓS CONCENTRAÇÃO DEFINIDA 

 
 
A atividade antibiofilme foi realizada em duas situações: biofilmes pré-formados 

jovens em placas de fundo em U e biofilmes maduros em disco de dentina. Os 

controles foram representados por cloranfenicol (10 µg.mL-1) e bactérias S. mutans. 

 
 

4.7.1 Atividade em biofilme jovem 

 
 
Após definição das concentrações dos PDHs e diluição do MTA, novos ensaios 

antibiofilme foram realizados. Inicialmente foi realizada avaliação antibiofilme dos 

PDHs, MTA e combinação de ambos em biofilmes pré-formados por 24h em placa de 

96 poços com fundo em U . O mesmo protocolo descrito anteriormente, para avaliação 

da viabilidade de biofilme jovem foi realizado (96). 

 
 

4.7.2 Atividade em biofilme maduro 

 
 

Quatorze terceiros molares, com coroas livres de cárie foram usados no estudo 

para preparação dos discos de dentina para realização de cultura de biofilme formado 

em 7 dias, nomeado como biofilme maduro. As coroas dos dentes foram cortadas 

transversalmente com uma máquina de corte de disco diamantado no limite do corno 

pulpar. Foram utilizados discos de 1 mm de espessura e 4 mm de diâmetro. 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 água 

destilada em abundância. Posteriormente, os discos foram embalados 

individualmente e esterilizados em autoclave (vapor saturado sob pressão). Após 

autoclavagem, os discos de dentina foram inseridos no fundo de uma placa de 24 

poços. Sequencialmente, a suspensão bacteriana de S. mutans (ATCC 25175) foi 

diluída em meio BHI a 10/990 v / v por poço e cultivada em disco a 37 ºC, por 7 dias. 

Após o tempo decorrido, o disco de dentina e o biofilme foram removidos do poço e 

lavados suavemente com PBS e, em seguida, inseridos em uma nova placa de 24 

poços. O biofilme foi exposto aos PDHs, extratos de MTA (Angelus, Brasil) e 
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combinação de ambos por 24h. A bactéria S. mutans em meio BHI foi o controle 

positivo. Após 24h, o disco foi lavado em PBS duas vezes para remover o meio de 

cultura e as células não aderentes. Em seguida, a superfície do disco foi corada com 

50 µL de kit de viabilidade bacteriana live/dead baclight composto de SYTO 9 e iodeto 

de propídio (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 microscópio 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 óleo 40x. Cada imagem era 

representativa de um campo de 275 x 275 µm2. As imagens foram então transferidas 

para o software Imaris 7.2 (Bitplane Inc, St Paul, MN). A ferramenta de análise de 

biofilme foi utilizada para avaliar os 5 campos de cada amostra. O teste foi realizado 

em duas repetições de indivíduos, conduzidas em dias diferentes. Os resultados para 

cada grupo geraram uma média única, representativa de 10 campos de duas amostras 

biológicas (96). 

 
 

4.8 FASE III - AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE IMUNOMODULATÓRIA DOS 

PEPTÍDEOS E DO MTA 

 
 

 4.8.1 Preparo dos antígenos microbianos mortos pelo calor  

 
 
O microrganismo S. mutans (ATCC 25175) foi selecionado para este estudo e 

utilizado na forma de antígeno morto pelo calor, como relatado em estudos prévios 

(131, 132). Desta forma, o preparo do antígeno envolveu a coleta de colônias recém 

repicadas que foram ressuspensas em tampão PBS (separadamente) e quantificadas 

por D.O. Posteriormente, estes foram aquecidos a 121 oC, durante 50 min e 

posteriormente armazenados a -20 oC. A morte destes microrganismos foi confirmada 

a partir de inoculação de uma alíquota de cada antígeno em meio líquido e nova 

incubação por 24h (133). 
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4.8.2 Definição dos estímulos utilizados para reprodução de sistema 

inflamatório  

 
 
Anteriormente a realização dos ensaios definitivos, foram realizados 

experimentos para determinar a concentração e os estímulos necessários para 

realização de um sistema in vitro que se assemelhe ao processo inflamatório pulpar. 

 
 

4.8.2.1 Viabilidade celular – MTT 

 
 

Para avaliação da concentração de antígeno a ser utilizada em células 

pulpares, foram avaliadas as concentrações de 1x106 até 1x108 (UFC por poço). 

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 solução de lise (10 Mm Tris, pH 7,4, 1 Mm EDTA e 0,1% triton X-100). Também 

foram testados os estímulos rIFN-γ, LPS, a união de ambos e as concentrações de 

antígeno em conjunto com rIFN-γ. Após 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 óxido nítrico (NO) 

 
 
A produção de nitrito nos sobrenadantes das culturas foi avaliada pelo método 

de Green (134), com adaptações. Foram transferidos 100 μL dos sobrenadantes de 

cultura para placas de 96 poços (TPP, EUA), acrescidos de 100 μL de DMEM (Gibco, 

EUA) suplementado nos poços da curva padrão de nitrito de sódio. Em seguida, foram 

adicionados 100 μL de uma solução de sulfanilamida a 1% em ácido fosfórico 2,5% e 

naftiletilenodiamina 1% em ácido fosfórico 2,5%, na proporção de 1:1. Após 10 min de 

incubação à 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 

equação da curva padrão de nitrito de sódio (1,5625 μM a 200 μM) (134). 
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4.8.2.3 Análise da expressão gênica do marcador inflamatório – TNFRSF-1 por qPCR  

 
 
Os níveis de RNA mensageiro do Receptor do Fator de Necrose Tumoral 1 – 

TNFRSF-1 e gliceraldeído 3-fosfato desidrogenase - GAPDH foram avaliados por 

qPCR após 24h da cultura celular exposta ao LPS, IFN-γ, LPS + IFN-γ, concentrações 

de antígeno morto pelo calor de S. mutans em concentrações de 1x106 e 1x107 (UFC 

por poço), além das mesmas concentrações adicionadas a IFN-γ. O método utilizado 

correspondeu a PCR em tempo real com StepOnePlus ™ Real-Time PCR System 

(Applied Biosystems, ThermoFisher Scientific, Califórnia, EUA) nas condições 

recomendadas pelo fabricante. Cada reação teve um volume final de 10 μL, 

consistindo em: 0,5 μL de TaqMan® Small RNA Assay (20X); 0,66 μL de cDNA; 5 μL 

de TaqMan® Universal PCR Master Mix II (2x) e 3,83 μL de água sem nuclease com 

a sonda TaqMan® (Invitrogen ™ ThermoFisher Scientific - KIT q-PCR Assay). Ao final 

desses ciclos, os resultados foram analisados para determinar a diferença na 

expressão de miRNA nas amostras testadas. Os níveis relativos de expressão no 

grupo experimental foram calculados por ∆ (∆CT) (∆CTControle −∆CTExperimento) 

(135). 

 
 

4.8.3 Efeito dos peptídeos, MTA e combinação dos peptídeos com MTA nos 

produtos da resposta imune 

 
 

Após o estabelecido do sistema in vitro envolvendo a utilização do interferon-γ 

(IFN-γ) e lipopolissacarídeos (LPS), os efeitos dos peptídeos, MTA e combinação de 

peptídeos e MTA foram observados em todas essas condições simuladas. Assim, as 

células pulpares foram semeadas em triplicatas biológicas em placas de 6 poços com 

meio DMEM suplementado, a uma densidade de 2,5x105 células / poço e estimuladas 

com IFN-γ e LPS por 24h. Após esse período, peptídeos, MTA e uma combinação de 

ambos peptídeos e MTA foram expostos às células pulpar por 24h. Posteriormente, 

os níveis de RNA mensageiro de Interleucina IL-6, TNFRSF-1 e GAPDH foram 

avaliados com o sistema StepOnePlus ™ Real-Time PCR (Applied Biosystems, 

ThermoFisher Scientific, Califórnia, EUA), nas condições recomendadas pelo 

fabricante. 
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4.9 FASE IV – EFEITOS DA RESPOSTA CELULAR APÓS COMBINAÇÃO DO MTA 

E PEPTÍDEOS 

 
 

4.9.1 Avaliação da citotoxidade dos peptídeos, MTA e do peptídeo em conjunto 

com extratos do MTA em células pulpares - MTT 

 
 

Após a definição das concentrações dos PDHs e do MTA, novos ensaios para 

avaliar a viabilidade celular após exposição 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, os grupos controles foram representados por: a) Célula 

pulpar primária e meio de cultura suplementado com SFB 10%; b) Célula pulpar 

primária, meio de cultura suplementado com SFB 10% e solução de lise (10 Mm Tris, 

ph 7,4, 1 Mm EDTA e 0,1% triton X-100) (136). 

 
 

4.9.2 Análise da morfologia celular por Microscopia Eletrônica de Varredura 

(MEV) 

 
 

A avaliação da morfologia celular após tratamento com os peptídeos DJK-6, 

IDR1018, MTA e peptídeo adicionado ao MTA foi realizada em microscópio eletrônico 

de varredura (JSM-7000F Scanning Microscope, JEOL, EUA). Para isso, lamínulas de 

vidro quadradas com 18 mm x 18 mm (Fisher Scientific, Suwanee, GA, EUA) foram 

posicionadas na base da placa de 6 poços (Prolab, São 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 105). Após 24h, foi realizada a 

inserção dos peptídeos e do material MTA que permaneceram por mais 24h. Após 

esse período, a lamínula foi fixada em glutaraldeído 2,5% por 24h, seguindo por duas 

lavagens com cacodilato de sódio. Posteriormente, as células foram fixadas em 

tetróxido de ósmio 1% por 30 min em capela e realizado desidratação em solução de 

acetona 30, 50, 70, 95 e 100%. Após secagem da lamínula, esta foi metalizada e 

analisada em microscópio eletrônico de varredura (JMST33A Scanning Microscope, 
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JEOL, EUA) (57). As imagens foram captadas em aumentos de 300x, 1500x e 3000x 

para avaliação da morfologia celular da cultura pulpar primária. 

 
 

4.9.3 Efeito dos peptídeos, MTA e combinação dos peptídeos e MTA na 

proliferação e migração de células pulpares 

 
 

4.9.3.1 Proliferação de células pulpares 

 
 

Células pulpares (1x104 células / poço) foram cultivadas em placas de 96 

poços, por 24h. Em seguida, a cultura foi exposta aos PDHs, extrato de MTA Repair 

HP e combinação de ambos. As culturas celulares foram incubadas a 37 ºC e 5% de 

CO2 por 24 e 48h. A proliferação celular foi avaliada usando a coloração Trypan Blue 

(Sigma) 0,4%, então as células foram contadas imediatamente, utilizando câmara de 

Neubauer (Brand GmbH, Wertheim, Alemanha) sob um microscópio com ampliação 

de 40X, após as células serem recuperadas por tripsina (0,025%) e EDTA (0,01%) 

(137). Todas as contagens foram realizadas, utilizando a média de três réplicas 

técnicas e biológicas de cada amostra em cada tempo experimental e comparadas 

com o número celular inicial do experimento (137). 

 
 

4.9.3.2 Ensaio de migração celular – método scratch 

  
 

Após definição das concentrações dos PDHs utilizadas, novo ensaio de 

migração celular foi realizado. Neste momento, as células pulpares foram expostas 

aos PDHs, MTA e combinação de ambos, por 24h e 48h. O método foi conduzido 

conforme relatado anteriormente (123). 
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4.10 FASE V - AVALIAÇÃO DO POTENCIAL DOS PEPTÍDEOS, MTA E PEPTÍDEOS 

EM CONJUNTO COM MTA NA DIFERENCIAÇÃO ODONTO/OSTEOGÊNICA E 

BIOMINERALIZAÇÃO 

 
 

As células pulpares foram cultivadas em placas de 6 poços em densidade de 

5x104 (célula/poço) por 14 dias em meio de cultura odonto/osteogênico, PDHs, MTA 

e união de ambos. Meio de cultura contendo alto teor de glicose (25 mM) e 

suplementado com 50 U.mL-1 de penicilina, 50 μg.mL-1 de estreptomicina e 10% de 

SFB (meio de cultura padrão), foi utilizado como meio de controle negativo. Células 

cultivadas com meio de diferenciação odonto/osteogênica contendo meio DMEM 

suplementado com 10-8 mol.L-1 de dexametasona (Sigma Aldrich®), 0,05 g.L-1 de ácido 

ascórbico (Sigma Aldrich®) e 2,16 g.L-1 de glicerol 2-fosfato dissódico (Sigma Aldrich®) 

(138), foram utilizadas como controle positivo. Posteriormente procedimentos para 

realização de qPCR foram conduzidos. 

 
 

4.10.1 Análise da expressão gênica de marcadores de biomineralização  

 
 
A expressão gênica de DSPP e TGF-β foram avaliados por PCR em tempo real 

com StepOnePlus™ Real-Time PCR System (Applied Biosystems, ThermoFisher 

Scientific). 

 

 

4.10.1.1 Extração de ácido ribonucleico (RNA) total 

 
 
Após estimulação com DJK-6, IDR1018, extrato de MTA e extrato de MTA com 

os peptídeos, as células foram coletadas para a extração de RNA total pelo método 

de trizol (ThermoFisher Scientific, Califórnia, EUA). Para isso, após 14 dias foi utilizado 

1000µL 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 μL de clorofórmio (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. Após a centrifugação, a fase 
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aquosa foi transferida para um novo tubo de 1,5 mL, ao qual foi adicionado 500 μL de 

isopropanol (ThermoFisher Scientific). A mistura foi homogeneizada com auxílio de 

aparelho vortex e incubada no gelo, por 10 min. Após a incubação, as amostras foram 

centrifugadas a 12.000 rpm por 10 min e o sobrenadante foi descartado. Então, 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 μL 

de água RNAse free (ThermoFisher Scientific) (139).  

 
 

4.10.1.2 Quantificação e pureza do RNA total  

 
 

O RNA total foi quantificado utilizando o método de Qubit (Invitrogen™ 

ThermoFisher Scientific, Califórnia, EUA). Para isso 1 μL do fluoróforo foi adicionado 

a 199 μL do tampão. Após homogeneização foi removido 1 μL da reação e adicionado 

1 μL da amostra testada. Então a mistura ficou acondicionada em ambiente com 

ausência de luz, em temperatura ambiente por 2 min. Após foi realizada leitura no 

equipamento Qubit, resultando na concentração em μg.mL-1, a partir do volume inicial 

de amostra (1 μL). Em conjunto com a quantificação por Qubit também foi utilizado 

espectrofotômetro Nanodrop (Thermo Scientific, Wilmington, DE), para avaliar a 

qualidade das amostras utilizadas e possíveis contaminantes. O grau de 

contaminação por proteínas foi verificado por meio da razão entre os comprimentos 

de onda 260 nm e 280 nm. Razões 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 μL do mix preparado com o High 

Capacity cDNA Reverse Transcription Kit® (Applied Biosystems/ThermoFisher 

Scientific). Utilizando o Kit, foi adicionado 3,2 μL de água RNAse free (Invitrogen™ 

ThermoFisher Scientific); 2 μL do Buffer RT 10X (Invitrogen™ ThermoFisher 

Scientific); 0,8 μL do mix de dNTP 25X (Invitrogen™ ThermoFisher Scientific); 2 μL de 

Random Primers RT 10X (Invitrogen™ ThermoFisher Scientific); 1 μL do Inibidor de 
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RNAse 20U/μL (Invitrogen™ ThermoFisher Scientific); e 1 μL 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 análise de expressão gênica foi realizada por qPCR com StepOnePlus™ 

Real-Time PCR System (Applied Biosystems, ThermoFisher Scientific). A fim de 

verificar a expressão de genes indicativos de diferenciação odontogênica e 

mineralização dentinária foram avaliados a expressão dos genes DSPP, TGF-β e 

GAPDH, como gene constitutivo. A reação de quantificação foi preparada de acordo 

com as recomendações do fabricante. Cada reação apresentou um volume final de 

10 μL, sendo composto por: 0,5 μL de TaqMan® Small RNA Assay (20X); 0,66 μL de 

cDNA; 5 μL de TaqMan® Universal PCR Master Mix II (2x) e 3,83 μL de Água 

Nuclease free com a sonda TaqMan® (Invitrogen™ ThermoFisher Scientific - KIT q-

PCR Assay). A amplificação foi realizada sob as seguintes condições: ativação da 

enzima AmplaTaq Gold (Applied Biosystems), a 95 C durante 2 min, seguido de 40 

ciclos a 95 C, durante 1 s para desnaturação do DNA e 60 C, durante 20 s para 

emparelhamento e polimerização do iniciador. Os resultados foram analisados com 

base nos valores de CT, tal valor refere-se ao número de ciclos de PCR necessários 

para que o sinal o fluorescente chegue o limiar de detecção escolhido. Os resultados 

individuais expressos em valores de CT foram transferidos para planilhas para 

realização da análise por 2-ΔΔCT (135). Foi utilizada água desionizada destilada 

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

 
 

4.10.2 Produção 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). Após 14 dias de contato celular com o meio 
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osteogênico, 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 agitação. 

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. Alíquotas de lisado 

celular foram incubadas com p-nitrofenil fosfato (pNPP) como substrato a 37 ° C por 

60 min. A reação foi interrompida pela adição de 5 μL de NaOH 1N, e a absorbância 

foi medida em 405 nm usando o espectrofotômetro (SpectraMax M2, Molecular 

Devices, EUA). Normalização de alcalino a atividade da fosfatase foi mantida pela 

proteína total avaliada pelo método Qubit (140). 

 
 
4.10.3 Quantificação de fosfato 

 
 

A determinação da concentração de fosfato foi verificada a partir do 

sobrenadante das culturas de células pulpares após 14 dias experimentais em 

condições osteogênicas. O teste foi realizado com o kit Phosphate Colorimetric Assay 

(Sigma-Aldrich, EUA), de acordo com as instruções do fabricante. Os níveis de fosfato 

foram expressos em nanomolar (nM), após comparação com a curva padrão proposta 

pelo kit (0 – 5 nMol) (141). 

 
 

4.10.4 Avaliação da formação de nódulos de mineralização pelo método de 

Alizarin-red 

 
 

Após 14 dias de exposição das células pulpares ao meio odonto/osteogênico e 

aos PDHs, MTA e união de ambos, a formação de nódulos de mineralização foi 

avaliada pela coloração Alizarin Red (Sigma). Para isso, após 14 dias o meio foi 

removido, as células foram lavadas com PBS e posteriormente as células foram 

fixadas em formaldeído a 4% por 15 min. Logo após, foram enxaguadas com PBS e 

coradas com 40 mM de reagente de coloração com vermelho de alizarina por 30 min 

sob agitação. As células foram lavadas quatro vezes com água destilada. As amostras 

resultantes foram analisadas qualitativamente e fotografadas em microscópio 

invertido (140). Para uma análise quantitativa, uma proporção de 4:1 de ácido acético 

a 10% (Dinâmica, Indaiatuba, São Paulo, Brasil) e metanol (Dinâmica) foi adicionada 
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a cada poço para dissolução dos nódulos calcificados. Em seguida, o sobrenadante 

foi avaliado por espectrofotômetro em absorbância de 405 nm (142). 

 
 

4.11 ANÁLISES ESTATÍSTICAS 

 

Todos os experimentos foram realizados em triplicatas técnicas e biológicas. 

Somente o ensaio para avaliação da viabilidade de biofilmes maduros, foram 

realizados em duplicata. Os resultados foram submetidos ao cálculo da média e 

desvio padrão para cada experimento. Em seguida foi realizada a verificação de 

normalidade (teste de Kolmogorov Smirnov) e posterior estatística paramétrica, 

mediante a análise de variância de um fator (one way ANOVA) e quando necessário 

two way ANOVA. As análises foram consideradas a um nível de significância de 95%. 

A análise estatística foi realizada no software Graph Pad Prism 5 (Califórnia, EUA). 
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5 RESULTADOS 

 

 

5.1 DETERMINAÇÃO DA ESCOLHA DOS PEPTÍDEOS E DAS CONCENTRAÇÕES 

UTILIZADAS NOS ENSAIOS CELULARES 

 
 
5.1.2 Avaliação da CIM e CBM dos peptídeos DJK-6, IDR1018 e do biomaterial 

MTA 

 
 
Os peptídeos DJK-6 e IDR1018, além do MTA foram analisados quanto a sua 

atividade de inibição da bactéria S. mutans (ATCC 25175). Observou-se que nenhum 

peptídeo testado demonstrou atividade antibacteriana contra bactéria S. mutans em 

estado planctônico, até a concentração máxima testada de 256 µg.mL-1. Além disso, 

o biomaterial MTA Repair HP não demonstrou eficácia antibacteriana contra S. 

mutans, em nenhuma diluição testada (Tabela 1). 

 

 

  
 

S. mutans (ATCC 25175) 
 

Material testado 
CIM  

(µg.mL-1/µM) 
CBM  

(µg.mL-1/µM) 

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 peptídeos IDR1018, DJK-6 e do biomaterial MTA contra o 
microrganismo S. mutans in vitro. Os controles positivos foram cloranfenicol 10 µg.mL-1. A concentração 
inibitória mínima (CIM) e concentração bactericida mínima (CBM) estão representadas em µg.mL-1/µM. 
ND – não detectado. 
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5.1.3 Avaliação da viabilidade do biofilme em diversas concentrações dos PDHs 

DJK-6, IDR1018, do biomaterial MTA e ação conjunta dos PDHs com MTA 

 
 
Quando o biofilme jovem pré-formado foi exposto a 32 e 64 µg.mL-1 do peptídeo 

DJK-6, uma redução de 76,8% e 89,8%, respectivamente do biofilme foi observado. 

Notou-se diferença estatística entre as concentrações de 4 a 16 µg.mL-1 do peptídeo 

DJK-6 com as concentrações de 32 e 64 µg.mL-1 deste mesmo peptídeo (Figura 3A). 

Além disso, percebemos uma redução da viabilidade bacteriana em todas as 

concentrações testadas (4 a 64 µg.mL-1), quando comparado ao controle negativo, 

cultura de S. mutans em biofilme, na ausência de tratamento.  

 Em relação ao peptídeo IDR1018, observou-se que as concentrações de 32 

µg.mL-1 e 64 µg.mL-1 deste peptídeo reduziram 85% e 87% do biofilme, 

respectivamente. No entanto, concentrações, menores deste peptídeo (8 e 16 µg.mL-

1), reduziram apenas 27% e 29%, respectivamente do biofilme (Figura 3B), avaliando 

diferenças estatísticas entre as menores concentrações testadas com as maiores, 32 

µg.mL-1 e 64 µg.mL-1. Além do mais, tais concentrações (32 µg.mL-1 e 64 µg.mL-1) não 

apresentaram diferença estatística em relação ao controle positivo (Figura 3B). 

 Quando avaliado o extrato do biomaterial MTA foi possível observar uma 

redução de 92% do biofilme, quando este foi utilizado na proporção de 1:1. Porém, 

quando analisado proporções menores do mesmo extrato (1:2 e 1:4), percebeu-se 

redução de 62% e 60% do biofilme, respectivamente. Notou-se que não há diferença 

estatística do extrato de MTA na concentração de 1:1 com o controle positivo, diferente 

do que se observou nas menores concentrações testadas (Figura 3C). 
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Figura 3 – Viabilidade do biofilme jovem de S. mutans após exposição dos peptídeos DJK-6 (A), 

IDR1018 (B) e do biomaterial MTA (C). O controle positivo foi representado pela cultura bacteriana na 

presença do cloranfenicol 10 µg.mL-1 e o controle negativo, apenas pela bactéria S. mutans, em meio 

BM2. p<0,05 foi representado por (*) quando a diferença estatística foi em relação ao controle negativo; 

(#) em relação a concentração de 4 µg.mL-1; (&) em relação a concentração de 8 µg.mL-1; (+) em relação 

a concentração de 16 µg.mL-1; (δ) em relação a concentração de 32 µg.mL-1; (γ) em relação a 

concentração de 64 µg.mL-1; (Δ) em relação ao MTA (1:1). Diferenças estatísticas verificadas pelo teste 

one-way ANOVA e pós teste Tukey’s. 

 

Após avaliar a atuação efetiva dos peptídeos DJK-6, IDR1018 e do biomaterial 

MTA contra biofilme de S. mutans, foi proposto a análise dos peptídeos em conjunto 

com o extrato do MTA, a fim de verificar se ocorreria maior ação antibiofilme.  

Analisando os dados obtidos após esta junção, percebeu-se que ocorreu 

redução de 92% do biofilme na presença de extratos do MTA com o peptídeo DJK-6 
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na concentração de 4 µg.mL-1. Também foi observado que quanto maior a 

concentração do peptídeo nesta associação, maior a redução do biofilme. De modo 

que não foram observadas diferenças estatísticas comparando-se o controle positivo 

com os grupos contendo extratos do MTA com DJK-6 nas concentrações de 16, 32 e 

64 µg.mL-1. Estas concentrações de peptídeo nesta associação, levaram a reduções 

de 95%, 96% e 97% do biofilme (Figura 4A). 

Ao avaliar a adição do peptídeo IDR1018 ao extrato do MTA, percebemos maior 

redução do biofilme à medida que a concentração do peptídeo foi aumentada. Assim, 

notou-se que a concentração de 64 µg.mL-1 promoveu uma redução de 99,4% do 

biofilme, após 24h de exposição. Também não foram observadas diferenças 

estatísticas dos grupos contendo extrato de MTA com o peptídeo IDR1018 nas 

concentrações de 16, 32 e 64 µg.mL-1 com o grupo controle positivo. Notaram-se 

diferenças estatísticas entre os grupos contendo extratos de MTA e o peptídeo 

IDR1018, nas concentrações de 4 e 8 µg.mL-1, com os grupos que continham 16, 32 

e 64 µg.mL-1 do peptídeo (Figura 4B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4 – Viabilidade do biofilme jovem de S. mutans após exposição dos peptídeos DJK-6 (A), 

IDR1018 (B), em conjunto com MTA. O controle positivo foi representado pela cultura bacteriana na 

presença do cloranfenicol 10 µg.mL-1 e o controle negativo, apenas pela bactéria S. mutans, em meio 

BM2. p<0,05 foi representado por (*) quando a diferença estatística foi em relação ao controle negativo; 

(#) em relação a concentração de 4 µg.mL-1; (&) em relação a concentração de 8 µg.mL-1; (+) em relação 

a concentração de 16 µg.mL-1; (δ) em relação a concentração de 32 µg.mL-1; (γ) em relação a 

concentração de 64 µg.mL-1; (Δ) em relação ao MTA (1:1). Diferenças estatísticas verificadas pelo teste 

one-way ANOVA e pós teste Tukey’s. 

 

A
b

s
o

r
b

â
n

c
ia

 (
5

9
0

n
m

)

0 4 8
1
6

3
2

6
4

0 .0

0 .5

1 .0

1 .5

2 .0

2 .5

M T A  +  D J K -6
( g .m L

-1
)

* * * * *

0 4 8
1
6

3
2

6
4

0 .0

0 .5

1 .0

1 .5

2 .0

2 .5

M T A  +  ID R 1 0 1 8
( g .m L

-1
)

A
b

s
o

r
b

â
n

c
ia

 (
5

9
0

n
m

)

* *

*
#

*
# &

*
# &

(A) (B) 



66 
 

Percebendo a capacidade antibiofilme da conjunção do biomaterial MTA com 

os peptídeos, notou-se a necessidade de comparar se tal redução do biofilme seria 

diferente da atuação apenas do extrato do MTA (proporção 1:1). Deste modo, 

observou-se que a presença de 32 e 64 µg.mL-1 de DJK-6 no extrato do MTA, levou a 

61% e 69% de reduções do biofilme, respectivamente, em comparação com extratos 

do MTA (proporção 1:1) (Figura 5A). Em adição, quando 32 e 64 µg.mL-1 do peptídeo 

IDR1018 foram adicionados ao extrato do MTA, percebeu-se reduções do biofilme em 

76% e 98%, em relação ao extrato de MTA (Figura 5B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5 - Média de absorbância do biomaterial MTA avaliado em conjunto com peptídeos DJK-6 e 

IDR1018 contra o microrganismo S. mutans in vitro. Análise comparativa com o biomaterial MTA na 

concentração de 1:1. O controle positivo foi representado por cloranfenicol 10 µg.mL-1 e o controle 

negativo, apenas pela bactéria S. mutans, em meio BM2. p<0,05 foi representado por (*) quando a 

diferença estatística foi em relação ao controle negativo; (#) em relação a concentração de 4 µg.mL-1; 

(&) em relação a concentração de 8 µg.mL-1; (+) em relação a concentração de 16 µg.mL-1; (δ) em 

relação a concentração de 32 µg.mL-1; (γ) em relação a concentração de 64 µg.mL-1; (Δ) em relação ao 

MTA (1:1). Todos os gráficos representam médias e erro-padrão da absorbância de três réplicas 

biológicas em triplicatas. Diferenças estatísticas verificadas pelo teste one-way ANOVA e pós teste 

Tukey’s. 
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5.1.4 Viabilidade celular após exposição de diferentes concentrações dos PDHs 

e do MTA 

 
 
Afim de avaliar a viabilidade celular após inserção de cada peptídeo em 

diferentes concentrações (2 a 64 µg.mL-1), foi realizado o ensaio de MTT. Observou-

se que na presença do peptídeo DJK-6, a viabilidade celular foi mantida, em ambos 

os tempos avaliados (Figura 6A e 6B). Entretanto, pode-se destacar que na presença 

do peptídeo IDR1018, a viabilidade celular foi diminuída na medida que a 

concentração do peptídeo foi aumentada. Assim, observou-se redução significativa da 

viabilidade celular em 16% na concentração de 16 µg.mL-1, 25% na concentração de 

32 µg.mL-1 e 23% na concentração de 64 µg.mL-1. Contudo, notou-se indícios de 

recuperação celular após 72h de incubação, retornando à viabilidade celular a valor 

similar ao controle (Figura 6C e 6D). 

Além da análise da viabilidade celular na presença dos peptídeos de modo 

independente, também foi avaliada a viabilidade celular na presença de extratos do 

MTA nas proporções de 1:1, 1:2 e 1:4, separadamente. Observou-se manutenção da 

viabilidade celular independente da concentração e período de exposição testados 

(Figura 6E e 6F).  
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Figura 6 - (A) Viabilidade celular após exposição celular ao peptídeo DJK-6, por 24h. (B) Viabilidade 

celular após exposição celular ao peptídeo DJK-6, por 72h. (C) Viabilidade celular após exposição 

celular ao peptídeo IDR1018, por 24h. (D) Viabilidade celular após exposição celular ao peptídeo 

IDR1018, por 72h. (E) Viabilidade celular após exposição celular ao extrato de MTA, por 24h. (F) 

Viabilidade celular após exposição celular ao extrato de MTA, por 72h. Todos os gráficos representam 

médias e erro-padrão da absorbância de três réplicas biológicas em triplicatas. (*) representam 

diferenças estatísticas entre os grupos em comparação com o grupo de célula pulpar, quando p<0.05. 

Diferenças estatísticas verificadas pelo teste one-way ANOVA e pós teste Tukey’s.  
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5.1.5 Ensaio de migração na presença do peptídeo DJK-6, IDR1018 e do extrato 

do biomaterial MTA analisados de forma independente  

 
 
 Cada peptídeo 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 concentração. Tal análise pode ser analisada 

por gráficos, conforme demonstrado em cada tópico e nas figuras dispostas após cada 

tópico. 

 
  

5.1.6 Ensaio de migração na presença do peptídeo DJK-6 

 
 

O ensaio para análise de migração de células pulpares in vitro para 

determinação da concentração de peptídeo a ser utilizado demonstrou que em 

comparação com o controle, observou-se aumento de 53%, 89% e 82% na taxa 

migratória, quando o peptídeo DJK-6 foi utilizado nas concentrações de 8, 16 e 32 

µg.mL-1, em 24h (Figura 7A e 8). Porém, esse aumento apresentou declínio, na 

medida que ocorreu aumento da concentração do peptídeo testada para 64 µg.mL-1, 

apresentando aumento de 43% na taxa de migração celular, em relação ao controle. 

Em 48h, observou-se o mesmo padrão de migração, notando aumento de 59% e 49%, 

na taxa de migração, na presença das concentrações de 16 e 32 µg.mL-1 do peptídeo, 

quando comparado ao controle. Também foi observado um declínio na taxa de 

migração na presença de 64 µg.mL-1 do peptídeo, observando aumento de apenas 

16%, quando comparado ao controle (Figura 7B e 8). 
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Figura 7. Avaliação do comportamento migratório de cultura de células pulpares primárias exposta ao 
peptídeo DJK-6. (A) Avaliação do número de células migradas para o interior da ferida utilizando o 
peptídeo DJK-6, nas concentrações de 2 a 64 µg.mL-1, no tempo de 24h. (B) Avaliação do número de 
células migradas para o interior da ferida após 48h. p<0,05 foi representado por (*), comparado com o 
grupo de célula pulpar sem estímulo. Diferenças estatísticas verificadas pelo teste one-way ANOVA e 
pós teste Tukey’s.
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Figura 8 - Ensaio de migração celular em cultura pulpar primária, através do método de scratch, foi avaliado o comportamento migratório celular em contato 
com peptídeo DJK-6, em concentrações de 2 a 64 µg.mL-1, nos tempos de 0h, 24h e 48h. Os pontos denotam a presença de célula. 
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5.1.7 Ensaio de migração na presença do peptídeo IDR1018 

 

 

Os ensaios para análise de atividade migratória de células pulpares, quando 

em contato com o peptídeo IDR1018 demostraram que quanto maior a concentração 

desse peptídeo na cultura de células pulpares primárias, menor foi a capacidade de 

migração dessas células in vitro, quando comparado com controle. Observou-se maior 

migração celular quando as culturas foram incubadas com 16 µg.mL-1 deste peptídeo, 

após 24h, correspondendo a um aumento de 50%, quando comparado ao controle 

(Figura 9A e 10). Quando avaliada a migração após 48h, observou-se diminuição de 

92% na taxa de migração celular na presença de 64 µg.mL-1 do peptídeo IDR1018 

(Figura 9B e 10). 
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Figura 9. Avaliação do comportamento migratório de célula pulpar primária quando exposto ao peptídeo 
IDR1018. p<0,05 foi representado por (*), comparado com o grupo de célula pulpar sem estímulo. (A) 
Avaliação do número de células migradas para o interior da ferida utilizando o peptídeo IDR1018 nas 
concentrações de 2 a 64 µg.mL-1 no tempo de 24h. (B) Avaliação do número de células migradas para 
o interior da ferida no tempo de 48h. Diferenças estatísticas verificadas pelo teste one-way ANOVA e 
pós teste Tukey’s . 
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Figura 10 - Ensaio de migração celular em cultura pulpar primária, através do método de scratch, foi avaliado o comportamento migratório celular em contato 

com peptídeo IDR1018, em concentrações de 2 a 64 µg.mL-1, nos tempos de 0h, 24h e 48h. Os pontos denotam a presença de célula. 
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5.1.8 Ensaio de migração na presença de extratos do MTA 

 

 

Notou-se que quanto mais concentrado o biomaterial, menor foi a característica 

migratória celular em relação ao controle. Observando que a concentração de 1:1 do 

biomaterial migrou de forma semelhante ao controle. Porém, quando o extrato do 

biomaterial foi diluído 1:2 e 1:4, observou-se um aumento na taxa de migração celular, 

totalizando taxas de 51% e 42%, respectivamente em relação ao controle, após 24h 

(Figura 11A e 12). Padrão semelhante ocorreu após 48h de incubação, o qual 

observou-se aumento nas taxas de migração de 34% e 51%, nas proporções de 1:2 

e 1:4 do extrato do MTA, respectivamente (Figura 11B e 12).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 11. Avaliação do comportamento migratório de célula pulpar primária quando exposto a extratos 
do biomaterial MTA. (A) Avaliação do número de células migradas para o interior da ferida utilizando 
extratos do biomaterial nas proporções de 1:1, 1:2 e 1:4, no tempo de 24h. (B) Avaliação do número 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 estímulo. Diferenças estatísticas verificadas pelo teste 
one-way ANOVA e pós teste Tukey’s. 
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Figura 12 - Ensaio de migração celular em cultura pulpar primária. Através do método de scratch, foi 

avaliado o comportamento migratório celular em contato com extrato de MTA, em diluições 1:1, 1:2 e 

1:4, nos tempos de 0h, 24h e 48h. Os pontos denotam a presença de célula.  

 

 

 

 

 

 

 

 



76 
 

5.1.9 Definição da concentração dos PDHs e do MTA 

 
 
Após observar os ensaios de ação antibacteriana, atividade antibiofilme, 

viabilidade e migração celular, definiu-se a concentração de 16 µg.mL-1. Esta 

concentração foi definida em função da menor concentração dos peptídeos DJK-6 e 

IDR1018 que foi capaz de ocasionar maiores aumentos na taxa de migração celular. 

Por outro lado, extratos do biomaterial MTA na proporção de 1:1 também foi 

selecionado, por permitir viabilidade celular semelhante ao controle, além desta 

proporção ser a utilizada no contexto clínico de capeamento pulpar direto. Percebeu-

se que concentrações maiores dos PDHs produziam maior efeito antibacteriano, mas 

causavam maior citotoxidade e menor migração. Desta forma, para abranger 

requisitos necessários para o processo de reparo, a concentração de 16 µg.mL-1 foi 

selecionada. 

 
 

5.2 EFEITO DOS PEPTÍDEOS, MTA E COMBINAÇÃO PEPTÍDEOS E MTA NA 

ATIVIDADE ANTIBACTERIANA  

 
 

Extrato de MTA Repair HP, peptídeos ou a combinação de peptídeos e MTA 

não foram capazes de inibir o crescimento de S. mutans (ATCC25175) em condições 

planctônicas em ensaio de microdiluição. Entretanto, observou redução da viabilidade 

de S. mutans em biofilme jovem pré-formado em placas de 96 poços U Bottom por 

24h, quando foram expostas aos peptídeos, MTA e combinação de peptídeos com 

MTA. Percebe-se reduções mais significativas de biofilme jovem, quando o biofilme 

foi exposto ao MTA (92%) e as combinações MTA com DJK-6 (95%) e MTA com 

IDR1018 (95%), comparando com controle (p<0,05) (Figura 13A).  

 A capacidade antibiofilme dos peptídeos, MTA e combinação dos peptídeos 

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 células foram expostas ao MTA e a 

combinação peptídeos e MTA (p<0,05). Percebe-se redução de biofilme em 42% 

quando o biofilme foi exposto ao MTA, 47% com a combinação MTA e DJK-6 e 59% 

com a combinação MTA e IDR1018, comparado ao controle (Figura 13B e C). 
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Figura 13 - (A) Viabilidade celular de S. mutans após 24h de exposição aos peptídeos, MTA e 

combinação de ambos em biofilme jovem pré-formado em placas de 96 poços de fundo de U. (B) 

Biovolume total (µm3) de células vivas do biofilme maduro de S. mutans em discos de dentina 

após 7 dias, seguido por peptídeos, MTA e combinação de ambas as exposições por 24h, 

avaliadas por microscopia confocal. Os dados foram apresentados como média ± desvio padrão. 

* p <0,001 em relação ao controle e #p <0,001 em relação ao MTA, por ANOVA one-way e pós-

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 μm. 
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5.3 AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE IMUNOMODULATÓRIA DOS PEPTÍDEOS E DO 

MTA 

 

 

 Para avaliação da atividade imunomodulatória na presença dos peptídeos e do 

MTA, inicialmente um sistema in vitro de resposta imune foi estabelecido conforme os 

resultados abaixo descritos. 

 
 

5.3.1 Definição da concentração de antígenos 

  
 
 A fim de definir os estímulos necessários para o sistema de resposta imune in 

vitro e a concentração do antígeno de S. mutans capaz de promover um sistema in 

vitro imuno inflamatório, foram realizados ensaios de viabilidade celular por MTT, 

dosagem de NO e expressão do gene TNFRSF-1. 

 
 

5.3.1.1 Viabilidade celular  

 
 
 

 Ao avaliar a viabilidade celular, após exposição aos estímulos inflamatórios 

por 24h, notou-se que a concentração de HK-S. mutans, na concentração de 107 

UFC.mL-1ocasionou uma redução de 35% da viabilidade celular. Em adição, 

percebeu-se uma redução ainda maior, totalizando 98% de redução celular, na 

presença de 108 UFC.mL-1 de HK-S. mutans, quando comparado ao controle. 

Também foi possível observar uma redução de 99% na viabilidade celular quando as 

culturas foram expostas a 108 UFC.mL-1 de HK-S. mutans, juntamente com o IFN-γ 

(Figura 14A).  

 Após 72h de incubação, foi possível observar uma recuperação na 

viabilidade celular na presença de 107 UFC.mL-1 de HK-S. mutans, estando a valores 

semelhantes a cultura de células pulpares na ausência de estímulo. Porém, notou-se 

que a concentração de 108 UFC.mL-1 de HK-S. mutans levou a uma redução de 97% 

da viabilidade celular, assim como quando avaliado a mesma concentração deste 

antígeno na presença do IFN-γ, levando a uma redução da viabilidade em 95% (Figura 

14B). 
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Figura 14 – (A) Avaliação da viabilidade celular após exposição por 24h dos estímulos LPS, IFN-γ e 
antígenos de S. mutans nas concentrações de 106 a 108. (B) Avaliação da viabilidade celular após 
exposição por 72h dos estímulos LPS, IFN-γ e antígenos de S. mutans nas concentrações de 106 a 108. 
*p<0,05, indica diferenças estatísticas verificadas pelo teste one-way ANOVA e pós teste de Tukey, 
com o grupo controle. 

 

5.3.1.2 Dosagem de óxido nítrico – NO 

 
 
 Não foi detectada a produção de NO após exposição celular aos estímulos de 

LPS e IFN, além das concentrações variadas de antígenos de S. mutans (106 a 108 

UFC.mL-1), após 24h e 72h de incubação. 

 
 

5.3.1.3 Expressão do gene TNFRSF-1 

 
 
 A fim de selecionar um estímulo que provocasse a produção de mediador 

inflamatório em cultura de células pulpares humanas in vitro, simulando um ambiente 

inflamatório, foi avaliado a expressão do gene TNFRSF-1. Após exposição das células 

pulpares humanas com LPS, IFN-γ, LPS e IFN-γ, antígeno HK-S. mutans (106 e 107 

UFC.mL-1) e a combinação dos antígenos com IFN-γ, foi avaliado a expressão do gene 

TNF-α por qPCR (Figura 15). Observou-se aumento significativo dos níveis de 

expressão do gene inflamatório nos grupos expostos ao LPS e IFN-γ (p<0,05), em 

relação ao controle, representado por células pulpares cultivadas em meio DMEM  
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(Figura 13). Assim, como estímulos inflamatórios foram selecionados o LPS e o IFN-

γ. 

 

Figura 15 – Definição do estímulo necessário para reprodução do sistema inflamatório in vitro. 
Expressão do gene TNF-α nas amostras de culturas de células pulpares primárias, expostas à LPS, 
IFN-γ, LPS + IFN-γ, antígeno HK-S. mutans (106 e 107 UFC.mL-1) e a combinação dos antígenos com 
IFN-γ após 24h de incubação. *p<0,05, indica diferenças estatísticas verificadas pelo teste one-way 
ANOVA e pós teste Tukey’s, com o grupo controle.  
 

 

5.3.2 Efeito dos peptídeos, MTA e combinação dos peptídeos com MTA nos 

produtos da resposta imune 

 
 
 O controle do processo inflamatório, corresponde a um fator importante durante 

o processo de reparo. Deste modo, foi avaliado a capacidade dos peptídeos, MTA e 

combinação dos peptídeos e MTA em modular a expressão dos genes IL-6 e 

TNFRSF-1, relacionados ao processo inflamatório. 

 Após 24h de exposição dos PDHs, MTA e combinação dos peptídeos com MTA 

em células pulpares estimuladas ao IFN-γ e LPS, observou-se que a exposição do 

peptídeo IDR1018, MTA, e a combinação MTA com DJK-6 e IDR1018 em células 

pulpares estimuladas com LPS e IFN-γ ocasionaram redução da expressão de IL-6, 

quando comparado ao controle (p<0,05) (Figura 16A). Foi possível observar redução 

da expressão de IL-6 de forma mais expressiva quando as células foram expostas ao 
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peptídeo IDR1018 e a combinação 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 expressão do gene TNFRSF-1 após exposição dos peptídeos, do MTA e 

da combinação de ambos. Foi possível observar que o peptídeo IDR1018, MTA e MTA 

em conjunto com DJK-6 ocasionaram aumento de TNFRSF-1 em relação ao controle 

(p<0,05). Avaliou-se que o peptídeo IDR1018 e a combinação MTA e DJK-6 

ocasionaram menor expressão de TNFRSF-1, quando comparado ao MTA (p<0.05) 

(Figura 16B). 
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Figura 16 – (A) Expressão do gene IL-6 nas amostras de culturas de células pulpares primárias 
estimuladas com LPS e IFN-γ (1 μg.mL-1), expostas à DJK-6, IDR1018, MTA, MTA + DJK-6, MTA 
+ IDR1018 após 24h de incubação (B). Expressão de TNFRSF-1. Os gráficos representam a 
média e desvio padrão da contagem de três réplicas biológicas em triplicata. *p<0,05 representa 
diferença estatística entre o controle e os grupos, pelo teste one-way ANOVA e pós teste Tukey’s. 
# p<0,05 representa diferença estatística entre MTA e os demais grupos, pelo teste one-way 
ANOVA e pós teste Tukey’s. 
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5.4 AVALIAÇÃO DA CAPACIDADE DOS PEPTÍDEOS, MTA E DO PEPTÍDEO EM 

CONJUNTO COM EXTRATOS DO MTA CAUSAR CITOTOXIDADE EM CÉLULAS 

PULPARES 

 
 
 Após determinação da concentração de 16 µg.mL-1 para os peptídeos DJK-6 e 

IDR1018, foram realizadas análises a partir da união do peptídeo com extrato do MTA. 

Inicialmente foi observado o grau de toxicidade da união dos peptídeos com MTA. 

Deste modo, foi realizado ensaio de viabilidade celular e análise da morfologia celular 

por MEV. 

 
 
5.4.1 Ensaio de viabilidade celular 

 
   

Percebeu-se manutenção da viabilidade celular quando os peptídeos foram 

utilizados de forma independente, após 24h. Ao adicionarmos o peptídeo DJK-6 ao 

extrato do MTA, notou-se taxa de viabilidade celular similar a célula pulpar na ausência 

de estímulo (controle). Entretanto, a presença de extratos do MTA contendo o 

peptídeo IDR1018 ocasionou diminuição de 17% da viabilidade celular, quando 

comparado o grupo controle, após 24h (Figura 17). 

 Posteriormente, a viabilidade celular foi avaliada após 48h de contato com os 

peptídeos, MTA e o conjunto de ambos. O peptídeo DJK-6 avaliado de forma 

independente, ocasionou uma redução significativa de 18,5% da viabilidade celular. 

No entanto, o peptídeo IDR1018 avaliado de forma independente, assim como a união 

dos peptídeos 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 recuperação celular do grupo representado por 

IDR1018 em conjunto com extratos do MTA, não observando diferença significativa 

com o controle (Figura 17).  

Em seguida, foi analisada viabilidade celular após 72h. Percebeu-se uma 

redução de 14% na viabilidade celular na presença do peptídeo DJK-6, após 72h, em 

comparação com o controle. Em contrapartida, na presença de extratos do MTA, do 

peptídeo DJK-6 com extratos do MTA e do peptídeo IDR1018 com extratos do MTA 

observou-se aumento de 50%, 32% e 27% nas taxas de viabilidade celular, 

respectivamente (Figura 17).  
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Figura 17 - Viabilidade celular pulpar por MTT, após exposição de HDPs (DJK-6 e IDR1018), MTA e 

combinação de ambos após 24h, 48h e 72h em cultura de celulose pulpar. *p <0,05 em relação ao 

controle, pelo teste ANOVA one-way e pós-teste de Tukey’s. #p <0,05 em relação ao MTA Reparo HP, 

pelo teste ANOVA one-way e pós-teste de Tukey’s.  

 
 
5.4.2 Avaliação da morfologia celular por microscopia eletrônica de varredura 

em amostras encubadas com os peptídeos DJK-6 e IDR1018, MTA e da 

combinação destes peptídeos com extrato do MTA 

 
 

Inicialmente, foi observado um grande número de células pulpares aderidas às 

lamínulas. Na análise das imagens utilizando uma ampliação de 300x, notou-se que 

as células pulpares se apresentaram alongadas tanto na amostra controle negativo 

quanto nas amostras testes, na presença dos peptídeos DJK-6, IDR1018 e da união 

dos peptídeos com extrato do MTA. Entretanto, observou-se que nas células expostas 

apenas ao extrato de MTA, ocorreu redução no número de extensões citoplasmáticas 

nas regiões dos pontos de adesão focal, envolvidos com a aderência das células à 

lamínula. Nas amostras avaliadas em ampliação de imagem de 1500x, foi possível 

observar maior presença de filamentos citoplasmáticos delgados aderidos a lamínula 

no controle negativo e nas culturas expostas aos peptídeos DJK-6 e IDR1018. 

Entretanto, observou-se uma redução desses filamentos à 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 peptídeos DJK-6 e IDR1018 em 

conjunto com extrato de MTA. Já na avaliação em ampliação de imagem de 3000x, 

percebeu-se a presença de agregação dos peptídeos DJK-6 e IDR1018 na superfície 

celular, quando avaliados de forma independente. Da mesma forma, o biomaterial 

MTA também foi observado de forma abundante distribuído na superfície celular, 
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quando analisado de forma isolada. Além do mais, notou-se que ao adicionar os 

peptídeos DJK-6 e IDR1018 ao extrato de MTA, produziu uma agregação ainda mais 

abundante destes componentes na superfície celular, principalmente no grupo 

contendo o peptídeo IDR1018 e extrato de MTA (Figura 18). 
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Figura 18 –Microscopia eletrônica de varredura representativa das células de cultura pulpar, após exposição ao meio DMEM, avaliado como controle negativo. Peptídeos DJK-6, IDR1018 

e biomaterial MTA, avaliados de forma isolada. Avaliação da combinação dos peptídeos DJK-6 e IDR1018 com MTA. Cada linha representa o aumento utilizado para análise das 

amostras. A primeira linha representa ampliação de 300x; a segunda linha, ampliação de 1.500x; e a terceira linha, ampliação de 3000x. O material empregado para análise está 

representado nas colunas. 
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5.5 EFEITO DOS PEPTÍDEOS, MTA E COMBINAÇÃO DOS PEPTÍDEOS E MTA NA 

MIGRAÇÃO E PROLIFERAÇÃO DE CÉLULAS PULPARES 

 
 

Um dos processos relacionados ao reparo refere-se à proliferação e migração 

celular. Após contato dos peptídeos, MTA e combinação dos peptídeos e MTA em 

células pulpares in vitro em 24h, foi possível avaliar maior proliferação celular quando 

as células foram expostas ao peptídeo IDR1018, causando 45% de proliferação 

quando comparado ao controle e 39% maior quando comparado ao extrato de MTA 

(Figura 19A). 

A fim de avaliar a migração celular após a inserção de HDPs, MTA e 

combinação de HDPs e MTA, um ensaio de migração foi realizado. Após o contato 

dos materiais na célula pulpar por um período de 24h, foi observado um aumento de 

55% na migração celular quando exposto ao peptídeo DJK-6 e à combinação DJK-6 

e MTA, quando comparado ao controle. Além disso, também foi avaliado um aumento 

de 51% na migração de células expostas à combinação DJK-6 e MTA, quando 

comparado ao grupo contendo apenas MTA. Após contato de HDPs, MTA e 

combinação de HDPs e MTA por 48h em cultura de células pulpares, observou-se 

aumento de 44% na migração celular em contato com o peptídeo DJK-6, quando 

comparado ao controle. Aumentos nas taxas de migração de 62% também foram 

observados quando as culturas foram expostas ao peptídeo DJK-6 combinado com 

MTA e 39% em culturas expostas ao peptídeo IDR1018 combinado com MTA. Por 

fim, um aumento de 38% na taxa de migração celular também foi observado nas 

culturas estimuladas com o peptídeo DJK-6 combinado com MTA, quando 

comparadas às culturas estimuladas apenas com extratos de MTA (Figura 19B e C). 

Após comparação dos dois ensaios, pode-se observar que possivelmente o 

peptídeo IDR1018 ocasionou proliferação de células pulpares. Enquanto o peptídeo 

DJK-6 e a combinação de DJK-6 e MTA ocasionaram migração celular. 
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Figura 19 - (A) Proliferação de células pulpares pelo método trypan blue, após 24h e 48h de HDPs, MTA e combinação de ambas as exposições. As barras representam a diferença 

estatística entre o controle e os grupos. *p <0,05 em relação ao controle e #p <0,05 em relação ao MTA Reparo HP, verificadas pelo teste ANOVA one-way e pós-teste de Tukey’s. 

(B) Comportamento migratório das células pulpares quando expostas a HDPs, MTA e combinação de ambos. O gráfico representativo indica a porcentagem de células migradas 

para a ferida em 24h e 48h. (C) Imagem representativa do teste de migração celular, usando o método scratch. Os pontos denotam a presença 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 PEPTÍDEOS, MTA E COMBINAÇÃO DOS PEPTÍDEOS E MTA NA 

DIFERENCIAÇÃO ODONTOGÊNICA E BIOMINERALIZAÇÃO 

 
 

5.6.1 Expressão dos genes DSPP e TGF-β 

 

 

 Após 14 dias de estimulação das células pulpares com peptídeos, MTA e 

combinação dos peptídeos com MTA em meio osteogênico, foi observado maior 

expressão do gene DSPP, quando as células pulpares foram expostas ao extrato de 

MTA, comparando ao controle (p<0,05). Entretanto, maior expressão do gene DSPP 

foi avaliada, quando as células foram expostas com a combinação MTA e IDR1018, 

comparando ao controle e ao extrato de MTA (p<0,05). Enquanto a expressão de 

DSPP foi significativamente menor quando as células foram expostas ao DJK-6 e a 

combinação MTA e DJK-6, comparado com extrato de MTA (Figura 20A). Também foi 

avaliada a expressão do gene TGF-β após 14 dias de incubação dos materiais 

testados em cultura de células pulpares em meio osteogênico. Observou-se redução 

dos níveis de expressão do gene TGF-β nas células pulpares expostas a combinação 

MTA e DJK-6 (p<0,05) (Figura 20B).  
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Figura 20 - (A) Expressão do gene DSPP nas amostras de culturas de células pulpares primárias 

cultivadas em meio osteogênico, expostas à DJK-6, IDR1018, MTA, MTA + DJK-6, MTA + IDR1018 

após 14 dias de incubação (B). Expressão de TGF-β nas amostras de culturas de células pulpares 

cultivadas em meio osteogênico, expostas à DJK-6, IDR1018, MTA, MTA + DJK-6, MTA + IDR1018 

após 14 dias de incubação. Os gráficos representam a média e desvio padrão da contagem de três 

réplicas biológicas em triplicata. *p<0,05, quando comparado com o grupo controle e # p<0,05, 

quando comparado com o MTA, pelo teste one-way ANOVA e pós teste Tukey’s. 
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5.6.2 Produção de fosfatase alcalina – ALP e concentração de fosfato 

 

 

Em geral observou que MTA teve atividade de ALP significativamente 

mais baixa do que o grupo controle, assim como a combinação MTA e DJK-6 

(p<0,05). O peptídeo IDR1018 e a combinação MTA e IDR1018 tiveram atividade 

ALP significantemente maior em relação ao controle e ao extrato de MTA 

(p<0,05) (Figura 21A). Em relação a produção de fosfato não foi observado 

diferenças significativas dos peptídeos, MTA e combinação dos peptídeos com 

MTA em relação ao controle (Figura 21B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

C
o

n
tr

o
l

D
J
K

-6

ID
R

1
0
1
8

M
T

A

M
T

A
 +

 D
J
K

-6

M
T

A
 +

 I
D

R
1
0
1
8

0

1 0

2 0

3 0

4 0

A
ti

v
id

a
d

e
 d

e
 A

L
P

(m
M

o
l 

p
N

P
P

/m
in

 x
 m

g
 p

r
o

t
e

in
a

)

*
#

*
*

#

C
o

n
tr

o
le

D
J
K

-6

ID
R

1
0
1
8

M
T

A

M
T

A
 +

 D
J
K

-6

M
T

A
 +

 I
D

R
1
0
1
8

0 .0

0 .2

0 .4

0 .6

C
o

n
c

e
n

tr
a

ç
ã

o
 d

e
 f

o
s

fa
to

(n
M

o
l)

(A) (B) 

Figura 21 - (A) Atividade da fosfatase alcalina celular (ALP) em cultura de células pulpares em 

condições osteogênicas, expostas aos peptídeos DJK-6, IDR1018, MTA, MTA + DJK-6, MTA + 

IDR1018, por 14 dias. A atividade de ALP (mMol p-nitrofenol/por minuto) foi normalizada pela 

quantidade total de proteína por proteína. Representação gráfica de duas réplicas biológicas 

independentes. (B) Avaliação da concentração de fosfato do sobrenadante celular, após exposição 

dos peptídeos DJK-6, IDR1018, MTA, MTA + DJK-6, MTA + IDR1018 por 14 dias. Os gráficos 

representam a média e desvio padrão da contagem de duas réplicas biológicas 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 pós teste Tukey’s. 
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5.6.3 Avaliação da formação de nódulos de mineralização pelo método de 

Alizarin-red 

 

 

Conforme demonstrado nas figuras 22A, B e C, após 14 dias de exposição 

celular, o peptídeo IDR1018 e a combinação MTA e IDR1018, promoveram maior 

produção de nódulos mineralizados quando comparados com controle e com 

MTA (p<0,05). Também observou que o peptídeo DJK-6 e a combinação MTA e 

DJK-6 ocasionaram menor produção de nódulos mineralizados, quando 

comparado ao controle (p<0,05). Ainda, não foi avaliada diferença significativa 

da produção de nódulos de mineralização do MTA com controle. 
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Figura 22 - (A) Avaliação quantitativa de três réplicas biológicas independentes de deposição da matriz mineral após exposição dos 

peptídeos, MTA e combinação dos peptídeos e MTA em cultura de células pulpares, coradas com Vermelho de Alizarina. Os dados 

são apresentados como média ± desvio padrão da absorbância em comparação com o controle. *p <0,05 em relação ao controle e 

#p <0,05 em relação ao MTA Repair HP, por one –way ANOVA e pós-teste de Tukey. (B) Imagem representativa da matriz 

mineralizada em placa de 6 poços após 14 dias de peptídeos, MTA e combinação de ambas as exposições. (C) Imagem representativa 

da deposição de matriz mineralizada por coloração com vermelho de alizarina em condições de diferenciação odontogênica e 

exposição de peptídeos, MTA e combinação de ambos. O controle representou a cultura de células pulpares em meio odontogênico 

por 14 dias. 
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6 DISCUSSÃO  

 
 

Lesões de cárie profundas ou fraturas coronárias podem ocasionar exposições 

pulpares. A preservação do tecido pulpar é de extrema importância para manutenção 

das funções que esse tecido possui, como capacidade formadora, nutritiva, defensiva 

e sensorial (25, 143-145). Entre as alternativas para restabelecimento da função 

dentária após exposição do tecido está a possibilidade de realizar métodos de 

preservação pulpar, como o capeamento pulpar direto (8). Esta técnica visa a 

utilização de biomateriais, que atuam como barreira de exposição ao meio, que irá 

estimular a cura e reparo do tecido perdido, através da produção de dentina 

reparadora (9). Atualmente, materiais relacionados a formulações do hidróxido de 

cálcio e MTA, são os materiais mais utilizados como materiais para proteção pulpar 

(6). Entretanto, o sucesso da terapia utilizando os biomateriais existentes ainda 

depende da duração da exposição pulpar ao meio externo, tamanho da exposição 

ocorrida e idade do paciente. Em geral, o capeamento pulpar direto tem sido indicado 

quando o tamanho da polpa dentária exposta tem menos de 1 mm de diâmetro e o 

controle da hemorragia é conquistado (15). Devido limitações da terapia com materiais 

utilizados atualmente, esse estudo propôs a utilização de peptídeos em conjunto ao 

MTA, para auxiliar no processo de reparo do complexo dentino-pulpar. Os peptídeos 

selecionados possuem histórico de desempenho antibiofilme, imunomodulador e de 

participação em eventos cicatriciais (115, 121, 146, 147), características importantes 

a serem agregadas aos materiais para capeamento pulpar existentes no mercado. 

Os eventos que norteiam os eventos de regeneração e reparo do complexo 

dentina-polpa envolvem equilíbrio entre patógenos e resposta inflamatória, migração 

celular, proliferação, diferenciação de células especializadas, produção e deposição 

de matriz dentinária e biomineralização (1). Compreendendo a importância do 

conjunto de eventos para que o reparo seja realizado, este estudo utilizou os ensaios 

de atividade antibacteriana, antibiofilme, viabilidade e migração celular para definir a 

melhor concentração dos peptídeos a serem utilizados para combinação com MTA. 

Inicialmente, sabe-se que o controle de microrganismos pode ser decisivo no 

sucesso da terapia conservadora pulpar. Desta forma, é desejável que o material 

utilizado tenha capacidade antibacteriana, além da capacidade de induzir formação 

de tecido mineralizado (8, 13, 14). Primeiramente, foi avaliado se alguma 

concentração dos PDHs e do MTA apresentava capacidade de ocasionar inibição 
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bacteriana em estado planctônico. Porém, foi avaliado que não houve inibição do 

crescimento da bactéria S. mutans em condições planctônicas com nenhuma 

concentração dos peptídeos e do MTA. Resultados semelhantes foram encontrados 

em estudo prévio (111), que também não observaram inibição do crescimento de 

bactérias planctônicas, após adição do peptídeo IDR1018. Outras investigações não 

observaram qualquer ação antibacteriana do MTA em S. mutans em condições 

planctônicas (148, 149).  

Entretanto, sabe-se que a maioria dos microrganismos na natureza vivem 

agregadas em biofilme (150). Inicialmente, observamos a capacidade do MTA 

ocasionar redução de biofilme de S. mutans. O potencial antibacteriano do MTA pode 

estar relacionado com a superfície de contato, pH alcalino e liberação de hidroxila 

(151, 152). Esses fatores estão diretamente ligados a danos em proteínas, lipídios e 

DNA de microrganismos (152). Nosso estudo também avaliou que os PDHs e estes 

em conjunto com MTA apresentam capacidade de reduzir biofilmes de S. mutans 

jovens. Estudos prévios demonstraram a habilidade antibiofilme que o peptídeo 

IDR1018 possui, constatando aumento de atividade à medida que a concentração era 

aumentada, assim como avaliado em nosso estudo (150, 153). Sabendo da 

capacidade de reduzir biofilme dos peptídeos, do MTA e da união de ambos, também 

era necessário compreender se as concentrações seriam tóxicas as células pulpares. 

Deste modo, foi realizado ensaio de MTT para avaliar a viabilidade celular após 

exposição dos peptídeos e do MTA.  

Notamos que o peptídeo DJK-6 e o biomaterial MTA apresentaram valores de 

viabilidade celular semelhante ao controle, tanto após 24h, quanto 72h. Resultados 

semelhantes de viabilidade em células pulpares já foram observados após exposição 

a extratos do MTA Repair HP (diluições 1:1, 1:2 e 1:4) (17, 154). Entretanto, o peptídeo 

IDR1018, apresentou redução da viabilidade a partir de 16 µg.mL-1 nas primeiras 24h, 

retornando a padrões similares ao controle, após 72h. Resultados semelhantes foram 

encontrados por Haney et al. (155), os quais demonstram a capacidade de redução 

na viabilidade após as primeiras 24h, quando exposto a células mononucleares do 

sangue periférico (PBMC), em concentrações superiores a 50 µg.mL-1 do peptídeo 

IDR1018. Porém, resultados contrários foram avaliados por estudo prévio , que 

demonstrou redução de 22% da viabilidade somente após 100 µg.mL-1 deste 

peptídeo, em cultura de queratinócitos humanos (HaCat) e não observou redução da 

viabilidade em concentrações até 200 µg.mL-1 do peptídeo IDR1018, em fibroblastos 
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humanos (118). Porém, ainda não existem estudos de viabilidade de células pulpares 

humanas na presença do peptídeo IDR1018. 

A partir dos resultados de viabilidade celular, o passo seguinte foi a avaliação 

em modelo in vitro da capacidade destes materiais em promover migração celular. 

Nesse ensaio utilizou-se como controle, cultura de células pulpares em meio DMEM, 

na ausência de SFB, afim de remover possíveis interferências no processo de 

migração celular (154). Foi observado que o peptídeo IDR1018 ocasionou melhor 

migração em menores concentrações (até 16 µg.mL-1), assim como também foi 

observado nos resultados de viabilidade celular. Resultados contraditórios mostraram 

um efeito dose-dependente do peptídeo na cicatrização de feridas em modelos de rato 

(26). Esse estudo demonstrou que a concentração de 200 µg.mL-1, foi mais eficiente. 

Entretanto animais tratados com doses mais baixas como 2 µg.mL-1, apresentaram 

cicatrização da ferida entre 8-10 dias, ocasionando resultados superiores ao controle. 

 Em relação ao biomaterial MTA, percebeu-se que a concentração de 1:1 do 

extrato de MTA Repair HP promoveu migração similar ao controle e ao realizar 

diluições desse material, a capacidade migratória foi maior que a observada no grupo 

controle. Resultado semelhante foi avaliado por Tomás-Catalá et al. (17), que 

observaram na presença de diluições de 1:2 e 1:4 deste material, uma maior migração 

nas primeiras 24h. Entretanto, após 48h, relatam migração semelhante a cultura de 

células pulpares (17). Através de estudos prévios, nota-se características de migração 

diferentes, quando as empresas de fabricação do MTA foram diferentes ao trabalhado 

no estudo. Como exemplo, uma pesquisa com MTA Pro Root (Dentsply), demonstrou 

que quanto menor a diluição do extrato do MTA, melhor sua capacidade migratória 

(156). Outra dificuldade observada nos estudos que utilizam extratos do MTA está na 

padronização vigente deste extrato, a qual impõe apenas temperatura e tempo de 

contato do material com o meio condicionado. Assim, o tamanho do material que 

entrará em contato com o material e o volume final é variável em vários estudos 

avaliados, dificultando o padrão de comparação com esse material (18, 58, 72, 126, 

157). 

Assim, foi observado que a concentração de 16 µg.mL-1, foi a menor 

concentração dos PDHs DJK-6 e IDR1018 que proporcionou maior migração celular 

em 24h e 48h. Além disso, não apresentou toxicidade em cultura de células pulpares. 

Entretanto, assim como os estudos prévios relatados, também observamos que 

concentrações maiores dos PDHs DJK-6 e IDR1018 proporcionavam maior ação 
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antibiofilme (150, 153). Porém, sabendo que o processo de reparo corresponde a um 

conjunto de eventos e não somente a ação antibacteriana, a concentração de 16 

µg.mL-1 dos PDHs foi selecionada para os ensaios posteriores. 

Em seguida, a junção destes peptídeos ao MTA foi realizada e esta associação 

foi testada contra biofilmes jovens e maduros de S. mutans. Notamos que a união dos 

peptídeos ao MTA foi capaz de ocasionar redução do biofilme 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 redução de 

biofilme de S. mutans quando da união do peptídeo IDR1018 a outro peptídeo 

denominado ZXR-2.3 (153). Não existem resultados prévios de atividade 

antibacteriana de associações do MTA com peptídeos. Porém, pode-se observar 

relatos prévios da associação do PDH IDR1018 com outros materiais, como CHX e 

EDTA. Nesses casos, a adição do peptídeo aumentou a atividade antibiofilme destes 

materiais, como demonstrado em estudo prévio (111). A capacidade dos peptídeos 

atuarem efetivamente em biofilmes e com pouca efetividade ou nenhuma em bactérias 

planctônicas, pode ser justificada pelo mecanismo de ação dos peptídeos IDR1018 e 

DJK-6, responsáveis por atingir [(p) ppGpp], representado por nucleotídeos 

importantes na formação e manutenção de biofilmes (21, 114). 

A presença de agressões ao complexo dentino pulpar ativa uma rede de 

sinalizações inflamatórias (1, 158). O estímulo de microrganismos ou trauma induz a 

liberação de TNF-α, documentado como marcador de inflamação precoce (159). A 

presença de TNF, promoverá o recrutamento de leucócitos, induzindo vasodilatação 

e estimulando a produção de citocinas pró-inflamatórias, como a IL-6 (160). Afim de 

compreender se os PDHs e o MTA eram capazes de reduzir o processo inflamatório, 

simulamos um quadro de inflamação pulpar, na qual as culturas de células pulpares 

foram expostas ao LPS em conjunto com IFN-γ. Observamos a capacidade de 

redução da expressão do gene IL-6 após exposição celular ao PDH IDR1018, MTA e 

conjunto PDHs e MTA. A IL-6 corresponde a um dos principais mediadores de 

resposta do hospedeiro após agressões. Estudos demonstraram maior presença de 

IL-6 em dentes com cárie em comparação a polpas normais (158) e redução da 

expressão deste gene após tratamento (161). Assim como nosso estudo demonstrou 

a possibilidade do peptídeo IDR1018 ocasionar redução de IL-6 em ambiente 

inflamado, outros estudos também observaram redução de IL-6 após exposição de 

cultura de macrófagos ao peptídeo IDR1018 (162, 163). Outro estudo demonstrou a 
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capacidade do MTA e o conjunto MTA e N‐acetilcisteina ocasionar redução de IL-6 e 

TNFα em cultura de células pulpares inflamadas com LPS (164), corroborando com 

nosso achado. Entretanto, nosso estudo não observou diferença significante da 

expressão do gene TNFRSF-1 após exposição das células aos peptídeos. Enquanto 

que ao expor MTA e MTA com DJK-6 na cultura celular notou-se maior expressão 

genica de TNFRSF-1. O gene TNFRSF-1 pode ser responsável por ativar os 

receptores das proteínas sinalizadoras do fator de necrose tumoral (165) e por esse 

motivo tem sido considerado um importante gene avaliado. Encontramos maior 

produção desse gene ao expor as células com MTA e do MTA em conjunto com DJK-

6. Estudo prévio também avaliou maior produção de TNF-α ao expor macrófagos ao 

MTA em ambiente inflamado pela presença de LPS (166). Além disso, a capacidade 

do MTA em ocasionar aumento de TNF-α foi demonstrado em culturas pulpares 

isentas de estímulos inflamatórios, demonstrando a capacidade do próprio material 

ocasionar produção deste mediador (167). Um baixo nível de inflamação estimula os 

eventos de reparo dentinário, assim a ocorrência da expressão de TNF também pode 

estar relacionada ao processo de reparo (1). Estudo prévio demonstrou que o TNF-α 

foi mediador envolvido na diferenciação de células da polpa dentária em direção a um 

fenótipo odontoblástico, ocasionando maior mineralização e expressão precoce e 

aumentada de fosfoproteína dentinária (DPP), sialoproteína dentinária (DSPP) e 

matriz dentinária proteína 1 (DMP1) (168). 

Observando a capacidade do MTA e dos PDHs em conjunto com MTA reduzir 

biofilme e ocasionar possível imunomodulação era preciso avaliar a capacidade 

citotóxica desses materiais em cultura de células pulpares. Notou-se que somente o 

conjunto MTA e IDR1018 ocasionou redução da viabilidade celular, após 24h de 

contato. No entanto, esta redução da viabilidade foi revertida, após 48h de incubação. 

Também foi avaliado redução da viabilidade celular após 48h e 72h de contato com o 

PDH DJK-6. Segundo a ISO 10993-5-2009, o material testado pode ser considerado 

citotóxico após redução da viabilidade celular em mais de 30%, deste modo a redução 

da viabilidade apresentada pelos materiais testados podem ser considerados 

aceitáveis, pelas normas estabelecidas. Materiais como Dycal (Dentsply, EUA) são 

muito utilizados para capeamento pulpar indireto, apesar da literatura demonstrar 

redução da viabilidade celular in vitro de 65% após 8 dias de exposição (169). Ao 

passo seguinte, foi avaliado a morfologia celular em microscopia eletrônica de 

varredura. Nesse ensaio não foi observado alteração de morfologia celular, mas 
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percebe-se presença de precipitados na superfície celular, após inserção dos 

peptídeos e do próprio biomaterial MTA. Estudo prévio demonstrou a capacidade do 

peptídeo IDR1018 em formar agregados em cultura celular, de modo que tal 

característica está intimamente ligada com a composição da solução que o peptídeo 

foi dissolvido (155). Nosso estudo realizou dissolução do peptídeo em água mili-Q 

autoclavada, o que de acordo com estudo (155), é uma solução que gera menor 

possibilidade de formação de agregados. Além do peptídeo IDR1018, também se 

avaliou a presença de agregação do peptídeo DJK-6 e do biomaterial MTA. É 

importante ressaltar que o peptídeo DJK-6 é derivado do peptídeo IDR1018 (24), o 

que pode ter acompanhado tal característica do peptídeo de origem. Nota-se 

avaliações de tais precipitados na superfície celular em vários estudos que utilizam 

MTA, porém não há relatos da diminuição de efetividade ou prejuízo em dependência 

de tal característica (170-172). Em nosso estudo foi possível avaliar que após união 

dos peptídeos com MTA, a avaliação de agregados foi mais abundante, possivelmente 

causado por atuação somática da característica de cada material.  

Percebe-se que mesmo com a formação de debris/precipitado na superfície 

celular, não houveram reduções significativas da viabilidade celular e ainda 

observamos capacidade de proliferação superior ao controle quando as células foram 

expostas ao conjunto MTA e IDR1018. Mesmo com a pequena redução na viabilidade 

celular proporcionada na presença do peptídeo DJK-6, percebeu-se que o mesmo 

peptídeo permitiu a maior migração celular, em 24h e 48h. Além disso, ao adicionar o 

peptídeo DJK-6 ao extrato do MTA ocorreu um aumento significante na migração 

celular, em relação ao MTA. Além disso, a união do peptídeo IDR1018 com MTA 

também permitiu um acréscimo na migração celular promovida apenas na presença 

do MTA. Assim, avalia-se que a união dos peptídeos com o MTA favoreceu o processo 

migratório em cultura de células pulpares. Estudo anterior demonstrou proliferação e 

migração em culturas 2D e 3D de fibroblastos, queratinócitos e melanócitos na 

presença do peptídeo IDR1018 (119). Ainda, outro estudo demonstrou a capacidade 

de baixas concentrações do peptídeo (2 µg.mL-1), ocasionar fechamento de feridas 

em camundongos (118). Até o momento não foi avaliado na literatura a utilização dos 

PDHs IDR1018 e DJK-6 em cultura de células pulpares. Em relação ao MTA, estudo 

prévio demonstrou a capacidade de migração do MTA, observando migração similar 

ao controle de células pulpares sem estímulo 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 migração celular 

observada na presença do MTA.  

Percorrendo os eventos que norteiam o processo de reparo, após controle do 

processo inflamatório, migração e proliferação celular, inicia-se o processo de 

produção, deposição e biomineralização da matriz dentinária (1). Dentre várias 

proteínas da matriz extracelular (ECM), uma proteína de notável importância 

corresponde a sialofosfoproteína dentinária (DSPP). DSPP tem sido usada como um 

marcador para a diferenciação in vitro de células-tronco derivadas da polpa dentária 

em odontoblastos (173, 174). Além disso, DSPP está associada com a mineralização 

da dentina (175), é expressa por células semelhantes a odontoblastos subjacentes à 

dentina reparadora recém-formada (176). O presente estudo observou que o MTA e 

a união do MTA com IDR1018, levou a um aumento significativo da produção de 

DSPP, demonstrando a capacidade do IDR1018 em melhorar o processo de 

diferenciação odontoblástica e mineralização dentinária. Estudo prévio relatou que a 

união do MTA a proteína osteostatina também promoveu maior expressão do gene 

DSPP em cultura de células pulpares, quando comparado ao uso do MTA sozinho 

(18). Ressalta-se ausência de informação prévia acerca da expressão dos genes 

DSPP e TGF-β em células pulpares, na presença dos PDHs IDR1018 e DJK-6. Nosso 

estudo também observou a baixa expressão do gene DSPP quando o PDH DJK-6 foi 

exposto na cultura de células pulpares. Coincidentemente, observamos inibição de 

TGF-β quando DJK-6 foi exposto na cultura celular. TGF-β tem a função de regular o 

processo de crescimento, diferenciação celular e deposição de matriz extracelular (1, 

176, 177). Estudos prévios relatam que o TGF-β tem um papel crucial na regulação 

da transcrição de DSPP (176, 177), podendo explicar a baixa expressão de DSPP 

quando as células pulpares foram expostas ao PDH DJK-6. Entretanto, nosso estudo 

observou baixa expressão de TGF-β nos demais grupos e alta expressão do gene 

DSPP. Desta forma, outros estudos prévios in vitro demonstram que altas 

concentrações de TGF-β diminuíram a expressão de DSPP (178, 179). Além disso, 

outro estudo demonstrou que a superexpressão de TGF-β promoveu uma baixa 

expressão de DSPP, comprometendo a mineralização dentinária de camundongos 

(180). Assim, acredita-se que TGF-β pode ser um fator crítico na transição da matriz 

pré-dentina não mineralizada em matriz mineralizada (178), na qual a sua expressão 

pode ser alta durante as primeiras fases do reparo e após a deposição de matriz 

mineral ocasionar uma redução de sua expressão. Ainda são necessários mais 
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estudos que relacionem a presença do fator TGF-β e DSPP, para conclusões mais 

assertivas. 

Outro fator importante durante o processo de diferenciação odontoblástica e 

deposição mineral, corresponde a atividade da fosfatase alcalina – ALP. A enzima 

ALP representa um marcador inicial de calcificação, que notavelmente elevam-se na 

fase inicial da mineralização (181). O presente estudo demonstrou a capacidade do 

peptídeo IDR1018 e o conjunto MTA e IDR1018 ocasionar maior atividade de ALP, 

demonstrando visualmente a capacidade de ambos grupos promoverem maior 

formação de nódulos de mineralização. Somando a presença de fosfato no meio 

extracelular. O fosfato corresponde um componente estrutural importante na formação 

da hidroxiapatita. O conjunto de fatores, demonstram a capacidade que o peptídeo 

IDR1018 e a união desse peptídeo com MTA ocasionar maior capacidade de reparo, 

quando comparado ao MTA sozinho. Até o presente momento, esse é o primeiro 

estudo que demonstra as propriedades de biomineralização do PDH IDR1018. 

Assim, este trabalhou demonstrou que formulações com PDH IDR1018 podem 

auxiliar no processo de reparo do complexo dentino-pulpar. Entretanto limitações 

podem ser avaliadas, entre elas destaca-se que este trabalho adicionou os peptídeos 

ao MTA na forma de extratos e corresponde um trabalho in vitro. Desta forma, uma 

vez que existe um potencial para esta associação, novos estudos são necessários. 

Assim, dentre as perspectivas estão a avaliação da melhor forma de se adicionar o 

peptídeo ao MTA, permitindo sua liberação e mantendo as propriedades observadas, 

quando produzido em maiores escalas. Avaliação de modos de acondicionamento do 

material também devem ser avaliadas. Em adição, também é necessário a avaliação 

desta associação em estudos in vivo. 
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7 CONCLUSÕES 

 

   Conclui-se que a união dos PDHs ao MTA auxiliou na redução de biofilmes 

jovens e maduros de S. mutans, além de participar do processo de imunomodulação, 

com redução da IL-6, sem apresentar toxicidade em células pulpares. Além disso, o 

PDH IDR1018 e a sua união com MTA foram capazes de auxiliar no processo de 

reparo promovendo proliferação e migração celular. O PDH IDR1018 em conjunto 

com MTA também foi capaz de participar do processo de biomineralização, induzindo 

a expressão do gene DSPP, aumentando a atividade de ALP e ainda promovendo 

grandes quantidades de nódulos de mineralização in vitro. Desta forma, formulações 

com PDH IDR1018 podem auxiliar no processo de reparo do complexo dentino-

pulpar. 
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9 ANEXOS 

 
 

Anexo 1 – Espectro obtido por MALDI-ToF da massa referente ao peptídeo 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 três réplicas 

biológicas para determinação de fase logarítmica. (A) representa a determinação do 

número de células totais a partir da relação D. O. versus tempo de incubação em 

horas. (B) representa a linha de tendência com equação e R2 e a determinação do 

número de células viáveis a partir da relação D. O. versus UFC.mL-1. 
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Anexo 4 – Aprovação no comitê de ética em pesquisa  
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Anexo 5 - Produção científica relacionado a trabalhos como primeira autora durante 

o período de doutoramento. 

Artigo 1 - Silva PAO, Lima SMF, Freire MS, Murad AM, Franco OL, Rezende TMB. 

Proteomic analysis of human dental pulp in different clinical diagnosis. Clin Oral 

Investig. 2021 May;25(5):3285-3295. doi: 10.1007/s00784-020-03660-3. Epub 2020 

Nov 7. PMID: 33159586. 
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Artigo 2 - Silva PAO, Lima SMF, Martins DCM, Amorim IA, Lacorte C, de Almeida JA, 

Franco OL, Rezende TMB. Concentrated MTA Repair HP reduced biofilm and can 

cause reparative action at a distance. Int Endod J. 2021 Oct;54(10):1925-1936. doi: 

10.1111/iej.13592. Epub 2021 Jul 28. PMID: 34164821. 
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Artigo 3 - Silva PAO, LIMA SMF, Almeida JA, Grisi DC ; KOGAWA EM, FRANCO OL, 

REZENDE TMB. Systemic conditions of diabetic patients diagnosed with apical 

periodontitis. RGO. REVISTA GAÚCHA DE ODONTOLOGIA (ONLINE), 2020. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://lattes.cnpq.br/0744920620830924
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Anexo 6 - Produção científica em processo de submissão. 
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Anexo 7 - Produção científica relacionado a trabalhos em colaboração durante o 

período de doutoramento. 

Artigo 1 – 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. Int Endod J. 2019 Apr;52(4):424-

438. doi: 10.1111/iej.13019. Epub 2018 Oct 23. PMID: 30244498. 
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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 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://lattes.cnpq.br/2108543063213963

