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RESUMO 

 

O avanço da biotecnologia tem proporcionado significantes mudanças no âmbito da 
engenharia tecidual e com isso terapias regenerativas como a revascularização 
pulpar vem ganhando espaço na endodontia no tratamento de dentes permanentes 
imaturos. Porém, o uso das pastas antibióticas difundidas para técnica de 
revascularização e a imprevisibilidade da concentração de células tronco 
aprisionadas no coágulo sanguíneo podem afetar o processo de neoformação 
tecidual. Diante disto, novos protocolos têm sido estudados para aprimoramento da 
técnica. Por outro lado, os peptídeos de defesa do hospedeiro (PDHs) podem 
apresentar atividade antimicrobiana, imunomodulatória e regenerativa, surgindo 
como uma opção para a revascularização pulpar, podendo atuar de forma isolada ou 
em combinação com outras biomoléculas. Assim, o objetivo deste estudo é avaliar a 
resposta das células pulpares na presença da associação sinérgica composta por 
um peptídeo de defesa do hospedeiro, o IDR-1002 e o antibiótico ciprofloxacino, um 
dos componentes da pasta duplo antibiótica (DAP), atualmente utilizada nos 
protocolos de revascularização pulpar. Para tanto, foi analisado inicialmente o perfil 
fenotípico das células presentes no ambiente apical do elemento dental – células da 
polpa, células do ligamento periodontal e células da papila apical, por citometria de 
fluxo. Em sequência, foi avaliado a migração e proliferação das células pulpares na 
presença da associação entre o peptídeo e o antibiótico. Para avaliação da 
produção de citocinas, diversas situações experimentais foram estabelecidas: 
condições clássicas de resposta a infecção (na presença de LPS) e de resposta 

imunoinflamatória (na presença de LPS com IFN-), assim como situações de 
resposta a infecção antígeno específica (na presença de HK-E. faecalis e HK-S. 
aureus). Nestas situações, a citotoxicidade e a produção de citocinas inflamatórias e 
anti-inflamatórias das células pulpares foram analisadas. A citotoxicidade foi 
avaliada pelo método de MTT e a expressão de citocinas, por qPCR. O perfil 
fenotípico demonstrou marcação superior a 97% para os marcadores positivos para 
células-tronco mesenquimais (CTMs) e inferior à 1%, para o coquetel de marcadores 
negativos para células pulpares, as quais foram eleitas para serem utilizadas nos 
experimentos seguintes. As células pulpares apresentaram aumento na capacidade 
migratória e proliferativa nos grupos expostos ao peptídeo IDR-1002 e à combinação 
sinérgica após 24 e 48h. Após 24h, observou-se ausência de citotoxicidade em 
todas as situações propostas e na presença de todos os grupos experimentais. A 
avaliação das citocinas, após 24h, demonstrou que a presença da associação 
sinérgica levou a redução significativa da expressão dos genes TNFRSF-1, IL-1β, IL-
8 IL-6 e IL-10. Em suma, a associação sinérgica entre o peptídeo IDR-1002 e o 
ciprofloxacino apresentou potencial imunomodulatório favorável, surgindo como uma 
opção promissora para os processos de revascularização pulpar. 
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ABSTRACT 

 

The advance of biotechnology has brought significant changes in the field of tissue 
engineering and regenerative therapies. Thus, pulp revascularization has been 
gaining ground in endodontics in the treatment of immature permanent teeth. 
However, the use of diffused antibiotic pastes for revascularization technique and the 
unpredictability of the concentration of trapped stem cells in the blood clot may affect 
the process of tissue neoformation. Given this, new protocols have been studied to 
improve the technique. On the other hand, host defense peptides (PDHs) may have 
antimicrobial, immunomodulatory and regenerative activity, appearing as an option 
for pulp revascularization and may act alone or in combination with other 
biomolecules. Thus, the aim of this study is to evaluate the response of pulp cells in 
the presence of the synergistic association composed of a host defense peptide, the 
IDR-1002 and the ciprofloxacin antibiotic, one of the components of the double 
antibiotic paste (PAD), currently used in pulp revascularization protocols. For this 
purpose, the phenotypic profile of cells presents in the apical environment of the 
dental element - pulp cells, periodontal ligament cells and apical papilla cells was 
analyzed by flow cytometry. Following, pulp cell migration and proliferation were 
evaluated in the presence of the association between the peptide and the antibiotic. 
To evaluate cytokine production, several experimental situations were established: 
classical conditions of infection response (in the presence of LPS) and 

immunoinflammatory response (in the presence of LPS with IFN-), as well as 
situations of response to specific antigen infection (in the presence of HK-E. faecalis 
and HK-S. aureus). In these situations, the cytotoxicity and the production of 
inflammatory and anti-inflammatory pulp cell cytokines were analyzed. Cytotoxicity 
was evaluated by the MTT method and cytokine expression by qPCR. The 
phenotypic profile demonstrated labeling greater than 97% for mesenchymal stem 
cell positive markers (MSCs) and less than 1% for pulp negative markers cocktail, 
which were elected for use in the following experiments. Increased pulp cells 
migration and proliferation were observed in groups exposed to IDR-1002 peptide 
and to the synergistic combination after 24 and 48h. After 24h, no cytotoxicity was 
observed in all proposed situations and in the presence of all experimental groups. 
After 24h, the presence of synergistic association led to significant reduction of 
TNFRSF-1, IL-1β, IL-8 IL-6 and IL-10 gene expression in pulp cells. In sum, the 
synergistic association between the IDR-1002 peptide and ciprofloxacin showed 
favorable immunomodulatory potential, emerging as a promising option for pulp 

revascularization processes. 

 

Keywords: pulp revascularization, stem cells, DAP, IDR-1002. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 Desenvolvimento pulpar 

 

O ectomesênquima derivado da crista neural e o epitélio oral derivado do 

ectoderma faríngeo são as duas principais fontes de células do sistema 

estomatognático (1). Com base nesse contexto, a maioria dos tecidos moles que 

compõem as estruturas fisiológicas dos dentes, incluindo a polpa dentária, dentina, 

cemento, ligamento periodontal e o osso alveolar, bem como os esqueletos facial e 

mandibular são desenvolvidos (1). O desenvolvimento dentário tem origem a partir 

do ectomesênquima, que durante o desenvolvimento de diversas fases, originam os 

tecidos que compõem o órgão dentário como a polpa, o esmalte, a dentina e o 

cemento (2). Durante a fase de campânula, o epitélio interno ao se conectar ao 

epitélio externo dá origem à formação da porção radicular, enquanto as células 

mesenquimais indiferenciadas contribuem para a construção do arcabouço pulpar 

(3). Após a formação da dentina radicular, a bainha epitelial de Hertwig que envolve 

a raiz, desenvolve-se interrompida ou perfurada (4). O rompimento induz à formação 

de uma estrutura em forma de malha na bainha epitelial de Hertwig que permite com 

que as células foliculares dentárias entrem em contato com a superfície dentinária 

da raiz recém-formada (4,5). As células foliculares dentárias se diferenciam em 

cementoblastos e consequentemente, em cemento (6). Ao mesmo tempo, fibras de 

colágeno secretadas por células foliculares dentárias são incorporadas na nova 

matriz de cemento que se unem ao ligamento periodontal, durante o 

desenvolvimento dentário (7). 

Os fibroblastos são as células mais numerosas na formação e no 

desenvolvimento dentário, fornecendo tanto suporte estrutural, quanto de defesa, 

sendo responsáveis por manter a matriz colagenosa e atrair células do sistema 

imune como macrófagos, tornando-as ativas para responder às possíveis invasões 

microbianas (8). Os fibroblastos desempenham papel crucial na identificação de 

antígenos, produção de citocinas e mediadores pró-inflamatórios (8). A polpa é 
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considerada um tecido conjuntivo frouxo, não mineralizado, altamente vascularizado 

e inervado, localizado no interior do dente, na câmara pulpar e canais radiculares, 

sendo circundado por estruturas rígidas, como a dentina (9). O tecido pulpar é 

responsável por proporcionar diversas funções aos outros tecidos do complexo 

dentino-pulpar, tais como: resposta imunológica, funções sensoriais, nutrição, 

apresentando capacidade de formação e regeneração (10). Em adição, este pode 

ser composto por uma variedade de células, além de fibroblastos, tais como: 

odontoblastos, células vasculares, células mesenquimais indiferenciadas, células-

tronco da papila apical, células inflamatórias, neurônios sensoriais e simpáticos (10, 

11). 

Os fibroblastos pulpares também atuam na identificação de antígenos, 

produção de citocinas e mediadores pró-inflamatórios, tais como interleucina (IL)-6, 

IL-8 e fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) (12, 13). Além disso, outras 

células como os odontoblastos estão posicionados em uma camada única (14). 

Estas podem ser responsáveis pela síntese e mineralização da matriz extracelular 

(MEC) (15). Essas células pulpares estão em contato com a matriz extracelular, que 

se caracteriza como uma cadeia unida de macromoléculas segregadamente 

extracelular (16). O sistema imune pulpar consiste de células dendríticas, 

macrófagos, linfócitos e uma variedade de células mesenquimais, epiteliais e 

endoteliais, que precisam ser melhor estudadas no contexto endodôntico, com base 

nas particularidades anatômicas e imunofenotípicas, especialmente em estudos 

direcionados à engenharia tecidual (17). 

 A câmara pulpar é altamente vascularizada, possuindo capilares, vênulas e 

arteríolas (18). Os vasos chegam ao tecido pulpar por meio do forame apical e 

canais acessórios, podendo ter ramificações na camada odontoblástica e em áreas 

ricas em capilares, onde ocorrem as maiores trocas metabólicas (19). A inervação 

do tecido pulpar é oriunda do nervo trigeminal o qual atua juntamente com fibras 

eferentes simpáticas que regulam o fluxo sanguíneo (20). Tais fibras seguem o 

trajeto dos vasos sanguíneos, penetrando pelo forame apical e se distribuindo por 

toda a polpa (21). Dois importantes tipos de fibras mielínicas podem estar presentes 

neste tecido incluindo as do tipo A (delta e beta) e C (22, 23). A maioria das fibras do 

tipo A se localizam na periferia da polpa e estão concentradas no corno pulpar. Já as 

fibras amielínicas C, se encontram no interior da polpa e se prolongam até a região 
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acelular que fica abaixo da camada odontoblástica (24). Além disso, observamos 

outras células presentes no tecido pulpar como as células-tronco dentárias  (DSCs), 

as quais podem originar novas células, tais como os adipócitos, células neurais, 

condrócitos e osteoblastos, sendo importantes no processo de regeneração pulpar, 

formação do ápice dentário e também dos processos de regulação de outras células 

(25, 26). 

 

1.2 Potencial regenerativo do tecido pulpar 

 

 A bioengenharia dental vem crescendo nas últimas décadas e se 

apresentando como uma área com grande potencial biotecnológico no âmbito da 

medicina regenerativa (27). Recentemente, estudos in vitro, evidenciaram 

expressões de marcadores biológicos para diferenciação de células mesenquimais 

em diferentes vias celulares, como osteoblastos, condrócitos, adipócitos, fatores de 

crescimento de fibroblasto e odontoblasto (27 28). Os estudos voltados para essa 

temática propõem que células com propriedades virtualmente idênticas e a mesma 

origem embrionária podem ser isoladas da polpa de dentes permanentes ou 

decíduos e são usualmente denominadas células-tronco da polpa dentária (27). 

 A relativa facilidade com que as células pulpares podem ser expandidas in 

vitro sugere o desenvolvimento de estudos que visam buscar novas estratégias 

biotecnológicas na endodontia (28). Experimentos in vitro utilizando culturas 

primárias de tecidos pulpares sugerem que tecidos semelhantes à polpa e a dentina 

radicular podem ser facilmente restabelecidos (26). Estudos in vitro para 

identificação e isolamento de células do complexo pulpar foram descritos por 

Gronthos et al. (2000) (28). Posteriormente, células mesenquimais do tipo MSC 

foram isoladas de tecidos dentais decíduos e dentes permanentes imaturos, 

caracterizadas como SHEDs (células derivadas de dentes decíduos), DPSCs 

(células de dentes permanentes imaturos) e SCAPs (células da papila apical). Além 

disso, células isoladas do ligamento periodontal de dentes imaturos foram 

identificadas e denominadas como PDLSCs (28). Para entender melhor esses tipos 

de células, os candidatos a biomarcadores de DPSCs, que incluem STRO-1, CD29, 
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DC44, CD73, CD90, CD106, CD166, CD166 e CD271, demonstram o potencial 

regenerativo de DPSCs e SCAPs (29). Ambos os tipos de células apresentam 

capacidade de migração, regeneração, organização e mineralização de células, mas 

as SCAPs apresentam uma taxa de proliferação mais alta em comparação com os 

DPSCs (30). Combinado com os conceitos estabelecidos pelos campos de 

engenharia de tecidos, o desenvolvimento de terapias endodônticas regenerativas 

oferece uma ampla gama de opções terapêuticas que ainda precisam ser 

exploradas (30). 

Especula-se que o potencial cicatricial e regenerativo esteja relacionado à 

idade do paciente, uma vez que há interferência de fatores intrínsecos de carga 

genética (DNA) e fatores extrínsecos (microambientes sistêmicos e locais) (31). Nos 

estudos de Shimizu et al.  relataram os primeiros achados histológicos de tecidos 

formados no canal radicular de humanos em dentes permanentes com o objetivo de 

se tornarem polpa vital (32). Eles observaram uma regeneração tecidual da polpa 

dentária, diagnosticada clinicamente como pulpite irreversível (33). Shimizu et al. 

(2013) e Becerra et al. (2013) relacionaram achados histológicos em dentes 

humanos (33). Lovelace et al. (2011) demonstraram que no sangramento evocado 

nos procedimentos de revitalização há um acúmulo significativo de células-tronco 

indiferenciadas expressando CD105 e CD73 e STRO-1 no espaço do canal radicular 

(34). Eles assumiram que as células provavelmente se originaram de tecidos locais, 

como a papila apical adjacente ao ápice radicular e não da circulação sistêmica (34). 

A presença de odontoblastos pode ser observada em tecidos formados após o 

processo de revascularização. Essas células, altamente especializadas, expressam 

receptores semelhantes ao tipo Toll (TLR's), responsáveis pelo reconhecimento de 

produtos bacterianos (35). 

A modulação da resposta expressa pelos TLRs induz a formação de dentina 

terciária e a proteção da polpa dentária contra danos teciduais (36). Estudos 

recentes demonstraram que a presença de células mesenquimais indiferenciadas 

induz células semelhantes a odontoblastos a regular mecanismos biológicos no 

processo de apicogênese e neoformação tecidual (37). Estes estudos tentaram 

recriar microambientes simples fornecendo fatores básicos de crescimento de 

fibroblastos (bFGF), fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), fator de 

crescimento derivado de plaquetas (PDGF), fator de origem extracelular-1a (SDF-1a) 
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e proteína morfogenética óssea-7 (BMP-7) para induzir o processo de neoformação 

tecidual (38). Embora a presença de odontoblastos e células ectomesenquimatosas 

humanas sejam achados histológicos fundamentais para as bases científicas do 

protocolo de revascularização, ainda não podemos inferir que esse tecido seja 

definido como tecido pulpar, uma vez que esse novo tecido pode não apresentar 

características neurogênicas ideais (39). 

 

1.3 Engenharia tecidual na endodontia 

 

A medicina regenerativa tem como foco realizar a substituição de células 

humanas, tecidos ou até mesmo órgãos, com a finalidade de estabelecer ou 

restaurar a função normal dos mesmos (40). Desta forma, a medicina regenerativa 

surge como uma oportunidade para todas as abordagens terapêuticas atualmente 

existentes, incluindo as terapias celulares (40). A engenharia de tecidos é o campo 

científico que busca a restauração funcional da fisiologia e da estrutura de tecidos 

comprometidos ou danificados por traumas ou patologias que podem gerar a perda 

funcional de células e órgãos (41). A engenharia tecidual apresenta como base 

terapêutica, três principais componentes: Arcabouços ou scaffolds de matriz 

extracelular, morfógenos e células-tronco (42). Tais componentes são utilizados em 

inúmeros estudos, tanto singularmente quanto em combinação, com o propósito de 

reparar estruturas lesionadas, sugerindo grande progresso na medicina regenerativa 

(43). 

Nesse contexto, surge a endodontia regenerativa, a qual visa restaurar total 

ou parcialmente as funções pulpares em dentes necróticos e infectados, resultando 

no restabelecimento das funções pulpares, incluindo ativação da imunidade inata, a 

função de reparo através da mineralização, bem como a sensibilidade pulpar (44). 

Os procedimentos endodônticos regenerativos (REPs) são terapias propostas pela 

bioengenharia visando restaurar as funções fisiológicas da polpa dentária (45). 

Essas terapias abrangem uma tríade mencionada acima, que inclui fatores de 

crescimento, células-tronco e scaffolds, que precisam ser melhores estudados para 

o desenvolvimento de novos protocolos de tratamento (45). 
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A capacidade regenerativa demonstrada por alguns tecidos orais depende 

fortemente de suas populações de células-tronco adultas adormecidas que são 

capazes de reparar pequenos defeitos e controlar a inflamação local (46). O tecido 

pulpar inflamado apresenta expressão aumentada de fatores mitogênicos, como 

fator de crescimento de fibroblastos (FGF), fator de crescimento endotelial vascular 

(VEGF) e fator de crescimento derivado de plaquetas. Estes fatores apresentam 

potencial para estimular a neovascularização e a divisão celular e para aumentar a 

progressividade da inflamação, causando um aumento da permeabilidade vascular. 

Esses eventos podem contribuir para inflamação pulpar e infecção em seus estados 

clínicos como: hiperemia, pulpite reversível, pulpite irreversível, necrose pulpar e 

periodontite apical (47, 48, 49). Uma inflamação irreversível da polpa exige um 

tratamento endodôntico, que consiste na remoção total de tecido inflamado e 

contaminado, seguido de desinfecção e preenchimento do sistema de canais 

radiculares com material sintético. De fato, a terapia endodôntica não cura ou 

regenera o tecido pulpar e o dente passa a ficar privado de sensibilidade e vitalidade 

(49, 50,51). 

Estudos de engenharia tecidual discutem o processo de revascularização 

através da oxigenação, fornecimento de nutrientes, células imunes e inervação para 

sustentar a atividade metabólica envolvida nesse processo. Uma nova 

vascularização pode ocorrer a partir da formação de um coágulo produzido após a 

remoção do tecido infectado e tratamento da infecção (47,48). Estudos que visam 

analisar o potencial regenerativo de células da papila apical e da polpa dentária 

humana demonstraram resultados influentes no campo da engenharia de tecidos 

(50,51). O potencial de diferenciação atribuído a essas células ainda é um pouco 

elucidado, mas avanços científicos trazem resultados extremamente importantes 

para o campo regenerativo (52). Essas células com alta capacidade de diferenciação 

podem induzir a regeneração do tecido através da diferenciação em células 

populares (53). Além disso, o tecido pulpar, que mimetiza as células da crista neural, 

apresenta potencial promissor em estudos de engenharia tecidual, especialmente no 

campo neuroregenerativo (53,54,55).  

As células-tronco apresentam a capacidade de proliferar e produzir novas 

células capazes de se diferenciar em células especializadas, classificando-se em 

onipotentes, pluripotentes, totipotentes e multipotentes. Existem dois tipos de 
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células-tronco: células-tronco embrionárias e células-tronco adultas ou células pós-

natais (56). Em vista disto, a polpa dentária é um tecido rico em células 

especializadas, que também são encontradas na papila apical e no ligamento 

periodontal, principalmente dentes decíduos e dentes permanentes com rizogênese 

incompleta (57). Essas células com alta capacidade de diferenciação podem induzir 

a regeneração do tecido pulpar por diferenciação celular, podendo gerar a formação 

de um novo tecido (56,57). As células-tronco podem ser isoladas de vários tecidos 

bucais como osso craniofacial, polpa dentária, folículo dental, germe dentário, papila 

apical, mucosa oral e tecidos periodontais (58). As células-tronco dentárias (DSCs) 

são populações de células-tronco pós-natais que apresentam qualidades 

semelhantes às células mesenquimais derivadas da crista neural craniana, incluindo 

a capacidade de auto-renovação e potencial de diferenciação multilinha (59). As 

células-tronco da polpa humana (hDPSCs) têm sido alvo de muitos estudos na 

medicina regenerativa devido ao seu grande potencial clínico, acessibilidade e 

colheita menos invasiva (60). 

Com base nos achados científicos, oito populações únicas de células-tronco 

mesenquimal (CTMs) derivadas de tecidos dentais e do complexo maxilofacial foram 

isoladas e caracterizadas (148). As hDPSCs pós-natais foram as primeiras CTMs a 

serem identificadas no tecido pulpar (Figura 1), na sequência, outras populações de 

células-tronco de dentes humanos decíduos esfoliados (SHEDs) foram identificadas 

e caracterizadas, assim como células-tronco do ligamento periodontal (PDLSCs), 

células progenitoras foliculares dentárias (DFPCs), células-tronco mesenquimais 

derivadas de ossos alveolares (ABMSCs), células-tronco da papila apical dental 

humana (SCAPs), células progenitoras de germes dentários (TGPCs) e células-

tronco mesenquimais gengivais (GMSCs) (148). 
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Figura 1: Desenho esquemático ilustrativo de fontes de MSCs derivadas de tecidos 

dentais. SHEDs: células-tronco de dentes humanos decíduos esfoliados; PDLSCs: 

células-tronco do ligamento periodontal; DFPCs: células progenitoras foliculares 

dentárias, ABMSCs: células-tronco mesenquimais derivadas de ossos alveolares); 

SCAPs: células-tronco da papila apical dental humana; TGPCs: células progenitoras 

de germes dentários; e GMSCs: células-tronco mesenquimais gengivais. Imagem 

com modificações (CHALISSERRY, Elna Paul et al.2017). 

 

As DPSCs e SHEDs são MSC são MSCs autorenováveis, residentes dos 

nichos perivasculares da polpa dentária (148). Acredita-se que sejam originadas a 

partir da crista neural craniana, a qual expressa marcadores precoces para CTMs e 

células-tronco neuroectodérmicas (148). Em estudos recentes, DPSCs e SHEDs 

demonstraram capacidade de regeneração tecidual e recuperação funcional após 

lesão medular (149), além de apresentarem capacidade de proteção contra lesão 

cerebral isquêmica em estudos in vivo com camundongos neonatais (150). 

Na presença de estímulos específicos, esses DPSCs podem se diferenciar 

em vários tipos de células, incluindo neurônios, adipócitos e condrócitos (59). Além 

disso, evidências científicas demonstram que uma boa interação entre VEGF e 

DPSCs resulta em diferenciação celular interessante em odontoblastos e células 

endoteliais, respectivamente (60). 
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Após o desenvolvimento dentário, a diferenciação radicular e o alongamento 

promovem a erupção do dente na cavidade bucal para estabelecer os primeiros 

contatos oclusais, por volta dos 6 anos de idade. No entanto, mesmo após a 

erupção na cavidade bucal, a formação completa das raízes só ocorre após 3 a 4 

anos, em que observamos o fechamento do ápice do dente, na sequência a erupção 

dos dentes permanentes inicia-se após esfoliação do dente decíduo, por volta de 6 

anos de idade (61). Desta forma, por serem dentes ainda em formação, os cuidados 

com o órgão dental torna-se imperativo, uma vez que possuem paredes de dentina 

mais finas e câmaras pulpares mais largas (61). A revascularização pulpar pode ser 

uma alternativa clínica para o tratamento de dentes permanentes imaturos (DPIs) 

com necrose pulpar, através da formação de um coágulo apical induzido, seguido do 

reparo tecidual ou neoformação tecidual, após diferenciação celular (62). 

 

1.4 Tratamento endodôntico em dentes permanentes imaturos: 

apicigênese, apicificação e revascularização pulpar 

 

 Os DPIs apresentam-se em fase final de formação radicular, possuindo 

paredes radiculares finas, câmaras pulpares mais amplas e ápices abertos, 

necessitando de fatores de crescimento do tecido pulpar para o término de sua 

completa formação radicular (63). Neste sentido, após episódios patológicos que 

acometem o órgão dental nesta condição, almeja-se a aplicação de tratamentos 

endodônticos conservadores, por manter pelo menos parte do tecido pulpar viável 

para o fim desta formação radicular (63). No entanto, quando o tratamento 

endodôntico radical se torna necessário, cuidados durante os processos de 

instrumentação e irrigação do SCR, além da execução do processo de obturação 

através do seu preenchimento com um material inerte devem ser tomados (64).  Em 

vista disto o processo de obturaçãoainda apresenta adversidades na endodontia 

(65,66). Desde a década de 1960, diversas técnicas clínicas para o tratamento de 

DPIs foram discutidas, com a finalidade de estabelecer protocolos, que 

preservassem a estrutura dentária e ao mesmo tempo, contribuíssem para o 

desenvolvimento do ápice dentário (67). Assim, as primeiras condutas clínicas para 

o tratamento de DPIs foram a apicigênese e a apicificação (68). 
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A apicigênese consiste em uma abordagem conservadora para a indução da 

continuação da formação radicular pela manutenção do tecido pulpar sadio em DPIs 

(69). Este tipo de abordagem endodôntica pode ser considerada uma terapia 

complementar para indução do desenvolvimento radicular, nos casos em que 

apresentam polpa vital ou que sofreram exposição pulpar devido a traumas ou 

fraturas coronárias, assim como à cáries dentárias e restaurações inadequadas (70). 

Este processo pode ser atingido quando se torna possível a realização de formas de 

tratamento endodôntico conservador, como capeamento pulpar direto ou pulpotomia 

(remoção da porção pulpar coronária) (71).  

A técnica tradicional para que a apicigênese possa acontecer, inclui a 

utilização do potencial terapêutico do hidróxido de cálcio [Ca(OH)2] para indução do 

processo de capeamento pulpar. Esta ação é possível devido ao alto potencial 

antimicrobiano e de indução da formação do tecido mineralizado (69). A apicigênese 

foi defendida por Tomeck e Smith, que demonstraram histologicamente, em dentes 

com ápice aberto de macacos, em que o processo de desenvolvimento radicular 

ocorreria após realização de pulpotomias e pulpectomias, sem o uso de substâncias 

químicas, medicações ou preenchimento radicular (72). Eles concluíram que a 

formação radicular poderia continuar sem a terapia endodôntica convencional 

invasiva, mesmo que o crescimento pudesse ser retardado e irregular. Sendo assim, 

o fechamento do ápice radicular parecia estar mais relacionado ao crescimento do 

tecido trabecular, do que com a deposição de tecidos duros (72). Desta forma, a 

preservação de parte do tecido pulpar em condições de normalidade, possibilita uma 

completa formação radicular, deposição de dentina, aumento da espessura radicular 

e promoção do fechamento apical (69). 

Por outro lado, o processo de apicificação fundamenta-se em uma abordagem 

conservadora para indução da formação de uma barreira calcificada no ápice 

radicular (73), cujo objetivo é promover a diminuição do diâmetro apical dos DPIs, a 

fim de facilitar uma futura obturação endodôntica com um material inerte (74). 

Embora a apicificação seja um processo natural, é necessário o estímulo do 

processo por um ativador biológico (75). Diversos estudos observaram o fechamento 

do ápice radiograficamente, quando uma pasta de hidróxido de cálcio foi introduzida 

em canais de DPIs (76). Steiner e Van Hassel (76) utilizaram uma mistura de 

hidróxido de cálcio e paramonoclorofenol canforado para induzir o fechamento apical 
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em DPIs. Eles demonstraram que esse material radiopaco atravessava o forame e 

formava uma estrutura semelhante ao cemento (76). Desta forma, uma série de 

estudos envolvendo a terapia com a utilização do hidróxido de cálcio foram 

realizados, tornando-se a terapia padrão, por muitos anos (77).  

Por outro lado, estudos evidenciam que o uso do Ca(OH)2 pode gerar fraturas 

a longo prazo, na região cervical da raiz (100). Diante as críticas e insucessos da 

apicificação com a utilização do Ca(OH)2, em 1999 Shabahang e colaboradores 

demonstraram a formação de uma barreira apical consistente quando utilizaram um 

material com características semelhantes ao hidróxido de cálcio (101). Esse material 

conhecido como agregado de trióxido mineral (MTA) apresenta-se como um 

biomaterial composto por silicato tricálcio, óxido tricálcio, óxido de silicato e 

aluminato de tricálcio (102). O MTA pode ser colocado em contato direto com 

tecidos humanos e pode apresentar diversas ações, tais como: proliferação celular 

através da ação dos íons de óxido de cálcio (103), criação de um ambiente 

antibacteriano pela sua ação alcalina (104), modulação da produção de citocinas 

(105) e a balança Th1 e Th2 do sistema imune (106), estimulação da diferenciação e 

migração de tecidos duros (107), além de atuar no selamento biológico (108).  

Os estudos revelam resultados satisfatórios com respostas clínicas positivas, 

radiográficas e histológicas obtidas com hidróxido de cálcio e o MTA, evidenciando a 

dissociação dos íons Ca2+ e OH-, atuando no controle da reação inflamatória (por 

ação higroscópica, formação de pontes de proteinato de cálcio e inibição da 

fosfolipase); neutralização de ácidos produzidos por odontoblastos (hidrolases 

ácidas e ácido láctico); indução de mineralização (através da ativação de fosfatase 

alcalina e ATPases dependentes de cálcio); indução da diferenciação celular; 

despolimerização de endotoxinas; ação antibacteriana por danos irreversíveis ao 

DNA, proteínas, enzimas e lipídeos bacterianos (69,78,79). 

A revascularização pulpar pode ser uma alternativa clínica para o tratamento 

de DPIs, com necrose pulpar, através da formação de um coágulo apical induzido 

(80). Os primeiros achados clínicos da técnica de revascularização pulpar foram 

descritos principalmente para os casos de avulsão dentária (80). A terapia 

endodôntica voltada para indução da revascularização pulpar foi utilizada pela 

primeira vez na década de 1950, em um caso de pulpotomia utilizando o hidróxido 

de cálcio, relatado na literatura, o qual observou a formação de um tecido cicatricial 
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após a aplicação da medicação (80). Entretanto, Nygaaard-Ostby B. foi quem 

observou a importância da manutenção do coágulo sanguíneo como fator essencial 

para o sucesso da técnica de revascularização pulpar (80,81). 

Os achados histológicos demonstraram um reestabelecimento do suprimento 

vascular apical, em dentes avulcionados após o reimplante e avaliação durante 120 

dias (82). Frente à problemática da presença de biofilme e microrganismos no canal 

radicular para a reconstrução de um novo tecido pulpar, Hoshino e colaboradores 

sugeriram a utilização de uma pasta contendo associação de três antibióticos 

(ciprofloxacino, metronidazol e minociclina), como medicação intracanal, sendo a 

sanificação dos canais acometidos, um princípio fundamental para o 

estabelecimento da técnica (81). 

A revascularização pulpar consiste na invaginação do tecido apical, após a 

indução de um sangramento apical. Após este período, há a formação de um tecido 

conjuntivo fibroso no sistema de canais radiculares. Embora existam diferentes 

particularidades das técnicas empregadas em terapias de revascularização pulpar, 

Diógenes sugeriu o protocolo mais aceito atualmente (80). Neste protocolo, o 

primeiro passo consiste no acesso do canal radicular e irrigação com hipoclorito de 

sódio e solução salina seguido de secagem e aplicação de medicação intracanal, 

responsável por eliminar o maior número de microrganismos que possam dificultar a 

formação do novo tecido (80). Após 2-4 semanas, com a ausência de 

sintomatologia, uma nova irrigação com hipoclorito de sódio e solução salina pode 

ser realizada, e assim uma sobreinstrumentação para promover a formação de um 

coágulo apical (83). Logo após, recomenda-se o uso do MTA para vedamento 

biológico no terço cervical radicular e em seguida, uma restauração definitiva. O 

tratamento deve ser acompanhado durante diversos meses e até anos, o 

acompanhamento deve incluir exames clínicos, incluindo testes de vitalidade, 

percussão e palpação periapical, além de análises por tomografia computadorizada 

da contínua formação radicular (83). Com base nestes dois diferentes protocolos de 

revascularização pulpar, diversos estudiosos buscam novas alternativas para 

adaptação das técnicas e unificação de um protocolo terapêutico. 
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Figura 2: Representação esquemática do procedimento das etapas clínicas da 

terapia para revascularização pulpar. Imagem com modificações (Diogenes et al. 

2014). 

1.5 Medicações intracanais utilizadas para revascularização pulpar 

 

Os processos de regeneração e/ou revascularização pulpar são 

extremamente complexos, uma vez que terapias endodônticas regenerativas 

buscam reestabelecer ou reconstituir tecidos biológicos danifcados, incluindo 

estruturas dentinárias, radiculares e do complexo dentino-pulpar (84). Em vista disto, 

a manutenção da cadeia asséptica do sistema de canais radiculares é essencial 

para o sucesso da terapia proposta (84). No entanto, a manutenção da cadeia 

asséptica pode ser um desafio, visto que cerca de 600 espécies bacterianas podem 

estar associadas a infecções pulpares (85). Além disso, a presença de paredes 

delgadas de dentina radicular, inviabilizam a realização de uma eficiente 

instrumentação, deixando a descontaminação a cargo dos agentes antimicrobianos 

(85). Dessa forma, se torna de suma importância o uso de medicações eficientes 

que reduzam o maior número de microrganismos no sistema de canais radiculares e 

estimulem a neoformação tecidual (86). 

 Apesar da problemática relacionada ao fato da presença dos 

microrganismos que dificultam os processos de revascularização e regeneração 
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pulpar, poucas medicações intracanais foram estudadas para esta técnica (86). 

Atualmente, a pasta triplo antibiótica (TAP) é a mais utilizada como proposta 

medicamentosa na terapia de revascularização pulpar, uma vez que apresenta 

amplo espectro e atividade antimicrobiana que favorecem o bom prognóstico do 

paciente (87,88). A proposta da TAP foi introduzida especialmente para a execução 

do protocolo em dentes com rizogênese incompleta e polpa necrótica, largamete 

desenvolvido por Hoshino e colegas, publicado em 1996 (89). Neste trabalho, os 

autores investigaram a eficácia terapêutica da pasta na remoção dos canais 

radiculares. Posteriormente, uma série de estudos in vitro foram desenvolvidos 

utilizando TAP contra microrganismos presentes na dentina cariada e na polpa 

infectada (90). Os estudos revelaram resultados extremamente satisfatórios quanto 

a erradicação das bactérias no sistema de canais radiculares com uso da TAP (88). 

 A pasta tripla antibiótica é uma combinação de ciprofloxacino, metronidazol e 

minociclina manipuladas em proporções iguais (1:1:1), segundo o protocolo de 

revascularização pulpar (91). Dentre os componentes da TAP, o metronidazol é um 

composto antimicrobiano tóxico para microrganismos anaeróbios juntamente com o 

ciprofloxacino, uma fluroquinolona sintética, a qual possui ação bactericida intensa e 

exibe alta atividade contra bactérias gram-negativas, enquanto possui atividade 

limitada contra bactérias gram-positivas, por isso essa associação se faz, 

frequentemente, necessária para compensar seu escopo limitado (88). Além disso, a 

minociclina é bacteriostática, possui atividade contra bactérias gram-positivas e 

gram-negativas, auxiliando no aumento da produção de interleucina-10, uma citocina 

inflamatória importante no processo de reparo e neoformação óssea (88). 

 Apesar do potencial antimicrobiano consolidado da TAP, a principal crítica 

relacionada a essa proposta está direcionada ao manchamento da dentina, 

associado à presença da minociclina (92, 93). Em vista disto, muitos estudos têm 

sugerido o uso da pasta dupla antibiótica (DAP), contendo metronidazol e 

ciprofloxacino, ou a incorporação da ampicilina para uma nova formulação da TAP. 

A grande maioria dos trabalhos publicados in vitro ou ex vivo com DAP e TAP, estão 

direcionados principalmente a ação destas pastas sobre a espécie E. faecalis 

(94,95,96). Estes estudos, verificaram que concentrações maiores de 1000 mg.mL-1 

testadas, foram responsáveis por diminuir igualmente o biofilme desta bactéria (97). 
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A atuação direta de DAP e TAP também foi semelhante, uma vez que foi observada 

a redução do biofilme de E. faecalis na concentração de 125 µg.mL-1 (97).  

 Estudos comparativos envolvendo as pastas DAP e TAP revelaram que 

ambas as propostas terapêuticas possuem potencial antimicrobiano eficaz em 

diluições de até 1 em 32.000 (0,001-0,003 mg.mL-1) (98). Além disso, estas podem 

ser utilizadas como irrigantes antibacterianos eficientes durante a realização do 

protocolo de revascularização (98,99). Os resultados de análises in vitro testando a 

eficácia das pastas contra biofilmes de E. faecalis e P. gingivalis revelaram que não 

há diferença estatística entre os achados comparativos de DAP e TAP, porém 

quando comparados ao Ca(OH)2, observa-se que este último apresentou maior 

inibição que as pastas antibióticas (99). Entretanto, o uso do Ca(OH)2 no protocolo 

de revascularização pulpar torna-se inviável, devido à alta citotoxicidade no contato 

direto com células pulpares (98). Coletivamente, estudos demonstraram que tanto a 

TAP quanto a DAP são eficazes contra bactérias endodônticas em altas diluições, o 

que indica que baixas concentrações de antibióticos podem ser suficientes para 

obter efeito antibacteriano necessário (99). Assim, pode ser benéfico recomendar o 

uso de concentrações mais baixas de pastas antibióticas para evitar a efeito desses 

medicamentos nas células estaminais hospedeiras (99). 

Diante dos estudos apresentados revelando o potencial e eficácia contra 

diferentes microrganismos, as pastas antibióticas possuem propriedades que 

infundem interesse na endodontia (88). Atualmente, todos os materiais 

antimicrobianos disponíveis para irrigação, desinfecção e medicação apresentam 

seus próprios benefícios e limitações; a busca pela criação de propostas 

terapêuticas ainda melhores e mais eficazes continuam (88). 

 

1.6 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 

(114). Diversos estudos estão sendo propostos para o uso de peptídeos no auxílio 

em terapias já existentes, como adjuvantes, ou substitutos de classes de 

antiinflamatórios ou antibióticos contra diversos tipos de infecções (115,116). Desta 
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forma, achados científicos sugerem o uso dos peptídeos como opções terapêuticas 

mais eficazes ou até mesmo, com menor custo, quando comparadas às diversas 

terapias já existentes. Atualmente, há uma série de peptídeos com ação 

antimicrobiana, com estrutura e modo de ação amplamente descritos, porém 

observa-se que há um grande desafio no desenvolvimento de novos peptídeos, 

que além de antimicrobianos, apresentem outras características, como, a ação 

imunomodulatória. Estes peptídeos são denominados de peptídeos promíscuos, 

visto que vários alvos estão associados a uma única estrutura de peptídeo, os 

quais são comumente conhecidos como peptídeos de defesa do hospedeiro 

(PDHs) (117). 

 Os PDHs além de participarem ativamente na imunidade inata, também 

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

patogênicos, diminuindo efeitos deletérios do processo inflamatório (118). Este fato 

ocorre devido ao potencial de imunorregulação destes peptídeos, capazes de 

influenciar no processo transitório de respostas imunológicas, promovendo 

cicatrização de feridas (118). Os PDHs são, em maioria, curtos (contendo menos de 

50 resíduos de aminoácidos na sua estrutura molecular), anfipáticos, catiônicos, com 

carga líquida média e conteúdo hidrofóbico médio de 42% (119,120). Os peptídeos 

são classificados em naturais ou sintéticos. A maioria dos peptídeos naturais têm 

uma meia vida curta, devido à rápida degradação causada por cerca de 600 

proteases diferentes no corpo humano (121). Em vista disto, várias estratégias têm 

sido utilizadas para produzir análogos mais estabilizados, cujo objetivo é preservar 

as atividades biológicas das moléculas originais. Desta forma, peptídeos sintéticos 

estão se tornando mais populares em estudos científicos (122,123). 

Os peptídeos podem possuir expressão pleiotrópica, podendo ser capazes de 

induzir, direta ou indiretamente, a produção de citocinas a partir do recrutamento de 

leucócitos, reduzir os níveis de citocinas pró-inflamatórias produzidas em resposta a 

antígenos, recrutar células de defesa para o sítio da provável infecção, modular a 

expressão de quimiocinas, espécies reativas de oxigênio e óxido nítrico (NO), além 

de estimular a angiogênese e contribuir para o processo de cicatrização de feridas, 

podendo ativar e promover a diferenciação celular nestes sítios acometidos 

(124,125,126). Hancock et al. (127), relatam que as funções do PDHs vão muito 

além de proteger o hospedeiro contra microrganismos invasores, uma vez que 
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apresentam papéis essenciais nos eventos de sinalização durante a ativação de 

respostas imunes. 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 (128). Com base nos achados 

científicos, estas biomoléculas vêm sendo adotadas como novas possibilidades 

farmacológicas em muitas áreas de saúde, inclusive na Odontologia (129). Neste 

sentido, um crescente aumento no número de estudos direcionados para o uso dos 

PDHs na Odontologia, vem acontecendo desde 2003 (130). Percebe-se que tais 

estudos estão concentrados principalmente no processo da cárie dentária e doença 

periodontal (130). 

 Uma série de 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 (131). As β-defensinas são expressas no 

epitélio gengival e glândulas e ductos salivares, enquanto α-defensinas podem ser 

avaliadas em neutrófilos e no fluido crevicular, assim como a LL-37 pode ser 

observada no epitélio, nas glândulas submandibulares e na saliva em situações 

inflamatórias (114). A nisina, um polipeptídio com 34 resíduos de aminoácidos, 

demonstrou atividade antibacteriana contra bactérias patogênicas orais, como 

Streptococcus mutans, Streptococcus sanguinis, Lactobacillus acidophilus e 

Enterococcus faecalis (131). Porém, estudos demonstram que a maioria dos PDHs 

naturais apresentam várias desvantagens para uso clínico, principalmente pelo 

tamanho molecular extenso, que encarecem os produtos e dificultam o processo de 

preparo, além de apresentarem alta citotoxicidade e propriedades farmacêuticas e 

farmacocinéticas deficientes (132). Diante desta problemática, vários grupos de 

pesquisa estudam análogos sintéticos ou fragmentos de PDHs naturais, como forma 

de melhorar as capacidades antibacterianas e até mesmo propriedades 

imunomoduladoras, de uma forma eficiente e com menor custo-benefício (133).  

 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 vêm sendo desenvolvidos com o uso de peptídeos. 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 (134). Diferentes espécies bacterianas 

pertencentes aos gêneros Prevotella, Porphyromonas, Fusobacterium, Treponema, 
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Campylobacter, Enterococcus e Tannerella são possivelmente encontradas na 

infecção endodôntica primária (135, 136). Desta forma, Lima et al. (135), avaliaram a 

atividade antimicrobiana, citotóxica e imunomoduladora dos PDHs, clavanina A, 

clavanina A modificada (MO) e LL-37. Este trabalho demonstrou que a LL-37 revelou 

melhor potencial antibacteriano, contra E. faecalis. Winfred et al. (137) 

demonstraram a capacidade dos peptídeos sintéticos VSL2 e VS2 em atuar contra 

bactérias disponíveis no canal radicular, como E. faecalis e C. albicans. Outro 

estudo realizado por Wang et al. (138) demonstraram a capacidade antibiofilme do 

peptídeo sintético DJK-5 em biofilme de E. faecalis, em apenas 3 min. Além do 

campo da endododntia, observa-se investigações utilizando PDHs na tentativa do 

controle da doença periodontal. Um estudo apresentado por Dantas et al. (139) 

demonstra atividade antimicrobiana do peptídeo Synoeca-MP, em biofilmes 

envolvendo Pseudomonas aeruginosa, bactéria detectada em biofilme subgengival 

de pacientes imunodeprimidos com doença periodontal (140). Neste estudo in vitro, 

foi possível observar a atividade antibacteriana da Synoeca-MP em ação sozinha, 

porém melhores resultados foram avaliados quando combinado Synoeca-MP com 

clorexidina (CHX), os quais demonstraram efeito sinérgico antimicrobiano, além de 

atividade imunomoduladora, com regulação positiva de MPC‐1 e fator de necrose 

tumoral (TNF)‐α, além de regulação negativa de NO e IL-10 (140). 

 Desta forma, os PDHs se tornam agentes promissores em estratégias 

antibiofilmes e imunomoduladoras, fatores de suma importância nas diversas áreas 

da odontologia. Dentre os vários peptídeos, o IDR-1002 têm demonstrado potencial 

biotecnológico nos estudos voltados para área de engenharia tecidual na 

endodontia.
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 1.6.1. IDR-1002  

 

As variantes sintéticas dos PDHs são conhecidas como peptídeos de 

regulação de defesa inata (IDR). Foi demonstrado que os IDRs, IDR-1 e IDR-1002 

possuem grande potencial terapêutico em infecções, modulando respostas imunes 

inatas do hospedeiro e regulando positivamente os mecanismos antiinflamatórios 

(141). O IDR 1002 (VQRWLIVWRIRKNH2) foi caracterizado como um pequeno 

peptídeo sintético composto por 12 resíduos de aminoácidos o qual apresentou 

tanto ação antimicrobiana, quanto imunomoduladora (142). A ação do IDR-1002 

está principalmente relacionada com a ativação do sistema imune diante de 

processos infecciosos (143).  

Nos primeiros estudos envolvendo este peptídeo, observou-se que ele 

estimulou a produção de CXCL1, CXCL8 e CCL2 em leucócitos murinos e conferiu 

proteção contra infecções por Echerichia coli (142); além de apresentar ação 

antimicrobiana contra S. aureus e P. aeruginosa (144). Além disso, observou-se 

correlação de o IDR-1002 com o recrutamento de neutrófilos e aumento da 

degranulação de neutrófilos, associada à via de sinalização MAPk (145), na 

presença de LPS, assim como na liberação de espécies reativas de oxigênio 

(ROS), produzidas por estas células, além das citocinas TNF-α e IL-10 (145). Além 

disso, este peptídeo está relacionado com a quimiotaxia de monócitos, uma vez 

que aumenta a quimioatração celular diante das citocinas CCL3 e CCL5 (146). O 

potencial receptor para o IDR-1002 em macrófagos e monócitos pode ser o CCR5 

(146). Em outro estudo foi determinado que o IDR-1002, aumenta a migração das 

monocitocinas através da rede de afibronectina através da promoção da adesão 

mediada por b1-integrina (147). As observações deste estudo também implicaram 

no mecanismo específico da quimiocina, independente da adesão, utilizado pelo 

IDR-1002 para promover o recrutamento de monócitos.  

Desta forma, foi levantada a hipótese do IDR-1002 poder regular a resposta 

de monócitos às quimiocinas e, dessa maneira, promover a mobilização de 

citocinas envolvidas no processo de reparo. Neste estudo, verificou-se que o IDR-
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1002 aprimora a os processos de quimiotaxia de células humanas em relação ao 

CCL3 e CCL5, mas não ao CCL2 ou CCL7 (147). As descobertas revelam um novo 

mecanismo através do qual o peptídeo IDR-1002 melhora o recrutamento de 

monócitos e, assim, melhora a proteção do hospedeiro contra infecções 

bacterianas (147). Apesar deste peptídeo apresentar atividade antimicrobiana 

contra S. aureus, prevalente em patologias pulpares, poucos estudos foram 

desenvolvidos envolvendo outros microrganismos prevalentes nas patologias 

pulpares. 

 De acordo com os achados científicos publicados por SOUSA  et al. (2017) ., 

o mecanismo de ação do IDR-1002 especificamente ainda não está totalmente claro, 

porém, assim como outros peptídeos sintéticos, como: IDR-1018 e DJK-6, este 

peptídeo pode atuar na desestruturação e comunicação celular durante os 

processos de formação e manutenção do biofilme (151). Neste estudo, in vitro, o 

IDR-1002 apresentou os melhores resultados antimicrobianos em comparação com 

outros peptídeos sintéticos, além de atuar em sinergismo com o antimicrobiano 

ciprofloxacino, em ensaios contra E. faecalis e S. aureus. Neste mesmo estudo foi 

constatado que a concentração de 20 µg.mL-1 de IDR-1002 não alterou 

significativamente a viabilidade de macrófagos humanos in vitro, após 24 h de 

incubação, propondo então uma associação sinérgica de IDR-1002 ( 32 µg.mL-1) 

com o ciprofloxacino (0,015 µg.mL-1) uma vez que os resultados não foram capazes 

de reduzir a viabilidade celular em macrófagos RAW 264.7 (152). Em adição, 

quando a associação sinérgica foi colocada em culturas de fibroblastos L929, ela 

promoveu atividade imunomodulatória em situações de stress oxidativo in vitro, além 

de não alterar significativamente a viabilidade celular (152). Desta forma, esta 

associação sinérgica apresenta interessante potencial biotecnológico na 

Odontologia, visto que apresentou resultados interessantes em relação à 

capacidade antimicrobiana e imunomodulatória de IDR-1002, sobretudo, no campo 

da engenharia tecidual, envolvendo futuras construções de arcabouços com 

liberação controlada desta associação para terapias endodônticas em DPIs. 

A literatura demonstra que a presença do peptídeo IDR-1002 em associação 

com o ciprofloxacino parece favorecer a entrada do antibiótico, facilitando assim, sua 

atuação antimicrobiana (151). Desta forma, uma maior exploração desta associação 

sinérgica em células pulpares, se faz necessária, uma vez que esta pode fornecer o 
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desenvolvimento de novas técnicas que possibilitem melhorias nas terapias 

endodônticas, sobretudo nos processos de revascularização pulpar. 

 

1.7 Justificativa  

O avanço das pesquisas em biologia molecular tem proporcionado significantes 

mudanças no âmbito da engenharia tecidual. Na odontologia, a engenharia de 

tecidos vem crescendo e se tornando protagonista de diversas linhas de pesquisa, 

sobretudo na endodontia regenerativa, a qual tem por objetivo realizar o 

restabelecimento da função normal da polpa em dentes necróticos e infectados 

resultando no restabelecimento das funções protetoras da polpa, incluindo a 

imunidade inata e funções de reparo. Diante disto, são necessários o estudo de  

mecanismos que possam a melhorar a interação entre células-tronco e fatores que 

proporcionem o desenvolvimento de respostas imunomodulatórias favoráveis a 

formação de um novo tecido. Nesse sentido, os peptídeos de defesa do hospedeiro 

se apresentam como novas estratégias biotecnológicas como forma de modular a 

resposta à infecções, patologias e regegeneração tecidual, além de possuir um 

amplo espectro contra microorganismos. Em vista disto, o presente trabalho avaliou 

as atividades citotóxicas, migratórias e imunomodulatórias de células pulpares 

humanas, na presença da associação sinérgica composta pelo peptídeo IDR1002 e 

o antibiótico ciprofloxacino, em comparação com a pasta duplo antibiótica (DAP), in 

vitro ,buscando avaliar o potencial desta associação para aplicações biotecnológicas 

no contexto de revascularização/regeneração pulpar. 
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2 Objetivos 

 

2.1. Objetivo Geral  

 

Avaliação das atividades migratórias e imunomodulatórias de células pulpares 

frente a associação sinérgica composta por IDR1002 e ciprofloxacino, em culturas 

de células pulpares. 

 

2.2. Objetivos Específicos  

 Isolamento, cultura e expansão de culturas primárias de células pulpares, do 

ligamento periodontal e papila apical humanas.  

 Caracterizar células pulpares do ligamento periodontal e papila apical 

humanas por meio de marcadores de células-tronco mesenquimais (CD44, 

CD73, CD90 e CD105). 

 Avaliar a viabilidade celular de culturas de células pulpares humanas, na 

presença da associação sinérgica (IDR1002 e ciprofloxacino) e da pasta DAP. 

 Avaliar a atividade migratória de culturas de células pulpares, na presença da 

associação sinérgica (IDR1002 e ciprofloxacino) e da pasta DAP. 

 Avaliar o potencial proliferativo de culturas de células pulpares, na presença 

da associação sinérgica (IDR1002 e ciprofloxacino) e da pasta DAP. 

 Avaliar a produção dos mediadores inflamatórios fator de necrose tumoral 

(TNFRSF-1), IL-1β, IL-8 e IL-6 em culturas de células pulpares, na presença 

da associação sinérgica (IDR1002 e ciprofloxacino) . 

 Avaliar a produção do mediador antiinflamatório IL-10 em culturas de células 

pulpares, na presença da associação sinérgica (IDR1002 e ciprofloxacino). 
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3 MATERIAL E MÉTODOS  

 

3.1. CARACTERIZAÇÃO DA AMOSTRA 

 

As amostras foram coletadas de pacientes que tenham sido encaminhados 

para extração de terceiros molares na clínica integrada do curso de graduação da 

Universidade Católica de Brasília (UCB). Um total de 60 pacientes foram convidados 

a participar da pesquisa, colaborando com a doação do elemento dentário. Cada 

paciente preencheu anamnese e foi registrado em seu prontuário todos alertas 

sistêmicos. Este projeto foi autorizado pelo comitê de ética em pesquisa humana da 

UCB (CAAE: 94676218.5.0000.0029 – Anexo 1) e os pacientes assinaram o termo 

de consentimento livre esclarecido. Todos os preceitos éticos foram obedecidos. 

 

3.1.1. Critério de inclusão 

 

Foram incluídos no projeto, pacientes de ambos sexos, encaminhados para 

exodontia de terceiros molares hígidos com ápice aberto ou fechado, inclusos ou 

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

 

3.1.2. Critérios de exclusão 

 

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

lesões cariosas ou doença periodontal. Casos em que não houve assinatura do 

termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE). 

 

3.2. Obtenções do peptídeo e da pasta duplo antibiótica  

 

O peptídeo IDR1002 utilizado na pesquisa foi sintetizado pela técnica FMoc, 

purificados (>95%), liofilizados e armazenado pela Peptide 2.0 (EUA). Para 

confirmar a massa molecular e a pureza deste peptídeo foi utilizada espectrometria 
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de massa Matrix Assisted Laser Desorption Ionization – Time of Flight (MALDI-ToF) 

(Anexo 2). A pasta duplo antibiótica foi obtida após manipulação farmacêutica na 

proporção 25 μg.mL-1 de cada antibiótico, associadas ao veículo propilenoglicol. A 

manipulação da pasta foi baseada no protocolo de Hoshino et al. (1996), com 

adaptações. A concentração de cada composto (ciprofloxacino e IDR1002) na 

associação foi determinada com base em trabalho prévio do grupo de pesquisa, que 

descreveu esta associação (153). 

 

3.2.1. Cultivo primário das células pulpares, do ligamento periodontal e da 

papila apical  

 

3.2.1.1 Cultivo primário de células pulpares 

 

As polpas dentárias foram obtidas a partir de terceiros molares íntegros 

extraídos de pacientes adultos entre 18 a 30 anos. O tecido pulpar obtido foi imerso 

em uma solução contendo DMEM (Modified Eagle’s Medium, Sigma Chemical, St. 

Louis, MO, EUA) ) com soro fetal bovino, e fixado em placa de cultura celular (154). 

Em seguida, o produto pulpar foi cultivado em placas de 6 poços com área de base 

de 9,6cm2 (Costar Corp., Cambridge, MA, EUA), em meio de cultura DMEM 

contendo 10% de soro fetal bovino (Cultilab, Campinas, SP, Brasil), 100 IU.mL-1 de 

penicilina (Invitrogen, Grand Island, NY), 100 μg.mL-1 de estreptomicina (Invitrogen) 

e 2 mmol.L-1 de glutamina (GIBCO, Grand Island, NY, EUA), em uma atmosfera 

umedecida contendo 5% de CO2, na temperatura de 37 oC. Essas células foram 

subcultivadas a cada três dias para obtenção do número de células suficiente para a 

realização do experimento (156).  

 

3.2.1.2 Cultivo primário de células do ligamento periodontal 

 

Os ligamentos periodontais foram obtidos a partir de terceiros molares 

íntegros extraídos de pacientes adultos entre 18 a 30 anos. Após exodontia dos 
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dentes, foi realizado raspagem radicular, com auxílio de curetas periodontais, na 

sequência foram coletadas as estruturas teciduais do ligamento periodontal (155). O 

tecido do ligamento periodontal obtido foi imerso em uma solução contendo DMEM 

(Modified Eagle’s Medium, Sigma Chemical) com soro fetal bovino, e fixado em 

placa de cultura celular (153). Em seguida, o produto do ligamento periodontal foi 

cultivado em placas de 6 poços com área de base de 9,6cm2 (Costar Corp), em meio 

de cultura DMEM contendo 10% de soro fetal bovino (Cultilab), 100 IU.mL-1 de 

penicilina (Invitrogen), 100 μg.mL-1 de estreptomicina (Invitrogen) e 2 mmol.L-1 de 

glutamina (GIBCO), em uma atmosfera umedecida contendo 5% de CO2, na 

temperatura de 37 oC. Essas células foram subcultivadas a cada três dias para 

obtenção do número de células suficiente para a realização do experimento (155). 

 

3.2.1.3 Cultivo primário de células da papila apical  

 

As papilas apicais foram obtidas a partir de terceiros molares íntegros em 

processo de rizogênese incompleta, com ápices abertos, extraídos de pacientes 

adultos entre 18 a 20 anos. Após exodontia dos dentes, foi realizado corte da região 

apical, com auxílio de lâmina de bisturi, do tecido em desenvolvimento localizado na 

região de papila apical dos dentes com rizogênese incompleta, na sequência foram 

coletadas as estruturas teciduais da papila apical (155). O tecido da papila apical 

obtido foi imerso em uma solução contendo DMEM (Modified Eagle’s Medium, 

Sigma Chemical) com soro fetal bovino, e fixado em placa de cultura celular. Em 

seguida, o produto da papila apical foi cultivado em placas de 6 poços com área de 

base de 9,6cm2 (Costar Corp), em meio de cultura DMEM contendo 10% de soro 

fetal bovino (Cultilab), 100 IU.mL-1 de penicilina (Invitrogen), 100 μg.mL-1 de 

estreptomicina (Invitrogen) e 2 mmol.L-1 de glutamina (GIBCO), em uma atmosfera 

umedecida contendo 5% de CO2, na temperatura de 37 oC. Essas células foram 

subcultivadas a cada três dias para obtenção do número de células suficiente para a 

realização do experimento (155). 
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3.2.2. Caracterização fenotípica das células pulpares, do ligamento 

periodontal e da papila apical 

 

As células utilizadas nesse estudo foram caracterizadas 

imunofenotipicamente por citometria de fluxo, através da utilização do Kit Human 

MSC Analysis (BD Biosciences, São Paulo, Brasil), conforme as orientações do 

fabricante, para cumprimento dos critérios de caracterização estabelecidos pela 

Sociedade Internacional de Terapia Celular (156). 

O perfil fenotípico dessas células foi realizado através da análise de 

marcadores de células mesenquimais. Para isso, utilizou-se 1x108 de células 

pulpares para compor a amostra para caracterização. As culturas primárias foram 

expandidas até a terceira passagem em meio de cultura DMEM contendo 10% de 

soro bovino fetal (Cultilab), 100 IU.mL-1 de penicilina (Invitrogen), 100 μg.mL-1 de 

estreptomicina (Invitrogen) e 2 mmol.L-1 de glutamina (GIBCO), em uma atmosfera 

umedecida contendo 5% de CO2, na temperatura de 37 oC. Após atingirem 100% de 

confluência, findado esse período, as células foram tripsinizadas e marcadas para 

imunofenotipagem com marcadores positivos (CD44, CD73, CD90, CD105 e CD106) 

e negativos (CD45, CD34, CD11b, CD19 e HLA-DR-PE) (BD Biosciences). O 

experimento foi analisado no citômetro de fluxo FACSVerse no Instituto de Biologia-

UnB. A análise dos dados foi realizada pelo uso do software FlowJo 10.0.7 (FlowJo 

LLC, USA). 

A partir dos resultados obtidos por esta caracterização, optou-se por continuar 

os demais estudos apenas com células da polpa dental.  

 

3.2.3. Avaliação migratória de células pulpares  

 

A avaliação migratória de células pulpares foi realizada com culturas celulares 

confluentes e a realização de 3 marcações (rompimento da adesão celular) na placa, 

através do método de scratch. Em seguida, foi realizado a lavagem da placa com 

solução PBS 1x, seguido da adição de meio de cultura DMEM (Sigma Chemical) 

sem SFB, adicionado da associação a ser testada. Na sequência, foram realizadas 

fotografias em microscópio invertido, em aumento de 10x após 24 e 48 horas, a fim 

de verificar a atividade migratória nestes períodos (8). A análise da migração celular 

foi realizada após análise das fotografias no software Image J.  
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3.2.4. Avaliação da viabilidade celular e potencial proliferativo de 

células pulpares 

 

 A avaliação da viabilidade celular e seu potencial proliferativo na presença 

das substâncias testes foi realizada por meio da técnica de exclusão do Azul de 

Tripan (221). O ensaio foi realizado após os tempos experimentais de 0h, 24h e 48h 

a fim de avaliar a viabilidade celular e o potencial proliferativo das células pulpares. 

Obtidas culturas confluentes de células pulpares, foi realizado sua tripsinização e 

ressuspensão celular em meio DMEM (Sigma Chemical) sem SFB (mesmas 

condições do ensaio de migração celular). Em placas de 24 poços, foram 

adicionadas 1x105 de células pulpares em 1 mL de DMEM (Sigma Chemical) sem 

SFB, em grupos distintos contendo DAP, CIP, IDR1002 e a associação sinérgica 

proposta pelo estudo. Na sequência, completados os tempos experimentais, as 

células foram ressuspendidas e foi adicionado solução à 0,4% do corante Azul de 

Tripan (Sigma Chemicals), por 1 minuto. As células foram contadas imediatamente 

utilizando câmara de Neubauer (Brand GmbH, Wertheim, Alemanha). Todas as 

contagens foram realizadas, utilizando três réplicas técnicas e biológicas de cada 

amostra em cada tempo experimental e comparadas com o número celular inicial do 

experimento. 

 

3.2.5. Avaliação da capacidade citotóxica e imunomodulatória 

 

Para avaliação da citotoxicidade e da capacidade imunomodulatória, foi 

realizado inicialmente um experimento piloto, para definição do modelo in vitro a ser 

utilizado, incluindo a concentração dos estímulos necessários para desencadear 

uma resposta imuno inflamatória. Para tanto, diferentes concentrações de antígenos 

mortos pelo calor de E. faecalis e S. aureus foram incluídos, juntamente com o 

recombinante (r) IFN-γ.  
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3.2.5.1 Definição da concentração dos estímulos microbianos mortos pelo 

calor para análise da atividade citotóxica e imunomodulatória in vitro 

 

 Os ensaios para definição da concentração dos estímulos microbianos a 

serem utilizados foram executados na presença de HK-E. faecalis e de HK-S. aureus 

associada ao rIFN-γ no tempo experimental de 24 horas. Para isso, as culturas de 

células pulpares foram analisadas na presença de diferentes concentrações de 

estímulos microbianos - 105,106, 107 e 108 UFC.mL-1. Ao final do tempo 

experimental, foi realizado o teste de MTT para avaliação da viabilidade das culturas 

celulares (156). Para tanto, o meio de cultura foi removido, e em seguida adicionado 

100 μL de DMEM (Sigma Chemical) e 10 μL de solução MTT (Sigma Chemicals), 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 

quatro horas. Em seguida, 100 μL de dimetilsulfóxido – DMSO 100% foi adicionado 

e a placa lida em leitor de ELISA, em absorbância de 570 nm (157).  

 

3.2.6. Avaliação da citotoxicidade  

 

 Definido o sistema in vitro a ser utilizado, passou-se a avaliar a 

citotoxicidade das amostras, por meio do ensaio de MTT, após o período de 24 h de 

incubação das placas a 37 C, 5% de CO2 e 95% de umidade, incluindo todos os 

estímulos definidos (presença de antígenos mortos pelo calor, IFN- e do 

ciprofloxacino e do peptídeo IDR1002). Após a exposição da cultura celular a todas 

as condições experimentais, foi realizado o ensaio colorimétrico MTT (Sigma 

Chemicals) e preparo para o ensaio de avaliação da capacidade imunomodulatória 

pelo método de qPCR em tempo real.
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3.2.7. Avaliação da produção de mediadores inflamatórios e 

antiinflamatórios por células pulpares  

 

A partir das culturas celulares estimuladas e após o período de incubação, foi 

avaliada a produção de (TNFRSF-1), IL-1β, IL-8 IL-6, IL-10 e GAPDH, após 24 h do 

contato do peptídeo IDR1002, da pasta DAP e da associação sinérgica entre os dois 

compostos. As concentrações destes mediadores foram determinadas pelo método 

de PCR em tempo real com StepOnePlus™ Real-Time PCR System (Applied 

Biosystems, ThermoFisher Scientific, Califórnia, EUA). 

Método TRIzol™  

Ao pellet de células foram adicionados 1000 μL de TRIzol™ (ThermoFisher 

Scientific, Califórnia, EUA) (223). As amostras foram homogenizadas, mantidas a 

temperatura ambiente por 5 minutos e centrifugadas a 2.100 rpm, por 5 minutos. 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, sendo em seguida centrifugadas a 4 

°C, a 8.000 rpm, por 20 min. Após a centrifugação, a fase 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 minutos. 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 secar e por fim, ressuspenso em 30 μL de água RNAse 

free (ThermoFisher Scientific). 

Quantificação de RNA  

A fim de determinar o volume de RNA de cada amostra a ser utilizado na 

síntese de cDNA, o RNA foi quantificado no equipamento Qubit® (Invitrogen™ 

ThermoFisher Scientific, Califórnia, EUA) com o Qubit® RNA Buffer (Invitrogen™ 

ThermoFisher Scientific) e Qubit® RNA Reagent (Invitrogen™ ThermoFisher 

Scientific) (222). Para cada quantificação, 1 μL do fluorófilo foi adicionado e 
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homogeneizado à 199 μL do tampão. Deste volume, 199 μL foram adicionados e 

homogeneizados à 1 μL da amostra, sendo estes incubados no escuro, em 

temperatura ambiente, por dois minutos antes da leitura no equipamento. Após a 

quantificação, o aparelho permite calcular a concentração final de RNA, em μg.mL-1, 

a partir do volume inicial de amostra utilizado (1 μL).  

Síntese de cDNA  

O DNA complementar (cDNA) foi sintetizado a partir de 200 ng-300 ng de 

RNA, em um volume de 10 μL (completado com água RNAse free-Invitrogen™ 

ThermoFisher Scientific, se necessário). Ao RNA, foi adicionado 10 μL do mix 

preparado com o High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit® (Applied 

Biosystems/ThermoFisher Scientific). Com este kit, para cada amostra a ser 

sintetizada em cDNA, utiliza-se: 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 RNAse 20U/μL (Invitrogen™ ThermoFisher Scientific); e 1 μL de MultiScribe™ 

Reverse Transcriptase (Invitrogen™ ThermoFisher Scientific).  

As amostras, em volume final de 20 μL, foram submetidas ao seguinte 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 (219). 

PCR em tempo real 

A análise de expressão gênica foi realizada por PCR em tempo real com 

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

Scientific), a fim de verificar a expressão de genes indicativos de processos 

inflamatórios e antiinflamatórios. Para essa análise foram avaliados os genes para 

expressão de (TNFRSF-1), IL-1β, IL-8 IL-6, IL-10 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). No final 
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desses ciclos, os resultados foram analisados para determinar diferença na 

expressão de miRNA nas amostras testadas (120). 
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3.3. Análise estatística 

 

Os dados foram avaliados no programa GraphPad Prism® versão 10 

(GraphPad Software, Inc., Califórnia, EUA) para análise estatística dos dados. A 

análise dos dados estatísticos e distribuição de frequências foram geradas para 

todas as variáveis do estudo. Os dados que apresentavam padrão de normalidade 

foram apresentados como média e desvio padrão (DP). De acordo com a análise 

estatística, a normalidade dos dados foi verificada pelo teste de Kolmogorov-

Smirnov. O valor de significância foi considerado p <0,05. Para os dados não 

normais foi realizado o teste one-way ANOVA, com o pós-teste de Bonferroni. As 

análises foram consideradas estatisticamente significantes adotando-se o valor de p 

<0,05.
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4 RESULTADOS 

 

4.1. Caracterização fenotípica das células pulpares, do ligamento 

periodontal e da papila apical 

 

 Todas as amostras avaliadas por citometria de fluxo foram 

provenientes de culturas isoladas a partir do tecido pulpar de terceiros molares 

com ápices abertos, na 4º passagem celular. As células em cultura 

demonstraram marcação superior a 97% para os marcadores positivos para 

CTMs, CD44 (A), CD73 (B), CD90 (C), CD105 (D), CD106 (F), e inferior à 1%, 

para o coquetel de marcadores negativos (G). Três tipos celulares envolvidos 

no contexto de revascularização pulpar foram avaliados: células pulpares 

(Figura 3), células do ligamento periodontal (Figura 4) e células da papila apical 

(Figura 5). Frente aos resultados de caracterização, as células pulpares foram 

eleitas para serem utilizadas nos experimentos seguintes do estudo. 
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Figura 3: Histogramas de parâmetros únicos demonstrando a expressão dos marcadores de 

CD44 (A), CD73 (B), CD90 (C), CD105 (D), CD106 (E) e coquetel de marcadores negativos para 

CTMs (F), em culturas de células pulpares, na 4ª passagem. Resultados de um experimento de 

imunofenotipagem para MSCs (controle isotipo: branco, CTMs pulpares: cinza). 

  

Negative Cocktail (CD45/CD34/CD11b/CD19/HLA-DR- PE) 
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Figura 4: Histogramas de parâmetros únicos demonstrando a expressão dos marcadores de 

CD44 (A), CD73 (B), CD90 (C), CD105 (D), CD106 (E) e coquetel de marcadores negativos para 

CTMs (F), em culturas de células do ligamento periodontal, na 4ª passagem. Resultados de um 

experimento de imunofenotipagem para MSCs (controle isotipo: branco, CTMs do ligamento 

periodontal: cinza).  

Negative Cocktail (CD45/CD34/CD11b/CD19/HLA-DR- PE) 
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Figura 5: Histogramas de parâmetros únicos demonstrando a expressão dos marcadores de 

CD44 (A), CD73 (B), CD90 (C), CD105 (D), CD106 (E) e coquetel de marcadores negativos para 

CTMs (F), em culturas de células da papila apical, na 4ª passagem. Resultados de um 

experimento de imunofenotipagem para MSCs (controle isotipo: branco, CTMs da papila apical: 

cinza).

Negative Cocktail (CD45/CD34/CD11b/CD19/HLA-DR- PE) 
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4.2. Avaliação da atividade migratória de culturas de células pulpares, 

na presença da associação sinérgica (IDR-1002 e ciprofloxacino) e 

da pasta DAP 

 

O comportamento migratório das culturas primárias de células pulpares na 4ª 

passagem foi avaliado separadamente em grupos distintos expostos à CIP, DAP, 

IDR-1002 e IDR-1002 juntamente com CIP, nos tempos de 24 e 48h. O parâmetro 

avaliado foi o valor absoluto de células migradas para o interior da ferida, em cada 

grupo experimental nos diferentes tempos descritos. Foi observado que a 

capacidade migratória das células pulpares in vitro foi aumentada nos grupos 

expostos ao peptídeo IDR-1002 e à combinação sinérgica em ambos os tempos 

experimentais, p<0,0001 (Figuras 6 e 7). Notou-se aumento de 87% (nos grupos 

contendo IDR-1002) e 104% (nos grupos contendo IDR-1002 com CIP) em 24h, 

assim como 125% (nos grupos contendo IDR-1002) e 134% (nos grupos contendo 

IDR-1002 com CIP) em 48h, respectivamente, quando comparados aos controles 

em 24h e 48h, p<0,0001 (Figuras 6 e 7). No entanto, após 48h observou-se aumento 

de migração celular nos grupos expostos ao peptídeo, destacando-se principalmente 

o grupo cuja combinação sinérgica foi proposta (IDR-1002 com o ciprofloxacino), 

p<0,0001. 
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Figura 6: Avaliação do percentual migratório de cultura de células pulpares 

primárias expostas à CIP, DAP, IDR-1002 e IDR-1002 com CIP, após 24 e 48h. 

Diferenças estatísticas verificadas pelo teste one-way ANOVA e pós-teste 

Bonferroni. ** p<0,05 ***p<0,0001 **** p<0,0001.
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Figura 7: Imagens do ensaio de migração celular em cultura pulpar primária, através do método 

de scratch, após exposição ao CIP, DAP, IDR-1002 e IDR-1002 com CIP nos tempos de 0h, 24h 

e 48h. Os pontos denotam a presença de cada célula. 

controle CIP DAP IDR-1002 IDR-1002+CIP 

0h 

48h 

24h 
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4.3. Avaliação do potencial proliferativo de culturas de células 

pulpares, na presença da associação sinérgica (IDR-1002 e 

ciprofloxacino) e da pasta DAP 

 

A avaliação da viabilidade celular e seu potencial proliferativo na presença 

das substâncias testes foi realizada por meio da técnica de exclusão por azul de 

tripan. O ensaio foi realizado após os tempos experimentais de 0h, 24h e 48h a fim 

de avaliar a viabilidade celular e o potencial proliferativo das células pulpares na 4ª 

passagem em grupos distintos, expostos à CIP, DAP, IDR-1002 e IDR-1002 com 

CIP. Foi observado que o potencial proliferativo das células pulpares in vitro foi 

aumentado nos grupos expostos ao peptídeo IDR-1002 e à combinação sinérgica 

em ambos os tempos experimentais, p<0,0001. Nos tempos experimentais de 24h 

(Figura 8A) e 48h (Figura 8B), notou-se aumento do potencial proliferativo celular em 

77% nos grupos estimulados com peptídeo IDR-1002, assim como no grupo cuja 

combinação sinérgica foi utilizada, p<0,05 em 24h e p<0,0001 em 48h.  
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Figura 8: Apresentação geral dos grupos em cores distintas sendo o grupo controle sem estímulo 

(azul), DAP (vermelho), CIP (verde), IDR-1002 (roxo) e IDR-1002 com CIP (laranja). Avaliação do 

potencial proliferativo em cultura pulpar primária, através do método de azul de tripan, após 

exposição à CIP, DAP, IDR-1002 e IDR-1002 com CIP nos tempos de 24h (A) e 48h (B). Os 

gráficos representam a média e desvio padrão da contagem de três réplicas biológicas em 

triplicata. Diferença estatística entre os grupos verificada pelo teste one-way ANOVA e pós teste 

Bonferroni. ** p<0,05 ***p<0,0001 **** p<0,0001. 
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4.4. Avaliação da viabilidade celular em culturas de células pulpares 

humanas, na presença da associação sinérgica (IDR-1002 e 

ciprofloxacino) e da pasta DAP 

 

Para avaliação da expressão de citocinas via qPCR, diferentes situações 

experimentais foram aplicadas aos grupos testes - CIP, DAP, IDR-1002 e IDR-1002 

com CIP. O desenho destas situações remetem situações clássicas de resposta a 

infecção (na presença de LPS) e situações de resposta imunoinflamatória (na 

presença de LPS com IFN-), assim como situações de resposta a infecção antígeno 

específica (na presença de HK-E. faecalis e HK-S. aureus) e situações de resposta 

imunoinflamatória antígeno específica (na presença de HK-E. faecalis com IFN- e 

HK-S. aureus com IFN-). Frente à testes com diferentes concentrações de 

antígenos microbianos, a concentração de 107 UFC.mL-1 para os heat killed (HK) 

específicos foi eleita para ser utilizada nos experimentos seguintes. Para tanto, 

inicialmente, avaliou-se a viabilidade celular dos grupos experimentais, nas diversas 

situações propostas (Figura 9). Observou-se que a viabilidade celular não foi 

alterada após 24h de incubação em nenhuma das situações propostas. Assim, estas 

situações experimentais foram escolhidas para dar seguimento aos ensaios de 

imunomodulação, pelo método de qPCR em tempo real. Em função da ausência de 

diferenças estatísticas entre os grupos CIP e DAP, nesta análise e nos experimentos 

anteriores, o grupo contendo DAP foi removido dos próximos ensaios, visto que este 

grupo não apresentou mudanças significativas no contexto do estudo.
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Figura 9: Viabilidade de células pulpares em culturas primárias na 4ª passagem expostas à DAP, 

CIP, IDR-1002 e IDR-1002 com CIP em diferentes situações experimentais: apenas na presença 

destes estímulos (A); na presença destes estímulos e de LPS e rIFN-γ (1 µg.mL-1) (B); na 

presença destes estímulos e de HK-E. faecalis (107 UFC.mL-1) e rIFN-γ (1 µg.mL-1) (C); na 

presença destes estímulos e de HK-S. aureus (107 UFC.mL-1) e rIFN-γ (1 µg.mL-1) (D), após 24h 

de incubação. As barras representam a média e o erro-padrão da absorbância (570 nm) de 

triplicatas técnicas e biológicas. Não foram observadas diferenças estatísticas realizadas por one-

way ANOVA com correções de Bonferroni. 
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4.5. Avaliação da produção de mediadores inflamatórios e 

antiinflamatórios TNFRSF-1, IL-1β, IL-8, IL-6 e IL-10 em 

culturas de células pulpares, na presença da associação 

sinérgica (IDR-1002 e ciprofloxacino) 

 

4.5.1. Avaliação da expressão do fator de necrose tumoral 

(TNFRSF-1) 

 

A expressão do gene TNFRSF-1 nas amostras expostas à CIP, DAP, 

IDR-1002 e IDR-1002 com CIP foi avaliada após 24h de incubação. Observou-

se redução dos níveis de expressão do gene inflamatório nos grupos expostos 

ao peptídeo e à combinação sinérgica, IDR-1002 com CIP (Figura 10A). 

Também foi observada redução da expressão de TNFRSF-1, na presença do 

IDR-1002 com e sem CIP, nas situações experimentais incluindo estímulo com 

LPS (p≤0,0001, Figura 10B); estímulo com LPS e IFN-γ (p≤0,0001, Figura 

10D); estímulo com antígenos microbianos HK-E. faecalis (p≤0,0001, Figura 

10E); e estímulo com HK-S. aureus (p≤0,0001, Figura 10G). Nas situações 

experimentais em que foram apresentados os antígenos microbianos 

associados ao rIFN-γ observou-se redução significativa da expressão do gene 

TNFRSF-1 (p≤0,0001) nos grupos expostos ao peptídeo (Figuras 10F e 10H). 

Porém, observou-se mudança do perfil de expressão gênica nos ensaios 

estimulados apenas com rIFN-γ, em que houve aumento da expressão de 

TNFRSF-1 nos grupos expostos ao peptídeo, p≤0,0001 (Figura 10C). 
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Figura 10: Expressão do gene TNFRSF-1 nas amostras de culturas de células pulpares primárias em 4ª passagem, expostas à CIP, DAP, IDR-

1002 e IDR-1002 com CIP após 24h de incubação (A). A expressão de TNFRSF-1 foi analisada na presença dos estímulos: LPS (1 µg.mL-1) 

(B), rIFN-γ (1 µg.mL-1) (C), LPS e rIFN-γ (1 µg.mL-1) (D), HK-E. faecalis (107 UFC.mL-1) (E), HK-E. faecalis (107 UFC.mL-1) e rIFN-γ (1 µg.mL-1) 

(F), HK-S. aureus (107 UFC.mL-1) (G) e HK-S. aureus (107 UFC.mL-1) e rIFN-γ (1 µg.mL-1) (H). Os gráficos representam a média e desvio 

padrão da contagem de três réplicas biológicas em triplicata. Diferença estatística entre os grupos verificada pelo teste one-way ANOVA e pós 

teste Bonferroni. * p≤0,05 **p≤0,01 **** p≤0,0001. 
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4.5.2. Avaliação da expressão de interleucina-8 

 

A expressão do gene IL-8 nas amostras expostas à CIP, DAP, IDR-1002 

e IDR-1002 com CIP foi avaliada após 24h de incubação. Observou-se redução 

dos níveis da expressão do gene inflamatório nos grupos expostos ao peptídeo 

e à combinação sinérgica (Figura 11A). Verificou-se que quando estimuladas 

com LPS, o grupo exposto à combinação sinérgica apresentou aumento da 

expressão de IL-8 em relação ao controle, p≤0,0001, sendo este valor superior, 

ao apresentado apenas na presença do IDR-1002, nesta condição 

experimental (Figura 11B). De forma semelhante, também foi observado 

aumento da expressão gênica nos grupos estimulados com rIFN-γ e expostos 

ao peptídeo e a associação do peptídeo com o CIP, p≤0,0001 (Figura 11C). No 

entanto, na situação experimental contendo LPS e rIFN-γ, os grupos contendo 

IDR-1002 e IDR-1002 com CIP apresentaram redução da expressão de IL-8, 

em comparação com o controle, p≤0,0001 (Figura 11D). Ademais, todos os 

grupos reduziram a expressão do gene IL-8, quando estimulados com 

antígenos microbianos HK-E. faecalis, p≤0,0001 (Figura 11E) e HK-S. aureus, 

p≤0,0001 (Figura 11G). Na situação experimental em que foram utilizados 

estímulos com HK-S. aureus e rIFN-γ, observou-se redução significativa da 

expressão do gene IL-8 (p≤0,0001) nos grupos expostos ao peptídeo e a 

combinação sinérgica entre o IDR-1002 e CIP (Figura 11H).  
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Figura 11: Expressão do gene IL-8 nas amostras de culturas de células pulpares primárias em 4ª passagem, expostas à CIP, DAP, IDR-1002 e 

IDR-1002 com CIP, após 24h de incubação (A). A expressão de IL-8 foi analisada na presença dos estímulos: LPS (1 µg.mL-1) (B) , rIFN-γ (1 

µg.mL-1) (C), LPS e rIFN-γ (1 µg.mL-1) (D), HK-E. faecalis (107 UFC.mL-1) (E), HK-E. faecalis (107 UFC.mL-1) e rIFN-γ (1 µg.mL-1) (F), HK-S. 

aureus (107 UFC.mL-1) (G) e HK-S. aureus (107 UFC.mL-1) e rIFN-γ (1 µg.mL-1) (H). Os gráficos representam a média e desvio padrão da 

contagem de três réplicas biológicas em triplicata. Diferença estatística entre os grupos verificada pelo teste one-way ANOVA e pós teste 

Bonferroni. * p≤0,05 **p≤0,01 ***p≤0,0001 **** p≤0,0001. 
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4.5.3. Avaliação da expressão de interleucina-6 

 

A expressão do gene IL-6 nas amostras expostas à CIP, DAP, IDR-1002 

e IDR-1002 com CIP foi avaliada após 24h de incubação. Observou-se redução 

dos níveis de expressão do gene inflamatório nos grupos expostos ao peptídeo 

e à combinação sinérgica (Figura 12A). Verificou-se que quando estimuladas 

com rIFN-γ, o grupo exposto ao IDR-1002 com rIFN-γ reduziu a expressão de 

IL-6, p≤0,0001 (Figura 12B). O nível de expressão dos grupos expostos ao 

peptídeo juntamente com o CIP, manteve-se aumentado nos grupos 

estimulados com LPS e rIFN-γ (Figura 12D) em relação ao controle, assim 

como nos ensaios estimulados com os antígenos microbianos HK-E. faecalis e 

de HK-S. aureus e rIFN-γ (Figuras 12F e 12H). Nos ensaios estimulados com 

LPS verificou-se redução dos níveis de expressão do gene IL-6, nos grupos 

expostos ao peptídeo com CIP, p≤0,0001 (Figura 12B). Observou-se que o 

padrão de redução de expressão gênica de IL-6 manteve-se nos ensaios 

estimulados com os antígenos microbianos HK-E. faecalis e de HK-S. aureus 

sem rIFN-γ, para os grupos expostos ao peptídeo e à combinação sinérgica, 

respectivamente; p≤0,0001 (Figuras 12E e 12G). 
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Figura 12: Expressão do gene IL-6 nas amostras de culturas de células pulpares primárias em 4ª passagem, expostas à CIP, DAP, IDR-1002 e 

IDR-1002 com CIP, após 24h de incubação (A). A expressão de IL-6 foi analisada na presença dos estímulos: LPS (1 µg.mL-1) (B), rIFN-γ (1 

µg.mL-1) (C), LPS e rIFN-γ (1 µg.mL-1) (D), HK-E. faecalis (107 UFC.mL-1) (E), HK-E. faecalis (107 UFC.mL-1) com rIFN-γ (1 µg.mL-1) (F), HK-S. 

aureus (107 UFC.mL-1) (G) e HK-S. aureus (107 UFC.mL-1) e rIFN-γ (1 µg.mL-1 ) (H). Os gráficos representam a média e desvio padrão da 

contagem de três réplicas biológicas em triplicata. Diferença estatística entre os grupos verificada pelo teste one-way ANOVA e pós teste 

Bonferroni. * p≤0,05 **p≤0,01 **** p≤0,0001. 
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4.5.4 Avaliação da expressão de interleucina-1β 

 

A expressão do gene IL-1β nas amostras expostas à CIP, DAP, IDR-1002 e 

IDR-1002 com CIP foi avaliada após 24h de incubação. Observou-se redução dos 

níveis de expressão do gene inflamatório nos grupos expostos ao peptídeo e à 

combinação sinérgica em relação ao controle, p≤0,0001 (Figura 13A). Verificou-se 

que houve redução dos níveis de expressão de IL-1β nos ensaios estimuladas com 

LPS, no grupo exposto à combinação IDR-1002 e CIP, p≤0,0001 (Figura 13B). 

Também foi observada redução da expressão gênica nos grupos contendo o 

peptídeo e a combinação sinérgica quando estimulados com LPS com rIFN-γ, 

p≤0,0001 (Figura 13D), como também quando estimulado com os antígenos 

microbianos de HK-S. aureus (Figura 13G), p≤0,0001 e quando estimulado com 

estímulos de HK-S. aureus associados ao rIFN-γ, p≤0,0001 (Figura 13H). No 

entanto, aumento na expressão de IL-1β, foi observada na presença do IDR-1002 

com e sem CIP, na situação de estímulo apenas com rIFN-γ,  p≤0,0001 (Figura 

13C). Porém, na presença dos estímulos de HK-E. faecalis associados ao rIFN-γ, 

observou-se aumento da expressão do gene IL-1β, nos grupos expostos a 

combinação sinérgica em relação aos controles, p≤0,0001 (Figura 13F). Em contra-

partida, uma diminção da expressão de IL-1β, foi observada na presença da 

associação sinérgica, na situação experimental de estímulo com HK-E. faecalis, 

p≤0,0001 (Figura 13E). 
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Figura 13: Expressão do gene IL-1β nas amostras de culturas de células pulpares primárias em 4ª passagem, expostas à CIP, DAP, IDR-1002 

e IDR-1002 com CIP, após 24h de incubação (A). A expressão de IL-1β foi analisada na presença dos estímulos: LPS (1 µg.mL-1) (B), rIFN-γ (1 

µg.mL-1) (C), LPS e rIFN-γ (1 µg.mL-1) (D), HK-E. faecalis (107 UFC.mL-1) (E), HK-E. faecalis (107 UFC.mL-1) e rIFN-γ (1 µg.mL-1) (F), HK-S. 

aureus (107 UFC.mL-1) (G) e HK-S. aureus (107 UFC.mL-1) e rIFN-γ (1 µg.mL-1 ) (H). Os gráficos representam a média e desvio padrão da 

contagem de três réplicas biológicas em triplicata. Diferença estatística entre os grupos verificada pelo teste one-way ANOVA e pós teste 

Bonferroni. * p≤0,05 ***p≤0,0001 **** p≤0,0001. 
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4.5.5 Avaliação da expressão de interleucina-10 

 

A expressão do gene IL-10 nas amostras expostas à CIP, DAP, IDR-

1002 e IDR-1002 com CIP foi avaliada após 24h de incubação. A expressão do 

gene IL-10 nas amostras expostas à CIP, DAP, IDR-1002 e IDR-1002 com CIP 

foi avaliada após 24h de incubação. Os dados obtidos foram correlacionados à 

expressão da amostra controle de cada grupo experimental após normalização 

dos dados com gene GAPDH. Observou-se redução dos níveis de expressão 

do gene antiinflamatório nos grupos expostos ao peptídeo e à combinação 

sinérgica em relação ao controle, p≤0,0001 (Figura 12A). Verificou-se que 

quando estimulados com LPS (Figura 12B), rIFN-γ (Figura 12C), LPS com 

rIFN-γ (Figura 12D), e antígenos HK-S. aureus (Figura 12G), expressão de IL-

10 permaneceu reduzida, mas inalterada entre os diferentes grupos 

experimentais testados. Ademais, verificou-se redução na expressão do gene 

IL-10, mas em valores menores que no grupo controle, na presença da 

associação sinérgica em comparação com os respectivos controles, nas 

situações experimentais de estímulo com HK-E. faecalis e HK-E. faecalis com 

rIFN-γ, p≤0,0001 Figuras 12E e F). Na situação experimental contendo 

antígenos HK-S. aureus e rIFN-γ, observou-se uma redução da inibição da 

expressão de IL-10, observada no grupo controle, quando a associação 

sinérgica foi utilizada, p≤0,0001 (Figura 12H). Observou-se redução dos níveis 

de expressão do gene antiinflamatório nos grupos expostos ao peptídeo e à 

combinação sinérgica em relação ao controle, p≤0,0001 (Figura 14A). 

Verificou-se que quando estimulados com LPS (Figura 14B), rIFN-γ (Figura 

14C), LPS com rIFN-γ (Figura 14D), e antígenos HK-S. aureus (Figura 14G), 

expressão de IL-10 permaneceu reduzida, mas inalterada entre os diferentes 

grupos experimentais testados. Ademais, verificou-se redução na expressão do 

gene IL-10, mas em valores menores que no grupo controle, na presença da 

associação sinérgica em comparação com os respectivos controles, nas 

situações experimentais de estímulo com HK-E. faecalis e HK-E. faecalis com 

rIFN-γ, p≤0,0001 (Figuras 14E e F). Na situação experimental contendo 

antígenos HK-S. aureus e rIFN-γ, observou-se uma redução da inibição da 
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expressão de IL-10, observada no grupo controle, quando a associação 

sinérgica foi utilizada, p≤0,0001 (Figura 14H). 
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Figura 14: Expressão do gene IL-10 nas amostras de culturas de células pulpares primárias em 4ª passagem, expostas à CIP, DAP, IDR-1002 

e IDR-1002 com CIP, após 24h de incubação (A). Os dados obtidos foram correlacionados à expressão da amostra controle de cada grupo 

experimental após normalização dos dados com gene GAPDH. A expressão de IL-10 foi analisada na presença dos estímulos: LPS (1 µg.mL-1) 

(B), rIFN-γ (1 µg.mL-1) (C), LPS e rIFN-γ (1 µg.mL-1) (D), HK-E. faecalis (107 UFC.mL-1) (E), HK-E. faecalis (107 UFC.mL-1) e rIFN-γ (1 µg.mL-1) 

(F), HK-S. aureus (107 UFC.mL-1) (G) e HK-S. aureus (107 UFC.mL-1) e rIFN-γ (1 µg.mL-1 ) (H). Os gráficos representam a média e desvio 

padrão da contagem de três réplicas biológicas em triplicata. Diferença estatística entre os grupos verificada pelo teste one-way ANOVA e pós 

teste Bonferroni. **** p≤0,0001. 
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4.5.6 Avaliação global da expressão de mediadores inflamatórios e 

antiinflamatórios 

 

A expressão dos genes inflamatórios (TNFRSF-1, IL-8, IL-1β e IL-6) e 

antiinflamatório (IL-10) nas amostras expostas à CIP, DAP, IDR-1002 e IDR-1002 

com CIP foi avaliada após 24h de incubação. Observou-se a expressão dinâmica 

dos mRNAs em diferentes situações experimentais (Figura 15). Quando estimuladas 

com LPS, tanto o grupo exposto ao IDR-1002, quanto o grupo exposto à 

combinação sinérgica, apresentaram diminuição da expressão de interleucinas 

inflamatórias, visto que apresentaram expressões gênicas com nível menor ou igual 

a -5. Foi observado também, redução da expressão das interleucinas inflamatórias 

nos grupos contendo o peptídeo quando estimulados com LPS com rIFN-γ em 

relação ao grupo contendo células pulpares e redução de expressão gênica 

comparável aos grupos estimulados com os antígenos microbianos HK-E. faecalis e 

de HK-S. aureus, mantendo perfil de expressões com nível menor ou igual a -5. 

Assim como, nas situações experimentais em que foram apresentados os antígenos 

microbianos associados ao rIFN-γ, observou-se redução significativa da expressão 

dos genes inflamatórios nos grupos expostos ao peptídeo comparados ao grupo 

apenas com as células pulpares. Ao avaliar o perfil antiinflamatório das biomoléculas 

envolvidas no estudo, verificou-se que há redução dos níveis de expressão de IL-10, 

nas situações experimentais visto que apresentaram expressões gênicas com nível 

maior ou igual a -5.  
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Figura 15: Heatmap indicando a variação do nível de expressão de mRNA de IL-10, 

IL-6, IL-1β, IL-8 e TNFSFR1 nos sistemas inflamatórios in vitro na presença dos 

estímulos agrupados: LPS (1 µg.mL-1) em azul, LPS (1 µg.mL-1) e rIFN-γ (1 µg.mL-1) 

em laranja, rIFN-γ (1 µg.mL-1) em roxo, HK-E. faecalis (107 UFC.mL-1) em cinza, HK-

E. faecalis (107 UFC.mL-1) e rIFN-γ (1 µg.mL-1) em rosa, HK-S. aureus (107 UFC.mL-

1) em marrom e HK-S. aureus (107 UFC.mL-1) e rIFN-γ (1 µg.mL-1) em preto. 

Expressões genéticas com nível menor ou igual a -5 foram consideradas como 

ausência de acordo com a variação da escala de expressão de 5 (verde) à -10 

(vermelho).  
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5 DISCUSSÃO 

 

 O avanço das pesquisas em biologia molecular tem proporcionado 

significantes mudanças no âmbito da engenharia tecidual. A expectativa atual é que 

a biotecnologia possibilite a regeneração de tecidos injuriados por diversas 

patologias, traumatismos ou até mesmo tecidos ausentes por problemas congênitos, 

utilizando de componentes básicos como scaffolds de matriz extracelular, 

morfógenos e células tronco (224). Na odontologia, a engenharia de tecidos vem 

crescendo e se tornando protagonista de diversas linhas de pesquisa, sobretudo na 

endodontia regenerativa, a qual tem por objetivo realizar o restabelecimento da 

função normal da polpa em dentes necróticos e infectados, o que resultaria no 

restabelecimento das funções protetoras da polpa, incluindo a imunidade inata e 

função de reparo por meio da mineralização (225). Desta forma, os procedimentos 

endodônticos regenerativos (REPs) são terapias propostas pela bioengenharia que 

visam restabelecer as funções fisiológicas da polpa dentária, essas terapias 

englobam uma tríade acima mencionada, que inclui fatores de crescimento, células 

tronco e scaffolds, que precisa ser melhor estudada para o desenvolvimento de 

novos protocolos de tratamento que vençam as barreiras até então encontradas no 

uso dos REPs (226-227). 

Os REPs apresentam-se como um caminho relativamente novo e interessante 

para a aplicação de estratégias envolvendo engenharia tecidual. Nesse contexto, a 

revascularização pulpar pode ser uma alternativa terapêutica para o tratamento de 

dentes permanentes imaturos, com necrose pulpar, através da formação de um 

coágulo apical induzido, contendo células tronco somáticas e fatores de crescimento 

que podem promover reparo ou regeneração tecidual (80). No entanto, a técnica 

padrão atualmente utilizada para formação de novo tecido pulpar precisa ser 

refinada (228). Fatos importantes a serem considerados são a imprevisibilidade da 

concentração de células tronco aprisionadas no coágulo sanguíneo formado e o fato 

da pasta antibiótica utilizada poder afetar o processo de neoformação tecidual (229). 

As aplicações da pasta variam, desde a terapia pulpar vital, em casos de exposição 

pulpar, até o protocolo de regeneração e revascularização. Estudos demonstraram 

que as pastas antibióticas podem eliminar microrganismos do canal radicular e 

preparar uma matriz apropriada para tratamentos adicionais (230).  
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Coletivamente, estudos demonstraram que tanto a TAP quanto a DAP são 

eficazes contra bactérias endodônticas em altas diluições (TAP 75 µg.mL-1 e DAP 75 

μg.mL-1), o que indica que baixas concentrações de antibióticos podem ser 

suficientes para obter efeito antibacteriano necessário (99). Desta forma, pode ser 

benéfico recomendar o uso de concentrações mais baixas de pastas antibióticas 

para evitar o efeito desses medicamentos nas células estaminais hospedeiras (99). 

A proposta de uso da TAP foi introduzida especialmente para a execução do 

protocolo em dentes com rizogênese incompleta e polpa necrótica, largamente 

desenvolvido por Hoshino et al. (1996) (89). Os estudos revelaram resultados 

extremamente satisfatórios quanto a erradicação das bactérias no sistema de canais 

radiculares com uso da TAP (88). Porém, apesar do potencial antimicrobiano 

consolidado da TAP, a principal crítica relacionada a essa proposta está direcionada 

ao manchamento da dentina, associado à presença da minociclina (92, 93). Em vista 

disto, muitos estudos têm sugerido o uso da pasta dupla antibiótica (DAP), contendo 

metronidazol e ciprofloxacino, ou a incorporação da ampicilina para uma nova 

formulação da TAP. A grande maioria dos trabalhos publicados in vitro ou ex vivo 

com DAP e TAP, estão direcionados principalmente a ação destas pastas sobre a 

espécie E. faecalis (94,95,96). Em contrapartida, diante dos estudos apresentados 

revelando o potencial e eficácia contra diferentes microrganismos, as pastas 

antibióticas possuem propriedades que despertam interesse no desenvolvimento de 

novas propostas terapêuticas na odontologia. Entretanto, além de apresentarem 

uma série de benefícios, ainda possuem limitações terapêuticas no contexto 

endodôntico, portanto a busca pela criação de propostas terapêuticas ainda 

melhores e mais eficazes continuam. 

No tratamento de DPIs, o papel da medicação intracanal tem sido 

fundamental para evitar uma infecção movida por microrganismos presentes no 

SCR, e proporcionar um “ambiente ideal” para a apicigênese, apicificação ou até 

mesmo a revascularização/regeneração do tecido, apresentando nenhum ou baixos 

índices de citotoxicidade (121). Em vista disto, achados científicos sugerem o uso de 

peptídeos como opções terapêuticas mais eficazes quando comparadas às diversas 

terapias já existentes. Os peptídeos de defesa do hospedeiro (PDHs) além de 

participarem ativamente na imunidade inata, também modulam a resposta do 

sistema imune para promover a eliminação de agentes patogênicos, diminuindo 
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efeitos deletérios do processo inflamatório (228). Hancock et al. (227) relatam que as 

funções do PDHs vão muito além de proteger o hospedeiro contra microrganismos 

invasores, uma vez que apresentam papéis essenciais nos eventos de sinalização 

durante a ativação de respostas imunes. 

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 (228). Diante desta problemática, além da 

complexidade de encontrar uma medicação intracanal eficiente, especialmente para 

a revascularização pulpar, poucas alternativas têm sido descritas até o momento. As 

evidências científicas baseadas em críticas envolvendo as pastas antimicrobianas 

abrem caminhos para novas possibilidades. Logo, a proposta deste estudo é 

apresentar novas estratégias terapêuticas, in vitro, para revascularização pulpar 

frente a associação sinérgica composta por um peptídeo de defesa do hospedeiro, o 

IDR-1002 e o antibiótico ciprofloxacino, um dos componentes da pasta DAP, em 

culturas de células pulpares.  

 Diante disto, células presentes no processo de revascularização foram 

caracterizadas por citometria de fluxo para realização deste estudo, uma vez que 

este recurso permite examinar rapidamente milhares de células marcadas com 

anticorpos monoclonais conjugados a marcadores fluorescentes com resultados 

sensíveis e precisos. Neste processo, cada célula é individualmente avaliada para 

uma variedade de características, tais como tamanho e antigenicidade (122). Após 

testes de imunofenotipagem, três tipos celulares, em 4ª passagem, envolvidos no 

contexto de revascularização foram caracterizadas: células pulpares, células do 

ligamento periodontal e células da papila apical, extraídas de terceiros molares 

hígidos com ápices abertos de pacientes com idade acima de 18 anos. As células 

em cultura demonstraram marcação superior a 97% para os marcadores positivos 

para CTMs, CD44, CD73, CD90, CD105, CD106, e inferior à 1%, para o coquetel de 

marcadores negativos. As células possuem receptores e moléculas de superfície 

que as ligam entre si, possibilitando a sua comunicação e a execução das suas 

funções no organismo.  

Essas moléculas de superfície celular são usadas como marcadores celulares 

para identificação de células tronco (NIH, 2001). As células tronco mesenquimais 
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expressam um variado número de marcadores de superfície, sendo que não existe 

um marcador específico para definí-las. Com base nisso, parâmetros têm sido 

estabelecidos para se considerar uma população de células como células tronco, 

não dependendo apenas de um único marcador. Segundo a Sociedade Internacional 

de Terapia Celular, é necessário que as células preencham pelo menos os 3 

critérios seguintes: (1) aderência ao plástico; (2) capacidade de diferenciação em 

osteoblastos, adipócitos e condroblastos, quando mantidas em cultura e submetidas 

aos específicos meios de diferenciação e, por fim; (3) expressão superior ou igual a 

95% aos seguintes antígenos de superfície, considerados marcadores de CTMs, 

CD105, CD73 e CD90 e expressão inferior ou igual a 2% para CD34, CD45, HLA-

DR, CD14, CD19, marcadores para progenitores hematopoiéticos (47). Ao 

analisarmos o processo de expansão celular e a presença fenotípica de marcadores 

característicos de CTMs (CD90, CD44, CD73, CD105 e CD106), durante o processo 

de caracterização observamos que existe potencial biotecnológico no uso dessas 

células, embora ainda não tenham sido realizados testes para diferenciação e 

avaliação de pluripotencialidade. Ainda não existem protocolos definidos para 

identificação de DPSCs, entretanto essas células expressam outros marcadores, 

além dos identificados no nosso estudo, incluindo marcadores presentes na medula 

óssea (STRO-1), bem como células tronco embrionárias (ESC/OCT4), os quais 

podem ser incluídos em novas pesquisas utilizando DPSCs (148). Em vista disto, 

após o processo de caracterização, as DPSCs foram eleitas para darem seguimento 

ao estudo.  

Em adição, estudos prévios de Sousa et al. 2017 sugeriram resultados 

promissores em culturas de células RAW 264.7 e fibroblastos L929 em que a junção 

de um antimicrobiano (CIP) com um imunoprotetor (IDR-1002), se mostraram como 

um potencial mecanismo terapêutico para revascularização pulpar. O peptídeo IDR-

1002 apresentou os melhores resultados antimicrobianos dentre os PDHs testados 

no estudo, além de atuar em sinergismo com CIP, contra E. faecalis e S. aureus, 

apresentando um perfil anti-inflamatório na presença dos antígenos e rIFN-γ. 

Observou-se redução de IL-6 e IL-12, em RAW 264.7, além da baixa produção de 

óxido nítrico, em fibroblastos L929. Desta forma, esta associação abre caminhos 

para novas possibilidades na endodontia. A resposta imune pode ter um papel 
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essencial na regeneração do tecido pulpar em DPIs, visto que envolve uma série de 

eventos imunomodulatórios que promovem a neoformação tecidual. 

Os eventos que norteiam os eventos de regeneração e reparo do complexo 

dentina-polpa envolvem migração celular, proliferação e viabilidade celular (233). 

Desta forma, este trabalho propôs a análise destes 3 parâmetros em culturas 

primárias de células pulpares na 4ª passagem. O objetivo foi avaliar separadamente 

em grupos distintos a exposição destas células ao CIP, a DAP, ao IDR-1002 e ao 

IDR-1002 juntamente com CIP, nos períodos experimentais de 24 e 48h. 

O parâmetro inicialmente observado foi a capacidade migratória das células 

pulpares in vitro, pelo método de scratch. Utilizou-se como controle, cultura de 

células pulpares em meio DMEM, na ausência de SBF, afim de não ocorrer 

nenhuma interferência no processo de migração celular (235). Os demais grupos 

foram expostos ao CIP, DAP, IDR-1002 e a associação sinérgica proposta, também 

na ausência de SBF. Observou-se que a capacidade migratória apresentou-se 

aumentada nos grupos expostos ao peptídeo IDR-1002 e à combinação sinérgica, 

em ambos os tempos experimentais. Embora, ainda não existam estudos da análise 

da capacidade migratória de células pulpares humanas na presença do peptídeo 

IDR-1002, as atividades migratórias descritas sobre este peptídeo estão 

relacionadas ao recrutamento de neutrófilos e quimiotaxia de monócitos diante de 

estresse celular, liberando espécies reativas de oxigênio para ativação do processo 

de reparo em fibroblastos L929 (234). 

A partir dos resultados obtidos pela análise da capacidade migratória, o passo 

seguinte foi a avaliação do potencial proliferativo in vitro dessas células, na presença 

do CIP, do peptídeo e da associação CIP e peptídeo. A intenção foi verificar se 

durante o processo migratório, além de uma migração celular também seria 

observada proliferação das mesmas células. A técnica de azul de tripan foi escolhida 

para análise, nos mesmos tempos experimentais do ensaio de migração. Esta 

técnica se baseia na inabilidade da bomba de sódio e potássio das células mortas, 

que se apresentam azuis ao microscópio, em expulsar o azul de tripan do seu 

interior (276). Foi observado uma ação proliferativa das células pulpares in vitro nos 

grupos expostos ao peptídeo IDR-1002 e à combinação sinérgica, em ambos os 

tempos experimentais. Desta forma, foi observado que na presença do IDR-1002 e 

da combinação sinérgica, além de uma ação migratória, as células pulpares também 
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estão se proliferando. Não foram encontrados trabalhos prévios sobre o potencial 

proliferativo deste peptídeo, visto que os estudos envolvendo esta biomolécula estão 

principalmente relacionados com a ativação do sistema imune diante processos 

infecciosos (336). 

Diante deste contexto, passou-se a analisar o efeito do CIP, IDR-1002 e da 

associação sinérgica CIP e IDR-1002, na produção de mediadores inflamatórios e 

antiinflamatórios. Para tanto, inicialmente foi proposto o desenho de diferentes 

situações experimentais que remetesse diferentes condições: uma condição 

clássicas de resposta a infecção (LPS como estímulo celular); uma condição de 

resposta imunoinflamatória (LPS e IFN- como estímulo celular); uma condição de 

resposta a infecção antígeno específica (HK-E. faecalis ou HK-S. aureus como 

estímulo celular); e uma condição de resposta imunoinflamatória antígeno específica 

(HK-E. faecalis com IFN- e HK-S. aureus com IFN- como estímulo celular). O E. 

faecalis foi selecionado para este estudo, uma vez que apresenta-se de forma 

prevalente em infecções endodônticas persistentes e especialmente, quadros em 

necrose de DPIs (237,238). O E. faecalis ainda possui certos fatores de virulência, 

incluindo enzimas líticas, citolisina, substância de agregação e ácido lipotecóico 

(242). Além disso, esta bactéria foi encontrada no SCR de DPIs, mesmo após a 

utilização de TAP e de uma associação entre Ca(OH)2 e clorexidina 2% (237). Por 

outro lado, o gênero Enterococci pode sobreviver em diversas condições adversas 

incluindo pH alcalino extremo e em altas concentrações de sal (239). Este gênero 

pode resistir a sais biliares, detergentes, metais pesados, etanol e sal azida (239), 

além de ser encontrada em quadros de pulpite (243). Além disso, o S. aureus foi 

relacionado com lesões endo-perio refratárias de origem apical, o que dificulta os 

processos de regeneração e revascularização em DPIs (246). Desta forma, ambos 

os microrganismos foram escolhidos para serem utilizados como antígenos mortos 

pelo calor nas condições experimentais de resposta antígeno específica.  

Como passo inicial para a avaliação da produção dos mediadores 

inflamatórios e antiinflamatórios, analisou-se a viabilidade celular pelo ensaio de 

MTT nestas diversas condições experimentais. Notou-se que a viabilidade celular 

não foi alterada em nenhuma das situações propostas. Assim, estas situações 

experimentais foram escolhidas para dar seguimento aos ensaios de 
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imunomodulação, pelo método de qPCR em tempo real, a fim de verificar a 

expressão de genes indicativos de processos inflamatórios e antiinflamatórios. 

 Em função da ausência de diferenças nas respostas anteriormente 

analisadas entre os grupos CIP e DAP, o grupo contendo apenas DAP foi removido 

dos ensaios seguintes. Os PDHs IDRs são descritos na literatura como biomoléculas 

responsáveis por diversas ações antimicrobianas e imunomoduladoras e 

possivelmente, podem contribuir para o reparo tecidual (247,248,249). Dentre estes, 

o IDR-1002 tem sido considerado um potencial imunomodulador biocompatível 

(251). Foi constatado que concentrações de 100 µg.mL-1 não foram capazes de 

reduzir a viabilidade celular em fibroblastos sinoviais humanos in vitro, após 24 h de 

incubação (252). A concentração de 20 µg.mL-1 de IDR-1002 também não alterou 

significativamente a viabilidade de macrófagos humanos in vitro, após 24 h de 

incubação (253). A associação do IDR-1002 (32 µg.mL-1) com o CIP (0,015 µg.mL-1) 

apresentada por Sousa et al. também não foi capaz de reduzir a viabilidade celular 

tanto de macrófagos RAW 264.7, quanto fibroblastos L929 (234). Resultados 

semelhantes, também foram observados com os dados de viabilidade apresentados 

neste trabalho, em que a proposta sinérgica também não foi capaz de reduzir a 

viabilidade celular em culturas de DPSCs. Os resultados de ausência de toxicidade 

in vitro, permitiram que fossem realizadas as análises seguintes com a avaliação dos 

mediadores inflamatórios e antiinflamatórios por qPCR, a fim de melhor 

compreender os processos imunomodulatórios por meio de marcadores genéticos 

de citocinas envolvidas no processo de revascularização pulpar.  

A resposta imune inata promove uma ação contra patógenos presentes no 

SCRs, envolvendo a atração de macrófagos teciduais ativados até o local da 

inflamação, para o combate dos microrganismos (254). Por outro lado, os 

fibroblastos, se apresentam como as células mais abundantes na região apical e 

podem estar diretamente envolvidas com os eventos de reconstrução tecidual após 

a revascularização pulpar (255). Os principais eventos relatados com a presença de 

antígenos no SCR estão relacionados as mudanças no padrão de resposta e 

produção de mediadores por essas células (256). Sabe-se que as DPSCs 

apresentam um papel fundamental no processo de revascularização tecidual e 

precisam desencadear uma série de eventos imunomodulatórios para o 

reestabelecimento tecidual (254). Os genes inflamatórios (TNFRSF-1, IL-8, IL-1β e 

IL-6) e antiinflamatório (IL-10) foram escolhidos em função da busca do melhor 
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entendimento dos processos imunomodulatórios durante o processo de 

revascularização, buscando favorecer os eventos regenerativos do complexo pulpar, 

em diferentes fases do processo imuno-inflamatório.  

Este é o primeiro trabalho que avalia o potencial imunomodulatório do 

peptídeo IDR-1002 sob condições inflamatórias em DPSCs. Até então, alguns 

estudos haviam relatado o papel pró-inflamatório de TAP através de achados 

histológicos (260,261). Pesquisadores inseriram tubos de polietileno contendo DAP 

na região dorsal subcutânea de camundongos. Após 21 dias, os achados 

histológicos demonstraram uma camada espessa de intensa resposta inflamatória, 

com a infiltração de leucócitos (principalmente neutrófilos) e fibroblastos (261). A 

avaliação da produção de citocinas por reação de polimerase em cadeia (PCR) 

demonstrou um aumento na expressão de citocinas pró-inflamatórias tais como: IL-

17, TNF-α, IL-1α e IL-1β (505). 

Os processos imunomodulatórios relatados por meio da atuação de antígenos 

no SCR estão relacionados as mudanças no padrão de resposta e produção de 

citocinas inflamatórias por essas células (256). O TNFRSF-1 é responsável por 

ativar os receptores das proteínas sinalizadoras do fator de necrose tumoral (257). A 

ligação das proteínas TNF e TNFR1 permite que a célula ative vias inflamatórias e 

inicie o processo de apoptose celular (257). Portanto, a análise de expressão deste 

gene é essencial para melhor compreender os processos de sinalização e ativação 

das diversas condições inflamatórias do processo de revascularização pulpar. Neste 

estudo, observou-se que de uma forma geral, a expressão de TNFRSF-1 foi 

diminuída na presença do peptídeo e da associação do peptídeo com o CIP. 

Resultado semelhante foi observado em estudos com o peptídeo IDR-1002, na 

concentração de 20 µg.mL-1. Observou-se aumento na expressão de macrófagos 

M2, na presença de LPS e IFN-γ, com a liberação de citocinas anti-inflamatórias 

como IL-4 e IL-10 e a diminuição de TNF-α (277). Em outro estudo realizado com 

macrófagos RAW 264.7 estimulados com LPS e IDR-1002 (20 µg.mL-1), este PDH 

foi responsável por reduzir a expressão de TNF-α após 24h de incubação. A ação 

imunomodulatória desta biomolécula foi relacionada com a inibição da via de 

sinalização NF-kB e ativação das vias de sinalização p38, ERK1/2-MSK1 (253). 
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A expressão do gene IL-8 também foi avaliada nas mesmas situações 

experimentais. Este gene codifica proteínas reguladoras CXC, as quais participam 

do processo de recrutamento de mediadores inflamatórios e ativação de processos 

de angiogênese (258). Observou-se uma redução dos níveis da expressão do gene 

IL-8 nos grupos expostos ao peptídeo e à combinação sinérgica, sobretudo quando 

estimulados com os antígenos específicos. Estudos prévios revelam que através de 

seu potencial imunomodulador, o IDR-1002 pode contribuir para a proteção do 

organismo contra infecções por S. aureus por meio do recrutamento de leucócitos e 

diminuição da produção de citocinas pró-inflamatórias (258,262). 

Uma vez que a produção de IL-1β codifica a produção de citocinas pró-

inflamatórias envolvidas nos processos de diferenciação, proliferação e apoptose 

celular (263), a análise do gene IL-1β também foi inserida neste estudo. Esse gene e 

outros oito genes da família IL-1 formam um agrupamento de genes de citocinas no 

cromossomo 2, os quais são os principais mediadores da resposta imune, uma vez 

que também estão envolvidos em vários processos fisiopatológicos (263). Este gene 

codifica proteínas que modulam a síntese de prostaglandinas, influxo e ativação de 

neutrófilos, ativação de células T e produção de citocinas, ativação de células B e 

produção de anticorpos e proliferação de fibroblastos, com produção de colágeno 

(263). Além disso, está envolvido nos protocolos de diferenciação de células tronco 

para a derivação de células sanguíneas (263). Desta forma, a análise da expressão 

desse gene pode favorecer o melhor entendimento de todos estes processos. 

Observou-se uma redução nos níveis de expressão do gene inflamatório nos grupos 

expostos ao peptídeo e à combinação sinérgica em várias das situações 

experimentais propostas. Em um outro trabalho, o IDR-1002 (100 µg.mL-1) foi 

responsável pela diminuição da produção de IL-1β, por fibroblastos sinoviais 

humanos in vitro, estimulados com MMP-3. Esse evento foi associado com o 

bloqueio das vias de sinalização JNK, MAPK e p38 (252). No entanto, observou-se 

aumento na expressão de IL-1β na presença do IDR-1002 com e sem CIP, na 

condição experimental contendo estímulo apenas do rIFN-γ. A molécula rIFN-γ, 

pode estimular um perfil de macrófagos M2 quando ativada sob culturas celulares 

imaturas, podendo gerar uma resposta pró-inflamatória exacerbada (264). 

Ainda buscando compreender melhor o perfil inflamatório do peptídeo IDR-

1002 em culturas de DPSCs in vitro, observou-se a expressão do gene IL-6. Esse 
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gene ativa células T e macrófagos durante a resposta da fase aguda após lesão ou 

trauma, apresentando, portanto, propriedades pró e anti-inflamatórias. Evidências 

científicas demonstram que a IL-6 exacerba a resposta imune pulpar, uma vez que 

está envolvida na vasodilatação pulpar e permeabilidade vascular (265). Ademais, a 

produção de IL-6 pode estar associada ao edema pulpar pela ação de bactérias 

Gram-positivas infiltradas nos túbulos dentinários (266). Quando se trata do reparo 

tecidual, a IL-6 parece ter um papel fundamental nos processos de diferenciação 

celular (267). A produção de IL-6 aumenta a diferenciação osteogênica e adiposa, 

além de estar relacionada com a diferenciação condrogênica de células tronco 

pulpares (268). Outro estudo observou quantitativamente uma maior produção basal 

de IL-6 em células mesenquimais de dentes decíduos esfoliados, quando 

comparadas às células tronco de dentes permanentes (269). Uma vez que 

fibroblastos e células pulpares produzem IL-6 na presença de bactérias envolvidas 

na progressão das patologias pulpares, a produção desta citocina pode levar à 

degradação de proteínas da matriz extracelular (MMPs) como colágeno e MMP1, 

MMP2 e MMP3 (270). Neste estudo, observou-se que houve redução dos níveis de 

expressão do gene inflamatório nos grupos expostos ao peptídeo e à combinação 

sinérgica. Verificando-se que quando estimuladas com rIFN-γ, o grupo exposto ao 

IDR-1002 com rIFN-γ reduziu a expressão de IL-6. A IL-6 pode desempenhar um 

papel protetor, uma vez que a diminuição da produção de IL-6 poder exacerbar a 

lesão periapical e consequentemente aumentar o número de osteoclastos, 

contribuindo para a reabsorção óssea (271,272). Nos ensaios estimulados com LPS 

verificou-se redução dos níveis de expressão do gene IL-6, nos grupos expostos ao 

peptídeo com CIP. Observou-se que o padrão de redução de expressão gênica de 

IL-6 manteve-se nos ensaios estimulados com os antígenos microbianos HK-E. 

faecalis e de HK-S. aureus sem rIFN-γ, para os grupos expostos ao peptídeo e à 

combinação sinérgica. Nos resultados de Sousa et al. (2017), o IDR-1002 foi 

responsável por reduzir IL-6 (na ausência de estímulos) em fibroblastos L929.  

Analisando o perfil anti-inflamatório do peptídeo IDR-1002 e da associação 

sinérgica em culturas de DPSCs in vitro, observou-se a expressão do gene IL-10. A 

IL-10 é uma das principais citocinas anti-inflamatórias produzidas por quase todos os 

leucócitos, possuindo efeitos amplamente supressivos em vários tipos de células 

imunológicas (275). Durante infecções bacterianas, a IL-10 modula a resposta imune 
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pró-inflamatória, permitindo a eliminação do patógeno com redução do dano tecidual 

(275). Esse gene regula a resposta imune de células do sistema imunológico, 

exercendo função anti-inflamatória controlando a ruptura excessiva de vias 

inflamatórias (274). Tem como alvo células apresentadoras de antígeno, como 

macrófagos e monócitos e inibe a liberação de citocinas pró-inflamatórias, incluindo 

fator estimulador de colônias de granulócitos e macrófagos (274). Neste trabalho, 

observou-se uma redução dos níveis de expressão do gene antiinflamatório nos 

grupos expostos ao peptídeo e à combinação sinérgica, em várias das condições 

experimentais analisadas. Em adição, a inalteração de sua expressão também foi 

observada em outras poucas condições testadas. No estudo de Sousa et al. (2017), 

também foi observada redução da produção dessa citocina, quando exposta à 

antígenos de S. aureus juntamente com rIFN-γ. O grupo contendo CIP (0,015 µg.mL-

1), em que reduziu a produção desta citocina em relação aos grupos contendo LPS 

com rIFN-γ e RAW estimuladas com HK-S. aureus e rIFN-γ). Ademais, verificou-se 

redução na expressão do gene IL-10, mas em valores menores que no grupo 

controle, na presença da associação sinérgica em comparação com os respectivos 

controles, nas situações experimentais de estímulo com HK-E. faecalis e HK-E. 

faecalis com rIFN-γ. 

Este estudo engloba resultados de experimentos in vitro e desta forma, alguns 

pontos podem se distanciar da realidade dos processos imunomodulatórios na 

cavidade oral. No entanto, diante dos diversos questionamentos sobre as 

abordagens terapêuticas nos processos de revascularização pulpar, os dados aqui 

apresentados surgem como mais uma análise do potencial da associação sinérgica 

entre o CIP e o IDR-1002. Neste estudo, utilizando as DPSCs que promovem uma 

adição aos conhecimentos adquiridos ao trabalho de Sousa et al. (2017). 

Compreender como DPSCs podem reagir na presença do CIP, IDR-1002 e da 

associação CIP e IDR-1002 pode contribuir para o entendimento sobre como essas 

biomoléculas atuam sobre bactérias comumente encontradas no SCR, além de 

serem potenciais terapêuticos para revascularização pulpar. Como perspectivas aos 

resultados deste trabalho, ainda serão realizados ensaios de avaliação da produção 

de tecido mineralizado e análise da expressão de DSPP nas culturas pulpares na 

presença do peptídeo e da associação sinérgica. Em adição, outros estudos do 
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grupo de pesquisa estão em andamento com a incorporação desta associação em 

sistemas de drug delivery para revascularização pulpar.  
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6 CONCLUSÃO 

 

 As células isoladas da polpa dentária apresentam potencial regenerativo, uma 

vez que em cultura demonstraram marcação superior a 97% para os 

marcadores positivos para CTMs. 

 A exposição das culturas celulares ao peptídeo IDR-1002 e à combinação 

sinérgica em ambos os tempos experimentais favoreceu a migração celular 

assim como potencializou a proliferação destas células. 

  Não houve alteração da viabilidade celular nos grupos expostos ao peptídeo 

IDR-1002 e à combinação sinérgica, assim como não apresentou perfil 

citotóxico nos tempos experimentais de 24 e 48 horas.  

 Observou-se que tanto o grupo exposto ao IDR-1002, quanto o grupo exposto 

à combinação sinérgica, apresentaram diminuição na expressão de 

interleucinas inflamatórias (TNFRSF-1, IL-8, IL-1β e IL-6), mesmo nas 

situações envolvendo resposta imune.  

 Observou-se que tanto o grupo exposto ao IDR-1002, quanto o grupo exposto 

à combinação sinérgica, apresentaram diminuição na expressão da 

interleucina aintiinflamatória IL-10, mesmo nas situações envolvendo resposta 

imune.  

 

A associação entre o CIP e o peptídeo IDR-1002 apresentou um potencial 

imunomodulatório mais favorável, quando comparado ao CIP. Apesar de ser um 

trabalho com resultados pontuais, estes surgem em adição a resultados prévios, 

aumentando o potencial desta associação para aplicações biotecnológicas no 

contexto de revascularização/regeneração pulpar. Desta forma, justificando a 

necessidade de investimento em novas frentes de pesquisa desta associação para o 

futuro. 
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ANEXO 1: Parecer consubstanciado de aprovação do comitê de ética. 
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ANEXO 2: Figuras suplementares. 

 

(A) Espectro obtido por MALDI-ToF da massa referente ao peptídeo IDR-1002 

(1652,1 Da), com pureza superior a 95%. 

 

 

 

(B)Espectro obtido por MALDI-ToF da massa referente ao Ciprofloxacino 

(Farmacotécnica)/(-436,269 Da), com pureza superior a 95%. 
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