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OLIVEIRA, L.S. Efeito combinado de KR-12-a5 e EGCG sobre a viabilidade e
potencial de mineralizacdo em células pulpares para aplicabilidade
endododntica. 2022. Trabalho de Conclusdo de Curso (Graduacdo em Odontologia) -
Faculdade de Odontologia, Universidade Estadual Paulista, Aragatuba, 2022.

RESUMO

Um dos grandes desafios da Endodontia e da Odontopediatria € o tratamento de
dentes permanentes imaturos que sofreram danos pulpares irreversiveis, pois além
de tratar a infeccdo, deve permitir o fechamento natural do apice e, muitas vezes
estimular a reparo da lesdo periapical. Em busca de compostos com ampla atividade
terapéutica, peptideos catidnicos antimicrobianos e derivados de plantas como os
flavonoides, tém recebido destaque na literatura médica, mas ainda poucos estudos
tém avaliado seus efeitos para aplicagcdo em Odontologia. O objetivo do estudo foi
avaliar in vitro a viabilidade celular e capacidade indutora de mineralizacao
dentinaria da combinacdo do peptideo antimicrobiano KR-12-a5 e do flavonoide
EGCG. Células pulpares indiferenciadas humanas (hDPC) foram expostas a
concentracbes pré-determinadas de EGCG e KR-12-a5, de forma isolada ou
combinada, em comparacdo ao controle Hidroxido de calcio (HC), sendo estes
diluidos em meio osteogénico de forma continua por 24h, 48h e 72h e determinada a
viabilidade celular por meio do ensaio colorimétrico de resazurina. Imagens das
células tratadas com os compostos por 48h foram obtidas em microscopia de
fluorescéncia com a coloracdo DAPI(4,6-diamidino-2-fenilindol, Sigma-Aldrich) e
realizada a contagem das células coradas/area. Foram realizados ensaios de
vermelho de alizarina evidenciando os depdsitos de nddulos mineralizados e estes
foram conduzidos em paralelo com a viabilidade celular nos periodos de 13 e 21
dias. Também foram realizados os ensaios de producdo de proteina total e de
fosfatase alcalina, assim, apos o tratamento das células com as concentracdes pré-
estabelecidas dos compostos isolados e em combinagdo diluidos em meio
osteogénico por 48 horas e realizadas trocas de meio osteogénico até completar 13
dias. Os valores dos dados apresentaram distribuicdo normal (homogeneidade) e as
variaveis foram submetidas a ANOVA e em seguida pelo Teste de Tukey (p<0.05).
Todas as andlises foram realizadas com limite de significancia de 5 %. Os
resultados obtidos mostraram que em baixas concentracdes, EGCG e KR-12-a5

7



isolados ou combinados ndo foram toxicos para as células pulpares. EGCG isolado
e combinado com KR-12-a5 foram capazes de induzir a mineralizacdo no tempo de
21 dias e estimular a atividade da fosfatase e producdo de proteina total no tempo
de 13 dias. Conclui-se que a associacdo de KR-12-a5 e EGCG é benéfica, uma vez
gue em baixas concentracdes ndo causaram citotoxicidade e induziram a expressao
de marcadores de mineralizacdo nas células pulpares, podendo ser
considerados, dessa forma, uma alternativa natural promissora de principio ativo

para medicacéo intracanal.

Palavras-chave: Flavonoides.Peptideos catonicos antimicrobianos. Células pulpares

indiferenciadas



OLIVEIRA, L.S. Combined effect of KR-12-a5 and EGCG on viability and
mineralization potential in pulp cells for endodontic applicability. 2022.
Trabalho de Conclusdo de Curso (Graduantion in Dentistry) - Faculdade de
Odontologia, Universidade Estadual Paulista, Aragatuba, 2022.

ABSTRACT

One of the challenges of Endodontics and Pediatric Dentistry is the treatment of
immature permanent teeth, many irreversible pulp damages, as they will allow the
natural closure of the apex of the lesion, sometimes simulating a periapical. In
studies of broad therapeutic activity, antimicrobial cationic peptides and plant
products such as flavonoids have been highlighted in the literature, but their effects
for application in dentistry have yet to be evaluated. The objective of the study was
invitro the cell viability and the dentinal mineralization inducing capacity of the
antimicrobial peptide KR-12-a5 and the flavonoid EGCG. Human undifferentiated
pulp cells (HC) oxides released in predetermined osteogenic medium of EGCG and
KR-12-a5, alone or in combination, compared to the control Calcium hydroxide (HC),
being diluted in osteogenic medium continuously by 24h, 48h and 72h and
determined cell viability through the resazurin colorimetric assay. Images of the cells
treated with the compounds for 48h were obtained in fluorescence microscopy with
DAPI (4,6-diamidino-2-phenylindole, Sigma-Aldrich) staining and stained cells/area
were counted. Cellular assays of red numbers at 1 days of probability and 21 days
assays of cellular occurrences occurred in probability numbers were performed.
Assays were also carried out for the production of total and alkaline phosphatase,
protein, after the treatment of the cells with the pre-established compounds isolated
and diluted in osteogenic medium for 48 hours and changes of osteogenic medium
were carried out until completing 13 days. The data values showed normal
distribution (homogeneity) and variables were submitted to ANOVA and then to the
Tukey test (p<0.05). All analyzes were performed with a significance limit of 5%. The
results obtained showed that at low concentrations, EGCG and KR-12-a5 alone or in
combination were not toxic to the pulp cells. EGCG alone and combined with KR-12-
ab was able to induce mineralization at 21 days and stimulate phosphatase activity

and total protein production at 13 days. It is concluded that the association of KR-12-
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ab and EGCG is benefical since in low concentrations they did not cause cytotoxicity
and induced the expression of mineralization markers in pulp cells, and thus can be

considered a promising natural alternative of active ingredient for intracanal
medication.

Key-words: Flavonoids. Antimicrobial cationic peptides. Undifferentiated pulp cells.
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1 INTRODUCAO

Um dos grandes desafios da Endodontia e da Odontopediatria é o tratamento
de dentes permanentes imaturos que sofreram danos pulpares irreversiveis, pois
além de tratar a infeccdo, deve permitir o fechamento natural do 4pice e, muitas
vezes estimular a reparo da leséo periapical. Apés a erupcdo completa do dente,
ainda sdo necessarios trés a quatro anos para o desenvolvimento completo dos
canais e o fechamento dos apices radiculares. Diante de algum tipo de trauma ou
infeccdo, esses processos podem ser interrompidos e o fechamento natural do apice
nao ocorre. As paredes dentinarias finas e raizes curtas do dente imaturo dificultam
a desinfeccdo e a execucdo dos procedimentos endododnticos convencionais,

comprometendo o seu resultado a longo prazo?’:53.68

Os materiais sintéticos mais indicados para o tratamento de dentes
permanentes com comprometimento pulpar/periapical sédo o hidréxido de calcio (HC)
e agregado de trioxido mineral (MTA). Esses materiais apresentam
biocompatibilidade e atividade antimicrobiana, além de estimularem a apicificacédo (ou
seja, a formacao de barreira apical e ndo a completa formacéo radicular) em dentes
permanentes jovens!051535659  Entretanto, atualmente ha uma corrente de
pesquisadores estudando materiais bioldgicos que possam permitir a regeneracao
tecidual natural preservando a bainha epitelial de Hertwig e a formacado completa das
raizes e apices!3?7.326263 (O contato da maioria dos materiais sintéticos utilizados
para apicificacdo com o tecido vital residual causa toxicidade sobre as células da
bainha epitelial de Hertwig, prejudicando sua capacidade de estimular as células
estaminais da papila apical em se diferenciarem em odontoblastos®. Embora os
tratamentos convencionais utilizados para dentes permanentes jovens
frequentemente reduzam o0s sinais e sintomas causadas pelas infeccoes
pulpares®®9, eles ndo promovem a continuidade do desenvolvimento radicular,

manutencédo da nocicepcéo e defesa imune pulpar normal*4,

Terapias biologicas denominadas de regeneracdo endodontica (RE) vém
sendo estudadas com o intuito de recuperar as fungdes fisiolégicas do complexo
dentino-pulpar e permitir a formacao radicular completa em dentes comprometidos
endodonticamente?®44, O primeiro conceito de RE foi preconizado por Banchs e

Trope* pela técnica de revascularizacdo, por meio da minima intervencao
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quimica/mecéanica, 0 uso de umapasta triantibidtica e a inducdo do sangramento apical
em dentes permanentes jovens com necrose pulpar. Essa técnica tem mostrado
estimular o desenvolvimento continuo da raiz, evidenciado nédo sé pelo aumento do
seu comprimento, mas também pelo espessamento das paredes do canal radicular!?,
A RE em dentes permanentes jovens apresenta um prognadstico favoravel devido a
ampla comunicacdo entre o canal radicular e os tecidos periapicais, via forame
apical. Essa vascularizagdo tem se mostrado capaz de manter a viabilidade das
células remanescentes, incluindo as células-tronco, mesmo apds danos aos

tecidos pulpar e/ou periapicais®®.

As células-tronco ou mesenquimais indiferenciadas sdo células multipotentes®
gue apresentam ampla capacidade de auto-renovacéo e diferenciacdo!®243842 além
de um grande potencial em procedimentos de RE, uma vez que estao presentes na
propria polpa dentaria de dentes permanentes — DPSCs ou HDPCs?'® ou de dentes
deciduos — SHED?%, ou no ligamento periodontal — PDLSCs®! ou ainda na papila
apical — SCAP%. Mesmo na presenca de processo inflamatério, células da polpa
dentaria e da regido periapical, tem apresentado alta expressdo de marcadores de
células-tronco mesenquimais®*3, Atualmente, as novas técnicas de RE envolvemuma
fonte celular de células indiferenciadas contidas em arcabouco (scaffolds) ou
estruturas tridimensionais que permitem a proliferacdo e diferenciacéo celular, bem
como o emprego de biomateriais ou moléculas de sinalizacdo (superfamilia TGF-f, por
exemplo) que estimulem esses processos. Em engenharia endododntica, o scaffold
deve propiciar a formacdo de tecido que pode ser produzido em funcdo da
concentragdo das biomoléculas em um determinado tempo. Diversos scaffolds
poliméricos tém sido usados com sucesso, entretanto, a otimizagcdo desses materiais
como a liberacéo controlada de biomoléculas para a formacao de tecidos ainda € um

desafio??.

A busca por tratamentos capazes de promover uma desinfeccdo eficaz dos
canais radiculares sem causar citotoxicidade*3?°0 e bioestimular células
remanescentes em concentracées ndo toxicas®326 ou ainda criar um arcabouco
que permita a proliferacdo e diferenciacdo de células-tronco?®?! e ser um
reservatério para biomoléculas*? tem sido alvo de diversos estudos no campo da
RE. A andlise de marcadores de diferenciacdo dentinogénica/osteogénica apos

determinado tratamento proposto em células indiferenciadas!®®, ou ainda em
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células diferenciadas que poderiam ser remanescentes a determinada injaria3®5572
tem sido amplamente realizada em estudos que avaliam a capacidade
bioestimulatoria de diferentes materiais, visando induzir o processo de reparo.
Dentre esses marcadores de mineralizagdo estdo a fosfatase alcalina (ALP) -
enzima detectada nas fases iniciais do processo de mineralizacdo da matriz
dentinaria ou 0ssea; cuja expressao ocorre em ceélulas envolvidas no processo de
mineralizacdo, como os odontoblastos e osteoblastos e as proteinas dentinarias:
proteina da matriz dentindria (DMP-1) e sialofosfoproteina dentinaria (DSPP) que
sao proteinas ndo- colagenosas que participam da mineralizacéo tardia da dentina e
maturacdo das fibras colagenas durante o processo de dentinogénese. Essas
proteinas permanecem no interior do substrato dentinério, sendo liberadas em
resposta as injarias teciduais, para estimular odontoblastos primérios a produzirem
dentina terciaria reacional, ou ainda para estimular a diferenciacdo de células

pulpares em odontoblastos que irdo produzir dentina terciaria reparadora'’.

Compostos bioativos derivados de plantas como os flavonoides, tém recebido
destaque na literatura devido a sua amplitude terapéutica®®4. Estdo presentes em
pequenas quantidades em frutas e vegetais, geralmente como metabdlitos
secundarios e apresentam papel importante para defesa das plantas contra agentes
externos. Estudos tem apontados diversas propriedades farmacologicas dos
polifendis, como acdo  antimicrobiana, antioxidante, osteogénica e
antiosteoclastogénical®52535458  Eles apresentam uma estrutura comum (flavona),
sendo constituidos por um nucleo 2-phenyl-1,4-benzopyrone consistindo de dois
aneéis benzénicos ou aromaticos (A e B) unidos por trés carbonos que formam um
anel heterociclico, denominado de anel C. De acordo com as varia¢des no anel C, 0s
flavonoides séo divididos nas seguintes classes: flavonas, flavonadis, flavanonas (3-
hidroxi-flavona), flavanonol (2,3- dihydroflavonol), flavandis (ou catequinas),

antocianidinas e chalconas.

Flavandis ou catequinas séo flavonoides abundantes na natureza e diversas
pesquisas tem avaliado seu potencial farmacolégico principalmente quando
extraidos do cha verde, produzido da folha da planta Camellia sinensis?64%55, Seu
principal flavonoide é o EGCG - epigallocathecin gallate*®%* que possui atividades
biolégicas com diversos efeitos benéficos ja atribuidos ao cha verde?®. O EGCG tem

sido apontado como um flavonoide promissor na prevencao e tratamento de cancer,
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doencas cardiovasculares, diabetes, doencas neurodegenerativas, entre outras?®.
Além dessas aplicagbes, também apresentou atividade antimicrobiana contra E.
faecalis, tanto em células plancténicas como em biofilme, em baixas concentracdes®®
e contra alguns periodontopatégenos®’. Com relacdo ao potencial de mineralizacdo
do EGCG, observou-se um efeito estimulatorio de células tronco mesenquimais
derivadas de medula 6éssea humana em osteoblastos, em células -tronco da polpa
humana e em células-tronco da papila apical através do aumento da atividade da
ALP, expresséo de genes relacionados ao processo de dentinogénese e formacao
de nddulos de mineralizacdo?°66.1635 Entretanto, em altas concentracdes, o0 EGCG
pode resultar em efeitos negativos em células derivadas do osso alveolar de
humanos®. O EGCG também é capaz de atuar como um modulador anti-
inflamatoério em polpas inflamadas, inibindo a expressdo de VEGF e COX-2 em
células da polpa dentaria*’, a expressdo de citocinas pré-inflamatérias e de

moléculas de ades&o?s.

Outros agentes biolégicos, como os peptideos catidbnicos antimicrobianos
(PCAM) estao sendo avaliados como agentes desinfectantes em diversos estudos
na area médica e e atualmente, na odontoldgical®2050.71 Dentre os PCAM, o
peptideo catidbnico humano (hCAP-18) é a Unica catelicidina identificada em seres
humanos isolada primeiramente em granulos de neutréfilos. hCAP-18 é produzida
também por células epiteliais do pulmé&o, intestino, cavidade bucal e trato urogenital,
sendo encontrada no plasma seminal e plasma sanguineo. Apos a secrecédo, ocorre
a quebra de hCAP-18 pela acdo de proteases em pequenos fragmentos de
peptideos RK-31 e KS-30 e em um peptideo ativo de cadeia longa LL-37, todos com
acdo antimicrobiana. Esse ultimo fragmento do peptideo hCAP-18, o LL-37, é um
modulador multifuncional da imunidade inata, envolvendo a fungdo antibacteriana,
estimulo de angiogénese, cicatrizacao cutanea e quimiotaxia de células inflamatérias
e do sistema imune. LL-37 atenua a producéo de citocinas induzidas por LPS e a
expressdo de quimiocinas por fibroblastos®!. A acdo antimicrobiana de LL-37 esta
relacionada a formacdo de poros na membrana das bactérias e a lise celular,
entretanto em altas concentracbes (>13uM) pode ser toxica para as ceélulas
eucaridticas*>"3. KR-12 é o menor fragmento com a mesma atividade antimicrobiana
do seu original LL-37%. Analogos de KR-12 foram propostos por Jacob et al. 8 e

apresentaram potente acdo antimicrobiana contra cepas de S. aureus meticilina-
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resistentes e mantiveram a agéo neutralizante contra LPS, sem causar toxicidade as
células eucarioticas. Destes, o fragmento KR-12-a5 apresentou a maior atividade
antiendotoxica, quase similar a do proprio LL-37. Além disso, o KR-12-a5 apresentou
efeito antimicrobiano sobre microrganismos relacionados com infeccoes
endodénticas como Enterococcus faecalis, Streptococcus mutans, Actinomyces
israelii, Porphyromonas gingivalis, Fusobacterium nucleatum e Candida albicans®.
Assim, embora existam diversos estudos com peptideos antimicrobianos e
flavonoides, pouco se conhece sobre seus efeitos combinados e ainda mais sobre
microrganismos e células de interesse odontoldgico, principalmente sobre células
pulpares. Dessa forma, o presente estudo buscou avaliar o efeito da combinacao
desses agentes sobre marcadores de mineralizacdo em células pulpares

indiferenciadas da polpa dentéria.
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2 OBJETIVO

O objetivo do estudo foi avaliar in vitro a viabilidade celular e capacidade
indutora de mineralizac&o dentinaria da combinacédo do peptideo antimicrobiano KR-

12-a5 e o flavonoide EGCG em células indiferenciadas da polpa dentéria.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Delineamento do estudo — Flavonoides, peptideos e controles

Neste projeto avaliou-se o seguinte flavonoide: EGCG (epigallocatechin galate
#E4143) que foi obtido da empresa Sigma-Aldrich (St. Louis, MO/ USA) e o seguinte
peptideo antimicrobiano: KR-12- a5 (KRIVKLILKWLR) que foi sintetizado e
caracterizado no laboratério do Prof. Dr. Eduardo Maffud Cilli, no 1Q-Araraquara,
UNESP. A escolha do flavonoide e do peptideo foi baseada em estudos anteriores
desenvolvidos pela equipe da orientadora Caiaffa et al.>® e Duque et al.}®. Esses
compostos  demonstraram  isoladamente  acdo  antimicrobiana/antibiofiime
(principalmente o KR-12-a5), baixa toxicidade e efeito indutor de mineralizagcdo em
células odontoblastoides (principalmente o EGCG). Solugdes estoques do flavonoide
e do peptideo foram preparadas em agua deionizada estéril. Como controle positivo
foi utilizado o hidroxido de calcio PA (Biodinamica, Ibipord — PR/BR) dissolvido em
agua estéril (Img/mL) diluido em agua estéril. Todos o0s compostos foram
esterilizados por filtracdo em filtro de membrana de 0,22 um. O peptideo/flavonoide
foi testado individualmente ou em combinagdo, quanto a sua citotoxicidade e
posteriormente analisadas suas propriedades indutoras de mineralizacdo para futura
intencdo de aplicacdo em endodontia regenerativa. As concentracbes que foram
utilizadas seguem abaixo, e séo referentes a 10X a Concentracao Inibitoria Minima

(CIM), obtida em estudos anteriores desenvolvidos pela equipe da orientadora®,’.
Grupos experimentais:
Hidréxido de célcio - Diluicdes seriadas abaixo de 0,6mg/mL
EGCG - Dilui¢gbes seriadas abaixo de 0,6 mg/mL
KR-12-a5 - Diluicbes seriadas abaixo de 0,6mg/mL

EGCG + KR-12-a5 — Foram combinadas as concentracdes que obtiveram
melhor desempenho nos ensaios de viabilidade celular.

Neste estudo foram realizados os seguintes ensaios experimentais:avaliacdo da
viabilidade celular pelo método colorimétrico da Rezasurina, viabilidade celular por
microscopia de fluorescéncia DAPI, avaliacdo da producéo de proteina total e fosfatase

alcalina e avaliagdo da deposicdo de nodulos mineralizados, para elucidar foi feito uma
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linha do tempo mostrando a ordem de todos 0s ensaios assim como 0s tempos

realizados (Figura 1).

Linha do tempo dos ensaios realizados

1° dia
.................... > 20 dla
........................................... > 3° dia
............................................................... > 13° dia
A e e e e > 21°dia
....................... D TSR S S S S SRNE 3
T0 T1 T2 T3 T4 TS T6
) Adicio de Viabilidade Viabilidade
Cultivo EGQCG Viabilidade Viabilidade Viabilidade Mineralizagdo Mineralizagao
das hDPC R 12 95 PTeALP
-12-a

Tratamento continuo: EGCG e KR-12-a5 nas concentragdes de 0,009 e 0,019mg/ml
e KR-12-a5 0,009 mg/mL + EGCG 0,019 mg/mL
KR-12-a5 0,004 mg/mL + EGCG 0,009 mg/mL

meio osteogénico (a-MEM)

v

Figura 1. Linha do tempo dos ensaios realizados; em TO- cultivo das células hDPC por 24h;
T1- Adigcdo dos compostos EGCG e KR-12-a5 isolados e combinados; T2- viabilidade celular
em 24h; T3- viabilidade celular em 48h; T4-viabilidade celular em 72h; T5- Avaliacdo da

viabilidade celular, nédulos de mineralizag&o, producéo de proteina total e fosfatase alcalina;

T6- Avaliacdo da viabilidade celular e deposi¢éo de nddulos de mineralizagao.

19



3.2 Caracterizacdo das hDPC através de marcacdo por imunofluorescéncia
para os marcadores STRO-1 e CD-146

Depois de atingir 80-90% de confluéncia, a cultura de hDPC foi expandida e as
células na sexta passagem foram semeadas em placas de 24 pocos (80% de
confluéncia) e submetido a ensaio de imunofluorescéncia para os marcadores de
células-tronco STRO-1 e CD-146. Em resumo, as células foram fixadas em
paraformaldeido tamponado a 4%, entdo permeabilizado com Triton 0,1% (Sigma
Chemical Co.), e bloqueado em 5% BSA (Santa Cruz Biotechnology, Santa Crus, CA,
EUA). Em seguida, as células foram incubadas com os anticorpos primarios (1:50;
Santa Cruz Biotechnology) 4° C por 12h , seguido de incubacdo por 1h com
anticorpo secundario conjugado com FITC (isotiocianato de fluoresceina. 1:1000;
Santa Cruz Biotecnologia) a temperatura ambiente. Depois disso, as células foram
incubados com Hoechst (1: 5000; Invitrogen San Francisco, CA, EUA) para contra-
fluorescéncia nuclear. As células foram analisadas no IN Cell Analyzer 2000 (GE
Healthcare Life Sciences, Freiburg, Germany), a porcentagem de células marcadas
positivamente foi obtida por meio do Programa de software IN Cell Investigation (GE

Healthcare Life Ciéncias)®®.

3.3 Avaliacéao da viabilidade celular

Ensaios de viabilidade celular (este ensaio foi realizado para selecionar as
concentracdes viaveis para serem utilizadas nos ensaios de inducédo de

mineralizacao)

Os ensaios de cultura de células foram adaptados de Karanxha et al.®2. Para o
protocolo de obtencéo das células de polpa dental humanas foram utilizados dentes
higidos recentemente extraidos, devido indicacdo profissional, de pacientes adultos
livres de doencas sistémicas. A doagcdo dos dentes e a autorizagdo foram feitas pelo
paciente através da assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
devidamente aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Odontologia de Aracatuba — UNESP (CAAE 22670819.0.0000.5420). Os dentes
foram transportados em meio de cultura Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM)
(GIBCO, Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA) e sob condicbes
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assépticas, estes foram abertos para remocdo da polpa dentaria com auxilio de
limas endodénticas (Dentsply Maillefer, Ballaigues, Suica). O tecido coletado foi
fragmentado até que as amostras ficassem com aproximadamente 1 mm de
espessura. Apos a fragmentacao foi realizada centrifugacdo a 200 xg/ 5minutos em
temperatura ambiente e os fragmentos foram ressuspendidos, colocados em frascos
para cultura de 25 cm? imersos em DMEM suplementado com 10% de soro fetal
bovino, 100 g/mL de penicilina, 100 g/mL de estreptomicina, 0,5 g/mL de anfotericina
B — todos os reagentes provenientes da GIBCO, Invitrogen Life Technologies,
Carlsbad, CA, EUA — e mantidos em incubadora a 37°C com 5% de CO2 e umidade.
As culturas foram mantidas neste primeiro frasco até que as células alcancassem a
confluéncia com trocas de meio a cada 2-3 dias. Apés atingir a confluéncia de
aproximadamente 100% as células foram replicadas utilizando tripsina EDTA
(SigmaAldrich, St Louis, Missouri, USA). A utilizacdo das células para os ensaios
ocorreu a partir da 42 passagem. As células pulpares indiferenciadas humanas

(hDPC) foram caracterizadas seguindo os protocolos utilizados por Soares et al. 58

Para os ensaios subsequentes em cultura de hDPC foram avaliados os
peptideos/flavonoides isolados ou em combinac¢do e como controle dos experimentos
foram utilizados o meio de cultura contendo diluente dos compostos (adgua ou
DMSO) e solucdo de hidroxido de célcio (Img/mL). As hDPC foram cultivadas em
meio de cultura a- MEM (Minimum Essential Medium Eagle Alpha) suplementado com
soro fetal bovino (SFB) a 10% (Gibco), 1% de solucéo de penicilina/estreptomicina
(Gibco) e incubadas em estufa contendo 5% de CO; a 37°C, sendo subcultivadas a
cada 2-3 dias. As células foram semeadas (1,5 X 10° células/ por poco) e pré-
incubadas por 24h. Em seguida, as células foram expostas a concentracdes pré-
determinadas dos peptideos/flavonoides diluidos em meio osteogénico (a-MEM
contendo 10% SFB, suplementado com 5nM de -glicerofosfato e 50 ug/mL de &cido
ascorbico e 180 pyL / 100 mL de KH2PO4) de forma continua por 24h, 48h e 72h. O
metabolismo celular foi avaliado pelo ensaio colorimétrico com resazurina (Sigma-
Aldrich). Este método permite determinar a respiracdo celular (mitocondrial),
considerando a taxa metabdlica das células, permitindo monitoramento continuo das
culturas. Apoés os periodos de incubagéo, o meio de cultura foi aspirado e substituido
por 180uL de DMEM e 20uL de solugcédo de resazurina (70 uM) e as células foram
incubadas a 37°C durante 4h. Apés a incubacédo, 100uL do meio de cultura com
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solucdo de resazurina foi transferido para uma nova placa de microtitulagéo para a
leitura da fluorescéncia em uma absorbancia de 570 e 600 nm (Synergy H1, BioTek,
Winooski, VT, USA), foi utilizado a resazurina pura como branco. Determinadas as
concentragbes nao citotdxicas, 0s ensaios subsequentes serdo realizados
submetendo as células a ndo mais que duas concentracbes de cada

peptideo/flavonoide ou combinacéao.
3.4 Microscopia de fluorescéncia (DAPI)

Para completar a analise de viabilidade celular, um ensaio de microscopia de
fluorescéncia foi realizado com DAPI (4,6-diamidino-2-fenilindol, Sigma-Aldrich), um
corante fluorescente que emite cor azul brilhante e apresenta afinidade pelo

material genético, sendo absorvido por células vivas.

Como descrito previamente, as ceélulas foram expostas aos compostos
isolados e nas combinac¢des de KR 0,004 + EGCG 0,009 mg/mL e KR-12-a5 0,009 +
EGCG 0,019 mg/mL. Em seguida, as células foram lavadas com 50uL de PBS, e
entdo foram fixadas com 50um de formaldeido a 3,7% em PBS 1x por 30 minutos,
emestufa a 37 °C. Em seguida, foi realizada a aspiracdo do agente fixador, e as
células foram coradas com 80uL de DAPI a 100ug/mL por 5 minutos, em
temperatura ambiente. Apds esse periodo, o corante DAPI foi removido e as células
lavadas com 50uL PBS, para analise posterior em microscopio de fluorescéncia. As
células foram fotografadas e também foi quantificado o nimero de células coradas
nas imagens obtidas/area. Cada imagem foi dividida em 4 &reas idénticas e foi

contado o numero de células/area.
3.5 Producéao de proteina total (TP) e de fosfatase alcalina (ALP)

A producdo de proteina total foi realizada em paralelo com o ensaio de
fosfatase alcalina de acordo com Soares et al.>°. O peptideo e o flavonoide, isolados
e/ou combinados e controles com concentragdes pré-determinadas foram inseridos
diariamente em meio osteogénico (a-MEM com 10% de Soro fetal bovino,
suplementado com 50 ug/mL &cido ascoérbico e 10 nmol/L - glicerofosfato; Sigma
/AldrichCorp ) até completar 13 dias. A producédo de proteina total foi calculada a
partir de uma curva padrdo utilizando albumina de soro bovino (BSA) em
concentracbes pré- determinadas e expressas em mg/mL. O ensaio de

fosfatase
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alcalina (ALP) foi realizado seguindo as instru¢des do fabricante do kit ALP (Labtest
Diagnostico S.A., Lagoa Santa, MG, Brasil) e absorbancia foi medida a 590 nm com
um espectofotdmetro (Synergy H1). A atividade de ALP foi calculada através de uma
curva padrao utilizando concentragdes conhecidas de enzimas. Os dados finais de
ALP foram normalizados pelos valores obtidos para proteina total, em U/mL

proteina.
3.6 Inducédo de mineralizacdo em células pulpares indiferenciadas (hDPC)

Formacao de ndédulos mineralizados 13 e 21 dias/ Viabilidade celular 13 e 21

dias

Os ensaios foram conduzidos com 0os compostos isolados e combinados até
completar 13 e 21 dias onde a viabilidade celular foi monitorada pelo ensaio de
resazurina e a mineralizacao foi avaliada por coloracdo com vermelho de alizarina S
(Sigma-Aldrich), de acordo com Soares et al.>°. Em resumo, 40mmol/L de vermelho
de alizarina S foi preparado em agua destilada, ajustado a um pH de 4,2 com
hidréxido de amobnia, e, em seguida, aplicado as células durante 10 minutos a
temperatura ambiente com agitacdo suave. As células foram, em seguida, lavadas
com agua destilada e deixadas secando. Imagens da cultura corada com vermelho
de alizarina S foram obtidas utilizando microscépio invertido e a intensidade da
coloracéo foi analisada utilizando um programa de anélise de imagem, o programa
Image J 1.48 (NIH, Bethesda, MA, USA). Apdés obtencdo das imagens, 10% de
cloreto de cetilpiridinio em PBS foi adicionado aos pocos (500 pL) e deixados sob
agitacdo por 15 minutos. Trés aliquotas de 100 puL de cada poco foram transferidas
para um leitor de microplacas e avaliadas em um comprimento de onda de 562 nm.

Os resultados foram considerados como valores absolutos.
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3.7 Analise estatistica

Os dados foram analisados no programa estatistico SPSS (SPSS GmbH,
Munich, Germany). Os valores dos dados apresentaram distribuicdo normal
(homogeneidade) e as varidveis foram submetidas a andalise de variancia seguida
pelo Teste de Tukey (p<0.05). Todas as andlises foram realizadas com limite de

significancia de 5%.
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4 RESULTADOS

4.1 Caracterizacdo das hDPC através de marcacdo por imunofluorescéncia
para os marcadores STRO-1 e CD-146

Imagens de imunofluorescéncia para os marcadores de células-tronco STRO-
1 e CD-146 (x20) A Fluorescéncia verde (corante FITC) indica células coradas
positivamente para os marcadores e a fluorescéncia azul indica os nudcleos das

células (corante Hoescht).

Imagem de hDPC com marcador STRO-1 Imagem de hDPC com marcador CD-146

4.2 Avaliacao da viabilidade celular

Inicialmente, as células foram expostas aos compostos isolados EGCG, KR-
12-a5 e hidroxido de calcio (HC — material controle utilizado em Endodontia) em
concentracdes pré-determinadas para os periodos de 24, 48 e 72 horas e a avaliacéo
foi realizada pelo método da resazurina. Os resultados sdo apresentados na figura 1.
No periodo de 24 horas, as concentra¢gdes abaixo de 0,037 mg/mL promoveram uma
viabilidade celular de mais de 80% para todos os compostos. Para o tratamento no

periodo de 48 horas, todos os compostos isolados foram citocompativeis em
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concentragcdes abaixo de 0,018 mg/mL. Por fim, no periodo de 72 horas foi possivel
observar a viabilidade celular acima de 80% nos casos em que as concentracdes se
se encontravam abaixo de 0,009 mg/mL e as concentracdes mais altas
apresentaram citotoxicidade nesse periodo.

A andlise dos compostos combinados de EGCG + KR-12-a5 em
concentracfes pré-determinadas nos periodos de 24, 48, 72 horas também foi
realizada e os resultados obtidos sdo apresentados na figura 2. Nas primeiras 24h é
possivel observar que apenas a combinacdo de KR-12-a5 de 0,037mg/mL + EGCG
de 0,075mg/mL promoveu viabilidade celular de aproximadamente 70% e as demais
combinacdes obtiveram resultados acima de 80% de viabilidade. Para o periodo de
48 e 72 h apenas as concentracfes de KR-12-a5 0,004 mg/mL + EGCG 0,009
mg/mL e KR-12-a5 0,002 mg/mL + EGCG 0,004 mg/mL demostraram
citocompatibilidade sobre as células hDPC e as demais concentracdes das
substancias combinadas apresentaram uma viabilidade abaixo de 80%. Diante dos
resultados expostos, as concentracdes de KR-12-a5 0,004 mg/mL + EGCG 0,009
mg/mL e de KR-12-a5 0,009 mg/mL + EGCG 0,018 mg/mL foram selecionadas para

os demais experimentos de mineralizacao.

Viabilidade celular

140 - A

120 5

% viabilidade celular
-
E 2 E B
4 " ' 4
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0,075 0037 0018 0009 0,00 aMeml 0075 0037 0018 0,009 0,004 aMem; 0,075 0,037 0018 0009 0004 aMem
osteo | osteo | osteo

24h ‘ 4h ‘ 7%h

BKR-12-a5 MEGCG MHC malMemosteo

Figura 2. Média (DP) da porcentagem de células viaveis (hDPC) apos 24h, 48h e 72h de
exposi¢cdoaoscompostos isolados. Valores das concentracfes dos compostos em mg/mL.

A Letras maiusculas diferentes mostram diferenca estatistica entre os grupos, considerando
omesmo tempo, segundo ANOVA e o teste de Tukey (p<0,05).

* Simbolos diferentes mostram diferenca estatistica entre os tempos, considerando o
mesmo grupo, segundo ANOVA e teste de Tukey (p<0,05).
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Viabilidade celular

140 - A

% viabilidade celular

24h 48h 72h

BKR-12-a50,037 + EGCG 0,075 W KR-12-35 0,018 + EGCG 0,037  w KR-12-a5 0,009 + EGCG 0,018
W KR-12-a50,004 + EGCG 0,009 m KR-12-a50,002 + EGCG 0,004 & aMem osteo

Figura 3. Média (DP) da porcentagem de células viaveis (hDPC) apés 24h, 48h e 72h de
exposicdo aos compostos combinados. Valores das concentracdes dos compostos em
mg/mL.

A Letras mailsculas diferentes mostram diferenca estatistica entre os grupos, considerando
omesmo tempo, segundo ANOVA e o teste de Tukey (p<0,05).

* Simbolos diferentes mostram diferenca estatistica entre os tempos, considerando o
mesmogrupo, segundo ANOVA e teste de Tukey (p<0,05).

Baseado nos resultados de viabilidade celular sobre hDPC, o tempo e as
concentragcbes selecionadas para os demais ensaios de mineralizacdo celular sdo

mostrados na figura 4:

TEMPO DE
TRATAMENTO
48 horas
[
| ] ) | }
Concentragdes: Concentragoes:
COMPOSTOS ISOLADOS COMPOSTOS COMBINADOS
- (KR12-a5; EGCG e Hidréxido de Célcio) ) (KR-1|2-a5 +EGCG)
I
[ | p | L | .
o~ '\\.‘ I.-' '\\
KR 0,009 + KR 0,004
0,019 mg/mL 0,009 mg/mL EGCG 0,019 +EGCG 0,009
mg/mL - mg/mL

Figura 4. Tempo de tratamento e concentragdes dos compostos isolados e combinados
selecionados para os préximos ensaios.



4.3 Microscopia de fluorescéncia (DAPI)

Ensaios de microscopia de fluorescéncia foram realizados com DAPI (4,6-
diamidino-2- fenilindol, Sigma-Aldrich), um corante fluorescente que emite cor azul
brilhante e apresenta afinidade pelo material genético, sendo absorvido por células
vivas e que permitem a visualizacdo do nucleo das células, além disso o DAPI tem
maior fotoestabilidade quando comparado aos demais corantes utilizados para
viabilidade celular®. As células foram expostas aos compostos isolados e nas
combinac¢des de KR 0,004 + EGCG 0,009 mg/mL e KR-12-a5 0,009 + EGCG 0,019
mg/mL e foi realizada a andlise complementar da viabilidade celular em microscépio
de fluorescéncia. As células foram fotografadas e também foi quantificado o numero
de células coradas nas imagens obtidas.

Os compostos isolados de EGCG, KR-12-a5 e o controle de HC nao foram
capazes de interferirnegativamente na viabilidade celular tanto nas concentracdes de
0,009 mg/mL e 0,019 mg/mL, uma vez que o material genético das células foi capaz
de absorver o corante azul fluorescente indicando a viabilidade celular (figura 5).
Quando realizada a quantificacdo das células que foram coradas, KR-12-a5 e o
EGCG na concentracdo de 0,009 mg/mL foram capazes de expressar mais que 350
células coradas e na concentracdo de 0,019 mg/mL expressaram até 350 células
coradas, 0 que demonstra que 0s compostos isolados estimularam a proliferacao
das hDPC. Para o hidroxido de calcio, ndo houve diferenca estatistica do grupo

controle positivo, apresentando aproximadamente 200 célulascoradas (figura 6).

Para os compostos combinados de EGCG + KR-12-a5 nas concentracdes de
EGCG 0,004 + KR 0,009 mg/mL e EGCG 0,009 + KR 0,019 mg/mL também foi
possivel observar que ndo houve alteracédo negativa na viabilidade celular, uma vez
gue houve emisséo do corante azul fluorescente pelas células analisadas, indicando
mais uma vez, que estas estavam viavéis e foram capazes de absorver o corante
(Figura 7). Em relacao a quantificacdo de células coradas, as combinacdes de EGCG
0,004 + KR 0,009 mg/mL apresentou em média 300 ceélulas coradas, para o EGCG
0,009 + KR 0,019 mg/mL a média da contagem foi de aproximadamente 250 células
coradas, ambos os grupos apresentaram diferenca do controle, demonstrando mais
uma vez, citocompatibilidade entre os compostos combinados e as células hDPC e

gue houve estimulo na proliferacao celular (Figura 8).
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KR-12-3a5
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Figura 5. Imagens representativas de microscopia de fluorescéncia com o corante DAPI
mostrando a viabilidade das células hDPC ap0és tratamento com 0s compostos isolados. Em
A- EGCG 0,009 mg/mL; B- EGCG 0,019 mg/mL; C- KR 0,009 mg/mL; D- KR 0,019 mg/mL;
E- HC 0,009 mg/mL e F- HC 0,019 mg/L.
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Figura 6. Quantificacdo de células coradas por DAPI para analisar a viabilidade das células
hDPC apds tratamento com os compostos isolados. 2Letras minUsculas diferentes mostram
diferenca estatistica entre as concentracdes, considerando cada composto isoladamente,
segundo os testes de ANOVA e Tukey (p<0,05). Houve estimulo na proliferacdo celular

pelos compostos EGCG e KR-12-ab.

0,004 + 0,009 0,009 + 0,019

KR + EGCG

Figura 7. Imagens representativa de microscopia de fluorescéncia com corante DAPI
mostrando a viabilidade das células hDPC ap6s tratamento com os compostos combinados.
Em A- KR 0,004 + EGCGO0,009 mg/mL; em B- KR 0,009 + 0,019 mg/mL.
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Figura 8. Quantificacdo de células coradas por DAPI mostrando a viabilidade das células
hDPC apds tratamento com os compostos combinados. 2Letras minasculas diferentes
mostram diferenca estatistica entre as concentragfes, considerando cada composto
isoladamente, segundo os testes de ANOVA e Tukey (p<0,05).Houve estimulo na
proliferacdo celular pelos compostos combinados.
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4.4 Producéo de proteina total (PT) e de fosfatase alcalina (ALP)

A producdo de proteina total (PT) e de fosfatase alcalina (ALP) das células
hDPC foi analisada no periodo de 13 dias para os compostos isolados e combinados
de EGCG, KR-12-a5 e hidroxido de calcio (HC) e o grafico apresentado em
%ALP/%PT, ja que PT foi utilizada para normalizar os dados de ALP. Para os
compostos isolados (figura 9), os compostos que foram capazes de expressar maior
atividade de fosfatase alcalina foram o controle positivo de HC em ambas as
concentracbes de 0,019 e 0,009 mg/mL e EGCG a 0,019 mg/mL, que diferiram
positivamente do grupo controle meio osteogénico. Para KR-12-a5 na concentracéo
de 0,019mg/mL e EGCG na concentragcdo de 0,009 mg/mL, a expressao da
fosfatase alcalina foi semelhante ao grupo controle, pois ndo houve diferenca
estatistica entre os grupos. Como representado na figura 10, ambos os compostos
combinados de KR-12-a5 0,009 + EGCG 0,019mg/mL e KR-12-a5 0,0046 + EGCG
0,009mg/mL, foram capazes de expressar maior atividade de fosfatase alcalina
quando comparado ao controle de meio osteogénico, demonstrando diferenca

estatistica significante.

ALP - 13 dias

LP/%PT

gos8

KR-12-a5 EGCG HC Controle

M 0,019 m0,009
Figura 9. Atividade da fosfatase alcalina das células hDPC apés tratamento com o0s
compostos isolados por 48h e avaliacdo apés 13 dias. Os dados foram normalizados pela
producdo de proteina total (PT) sendo apresentados em %ALP/%PT. ®Letras mindsculas
diferentes mostram diferenca estatistica entre as concentra¢des, considerando cada
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composto isoladamente, segundo os testes de ANOVA e Tukey (p<0,05). * diferenca
estatistica quando comparada ao controle (meio osteogénico), segundo ANOVA e Teste de
Tukey, p<0.05.

ALP - 13 dias
1.6 - b
1.4 -

1.2 A

%ALP/%PT
o
0 e

©
o

0.2 -

KR-12-a5 0,009 + EGCG 0,019 KR-12-a5 0,0046 + EGCG 0,009 Controle

Figura 10. Atividade da fosfatase alcalina das células hDPC apoés tratamento com o0s
compostoscombinados por 48h e avaliagdo apos 13 dias. Os dados foram normalizados pela
producédo de proteina total (PT) sendo apresentados em %ALP/%PT. ®Letras minUsculas
diferentes mostram diferenca estatistica entre as concentragcdes, considerando cada
composto isoladamente, segundo os testes de ANOVA e Tukey (p<0,05). * diferenca
estatistica quando comparada ao controle (meio osteogénico), segundo ANOVA e Teste de
Tukey, p<0.05.

4.5 Formacgédo de nédulos mineralizdos 13 e 21 dias/ Viabilidade celular 13 e 21

dias

A viabilidade celular também foi monitorada para este ensaio de formacéo de
nédulos mineralizados por 13 e 21 dias. Como representado na figura 11, a
viabilidade das hDPCs néo foi afetada nos dois tempos avaliados — 13 e 21 dias. No
tempo de 13 dias, a formacdo de ndédulos mineralizados de todos os compostos
isolados foi semelhante ao grupo controle, ndo apresentando diferenca estatistica
entre os grupos. Porém, em 21 dias, EGCG e hidroxido de célcio (HC) em ambas
concentracbes de 0,009 e 0,019 mg/mL estimularam maior formacao de ndédulos

mineralizados quando comparados ao controle de meio osteogénico, e

32



consequentemente tiveram significante efeito indutor de mineralizacdo sobre hDPC
(figura 12). Isso confirma que o flavonoide EGCG apresenta propriedade de inducao

celular, com efeito sobre a mineralizagéo.

Os compostos combinados néo influenciaram negativamente na viabilidade
celular nas concentracbes e tempos avaliados (figura 13). Os compostos
combinados apresentaram formacdo de nodulos mineralizados, porém n&o foram
capazes de apresentar diferenca estatistica comparado ao grupo controle, no tempo
de 13 dias. Por outro lado, no periodo de 21 dias ambas as combinacdes propostas
de KR-12-a5 e EGCG apresentaram maior formacdo de noédulos diferindo

estatisticamentedo controle de meio a-MEM osteogénico (figura 14).
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Figura 11. Viabilidade das células hDPC apdés tratamento com 0s compostos isolados por
48 horas e monitoramento dessa viabilidade por 13 e 21 dias, obtida por meio de ensaios de

resazurina.

2 Letras diferentes mostram diferenca estatistica entre os grupos, segundo ANOVA e Teste
deTukey, p<0.05.
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Figura 12. Quantificagdo dos nodulos de mineralizacdo formados por 13 e 21 dias apos
tratamento com 0s compostos isolados por 48h. 2Letras diferentes mostram diferenca

estatistica entre os grupos, segundo ANOVA e Teste de Tukey (p<0.05).
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Figura 13. Viabilidade das células hDPC ap@s tratamento com 0s compostos combinados
por 48 horase monitoramento dessa viabilidade por 13 e 21 dias, obtida por meio de ensaios
de resazurina. 2 Letras diferentes mostram diferenca estatistica entre os grupos, segundo
ANOVA e Teste de Tukey(p<0.05).
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Figura 14. Quantificacdo dos nddulos de mineralizacéo formados por 13 e 21 dias apéstratamento

com os compostos combinados por 48 h. 2 Letras diferentes mostram diferenca estatistica entre

0s grupos, segundo ANOVA e Teste de Tukey (p<0.05)
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5 DISCUSSAO

Neste estudo foi possivel observar que as concentracdes mais baixas dos
compostos isolados e combinados apresentaram valores citocompativeis acima de
80%de viabilidade sobre hDPC, e as concentra¢des mais altas foram mais citotoxicas,
reduzindo o metabolismo celular. Mah et al.*! mostraram que, em altas
concentracfes, 0 EGCG pode resultar em efeitos negativos em células derivadas do
0sso alveolar de humanos, porém, em concentracdes mais baixas pode estimular a
atividade de osteoblastos. No presente estudo, o tempo foi um fator que também
influenciou nos resultados obtidos. Nas primeiras 24 h, a maioria das concentracoes
dos compostos isolados ou combinados ndo apresentaram citotoxicidade, porém em
periodos mais longos, como de 72 horas, os compostos ficaram maior tempo em
contato com as células pulpares e houve maior interferéncia no metabolismo celular, e
as concentragbes mais baixas foram citocompativeis nesse periodo. Caiaffa et al.®
mostraram que o tratamento de 24h com o peptideo LL-37 ndo afetou a viabilidade
celular de células semelhantes a odontoblastos (MDPC-23) em concentracdes abaixo
de 62,5 pg/mL e que para KR-12-a5 a viabilidade celular foi afetada acima de 31,25
pug/mL.

No estudo corrente, os compostos isolados nas concentracdes abaixo de
0,037mg/mL, no periodo de 24 h, ndo foram citotoxicos (viabilidade acima de 80%,
conforme Normas ISO 10993- 12-2012). Para o periodo de 48h, as concentracdes
nao citotoxicas foram abaixo de 0,018 mg/mL, promovendo viabilidade maior que
80%. Enquanto em 72 h, somente os compostos com concentragdes abaixo de 0,009
mg/mL foram citocompativeis. Para os compostos combinados de KR-12-a5 + EGCG
no periodo de 24 horas, a maioria das concentracdes apresentaram bons resultados
de viabilidade celular. Para os periodos de 48 e 72 h, as Unicas combinacdes que
nao apresentaram citotoxicidade foram KR-12-a5 0,004 + EGCG 0,009 mg/mL e KR-
12-a5 0,002+ EGCG 0,004 mg/mL. Poucos estudos realizaram a associacdo de
peptideos e flavonoides. Um estudo de Bedran et al.2® usando um modelo de co-
cultura 3D de células epiteliais gengivais (OBA-9) e fibroblastos (HGF-1) mostraram
que EGCG (1 pg/mL) e LL-37 (0,05 puM) no tempo de 24 h foram citocompativeis e
reduziram individualmente a secrecdo de mediadores inflamatorios. Além disso, a

combinacédo de EGCG e LL-37 também foi capaz de inibir sinergicamente a secrecao
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de citocinas inflamatérias, apresentando citocompatibilidade. A faixa de
concentracdo de KR-12-a5 de 0-64 pg/mL foi avaliada em estudo de Liu et al.*” e o
peptideo nédo foi citotdxico para as células mesenquimais da medula 6ssea humana
(HBMSCs), mas p6de efetivamente eliminar varios patdgenos, mostrando o potencial
antimicrobiano do KR-12-a5. Em um dos trabalhos do nosso grupo de pesquisa, a
combinacdo de EGCG e KR-12-a5 aumentou a viabilidade celular de fibroblastos
gengivais humanos primarios (HGF-1) e a migracdo celular, enquanto diminuiu a

secrecdo de citocinas por fibroblastos estimulados por lipopolissacarideos (LPS)®.

A escolha da concentracdo mais alta da combinacdo de KR-12-a5 0,009+
EGCG 0,018 mg/mL foi a Unica exce¢do para os proximos testes. Embora estes
compostos combinados promoveram viabilidade celular de aproximadamente 70%, a
justificativa para a escolha dessas concentracdes foi baseada em estudos anteriores
desenvolvidos por Caiaffa et al.>%7 Nesses estudos, essas concentracdes
aproximam-se daquelas que apresentaram efeito antimicrobiano. Assim, se essas
concentracdes tivessem efeitos positivos sobre as células hDPC nas concentracdes
gue tem efeito antimicrobiano, seriam interessantes para o desenvolvimento de um
principio ativo com mudltiplas propriedades e consequentemente sendo valido para
aplicacdo endodontica. Outra justificativa plausivel € que esses compostos nessas
concentracdes quando isolados apresentaram citocompatibilidade (viabilidade acima
de 80%) sobre as hDPC.

O ensaio de microscopia de fluorescéncia DAPI foi proposto como um
experimento complementar para confirmar a viabilidade celular. Esse corante
fluorescente emite cor azul brilhante e apresenta afinidade pelo material genético,
sendo absorvido por células vivas. Além disso, a escolha do corante foi baseada no
fato de que o DAPI tem maior fotoestabilidade quando comparado a outros corantes
ja utlizados na literatura®. As células foram expostas aos compostos isolados de KR-
12-a5 e EGCG e suas combinacgdes de KR 0,004 + EGCG 0,009 mg/mL e KR- 12-a5
0,009 + EGCG 0,019 mg/mL, e foi demonstrado mais uma vez, que 0S compostos
isolados e combinados nédo afetaram a viabilidade celular, apresentando
citocompatibilidade sobre as células hDPC, além de terem estimulado a proliferacao

celular.
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No presente estudo, o periodo analisado de 13 dias demonstrou que o EGCG
isolado na concentracéo de 0,019 mg/mL e o controle positivo de hidroxido de célcio
(HC) nas concentractes de 0,009 e 0,019 mg/mL foram capazes de expressar maior
atividade de fosfatase alcalina (ALP). Enquanto para este mesmo ensaio, 0S
compostos combinados de KR-12-a5 0,009 + EGCG 0,019mg/mL e KR- 12-a5
0,0046 + EGCG 0,009mg/mL, foram capazes de expressar maior atividade de
fosfatase alcalina,com diferenga estatistica significante comparada ao grupo controle
de meio osteogénico. A sintese de ALP estd envolvida na sinalizagdo e
diferenciacédo celular, iniciando o processo de deposicdo da matriz extracelular e
mineralizacdo?. A expressdo da ALP também é responsavel por regular os genes
osteogénicos, levando a diferenciagcdo osteogénica e formacdo de nddulos

mineralizados?®, através do fornecimento de fosfato na fase de citodiferenciagcdo?.

O resultado obtido pelo EGCG pode ser justificado pelo efeito indutor da
mineralizacdo que esse flavonoide apresenta, evidenciado pelo aumento da
atividade da fosfatase alcalina, a producdo de proteinas e de ndédulos de
mineralizacdo. O EGCG aumenta drasticamente a expressao da ALP e formagéo de
nodulos mineralizados, principalmente em concentracdes de 5um do flavonoide,
indicando seu potente papel na osteogénese e que sua acdo é dose-
dependente?®4!, Portanto, a aplicacdo clinica de EGCG em uma concentracédo
apropriada pode estimular a atividade celular dos osteoblastos, enquanto em
concentracdes muito altas pode suprimir*t. Em um estudo, Liu et al.3’, demonstraram
que o EGCG pode promover a inducdo de osteogénese a partir de células do
ligamento periodontal humano (hPDLCs) de maneira dose-dependente, com
concentracdes de 4 e 6 UM de EGCG, mostrando potencial osteogénico sem causar
citotoxicidade. Estudo recente mostrou o efeito do EGCG sobre células
indiferenciadas da papila dentaria (SCAPs) e EGCG (1 ou 10 yM) promoveu a
proliferacdo de SCAPs, aumentou a atividade da fosfatase alcalina e a deposicao
mineral, e aumentou a expressdo de marcadores osteo-/odontogénicos, incluindo
sialofosfoproteina dentinaria (Dspp), proteina da matriz dentinaria-1 (Dmp-1), 0sso
sialoproteina (Bsp) e colageno tipo | (Coll), juntamente com a expresséao elevada de
BMP2 e nivel de fosforilacdo de Smadl1/5/9 (p < 0,01). EGCG em concentracdes

abaixo de 10 uM néo teve influéncia significativa na migracéo celular®.
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O KR-12-a5 isolado ndo demonstrou significante agdo na mineralizagdo, mas
sua escolha no estudo € justificada uma vez que este peptideo possui uma potente
acdo antimicrobiana e antiendotéxical’, sendo uma ag¢do muito importante quando
se trata de um principio ativo para medicacdo intracanal. O peptideo atua contra
espécies bacterianas orais destruindo a membrana celular, levando a lise celular e
consequente morte celular, além disso também tem acao de ligacdo e neutralizacao
contra o LPS. Foi selecionado o analago KR-12-a5 em detrimento do LL-37, por sua
maior eficicia e por possuir uma cadeia mais curta e efetivamente ter um custo mais

baixo?2.

Embora a combinacdo de KR-12-a5 e EGCG tenha mostrado efeito
interessante sobre o0s marcadores de mineralizacgdo em células pulpares
indiferenciadas, deve-se considerar as limitacbes de um estudo in vitro e da
necessidade de realizar outros ensaios complementares. Nosso grupo de pesquisa
esta analisando a expressao de proteinas envolvidas na dentinogénese, buscando
entender os mecanismos de agcdo desses compostos isolados e em associagao.
Além disso, ambos os produtos apresentam limitagdes quanto a sua degradacao
rapida na cavidade bucal, se n&do inseridos em um sistema de liberacdo de
medicamentos ou scaffolds, como também estd sendo estudado pelo nosso grupo.
Diante de resultados ainda mais interessantes, estudos in vivo também devem ser
conduzidos antes de se considerar esses compostos como medicacdo em

Endodontia.
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7 CONCLUSAO

Pode-se concluir que a associacdo de KR-12-a5 e o flavonoide EGCG foi
benéfica, uma vez que em baixas concentra¢gdes ndo causou citotoxicidade e induziu
a expressao de marcadores de mineralizacdo, como fosfatase alcalina e a formacao
de ndodulos mineralizados. Dessa forma, esses compostos poderiam ser uma

alternativa natural promissora de principio ativo para medicacéo intracanal.
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mineralizagio dentindria da combinacgio de peptidecs antimicrobianos e flavonoides e 2) caracterizar fisico-
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