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Soares IPM. Bioatividade de flavonoides sobre células pulpares humanas 
sensibilizadas por lipopolissacarídeos e associação com scaffolds fibrilares para 
modulação da dentinogênese em ambiente inflamatório degenerativo [tese de 
doutorado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2026. 
 
RESUMO 
A reversão de um microambiente pró-inflamatório para um ambiente regenerativo 
permanece um desafio nos procedimentos de Terapia Pulpar Vital (TPV) em dentes 
com exposição pulpar por cárie. Esta tese investigou a modulação inflamatória e o 
metabolismo de células pulpares humanas (hDPCs) sensibilizadas por 
lipopolissacarídeos (LPS), e o efeito de flavonoides nesse cenário. Também avaliou a 
incorporação de flavonoide em scaffold fibrilar de policaprolactona/nano-hidroxiapatita 
(PCL/nHA) visando a liberação da molécula para modulação inflamatória e indução 
da dentinogênese em ambiente degenerativo. No Estudo 1, hDPCs (N=4 doadores) 
foram expostas continuamente a LPS de E. coli (0,1, 1 e 10 µg/mL) por 7 dias, 
simulando inflamação crônica. Observou-se queda sustentada de viabilidade, 
ativação da via NF-κB, aumento de espécies reativas de oxigênio (EROS), elevação 
de IL8, IL6, TNF e IL1B, redução de COL1A1, ALPL, DSPP e DMP1, com menor 
deposição mineral, caracterizando comprometimento regenerativo. No Estudo 2, os 
flavonoides quercetina (QU), hesperetina (HT) e taxifolina (TX) (1–100 µM) foram 
avaliados em hDPCs sensibilizadas ou não por LPS (10 µg/mL). As concentrações de 
5 µM QU, 10 µM HT e 100 µM TX mostraram-se citocompatíveis e, em hDPCs 
saudáveis, estimularam biomineralização. Sob desafio com LPS, aumentaram 
viabilidade e diferenciação dentinogênica, reduziram EROS e mediadores 
inflamatórios, promoveram migração celular, inibiram NF-κB e intensificaram a 
biomineralização em comparação ao LPS isolado. A HT apresentou o perfil mais 
promissor, combinando modulação inflamatória e estímulo regenerativo. No Estudo 3, 
scaffolds PCL/nHA foram produzidos por eletrofiação, submetidos ou não à hidrólise 
alcalina (H-), e funcionalizados ou não com HT, formando quatro grupos: PCL/nHA, 
PCL/nHA+HT, H-PCL/nHA e H-PCL/nHA+HT. A hidrólise aumentou a hidrofilia, a 
adsorção de HT e a liberação modulada (~18 µM em 7 dias), além de potencializar a 
liberação de cálcio sem comprometer a estrutura do scaffold por 120 dias. O H-
PCL/nHA+HT promoveu maior migração de hDPCs, deposição de fibronectina, 
proliferação, expressão de marcadores dentinogênicos e mineralização da matriz. Em 
macrófagos RAW 264.7, reduziu TNF-α, IL-1β e nitrito. No modelo 3D de capeamento 
pulpar sob inflamação crônica, reduziu marcadores pró-inflamatórios e aumentou 
marcadores pró-resolutivos e dentinogênicos, indicando favorecer o perfil regenerativo 
das hDPCs. In vivo, os scaffolds com liberação de HT apresentaram boa integração 
tecidual, redução do infiltrado inflamatório, polarização precoce de macrófagos para o 
fenótipo M2 e deposição organizada de matriz extracelular. De forma integrada, esta 
tese demonstra que o modelo in vitro de exposição crônica a LPS reproduz, em parte, 
o ambiente inflamatório degenerativo, no qual há comprometimento do metabolismo 
de hDPCs. A liberação modulada de curto prazo de HT em scaffolds fibrilares mostrou-
se viável, proporcionando uma plataforma multifuncional capaz de coordenar a 
resposta imune e a diferenciação odontoblástica, oferecendo uma estratégia 
promissora para a regeneração do complexo dentina-polpa em condições 
inflamatórias prolongadas.  
 
Palavras – chave: Flavonoides; Lipopolissacarídeos; Pulpite; Regeneração tecidual 
guiada; Nanofibras.  



 

Soares IPM. Bioactivity of flavonoids on LPS-challenged human pulp cells and 
association with fibrous scaffolds for modulating dentinogenesis in a degenerative 
inflammatory environment [tese de doutorado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia 
da UNESP; 2026. 
 
ABSTRACT 
Reversing a pro-inflammatory microenvironment into a regenerative one remains a 
challenge in Vital Pulp Therapy (VPT) for teeth with carious pulp exposure. This thesis 
investigates the inflammatory modulation and metabolism of human dental pulp cells 
(hDPCs) sensitized by lipopolysaccharides (LPS), along with the effect of flavonoids in 
this context. It also evaluates the incorporation of flavonoids into a 
polycaprolactone/nano-hydroxyapatite (PCL/nHA) fibrous scaffold, aiming at the 
release of the molecule for inflammatory modulation and induction of dentinogenesis 
in a degenerative environment. In Study 1, hDPCs (N = 4 donors) were continuously 
exposed to E. coli LPS (0.1, 1, and 10 µg/mL) for 7 days to simulate chronic 
inflammation. Sustained decreases in viability, NF-κB pathway activation, increased 
reactive oxygen species (ROS), upregulation of IL8, IL6, TNF, and IL1B, along with 
downregulation of COL1A1, ALPL, DSPP, and DMP1, were observed, resulting in 
reduced mineral deposition and impaired regenerative potential. In Study 2, the 
flavonoids quercetin (QU), hesperetin (HT), and taxifolin (TX) (1–100 µM) were tested 
in healthy and LPS-sensitized hDPCs (10 µg/mL). Concentrations of 5 µM QU, 10 µM 
HT, and 100 µM TX were cytocompatible and, in healthy hDPCs, stimulated 
biomineralization. Under LPS challenge, they enhanced viability and dentinogenic 
differentiation, reduced ROS and inflammatory mediators, promoted cell migration, 
inhibited NF-κB, and intensified biomineralization compared with LPS alone. Among 
them, HT displayed the most promising profile, combining inflammatory modulation 
with regenerative stimulation. In Study 3, PCL/nHA scaffolds were produced by 
electrospinning, either subjected or not to alkaline hydrolysis (H-), and functionalized 
or not with HT, yielding four groups: PCL/nHA, PCL/nHA+HT, H-PCL/nHA, and H-
PCL/nHA+HT. Hydrolysis increased hydrophilicity, HT adsorption, and short-term 
release (~18 µM within 7 days), while enhancing calcium release without 
compromising scaffold structure for up to 120 days. H-PCL/nHA+HT promoted higher 
hDPC migration, fibronectin deposition, proliferation, dentinogenic marker expression, 
and matrix mineralization. In RAW 264.7 macrophages, it reduced TNF-α, IL-1β, and 
nitrite production. In a 3D pulp capping model under chronic inflammation, it 
downregulated pro-inflammatory markers and upregulated pro-resolutive and 
dentinogenic markers, favoring the regenerative profile of hDPCs. In vivo, HT-releasing 
scaffolds showed good tissue integration, reduced inflammatory infiltration, early M2-
skewed macrophage polarization, and well-organized extracellular matrix deposition. 
Taken together, this thesis demonstrates that the in vitro model of chronic LPS 
exposure partially reproduces the degenerative inflammatory environment, in which 
the metabolism of hDPCs is impaired. The release of HT from fibrous scaffolds proved 
feasible, providing a multifunctional platform capable of coordinating immune response 
and odontogenic differentiation, offering a promising strategy for dentin-pulp complex 
regeneration under prolonged inflammatory conditions. 
 
 
Keywords: Flavonoids; Lipopolysaccharides; Pulpitis; Guided tissue regeneration; 
Nanofibers.  
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1 INTRODUÇÃO 

Diversas causas podem resultar na perda dos tecidos mineralizados 

dentários, como lesões de cárie, traumas ou preparos cavitários/protéticos, podendo 

expor o tecido pulpar. Quando exposto, idealmente deve-se estimular a homeostase, 

preservando ao máximo as estruturas dentais por meio de uma Terapia Pulpar Vital 

(TPV)1. Essa modalidade terapêutica consiste na utilização de um material 

biocompatível que, preferencialmente, favoreça a formação de uma barreira 

mineralizada protetora, ativando o mecanismo regenerativo intrínseco do complexo 

dentina-polpa. Esse mecanismo baseia-se no recrutamento de células progenitoras 

residentes no tecido pulpar para o local de injúria, na sua diferenciação em fenótipo 

odontoblástico e na subsequente deposição de matriz dentinária, a qual será 

mineralizada, formando a dentina terciária reparadora2,3. Dentre as causas de 

exposição pulpar, uma das mais desafiadoras é o tratamento de lesões de cárie 

profundas. Embora a remoção seletiva do tecido cariado seja uma abordagem 

relevante e recomendada, a exposição da polpa é, em alguns casos, inevitável4.  

Os procedimentos de TPV indicados em casos de exposição pulpar são o 

capeamento pulpar direto e a pulpotomia. O capeamento consiste na aplicação de um 

material sobre a polpa exposta que viabilize a formação de uma barreira mineralizada 

protetora por células odontoblastoides. A pulpotomia, por sua vez, difere por envolver 

a remoção total ou parcial da polpa coronária antes da aplicação do material5. Esses 

procedimentos apresentam vantagens em relação ao tratamento endodôntico 

convencional, pois mantêm as funções pulpares e são especialmente benéficos em 

dentes jovens com rizogênese incompleta, permitindo a continuidade do 

desenvolvimento radicular e favorecendo uma proporção volumétrica coroa/raiz mais 

adequada5. 

Diversos materiais são propostos para a terapia pulpar vital (TPV), com 

destaque para formulações à base de hidróxido de cálcio e silicatos de cálcio6. Embora 

resultem na formação de barreiras mineralizadas, em parte pela modulação 

promovida pela liberação de íons cálcio, essas formulações também liberam íons 

hidroxila em concentrações elevadas, induzindo estresse oxidativo e necrose 

superficial devido ao efeito cáustico, o que favorece a inflamação secundária e cria 

zonas suscetíveis à recontaminação microbiana6–11. Como consequência, a 

manutenção da vitalidade pulpar após exposição direta apresenta resultados clínicos 
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variáveis, com taxas de sucesso entre 50% em cinco anos e 89% em 35 anos, 

refletindo tanto a heterogeneidade metodológica quanto a complexidade biológica do 

tecido e das condições clínicas5,12–14. Desde que o diagnóstico da condição pulpar 

tenha sido correto, o prognóstico depende principalmente do estado inflamatório 

tecidual e do material aplicado, considerando uma técnica bem executada e a idade 

do paciente15,16. Apesar de cimentos à base de silicato de cálcio apresentarem maior 

probabilidade de sucesso clínico e radiográfico que o hidróxido de cálcio, embora com 

evidência moderada, o impacto da escolha do material sobre a dor pós-operatória 

permanece incerto15. Nesse contexto, o desenvolvimento de novos materiais para 

TPV deve priorizar abordagens capazes de explorar o potencial regenerativo 

intrínseco da polpa, estimular a dentinogênese e controlar a inflamação, minimizando 

a necrose tecidual e maximizando a previsibilidade clínica17,18. 

A regeneração do tecido pulpar depende de uma resposta inflamatória 

equilibrada. Infecções endodônticas primárias, como casos de pulpite por lesão de 

cárie profunda, são caracterizadas por microbiomas ricos em bactérias anaeróbias 

Gram-negativas, incluindo Dialister invisus, Porphyromonas gingivalis, Tannerella 

forsythia e Treponema denticola19. Em comum, esses microrganismos são capazes 

de estimular células do tecido pulpar por meio de lipopolissacarídeos (LPS) presentes 

na parede bacteriana20. Isso leva à modulação da expressão de citocinas pró-

inflamatórias, fatores de necrose tumoral, metaloproteinases de matriz e espécies 

reativas de oxigênio e nitrogênio20. Níveis fisiológicos de mediadores inflamatórios são 

essenciais para ativar eventos regenerativos, estimulando a dentinogênese reacional 

por odontoblastos primários e a dentinogênese reparadora por células progenitoras 

diferenciadas2,3. No entanto, a presença contínua de infecção bacteriana rompe o 

equilíbrio fisiológico, mantendo a inflamação ativa e favorecendo processos 

degenerativos20–23. Assim, um material ideal para TPV deveria não apenas induzir 

mineralização, mas também modular a inflamação local.  

Nesse cenário, biomateriais que mimetizam a matriz extracelular têm 

despertado grande interesse para a regeneração endodôntica18. Scaffolds fibrilares 

funcionam como membranas com arranjo estrutural interconectado que atuam tanto 

como barreira física para materiais restauradores sobrejacentes quanto como 

arcabouço para adesão, proliferação e diferenciação de células progenitoras24–26. 

Scaffolds fibrilares podem ser obtidos em larga escala e de forma reprodutível por 

meio da técnica de eletrofiação, usando como matéria-prima polímeros naturais ou 
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sintéticos27. Dentre os polímeros aplicados, a policaprolactona (PCL) combina 

citocompatibilidade, baixa biodegradabilidade, baixo custo e alta capacidade de 

incorporação de moléculas bioativas para liberação modulada26,28–33. No contexto de 

aplicação para TPV, a incorporação de nano-hidroxiapatita (nHA) a scaffolds de PCL, 

visando mimetizar a matriz dentinária em fase de mineralização, apresentou 

resultados promissores, favorecendo proliferação, expressão de genes 

dentinogênicos e deposição de matriz mineralizada por células pulpares humanas, 

devido ao microambiente favorável e à liberação de íons cálcio e fosfato em 

concentrações bioativas26,33,34. Assim, a formulação PCL/nHA representa uma 

plataforma promissora para a incorporação de agentes imunomoduladores e 

dentinogênicos capazes de atuar mesmo sob inflamação crônica. 

Dentre moléculas promissoras para modular eventos regenerativos em 

ambiente inflamatório degenerativo, os polifenois têm recebido atenção por seus 

efeitos benéficos à saúde35. Até o momento, existem mais de 8000 polifenois 

conhecidos, dos quais pelo menos 500 apresentam alguma bioatividade. Os polifenois 

são moléculas bioativas naturais encontradas em plantas classificados em quatro 

classes distintas: flavonoides, estilbenos, lignanas e ácidos fenólicos; todos 

apresentam uma característica estrutural comum que consiste na presença de um ou 

mais grupos hidroxila ligados a um anel benzeno36. Flavonoides constituem a classe 

com maior representatividade dentre os polifenóis, e podem ser encontrados 

naturalmente em diversas frutas, vegetais, cascas, raízes, caules, flores e grãos37. 

Dentre os inúmeros flavonoides existentes, três compostos com estruturas químicas 

distintas e potencial terapêutico promissor para regeneração tecidual foram 

selecionados para investigação: quercetina (QU), hesperetina (HT) e taxifolina (TX). 

A QU destaca-se por sua capacidade de modular a resposta imune e inflamatória, 

além de promover a diferenciação osteoblástica em células-tronco mesenquimais 

ósseas38,39. Em células pulpares humanas, a QU eleva a atividade de fosfatase 

alcalina (ALP), a expressão de sialofosfoproteína dentinária (DSPP) e a deposição 

mineral, indicando potencial dentinogênico40,41. A HT tem ganhado interesse devido 

ao seu baixo custo e eficácia na modulação de mediadores inflamatórios, atenuação 

da perda óssea e estímulo à diferenciação osteo/odontoblástica42–47. Já a TX é 

apontada como promissora na odontologia por proteger células pulpares contra 

apoptose em condições de hipóxia e inflamação, além de apresentar efeitos anti-

inflamatórios e osteo/odontogênicos48–52.  
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As propriedades destacadas tornam esses flavonoides candidatos 

promissores para a terapia pulpar vital (TPV). Contudo, faltam comparações diretas 

entre eles em modelos de inflamação pulpar, e a biodisponibilidade limitada pela via 

sistêmica associada a instabilidade dessas moléculas na forma livre reforçam a 

necessidade de sistemas de liberação local para viabilizar seus efeitos53,54. Para 

avaliar essas estratégias, modelos experimentais in vitro que reproduzam condições 

inflamatórias crônicas são essenciais, pois permitem mensurar simultaneamente 

efeitos imunomoduladores e regenerativos. A exposição de células pulpares humanas 

a LPS é um método amplamente utilizado para esse fim55; entretanto, a 

heterogeneidade dos protocolos descritos na literatura, associada à ausência de 

modelos de exposição prolongada que simulem um ambiente inflamatório 

clinicamente relevante, compromete a reprodutibilidade e a transacionalidade dos 

resultados20,55. 

Assim, a presente tese considera a hipótese de que um modelo com 

exposição crônica a LPS in vitro pode representar de forma mais realista o ambiente 

pulpar persistentemente inflamado, no qual a diferenciação de células pulpares em 

células com fenótipo odontoblástico se encontra comprometida. Além disso, 

hipotetiza-se que flavonoides possam apresentar efeitos positivos sobre o 

metabolismo de células pulpares comprometidas pela exposição crônica a LPS, e que 

sua liberação de flavonoides a partir de scaffolds funcionalizados seja capaz de 

restaurar o potencial regenerativo dessas células um microambiente inflamatório 

crônico. Tal abordagem inovadora poderia favorecer a reversão de processos 

degenerativos e contribuir para eventos regenerativos em TPV, sem causar efeitos 

adversos indesejáveis ao tecido pulpar. 
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5 CONCLUSÃO 

Esta tese desenvolveu um modelo celular de resposta inflamatória persistente 

em células da polpa dental humana, representativo das alterações observadas em 

cenários de pulpite. A comparação entre os flavonoides quercetina, hesperetina e 

taxifolina demonstrou que todos apresentaram efeito sobre a modulação de eventos 

regenerativos em ambiente inflamatório degenerativo. Quando incorporada a 

scaffolds fibrilares de PCL/nHA, particularmente após modificação superficial por 

hidrólise alcalina, o flavonoide hesperetina exibiu liberação modulada de curto prazo, 

reduzindo marcadores de ativação inflamatória e estimulando vias associadas à 

diferenciação odontoblástica em células sensibilizadas por lipopolissacarídeos. No 

modelo in vivo, observou-se redução do infiltrado inflamatório, organização da matriz 

extracelular e polarização imune precoce para um fenótipo pró-resolutivo.  

Em conclusão, o delineamento dos três estudos estabeleceu um fluxo que 

partiu da construção de um modelo celular de resposta inflamatória crônica, passou 

pela triagem de agentes terapêuticos e resultou no desenvolvimento de um biomaterial 

funcionalizado com potencial de aplicação clínica. Os resultados indicam que 

estratégias regenerativas que contemplem, simultaneamente, a modulação da 

inflamação e a estimulação do fenótipo odontoblástico podem ser alternativas viáveis 

e que scaffolds biomiméticos funcionalizados com moléculas bioativas representam 

uma plataforma promissora para ampliar a previsibilidade e o sucesso clínico em 

Terapia Pulpar Vital. 
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