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Anselmi C. Desenvolvimento e analise fisico-quimica e biolégica de um scaffold
bicamada multifuncional de policaprolactona e poli(6xido de etileno) funcionalizado
com hidroxido de calcio e quercetina para a regeneragdo do complexo dentina-polpa
[tese de doutorado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2025.

RESUMO

Este estudo teve como objetivo produzir e caracterizar scaffolds bicamada
multifuncionais de policaprolactona (PCL) e poli(éxido de etileno) (PEO),
funcionalizados com hidroxido de calcio (CH) e quercetina (QU), e avaliar sua
bioatividade sobre células da polpa dental humana sob estimulo inflamatério. A
pesquisa foi dividida em trés fases. Na fase 1, foram avaliadas as caracteristicas
fisico-quimicas e biologicas de fibras de PCL com 0,5% de CH, nano-hidroxiapatita
(nHA) ou beta-glicerofosfato (BGP). Na fase 2, uma camada compacta de PCL foi
sintetizada e caracterizada quanto a morfologia, espessura e citocompatibilidade,
quando associada a cimentos de ionébmero de vidro (CIVs). Além disso, scaffolds
bicamada de PCL/PEO com 0,2% de CH foram estudados quanto a morfologia,
composic¢ao, propriedades mecanicas, degradagao, liberagéo de calcio e formagao de
matriz mineralizada por células indiferenciadas da polpa dental (DPSCs). Na fase 3, a
quercetina (QU) foi testada isoladamente e em combinagdo com scaffolds
PCL/PEO+CH. O CH aumentou o didametro das fibras e o espacamento interfibrilar,
enquanto o BGP os reduziu. A mineralizagdo foi oito vezes maior em fibras de
PCL+CH, estimulando as células da polpa dental humana (HDPCs) a expressarem
genes relacionados a dentinogénese. A mistura 50:50 (v:v) de PCL:PEO formou fibras
com didametro médio de 338+228 nm e uma rede microporosa 3D interconectada.
Comparada as fibras de PCL puras, essa mistura apresentou maior resisténcia a
tracdo, modulo de elasticidade e taxas de degradagcdo. Também aumentou a hidrofilia,
e mostrou maior liberagdo de calcio. Embora a viabilidade celular tenha aumentado
em relacao as fibras de PCL puro, a adigdo de CH n&o impactou a citocompatibilidade.
O CH, porém, favoreceu a formag¢ao de matriz mineralizada, sendo ~7,5x maior em
PCL puro e ~12,5% na mistura. A camada compacta de PCL preveniu a toxicidade do
CIV convencional, sem afetar o selamento, ja para o CIV modificado por resina, a
camada compacta ndo apresentou a mesma capacidade de selamento, reduzindo a
viabilidade celular. O tratamento com 1 yM de QU aumentou a viabilidade celular, a
producdo de matriz mineralizada por DPSCs e modulou eventos inflamatérios. A
incorporagao de 0,01% de QU nos scaffolds ocorreu sem alterar sua morfologia fibrilar
ou comprometer a citocompatibilidade. Sob estimulo inflamatério (LPS 10 pg/mL), os
scaffolds PCL/PEO+CH+QU regularam negativamente os genes inflamatoérios (IL1A,
IL1B e TNF) e positivamente os genes associados a mineralizacédo (ALPL, OCN e
DSPP). Conclui-se que a combinagdo PCL/PEO na propor¢ao 50:50, com 0,2% de
CH, é promissora para a sintese de scaffolds para regeneragdo de tecidos
mineralizados, especialmente quando associada a compostos anti-inflamatérios como
a quercetina, potencializando resultados na terapia pulpar vital.

Palavras-chave: Capeamento da polpa dentaria. Hidréxido de calcio. Quercetina.
Express&o génica. Biopolimeros.



Anselmi C. Development and physicochemical and biological analysis of a
multifunctional bilayer scaffold of polycaprolactone and poly(ethylene oxide)
functionalized with calcium hydroxide and quercetin for dentin-pulp complex
regeneration [tese de doutorado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP;
2025.

ABSTRACT

This study aimed to produce and characterize multifunctional bilayer scaffolds of
polycaprolactone (PCL) and poly(ethylene oxide) (PEO), functionalized with calcium
hydroxide (CH) and quercetin (QU), and evaluate their bioactivity on human dental
pulp cells under inflammatory stimulus. The research was divided into three phases.
In phase 1, PCL fibers' physicochemical and biological characteristics with 0.5% CH,
nanohydroxyapatite (nHA), or beta-glycerophosphate (3GP) were evaluated. In phase
2, a compact layer of PCL was produced and characterized regarding morphology,
thickness, and cytocompatibility, when associated with glass ionomer cements (GIC).
Furthermore, PCL/PEO bilayer scaffolds with 0.2% CH were studied for morphology,
composition, mechanical properties, degradation, calcium release, and mineralized
matrix formation by dental pulp stem cells (DPSCs). In phase 3, quercetin (QU) was
tested alone and with PCL/PEO+CH scaffolds. CH increased fiber diameter and
interfibrillar spacing, while BGP reduced them. Mineralization was eightfold higher in
PCL+CH fibers, stimulating human dental pulp cells (HDPCs) to express genes related
to odontogenesis dentinogenesis. The 50:50 (v:v) PCL:PEO blend formed fibers with
a mean diameter of 338+228 nm and an interconnected 3D microporous network. This
blend showed higher tensile strength, elastic modulus, and degradation rates than pure
PCL fibers. It also increased hydrophilicity and showed greater calcium release.
Although cell viability increased with pure PCL fibers, adding CH did not impact
cytocompatibility. However, CH favored mineralized matrix formation, being ~7.5x
greater in pure PCL and ~12.5x% in the mixture. The compact PCL layer prevented the
toxicity of the conventional GIC, without affecting the sealing, however, for the resin-
modified GIC, the compact layer did not present the same sealing capacity, reducing
cell viability. Treatment with one yM of QU increased cell viability, mineralized matrix
formation by DPSCs, and modulated inflammatory events. Incorporating 0.01% of QU
in the scaffolds occurred without altering their fibrillar morphology or compromising
cytocompatibility. Under inflammatory stimulus (LPS 10 pg/mL), PCL/PEO+CH+QU
scaffolds downregulated inflammatory genes (IL71A, IL1B, and TNF) and upregulated
genes associated with mineralization (ALPL, OCN, and DSPP). Itis concluded that the
PCL/PEO combination in the 50:50 proportion, with 0.2% CH, is promising to produce
scaffolds for regeneration of mineralized tissues, especially when associated with anti-
inflammatory compounds such as quercetin, enhancing results in vital pulp therapy.

Keywords: Dental pulp capping. Calcium hydroxide. Quercetin. Gene expression.
Biopolymers.
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1 INTRODUGAO

Durante o periodo de fungdo de um dente, a integridade dos tecidos
mineralizados que protegem a polpa dentaria pode ser rompida por situagbes
adversas como lesbes de carie, preparos cavitarios ou traumas'. Quando a polpa
exposta ndo apresenta sinais de inflamacao irreversivel, a terapia pulpar vital (TPV)
prolonga a manutengé&o da vitalidade do elemento dental, e em dentes jovens, permite
a completa formacgao das raizes e adequada espessura de dentina radicular!. Sao
considerados TPV aqueles procedimentos que mantem a vitalidade pulpar, como o
capeamento pulpar direto e a pulpotomia’2. Para tanto, o material aplicado sobre a
polpa exposta deveria, idealmente, ser biocompativel, bioativo, antimicrobiano, anti-
inflamatdrio, adesivo a dentina e ao material restaurador, passivel de esterilizagao,
radiopaco, possuir resisténcia mecanica e capacidade de promover um adequado
selamento’ 3.

Os materiais aplicados sobre a polpa exposta podem induzir diferentes
respostas do tecido, na dependéncia de sua composi¢ao quimica e da concentracao
desses componentes*®. Os materiais mais utilizados atualmente para o capeamento
pulpar direto sdo divididos em dois grupos: materiais a base de hidroxido de calcio e
materiais a base de silicato de célcio’. O mecanismo de agdo desses materiais €
baseado na dissociagdo em ions calcio e hidroxila induzindo uma necrose superficial
de coagulagdo e inflamagdo em resposta a elevada alcalinidade’8. Células
mesenquimais indiferenciadas presentes na camada rica em células s&o entdo
atraidas para a regido de necrose e bioestimuladas a se diferenciarem. Essas células
recém diferenciadas, denominadas odontoblastoides, sintetizam e depositam matriz
dentinaria, a qual é subsequentemente mineralizada, dando origem a uma barreira
que se interpde entre o material capeador e a polpa subjacente®®. Essa barreira
mineralizada tem carater heterogéneo'?, com a inclusdo de corpos celulares, o que
pode permitir microinfiltragdo e recontaminagdo microbiana devido ao selamento
imperfeito’. Assim, a regulagdo da liberagdo das particulas pelo material, pode
modular a biodisponibilidade dos dos ions calcio e hidroxila para as células
mesenquimais indiferenciadas presentes no tecido pulpar e potencializar o processo
de reparacao tecidual sem os efeitos adversos causados pelos atuais materiais

capeadores.
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Os preceitos da engenharia tecidual de infiltragdo celular em um material de
suporte (cell homing) visam bioestimular o potencial regenerador tecidual intrinseco™.
A triade da engenharia tecidual é representada por uma estrutura de suporte
(scaffold), moléculas sinalizadoras e ceélulas indiferenciadas. Assim, scaffolds
associados a moléculas sinalizadoras atuariam como suporte temporario para a
migragéo e diferenciagédo das células mesenquimais residentes na polpa dental'?, as
quais, apos diferenciacdo em células com fendtipo odontoblastico, seriam
responsaveis por secretar a matriz dentinaria sem causar danos a polpa®?,
preenchendo o defeito causado pela exposicao tecidual. Dessa forma, o procedimento
de capeamento pulpar direto per se nao acarretaria necrose tecidual e morte celular
e, adicionalmente, selaria a exposi¢cao pulpar com menor ou nenhuma perda de tecido.

Outra fungdo importante atribuida ao scaffold seria impedir ou dificultar a
difusdo de componentes quimicos advindos do material forrador cavitario até as
células pulpares. Entretanto, a porosidade do scaffold e a interconectividade entre os
poros sdo relevantes para a adesdo e migragdo celular em seu interior'3. Assim,
scaffolds bicamada multifuncionais poderiam desempenhar essas funcgdes
concomitantemente, ou seja, uma camada seria impermeavel e mais resistente
mecanicamente para selar a exposi¢ao, enquanto a outra seria porosa, hidrofilica e
apresentaria composicao e potencial de liberacdo de farmacos, ions ou fatores de
crescimento capazes de interferir positivamente com o processo inflamatério e de
reparacao do tecido pulpar.

O polimero sintético policaprolactona (PCL) tem sido amplamente aplicado na
area de engenharia tecidual devido as suas vantagens como boa processabilidade,
baixo ponto de fusdo, biocompatibilidade' e capacidade da incorporagdo de
particulas e/ou carregamento com farmacos'®'6, além do seu baixo custo’. O
processo de degradacdo hidrolitica do PCL, entretanto, € o mais lento entre os
poliésteres, devido a presenca de cinco unidades -CH2 hidrofébicas em sua cadeia,
podendo levar de 2-4 anos'®'8. Por outro lado, o processo de reparagéo do complexo
dentino-pulpar em dentes humanos leva em torno de 45-60 dias, caracterizado pela
mineralizagdo da matriz secretada pelas células odontoblastéides e fechamento da
exposigao pulpar por essa barreira mineralizada'’. Portanto, € desejavel que o scaffold
que servira de suporte temporario para as células pulpares possua um tempo de
degradacdo similar. E possivel modificar o tempo de degradagdo de um polimero
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hidrofébico como o PCL por meio da mistura com um polimero anfifilico, como o
poli(éxido de etileno) (PEQ), resultando em um produto com maior grau de hidrofilia'®.

Apesar de sua biocompatibilidade, o polimero PCL requer sinalizagao biolégica
adequada'®'%, sendo necessaria a associagdo de um agente bioativo para induzir a
expressao do fendtipo osteo/odontogénico nas células pulpares. Foi demonstrado que
a incorporacgéo de diferentes particulas contendo calcio e/ou fosfato em scaffolds pode
criar um microambiente favoravel ao processo de diferenciacdo osteo/odontogénica,
culminando na deposi¢gdo e mineralizagcdo da matriz tecidual, por aumentarem a
semelhanga quimica e estrutural com os tecidos mineralizados'®-25. Entretanto, o
potencial de indugdo odontogénica promovido pela associagdo de particulas
inorganicas com fibras de PCL em células pulpares humanas ainda nao foi totalmente
elucidado. A incorporacao de particulas contendo calcio e fosfato nas fibras de PCL
pode conferir maior bioatividade aos scaffolds, induzindo a deposigdo da matriz
dentinaria pelas células pulpares, seguida de mineralizagdo. Recentemente, foi
validada a incorporacdo de hidroxido de calcio (CH) em scaffolds de nanofibras de
PCL produzidos pela técnica de electrospinning, resultando em aumento da expressao
de genes odontogénicos por células da polpa dental humana (HDPCs)?"%.

Além da incorporacdo de CH, outra perspectiva quanto aos scaffolds de
PCL/PEO é a sua funcionalizagdo com farmacos que atuem sobre o processo
inflamatorio presente quando da exposigéo do tecido pulpar. A quercetina (3,3,4,5,7-
Pentahidroxiflavona) € um flavonol, uma das subclasses dos flavonoides, presente em
abundéancia em frutas e vegetais com propriedades antioxidantes, anti-inflamatorias e
antimicrobianas?®. Tem sido demonstrado que a quercetina estimula a atividade de
fosfatase alcalina (ALP) por meio da ativagéo de vias de sinalizagdo em osteoblastos®
e células da polpa dental humana®'. Adicionalmente, a quercetina é capaz de regular
a expressao de genes e a sintese de proteinas relacionadas com a resposta
antioxidante de osteoblastos isolados da calvaria de ratos®?. Quanto a sua atividade
anti-inflamatoria, entre outras vias?®, foi demonstrado que a quercetina inibe a
producéo, por parte de macrofagos, do fator de necrose tumoral (TNF-a) induzido por
lipopolisacarideos (LPS)3® e modula a resposta inflamatoria de HDPCs estimuladas
por LPS34.

Assim, o produto alvo do presente projeto € um scaffold bicamada
multifuncional que, ao mesmo tempo, exerca a fungao de selamento da exposi¢ao do

tecido pulpar, ndo permitindo a difusdo de componentes tdxicos de materiais
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forradores cavitarios, e estimule a diferenciagao celular por meio de uma estrutura de
suporte associada aos beneficios da incorporagdo de uma particula inorgénica,

concomitantemente ao controle do processo inflamatorio.
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5 CONCLUSOES

A incorporacédo de 0,5% de CH e 0,5% de nHA em fibras PCL resultou em
scaffolds citocompativeis e com propriedades favoraveis para adesao, proliferacéao e
aumento da deposicdo de matriz mineralizada por células de polpa humana. A
incorporagao de hidroxido de calcio (0,5%) mostrou um perfil de degradagao lento com
liberacdo constante de calcio, aumentando a expressdo do gene marcador de
odontogénese em células de polpa humana, se mostrando uma particula inorganica
interessante para a utilizagdo em biomateriais a serem aplicados na regeneragéo do
complexo dentina-polpa.

Os scaffolds bicamadas de PCL/PEO na proporg¢ao de 50:50 (v:v) incorporados
com 0,2% de CH (m:v) foram capazes de induzir a formacao de matriz mineralizada e
manter a viabilidade celular quando combinados com um ionémero de vidro
convencional, as evidéncias apresentadas neste estudo podem representar uma
alternativa interessante como um material inovador para terapia pulpar Vvital,
prevenindo a difusdo dos componentes do material forrador e modulando a resposta
das células presentes no tecido pulpar.

Scaffolds fibrilares de PCL/PEO (50:50; v:v) incorporados com CH (0,2%; m:v)
e quercetina (0,01%; m/v) podem modular a resposta inflamatéria e aumentar a
expressdo de genes relacionados a matriz mineralizada de células mesenquimais
indiferenciadas da polpa dentaria estimuladas por LPS, resultando em um material

com propriedades antinflamatérias e capaz de induzir a diferenciagdo odontoblastica.
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