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Alvarado JDA. Avaliag¢do de biomarcadores para desenvolver um modelo dinimico da
condicao inflamatoria pulpar. [dissertagdo]. Aracatuba: UNESP — Univ. Estadual
Paulista; 2025.

Objetivo: Este estudo investiga o comportamento de citocinas inflamatorias no terco
cervical da polpa radicular como uma ferramenta diagndstica para avaliar os diferentes
estagios de inflamag&o pulpar visando otimizar a selegdo de critérios para a aplicacdo da
Terapia Pulpar Vital (VPT). Métodos: Vinte e oito ratos machos Wistar foram
distribuidos em sete grupos com base no tempo decorrido apds a exposicao pulpar: DO,
D1, D2, D3, D4, D5, D6 (0-6 dias). A inflamacdo pulpar foi induzida nos primeiros
molares superiores de cada animal. Posteriormente, as hemimaxilas direita e esquerda
foram coletadas para analises histologicas e imunohistoquimicas. As citocinas IL-6, IL-
10, IL-17, IL-1B, TNF-o. e TGF-p foram avaliadas utilizando a técnica de
imunoperoxidase. A intensidade do infiltrado inflamatorio foi avaliada histologicamente,
e a expressao das citocinas foi pontuada com base nos padrdes de imunorreatividade. A
andlise estatistica foi realizada com um nivel de significancia de 5%. Resultados: a analise
histoldgica revelou uma progressao de inflamacéo leve (DO, D1) para necrose (D4, D5,
D6) no terco cervical da raiz (p<0,05). A expressdo imunohistoquimica de IL-17 e TGF-
B foi significativamente maior nas primeiras horas ap6s a exposicao pulpar (DO, D1) em
comparacdo com IL-6 e IL-1B (p<0,05), enquanto IL-6, TNF-a, IL-1p e IL-10
apresentaram um aumento progressivo ao longo do tempo (D2, D3, D4, D5, D6) (p>0,05).
Conclusdo: este estudo demonstrou a progressdo dindmica da inflamacdo pulpar,
caracterizada por alteracBes temporais nos niveis de citocinas ao longo do periodo
experimental. Notavelmente, os niveis de TGF-f e IL-17 foram significativamente

elevados durante as primeiras horas apds a exposi¢do pulpar

Palavras-chave: Biomarcadores, Pulpotomia, Terapia de polpa vital.



Abstract



Alvarado JDA. A Evaluation of biomarkers to develop a dynamic model of the
pulpal inflammatory condition. [dissertacao]. Aracatuba: UNESP — Univ. Estadual
Paulista; 2025.

Objective: This study investigates the behavior of inflammatory cytokines in the cervical
third of the radicular pulp as a diagnostic tool for assessing different stages of pulp
inflammation, aiming to optimize the selection criteria for the for the application of Vital
Pulp Therapy (VPT). Methods: Twenty-eight male Wistar rats were assigned to seven
groups based on the time elapsed after pulp exposure: D0, D1, D2, D3, D4, D5 D6 (0-6

days). Pulp inflammation was induced in the maxillary first molars of each animal.
Subsequently, the right and left hemimaxillae were collected for histological and
immunohistochemical analysis. Cytokines IL-6, IL-10, IL-17, IL-1B, TNF-a, and TGF-
were evaluated using the immunoperoxidase technique. The intensity of the inflammatory
infiltrate was assessed histologically, and cytokine expression was scored based on
immunoreactivity patterns. Statistical analysis was performed with a 5% significance
level. Results: Histological analysis revealed a progression from mild inflammation (DO,
D1) to necrosis (D4, D5, D6) in the cervical third of the root (p<0.05).
Immunohistochemical expression of IL-17 and TGF-p was significantly higher in the
early hours following pulp exposure (DO, D1) compared to IL-6 and IL-1f (p<0.05),
while IL-6, TNF-a, IL-1pB, and IL-10 exhibited a progressive increase over time (D2, D3,
D4, D5, D6) (p>0.05). Conclusion: This study demonstrated the dynamic progression of
pulp inflammation, characterized by temporal changes in cytokine levels throughout the
experimental period. Notably, TGF-f and IL-17 levels were significantly increased

during the earliest hours following pulp exposure.

Keywords Biomarkers; pulpotomy; vital pulp therapy
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Introducao Geral



O tratamento da polpa vital pode ser definido como uma gama de tratamentos destinados
a manter a salde de todo ou parte do tecido pulpar; inclui técnicas conservadoras para o
tratamento da polpa que foi exposta por trauma, mecanicamente ou por céarie, como 0

capeamento pulpar e a pulpotomia [1].

A pulpotomia tem ressurgido como uma alternativa potencial ao tratamento de canal
radicular ap0s exposicdo pulpar cariosa, incluindo dentes com sinais e sintomas
indicativos de pulpite irreversivel [2]; mesmo nesses casos, a inflamacgéo e o processo
infeccioso se encontram restritas ao tecido pulpar coronario, sendo que o tecido pulpar

radicular esta relativamente normal [3, 4].

As pulpotomias sdo consideradas tecnicamente mais simples, menos demoradas
comparado com a pulpectomia e tratamento de canal radicular [5]. As evidéncias atuais,
embora em nimero reduzido, sugerem que ha pouca diferenca na taxa geral de sucesso
entre pulpotomia e tratamento endoddntico de molares permanentes [6, 7]. Informacdes
adicionais sdo essenciais para identificar por que as pulpotomias falham (dor,
sensibilidade, inchago, sinais de infeccdo, reabsorcdo interna, radiolucéncia apical
emergente) [2]. Atualmente, a falha pode ser considerada precoce ou tardia [5] sendo que
as precoces sdo relacionadas a um diagnoéstico incorreto da gravidade do processo
inflamatdrio e as tardias mais provavelmente relacionado a assepsia comprometida
durante o procedimento técnico, a qualidade da restauracdo e com a contaminagdo

comprometendo o processo de reparo [5,8].

O estado inflamatdrio do tecido pulpar é avaliado pelos clinicos com base na histéria
clinica, exame clinico, testes de sensibilidade pulpar, radiografias e inspe¢do direta do
tecido pulpar. Infelizmente, h4 falta de ferramentas objetivas para o diagndstico das
alteracdes pulpares como um padrdo de referéncia, uma vez que a avaliagdo histologica
implicaria na extracdo dentaria [9]. Por esta razdo e com a atual limitacdo de imagens de
tecidos moles [10] a extensdo do comprometimento do tecido ou a infiltracdo do biofilme
na polpa ndo pode ser avaliado de forma precisa [11]. Assim, é de extrema importancia
aperfeicoar o diagnostico e a avaliagdo pulpar incluindo a definicdo de preditores
biologicos das falhas dos tratamentos executados [12].

Assim, a descoberta de biomarcadores inflamatorios [13] ou outros biomarcadores [14,

15], que reflitam com precis@o ndo apenas o nivel de inflamacao na polpa, mas também



identifiqguem o limiar entre pulpite reversivel e irreversivel, tem ganho destaque na

endodontia

Os biomarcadores podem ser genéticos, sistémicos ou locais, sendo que podem trazer
informagBes para o diagnostico, prognostico ou serem preditivos do sucesso do
tratamento [16]. Para o diagndstico da polpa inflamada, parece fazer mais sentido a
investigacdo de biomarcadores presentes proximo ao local de interesse diagnostico com

acOes enddcrinas ou pardcrinas, sendo denominados biomarcadores locais [17].

Dentre os biomarcadores potenciais podemos incluir o fator transformador de
crescimento-p1 (TGF-B1), presente na matriz dentinaria e é liberado por baterias
acidogénicas, afeta as atividades bioldgicas da polpa dentaria e regula a formacéo
reaciondria e reparativa da dentina por ligacéo ligante-receptor e ativacdo de cascatas de
sinalizacdo intracelular. Os odontoblastos e células pulpares de dentes cariados
expressam niveis aumentados de TGF-B1, que sugerem que o TGF-B1 desempenha um

papel na resposta a lesdo pulpar e ao processo de reparacéo. [18].

A medida que a infecdo se estende mais profundamente dentro da polpa, as células
envolvidas na imunovigilancia, incluindo células dendriticas (DCs), mastécitos e células
T, também sédo estimuladas a responder [20]. Esses leucocitos podem representar até ~1%
da populacgdo total de células de uma polpa saudavel [21]. O ndmero de células imunes
aumenta significativamente a medida que a infeccdo progride e a medida que elas se
tornam quimicamente atraidas do sistema circulatério. Inicialmente, um namero
relativamente grande de neutrofilos é recrutado em resposta a infeccdo, seguido por
monacitos, que subsequentemente se diferenciam em macrofagos [21, 22, 23, 24). Os
neutrdfilos utilizam uma variedade de abordagens para matar as bactérias, incluindo a
liberacdo de proteinas/granulos antimicrobianos e armadilhas extracelulares de
neutrofilos (NETS), bem como a fagocitose de bactérias. Macréfagos e DCs fagocitam
micrébios invasores e, subsequentemente, as celulas T tornam-se ativadas,
desencadeando respostas imunes inatas e adaptativas [21, 25, 22]. A captacdo de
antigenos pelas DCs estimula sua maturacao, apos o que elas migram para os linfonodos
regionais para apresentar antigenos e ativar células T CD4+ virgens. Essas etapas levam
a diferenciacdo de células T CD4+ virgens ativadas em células T-helper (Th) CD4+
efetoras (incluindo os subconjuntos Thl, Th2 ou Thl7) ou celulas T reguladoras
induzidas (iTregs) [26]. As células Thl secretam TNF-a, mediador chave das respostas

inflamatorias de fase aguda e da ativacdo de macrofagos para expressar IL-1, fator



ativador de plaquetas, prostaglandinas e leucotrienos [27]. Células Th2 diferenciadas,
secretam IL-6 e IL-10, e iniciam a resposta imune humoral. O terceiro subconjunto de
celulas T, Thl7, diferencia-se sob a influéncia do fator transformador de crescimento
(TGF)-B. Seu papel principal € combater os patdgenos microbianos invasores por meio
da secrecdo de citocinas inflamatdrias, que recrutam neutrofilos adicionais [28, 29]. Essa
cascata inflamatdria leva ao acumulo progressivo e sequencial de células T CD4+ e CD8+
na polpa inflamada a medida que a doenga progride levando finalmente a necrose do
tecido [29].

Dada a complexa cascata de mediadores inflamatorios envolvidos na pulpite, este estudo
buscou aprofundar a compreensao desse processo utilizando um modelo animal de ratos.
A meta foi desenvolver um modelo dindmico de biomarcadores com perfil temporal,
capaz de monitorar com precisdo a progressao da pulpite ao longo do tempo, contribuindo

para avangos no diagndstico e manejo dessa condi¢ao.
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