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RESUMO 

 
Um dos grandes desafios da Endodontia e da Odontopediatria é o tratamento de 

dentes permanentes imaturos que sofreram danos pulpares irreversíveis, pois além 

de tratar a infecção, deve permitir o fechamento natural do ápice e, muitas vezes 

estimular a reparo da lesão periapical. Em busca de compostos com ampla atividade 

terapêutica, peptídeos catiônicos antimicrobianos e derivados de plantas como os 

flavonoides, têm recebido destaque na literatura médica, mas ainda poucos estudos 

têm avaliado seus efeitos para aplicação em Odontologia. O objetivo do estudo foi 

avaliar in vitro a viabilidade celular e capacidade indutora de mineralização 

dentinária da combinação do peptídeo antimicrobiano KR-12-a5 e do flavonoide 

EGCG. Células pulpares indiferenciadas humanas (hDPC) foram expostas a 

concentrações pré-determinadas de EGCG e KR-12-a5, de forma isolada ou 

combinada, em comparação ao controle Hidróxido de cálcio (HC), sendo estes 

diluídos em meio osteogênico de forma contínua 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 

fluorescência com a coloração DAPI(4,6-diamidino-2-fenilindol, Sigma-Aldrich) e 

realizada a contagem das células coradas/área. Foram realizados ensaios de 

vermelho de alizarina evidenciando os depósitos de nódulos mineralizados e estes 

foram conduzidos em paralelo com a viabilidade celular nos períodos de 13 e 21 

dias. Também foram realizados os ensaios de produção de proteína total e de 

fosfatase alcalina, assim, após o tratamento das células com as concentrações pré-

estabelecidas dos compostos isolados e em combinação diluídos em meio 

osteogênico por 48 horas e realizadas trocas de meio osteogênico até completar 13 

dias. Os valores dos dados apresentaram distribuição normal (homogeneidade) e as 

variáveis foram submetidas à ANOVA e em seguida pelo Teste de Tukey (p<0.05). 

Todas as análises foram realizadas com limite de significância de 5 %.  Os 

resultados obtidos mostraram que em baixas concentrações, EGCG e KR-12-a5 
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isolados ou combinados não foram tóxicos para as células pulpares. EGCG isolado 

e combinado com KR-12-a5 foram capazes de induzir a mineralização no tempo de 

21 dias e estimular a atividade da fosfatase e produção de proteína total no tempo 

de 13 dias. Conclui-se que a associação de KR-12-a5 e EGCG é benéfica, uma vez 

que em baixas concentrações não causaram citotoxicidade e induziram a expressão 

de marcadores de mineralização nas células pulpares, podendo ser 

considerados, dessa forma, uma alternativa natural promissora de princípio ativo 

para medicação intracanal. 

Palavras-chave: Flavonoides.Peptídeos catônicos antimicrobianos. Células pulpares 

indiferenciadas 
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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-

a5 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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a5 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 INTRODUÇÃO 
 

Um dos grandes desafios da Endodontia e da Odontopediatria é o tratamento 

de dentes permanentes imaturos que sofreram danos pulpares irreversíveis, pois 

além de tratar a infecção, deve permitir o fechamento natural do ápice e, muitas 

vezes estimular a reparo da lesão periapical. Após a erupção completa do dente, 

ainda são necessários três a quatro anos para o desenvolvimento completo dos 

canais e o fechamento dos ápices radiculares. Diante de algum tipo de trauma ou 

infecção, esses processos podem ser interrompidos e o fechamento natural do ápice 

não ocorre. As paredes dentinárias finas e raízes curtas do dente imaturo dificultam 

a desinfecção e a execução dos procedimentos endodônticos convencionais, 

comprometendo o seu resultado a longo prazo27,53,68
. 

Os materiais sintéticos mais indicados para o tratamento de dentes 

permanentes com comprometimento pulpar/periapical são o hidróxido de cálcio (HC) 

e agregado de trióxido mineral (MTA). Esses materiais apresentam 

biocompatibilidade e atividade antimicrobiana, além de estimularem a apicificação (ou 

seja, a formação de barreira apical e não a completa formação radicular) em dentes 

permanentes jovens10,51,53,56,59. Entretanto, atualmente há uma corrente de 

pesquisadores estudando materiais biológicos que possam permitir a regeneração 

tecidual natural preservando a bainha epitelial de Hertwig e a formação completa das 

raízes e ápices13,27,32,62,63. O contato da maioria dos materiais sintéticos utilizados 

para apicificação 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 odontoblastos4. Embora os 

tratamentos convencionais utilizados para dentes permanentes jovens 

frequentemente reduzam os sinais e sintomas causadas pelas infecções 

pulpares51,59, eles não promovem a continuidade do desenvolvimento radicular, 

manutenção da nocicepção e defesa imune pulpar normal14. 

Terapias biológicas denominadas de regeneração endodôntica (RE) vêm 

sendo estudadas com o intuito de recuperar as funções fisiológicas do complexo 

dentino-pulpar e permitir a formação radicular completa em dentes comprometidos 

endodonticamente20,44. O primeiro conceito de RE foi preconizado por Banchs e 

Trope4 pela técnica de revascularização, por meio da mínima intervenção 



13 
 

química/mecânica, o uso de umapasta triantibiótica e a indução do sangramento apical 

em dentes permanentes jovens com necrose pulpar. Essa técnica tem mostrado 

estimular o desenvolvimento contínuo da raiz, evidenciado não só pelo aumento do 

seu comprimento, mas também pelo espessamento das paredes do canal radicular14. 

A RE em dentes permanentes jovens apresenta um prognóstico favorável devido à 

ampla comunicação entre o canal radicular e os tecidos periapicais, via forame 

apical. Essa vascularização tem se mostrado capaz de manter a viabilidade das 

células remanescentes, incluindo as células-tronco, mesmo após danos aos 

tecidos pulpar e/ou periapicais65. 

As células-tronco ou mesenquimais indiferenciadas são células multipotentes8 

que apresentam ampla capacidade de auto-renovação e diferenciação19,24,38,42, além 

de um grande potencial em procedimentos de RE, uma vez que estão presentes na 

própria polpa dentária de dentes permanentes – DPSCs ou HDPCs19 ou de dentes 

decíduos – SHED46, ou no ligamento periodontal – PDLSCs31 ou ainda na papila 

apical – SCAP28. Mesmo na presença de processo inflamatório, células da polpa 

dentária e da região periapical, tem apresentado alta expressão de marcadores de 

células-tronco mesenquimais1,43. Atualmente, as novas técnicas de RE envolvem uma 

fonte celular de células indiferenciadas contidas em arcabouço (scaffolds) ou 

estruturas tridimensionais que permitem a proliferação e diferenciação celular, bem 

como o emprego de biomateriais ou moléculas de sinalização (superfamília TGF-β, por 

exemplo) que estimulem esses processos. Em engenharia endodôntica, o scaffold 

deve propiciar a formação de tecido que pode ser produzido em função da 

concentração das biomoléculas em um determinado tempo. Diversos scaffolds 

poliméricos têm sido usados com sucesso, entretanto, a otimização desses materiais 

como a liberação controlada de biomoléculas para a formação de tecidos ainda é um 

desafio21. 

A busca por tratamentos capazes de promover uma desinfecção eficaz dos 

canais radiculares sem causar citotoxicidade4,32,50 e bioestimular células 

remanescentes em concentrações não tóxicas8,32,68, ou ainda criar um arcabouço 

que permita a proliferação e diferenciação de células-tronco2,8,21 e ser um 

reservatório para biomoléculas4,32 tem sido alvo de diversos estudos no campo da 

RE. A análise de marcadores de diferenciação dentinogênica/osteogênica após 

determinado tratamento proposto em células indiferenciadas11,68, ou ainda em 
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células diferenciadas que poderiam ser remanescentes à determinada injúria39,55,72 

tem sido amplamente realizada em estudos que avaliam a capacidade 

bioestimulatória de diferentes materiais, visando induzir o processo de reparo. 

Dentre esses marcadores de mineralização estão a fosfatase alcalina (ALP) – 

enzima detectada nas fases iniciais do processo de mineralização da matriz 

dentinária ou óssea; cuja expressão ocorre em células envolvidas no processo de 

mineralização, como os odontoblastos e osteoblastos e as proteínas dentinárias: 

proteína da matriz dentinária (DMP-1) e sialofosfoproteína dentinária (DSPP) que 

são proteínas não- colagenosas que participam da mineralização tardia da dentina e 

maturação das fibras colágenas durante o processo de dentinogênese. Essas 

proteínas permanecem no interior do substrato dentinário, sendo liberadas em 

resposta às injúrias teciduais, para estimular odontoblastos primários a produzirem 

dentina terciária reacional, ou ainda para estimular a diferenciação de células 

pulpares em odontoblastos que irão produzir dentina terciária reparadora12,17. 

Compostos bioativos derivados de plantas como os flavonoides, têm recebido 

destaque na literatura devido à sua amplitude terapêutica58,64. Estão presentes em 

pequenas quantidades em frutas e vegetais, geralmente como metabólitos 

secundários e apresentam papel importante para defesa das plantas contra agentes 

externos. Estudos tem apontados diversas propriedades farmacológicas dos 

polifenóis, como ação antimicrobiana, antioxidante, osteogênica e 

antiosteoclastogênica15,52,53,54,58. Eles apresentam uma estrutura comum (flavona), 

sendo constituídos por um núcleo 2-phenyl-1,4-benzopyrone consistindo de dois 

anéis benzênicos ou aromáticos (A e B) unidos por três carbonos que formam um 

anel heterocíclico, denominado de anel C. De acordo com as variações no anel C, os 

flavonoides são divididos nas seguintes classes: flavonas, flavonóis, flavanonas (3- 

hidroxi-flavona), flavanonol (2,3- dihydroflavonol), flavanóis (ou catequinas), 

antocianidinas e chalconas. 

Flavanóis ou catequinas são flavonoides abundantes na natureza e diversas 

pesquisas tem avaliado seu potencial farmacológico principalmente quando 

extraídos do chá verde, produzido da folha da planta Camellia sinensis26,49,55. Seu 

principal flavonoide é o EGCG – epigallocathecin gallate49,54 que possui atividades 

biológicas com diversos efeitos benéficos já atribuídos ao chá verde26. O EGCG tem 

sido apontado como um flavonoide promissor na prevenção e tratamento de câncer, 
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doenças cardiovasculares, diabetes, doenças neurodegenerativas, entre outras26. 

Além dessas aplicações, também apresentou atividade antimicrobiana contra E. 

faecalis, tanto em células planctônicas como em biofilme, em baixas concentrações36 

e contra alguns periodontopatógenos57. Com relação ao potencial de mineralização 

do EGCG, observou-se um efeito estimulatório de células tronco mesenquimais 

derivadas de medula óssea humana em osteoblastos, em células -tronco da polpa 

humana e em células-tronco da papila apical através do aumento da atividade da 

ALP, expressão de genes relacionados ao processo de dentinogênese e formação 

de nódulos de mineralização29,66,16,35,Entretanto, em altas concentrações, o EGCG 

pode resultar em efeitos negativos em células derivadas do osso alveolar de 

humanos43. O EGCG também é capaz de atuar como um modulador anti- 

inflamatório em polpas inflamadas, inibindo a expressão de VEGF e COX-2 em 

células da polpa dentária47, a expressão de citocinas pró-inflamatórias e de 

moléculas de adesão48. 

Outros agentes biológicos, como os peptídeos catiônicos antimicrobianos 

(PCAM) estão sendo avaliados   como agentes desinfectantes em diversos estudos 

na área médica e e atualmente, na odontológica18,20,50,71. Dentre os PCAM, o 

peptídeo catiônico humano (hCAP-18) é a única catelicidina identificada em seres 

humanos isolada primeiramente em grânulos de neutrófilos. hCAP-18 é produzida 

também por células epiteliais do pulmão, intestino, cavidade bucal e trato urogenital, 

sendo encontrada no plasma seminal e plasma sanguíneo. Após a secreção, ocorre 

a quebra de hCAP-18 pela ação de proteases em pequenos fragmentos de 

peptídeos RK-31 e KS-30 e em um peptídeo ativo de cadeia longa LL-37, todos com 

ação antimicrobiana. Esse último fragmento do peptídeo hCAP-18, o LL-37, é um 

modulador multifuncional da imunidade inata, envolvendo a função antibacteriana, 

estímulo de angiogênese, cicatrização cutânea e quimiotaxia de células inflamatórias 

e do sistema imune. LL-37 atenua a produção de citocinas induzidas por LPS e a 

expressão de quimiocinas por fibroblastos31. A ação antimicrobiana de LL-37 está 

relacionada à formação de poros na membrana das bactérias e a lise celular, 

entretanto em altas concentrações (>13μM) pode ser tóxica para as células 

eucarióticas45,73. KR-12 é o menor fragmento com a mesma atividade antimicrobiana 

do seu original LL-3767. Análogos de KR-12 foram propostos por Jacob et al. 28 e 

apresentaram potente ação antimicrobiana contra cepas de S. aureus meticilina- 
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resistentes e mantiveram a ação neutralizante contra LPS, sem causar toxicidade às 

células eucarióticas. Destes, o fragmento KR-12-a5 apresentou a maior atividade 

antiendotóxica, quase similar à do próprio LL-37. Além disso, o KR-12-a5 apresentou 

efeito antimicrobiano sobre microrganismos relacionados com infecções 

endodônticas como Enterococcus faecalis, Streptococcus mutans, Actinomyces 

israelii, Porphyromonas gingivalis, Fusobacterium nucleatum e Candida albicans5. 

Assim, embora existam diversos estudos com peptídeos antimicrobianos e 

flavonoides, pouco se conhece sobre seus efeitos combinados e ainda mais sobre 

microrganismos e células de interesse odontológico, principalmente sobre células 

pulpares. Dessa forma, o presente estudo buscou avaliar o efeito da combinação 

desses agentes sobre marcadores de mineralização em células pulpares 

indiferenciadas da polpa dentária. 
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2 OBJETIVO 

 
O objetivo do estudo foi avaliar in vitro a viabilidade celular e capacidade 

indutora de mineralização dentinária da combinação do peptídeo antimicrobiano KR- 

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

 
3.1 Delineamento do estudo – Flavonoides, peptídeos 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 

peptídeo antimicrobiano: KR-12- a5 (KRIVKLILKWLR) que foi sintetizado e 

caracterizado no laboratório do Prof. Dr. Eduardo Maffud Cilli, no IQ-Araraquara, 

UNESP. A escolha do flavonoide e do peptídeo foi baseada em estudos anteriores 

desenvolvidos pela equipe da orientadora Caiaffa et al.5,6 e Duque et al.16. Esses 

compostos demonstraram isoladamente ação antimicrobiana/antibiofilme 

(principalmente o KR-12-a5), baixa toxicidade e efeito indutor de mineralização em 

células odontoblastóides (principalmente o EGCG). Soluções estoques do flavonoide 

e do peptídeo foram preparadas em água deionizada estéril. Como controle positivo 

foi utilizado o hidróxido de cálcio PA (Biodinâmica, Ibiporã – PR/BR) dissolvido em 

água estéril (1mg/mL) diluído em água estéril. Todos os compostos foram 

esterilizados por filtração em filtro de membrana de 0,22 µm. O peptídeo/flavonoide 

foi testado individualmente ou em combinação, quanto à sua citotoxicidade e 

posteriormente analisadas suas propriedades indutoras de mineralização para futura 

intenção de aplicação em endodontia regenerativa. As concentrações que foram 

utilizadas seguem abaixo, e são referentes à 10X a Concentração Inibitória Mínima 

(CIM), obtida em estudos anteriores desenvolvidos pela equipe da orientadora5,7. 

Grupos experimentais: 
 

Hidróxido de cálcio - Diluições seriadas abaixo de 0,6mg/mL 

 
EGCG - Diluições seriadas abaixo de 0,6 mg/mL 

 
KR-12-a5 - Diluições seriadas abaixo de 0,6mg/mL 

 
EGCG + KR-12-a5 – Foram combinadas as concentrações que obtiveram 

melhor desempenho nos ensaios de viabilidade celular. 

Neste estudo foram realizados os seguintes ensaios experimentais:avaliação da 

viabilidade celular pelo método colorimétrico da Rezasurina, viabilidade celular por 

microscopia de fluorescência DAPI, avaliação da produção de proteína total e fosfatase 

alcalina e avaliação da deposição de nódulos mineralizados, para elucidar foi feito uma 
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linha do tempo mostrando a ordem de todos os ensaios assim como os tempos 

realizados (Figura 1). 

 

                 

 

Figura 1. Linha do tempo dos ensaios realizados; em T0- cultivo das células hDPC por 24h; 

T1- Adição 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- Avaliação da 

viabilidade celular, nódulos de mineralização, produção de proteína total e fosfatase alcalina; 

T6- Avaliação da viabilidade celular e deposição de nódulos de mineralização. 
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3.2 Caracterização das hDPC através de marcação por imunofluorescência 

para os marcadores STRO-1 e CD-146 

Depois de atingir 80-90% de confluência, a cultura de hDPC foi expandida e as 

células na sexta passagem foram semeadas em placas de 24 poços (80% de 

confluência) e submetido a ensaio de imunofluorescência para os marcadores de 

células-tronco STRO-1 e CD-146. Em resumo, as células foram fixadas em 

paraformaldeído tamponado a 4%, então 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 primários (1:50; 

Santa Cruz Biotechnology) 4° C por 12h , seguido de incubação por 1h com 

anticorpo secundário conjugado com FITC (isotiocianato de fluoresceína. 1:1000; 

Santa Cruz Biotecnologia) à temperatura ambiente. Depois disso, as células foram 

incubados com Hoechst (1: 5000; Invitrogen San Francisco, CA, EUA) para contra- 

fluorescência 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 Ciências)58. 

 

 
3.3 Avaliação da viabilidade celular 

 
Ensaios de viabilidade celular (este ensaio foi realizado para selecionar as 

concentrações viáveis para serem utilizadas nos ensaios de indução de 

mineralização) 

Os ensaios de cultura de células foram adaptados de Karanxha et al.32. Para o 

protocolo de obtenção das células de polpa dental humanas foram utilizados dentes 

hígidos recentemente extraídos, devido indicação profissional, de pacientes adultos 

livres de doenças sistêmicas. A doação dos dentes e a autorização foram feitas pelo 

paciente através da assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 

devidamente aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Faculdade de 

Odontologia de Araçatuba – 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 condições 
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assépticas, estes foram abertos para remoção da polpa dentária com auxílio de 

limas endodônticas (Dentsply Maillefer, Ballaigues, Suíça). O tecido coletado foi 

fragmentado até que as amostras ficassem com aproximadamente 1 mm de 

espessura. Após a fragmentação foi realizada centrifugação a 200 xg/ 5minutos em 

temperatura ambiente e os fragmentos foram ressuspendidos, colocados em frascos 

para cultura de 25 cm2 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 alcançassem a 

confluência com trocas de meio a cada 2-3 dias. Após atingir a confluência de 

aproximadamente 100% as células foram replicadas utilizando tripsina EDTA 

(SigmaAldrich, St Louis, Missouri, USA). A utilização das células para os ensaios 

ocorreu a partir da 4ª 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 

peptídeos/flavonoides isolados ou em combinação e como controle dos experimentos 

foram utilizados o meio de cultura contendo diluente dos compostos (água ou 

DMSO) e solução de hidróxido de cálcio (1mg/mL). As hDPC foram cultivadas em 

meio de cultura α- MEM (Minimum Essential Medium Eagle Alpha) suplementado com 

soro fetal bovino (SFB) a 10% (Gibco), 1% de solução de penicilina/estreptomicina 

(Gibco) e incubadas em estufa contendo 5% de CO2 a 37ºC, sendo subcultivadas a 

cada 2-3 dias. As células foram semeadas (1,5 X 103 células/ por poço) e pré- 

incubadas por 24h. Em seguida, as células foram expostas a concentrações pré- 

determinadas dos peptídeos/flavonoides diluídos em meio osteogênico (α-MEM 

contendo 10% SFB, suplementado com 5nM de β-glicerofosfato e 50 μg/mL de ácido 

ascórbico e 180 μL / 100 mL de KH2PO4) de forma contínua por 24h, 48h e 72h. O 

metabolismo celular foi avaliado pelo ensaio colorimétrico com resazurina (Sigma- 

Aldrich). Este método permite determinar a respiração celular (mitocondrial), 

considerando a taxa metabólica das células, permitindo monitoramento contínuo das 

culturas. Após os períodos de incubação, o meio de cultura foi aspirado e substituído 

por 180µL de DMEM e 20µL de solução de resazurina (70 µM) e as células foram 

incubadas a 37°C durante 4h. Após a incubação, 100µL do meio de cultura com 
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solução de resazurina foi transferido para uma nova placa de microtitulação para a 

leitura da fluorescência em uma absorbância de 570 e 600 nm (Synergy H1, BioTek, 

Winooski, VT, USA), foi utilizado a resazurina pura como branco. Determinadas as 

concentrações não citotóxicas, os ensaios subsequentes serão realizados 

submetendo as células a não mais que duas concentrações de cada 

peptídeo/flavonoide ou combinação. 

3.4 Microscopia de fluorescência (DAPI) 

 
Para completar a análise de viabilidade celular, um ensaio de microscopia de 

fluorescência 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 células foram expostas aos compostos 

isolados e nas combinações 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 50µL de PBS, e 

então foram fixadas com 50µm de formaldeído a 3,7% em PBS 1x por 30 minutos, 

em estufa a 37 °C. Em seguida, foi realizada a aspiração do agente fixador, e as 

células foram coradas com 80µL de DAPI a 100µg/mL por 5 minutos, em 

temperatura ambiente. Após esse período, o corante DAPI foi removido e as células 

lavadas com 50µL PBS, para análise posterior em microscópio de fluorescência. As 

células foram fotografadas e também foi quantificado o número de células coradas 

nas imagens obtidas/área. Cada imagem foi dividida em 4 áreas idênticas e foi 

contado o número de células/área. 

3.5 Produção de proteína total (TP) e de fosfatase alcalina (ALP) 

 
A produção de proteína total foi realizada em paralelo com o ensaio de 

fosfatase alcalina de acordo com Soares et al.59. O peptídeo e o flavonoide, isolados 

e/ou combinados e controles com concentrações pré-determinadas foram inseridos 

diariamente em meio osteogênico (α-MEM com 10% de Soro fetal bovino, 

suplementado com 50 ug/mL ácido ascórbico e 10 nmol/L β- glicerofosfato; Sigma 

/AldrichCorp ) até completar 13 dias. A produção de proteína total foi calculada a 

partir de uma curva padrão utilizando albumina de soro bovino (BSA) em 

concentrações pré- determinadas e expressas em mg/mL. O ensaio de 

fosfatase 
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alcalina (ALP) foi realizado seguindo as instruções do fabricante do kit ALP (Labtest 

Diagnóstico S.A., Lagoa Santa, MG, Brasil) e absorbância foi medida a 590 nm com 

um espectofotômetro (Synergy H1). A atividade de ALP foi calculada através de uma 

curva padrão utilizando concentrações conhecidas de enzimas. Os dados finais de 

ALP foram normalizados pelos valores obtidos para proteína total, em U/mL 

proteína. 

3.6 Indução de mineralização em células pulpares indiferenciadas (hDPC) 

 
Formação de nódulos mineralizados 13 e 21 dias/ Viabilidade celular 13 e 21 

dias 

Os ensaios foram conduzidos com os compostos isolados e combinados até 

completar 13 e 21 dias onde a viabilidade celular foi monitorada pelo ensaio de 

resazurina e a mineralização foi avaliada por coloração com vermelho de alizarina S 

(Sigma-Aldrich), de acordo com Soares et al.59. Em resumo, 40mmol/L de vermelho 

de alizarina S foi preparado em água destilada, ajustado à um pH de 4,2 com 

hidróxido de amônia, e, em seguida, aplicado às células durante 10 minutos à 

temperatura ambiente com agitação suave. As células foram, em seguida, lavadas 

com água destilada e deixadas secando. Imagens da cultura corada com vermelho 

de alizarina S foram obtidas utilizando microscópio invertido e a intensidade da 

coloração foi analisada utilizando um programa de análise de imagem, o programa 

Image J 1.48 (NIH, Bethesda, MA, USA). Após obtenção das imagens, 10% de 

cloreto de cetilpiridínio em PBS foi adicionado aos poços (500 µL) e deixados sob 

agitação por 15 minutos. Três alíquotas de 100 µL de cada poço 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 Análise estatística 
 

Os dados foram analisados no programa estatístico SPSS (SPSS GmbH, 

Munich, Germany). Os valores dos dados apresentaram distribuição normal 

(homogeneidade) e as variáveis foram submetidas à análise de variância seguida 

pelo Teste de Tukey (p<0.05). Todas as análises foram realizadas com limite de 

significância de 5%.   
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4 RESULTADOS 
 

4.1 Caracterização das hDPC através de marcação por imunofluorescência 

para os marcadores STRO-1 e CD-146 

 

Imagens de imunofluorescência para os marcadores de células-tronco STRO- 

1 e CD-146 (x20) A Fluorescência verde (corante FITC) indica células coradas 

positivamente para os marcadores e a fluorescência azul indica os núcleos das 

células (corante Hoescht). 

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

 
4.2 Avaliação da viabilidade celular 

 
Inicialmente, as células foram expostas aos compostos isolados EGCG, KR- 

12-a5 e hidróxido de cálcio (HC – material controle utilizado em Endodontia) em 

concentrações pré-determinadas para os períodos de 24, 48 e 72 horas e a avaliação 

foi realizada pelo método da resazurina. Os resultados são apresentados na figura 1. 

No período de 24 horas, as concentrações abaixo de 0,037 mg/mL promoveram uma 

viabilidade celular de mais de 80% para todos os compostos. Para o tratamento no 

período de 48 horas, todos os compostos isolados foram citocompatíveis em 
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concentrações abaixo de 0,018 mg/mL. Por fim, no período de 72 horas foi possível 

observar a viabilidade celular acima de 80% nos casos em que as concentrações se 

se encontravam abaixo de 0,009 mg/mL e as concentrações mais altas 

apresentaram citotoxicidade nesse período. 

A análise dos compostos combinados de EGCG + KR-12-a5 em 

concentrações pré-determinadas nos períodos de 24, 48, 72 horas também foi 

realizada e os resultados obtidos são apresentados na figura 2. Nas primeiras 24h é 

possível observar que apenas a combinação de KR-12-a5 de 0,037mg/mL + EGCG 

de 0,075mg/mL promoveu viabilidade celular de aproximadamente 70% e as demais 

combinações obtiveram resultados acima de 80% de viabilidade. Para o período de 

48 e 72 h apenas as concentrações 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 concentrações das 

substâncias combinadas apresentaram uma viabilidade abaixo de 80%. Diante dos 

resultados expostos, as concentrações 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 mineralização. 

 

Figura 2. Média (DP) da porcentagem de células viáveis (hDPC) após 24h, 48h e 72h de 
exposiçãoaoscompostos isolados. Valores das concentrações dos compostos em mg/mL. 
A Letras maiúsculas diferentes mostram diferença estatística entre os grupos, considerando 
omesmo tempo, segundo ANOVA e o teste de Tukey (p<0,05). 

* Símbolos diferentes mostram diferença estatística entre os tempos, considerando o 
mesmo grupo, segundo ANOVA e teste de Tukey (p<0,05). 
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TEMPO DE 

TRATAMENTO 

48 horas 

Concentrações: Concentrações: 

COMPOSTOS ISOLADOS COMPOSTOS COMBINADOS 

(KR12-a5; EGCG e Hidróxido de Cálcio) (KR-12-a5 + EGCG) 

KR 0,009 + KR 0,004 

0,019 mg/mL 0,009 mg/mL 

mg/mL mg/mL 

 
 
 

Figura 3. Média (DP) da porcentagem de células viáveis (hDPC) após 24h, 48h e 72h de 

exposição aos compostos combinados. Valores das concentrações dos compostos em 

mg/mL. 
A Letras maiúsculas diferentes mostram diferença estatística entre os grupos, considerando 

omesmo tempo, segundo ANOVA e o teste de Tukey (p<0,05). 

* Símbolos diferentes mostram diferença estatística 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 

concentrações selecionadas para os demais ensaios de mineralização celular são 

mostrados na figura 4: 

 

Figura 4. Tempo de tratamento e concentrações dos compostos isolados e combinados 
selecionados para os próximos ensaios.  
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4.3 Microscopia de fluorescência (DAPI) 

 
Ensaios de microscopia de fluorescência 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 visualização do núcleo das células, além disso o DAPI tem 

maior fotoestabilidade quando comparado aos demais corantes utilizados para 

viabilidade celular8. As células foram expostas aos compostos isolados e nas 

combinações de KR 0,004 + EGCG 0,009 mg/mL e KR-12-a5 0,009 + EGCG 0,019 

mg/mL e foi realizada a análise complementar da viabilidade celular em microscópio 

de fluorescência. As células foram fotografadas e também foi quantificado o número 

de células coradas nas imagens obtidas. 

Os compostos isolados de EGCG, KR-12-a5 e o controle de HC não foram 

capazes de interferirnegativamente na viabilidade celular tanto nas concentrações 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 quantificação das células que foram coradas, KR-12-a5 e o 

EGCG na concentração de 0,009 mg/mL foram capazes de expressar mais que 350 

células coradas e na concentração de 0,019 mg/mL expressaram até 350 células 

coradas, o que demonstra que os compostos isolados estimularam a proliferação 

das hDPC. Para o hidróxido de cálcio, não houve diferença estatística do grupo 

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

Para os compostos combinados de EGCG + KR-12-a5 nas concentrações de 

EGCG 0,004 + KR 0,009 mg/mL e EGCG 0,009 + KR 0,019 mg/mL também foi 

possível observar que não houve alteração negativa na viabilidade celular, uma vez 

que houve emissão 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 relação a quantificação de células coradas, as combinações de EGCG 

0,004 + KR 0,009 mg/mL apresentou em média 300 células 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 diferença do controle, demonstrando mais 

uma vez, citocompatibilidade entre os compostos combinados e as células hDPC e 

que houve estímulo na proliferação celular (Figura 8). 
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Figura 5. Imagens representativas de microscopia de fluorescência com o corante DAPI 

mostrando a viabilidade das células hDPC após tratamento com os 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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0,004 + 0,009 0,009 + 0,019 

A B 

Figura 6. Quantificação de células coradas por DAPI para analisar a viabilidade das células 

hDPC após tratamento com os compostos isolados. aLetras minúsculas diferentes mostram 

diferença estatística entre as concentrações, considerando cada composto isoladamente, 

segundo os testes de ANOVA e Tukey (p<0,05). Houve estímulo na proliferação celular 

pelos compostos EGCG e KR-12-a5. 

 
 
 

 

 

 

KR + EGCG 
 
 
 

 

Figura 7. Imagens representativa de microscopia de fluorescência com corante DAPI 

mostrando a viabilidade das células hDPC após tratamento com os compostos combinados. 

Em A- KR 0,004 + EGCG0,009 mg/mL; em B- KR 0,009 + 0,019 mg/mL. 

 
 
 

Figura 8. Quantificação de células coradas por DAPI mostrando a viabilidade das células 

hDPC após tratamento com os compostos combinados. aLetras minúsculas diferentes 

mostram diferença estatística entre as concentrações, considerando cada composto 

isoladamente, segundo os testes de ANOVA e Tukey (p<0,05).Houve estímulo na 

proliferação celular pelos compostos combinados. 
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4.4 Produção de proteína total (PT) e de fosfatase alcalina (ALP) 

 
A produção de proteína total (PT) e de fosfatase alcalina (ALP) das células 

hDPC foi analisada no período de 13 dias para os compostos isolados e combinados 

de EGCG, KR-12-a5 e hidróxido de cálcio (HC) e o gráfico apresentado em 

%ALP/%PT, já 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 

concentrações de 0,019 e 0,009 mg/mL e EGCG a 0,019 mg/mL, que diferiram 

positivamente do grupo controle meio osteogênico. Para KR-12-a5 na concentração 

de 0,019mg/mL e EGCG na concentração de 0,009 mg/mL, a expressão da 

fosfatase alcalina foi semelhante ao grupo controle, pois não houve diferença 

estatística 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 osteogênico, demonstrando diferença 

estatística significante. 

 

Figura 9. Atividade da fosfatase alcalina das células hDPC após tratamento com os 

compostos isolados por 48h e avaliação após 13 dias. Os dados foram normalizados pela 

produção de proteína total (PT) sendo apresentados em %ALP/%PT. aLetras minúsculas 

diferentes mostram diferença estatística entre as concentrações, considerando cada 
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composto isoladamente, segundo os testes de ANOVA e Tukey (p<0,05). * diferença 

estatística quando comparada ao controle (meio osteogênico), segundo ANOVA e Teste de 

Tukey, p<0.05. 

 

 
 

Figura 10. Atividade da fosfatase alcalina das células hDPC após tratamento com os 

compostoscombinados por 48h e avaliação após 13 dias. Os dados foram normalizados pela 

produção de proteína total (PT) sendo apresentados em %ALP/%PT. aLetras minúsculas 

diferentes mostram diferença estatística entre as concentrações, considerando cada 

composto isoladamente, segundo os testes de ANOVA e Tukey (p<0,05). * diferença 

estatística quando comparada ao controle (meio osteogênico), segundo ANOVA e Teste de 

Tukey, p<0.05. 

 
 

4.5 Formação de nódulos mineralizdos 13 e 21 dias/ Viabilidade celular 13 e 21 

dias 

A viabilidade celular também foi monitorada para este ensaio de formação de 

nódulos mineralizados por 13 e 21 dias. Como representado na figura 11, a 

viabilidade das hDPCs não foi afetada nos dois tempos avaliados – 13 e 21 dias. No 

tempo de 13 dias, a formação de nódulos mineralizados de todos os compostos 

isolados foi semelhante ao grupo controle, não apresentando diferença estatística 

entre os grupos. Porém, em 21 dias, EGCG e hidróxido de cálcio (HC) em ambas 

concentrações de 0,009 e 0,019 mg/mL estimularam maior formação de nódulos 

mineralizados quando comparados ao controle de meio osteogênico, e 
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consequentemente tiveram significante efeito indutor de mineralização sobre hDPC 

(figura 12). Isso confirma que o flavonoide EGCG apresenta propriedade de indução 

celular, com efeito sobre a mineralização. 

Os compostos combinados não influenciaram negativamente na viabilidade 

celular nas concentrações e tempos avaliados (figura 13). Os compostos 

combinados apresentaram formação de nódulos mineralizados, porém não foram 

capazes de apresentar diferença estatística comparado ao grupo controle, no tempo 

de 13 dias. Por outro lado, no período de 21 dias ambas as combinações propostas 

de KR-12-a5 e EGCG apresentaram maior formação de nódulos diferindo 

estatisticamentedo controle de meio α-MEM osteogênico (figura 14). 
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Figura 11. Viabilidade das células hDPC após tratamento com os compostos isolados por 

48 horas e monitoramento dessa viabilidade por 13 e 21 dias, obtida por meio de ensaios de 

resazurina. 

a Letras diferentes mostram diferença estatística entre os grupos, segundo ANOVA e Teste 

de Tukey, p<0.05. 
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Figura 12. Quantificação dos nódulos de mineralização formados por 13 e 21 dias após 

tratamento com os compostos isolados por 48h. aLetras diferentes mostram diferença 

estatística entre os grupos, segundo ANOVA e Teste de Tukey (p<0.05). 
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Figura 13. Viabilidade das células hDPC após tratamento com os compostos combinados 

por 48 horase monitoramento dessa viabilidade por 13 e 21 dias, obtida por meio de ensaios 

de resazurina. a Letras diferentes mostram diferença estatística entre os grupos, segundo 

ANOVA e Teste de Tukey(p<0.05). 
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Figura 14. Quantificação dos nódulos de mineralização formados por 13 e 21 dias apóstratamento 

com os compostos combinados por 48 h. a Letras diferentes mostram diferença estatística entre 

os grupos, segundo ANOVA e Teste de Tukey (p<0.05) 
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5 DISCUSSÃO 
 

Neste estudo foi possível observar que as concentrações mais baixas dos 

compostos isolados e combinados apresentaram valores citocompatíveis acima de 

80%de viabilidade sobre hDPC, e as concentrações mais altas foram mais citotóxicas, 

reduzindo o metabolismo celular. Mah et al.41 mostraram que, em altas 

concentrações, o EGCG pode resultar em efeitos negativos em células derivadas do 

osso alveolar de humanos, porém, em concentrações 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 concentrações 

dos compostos isolados ou combinados não apresentaram citotoxicidade, porém em 

períodos mais longos, como de 72 horas, os compostos ficaram maior tempo em 

contato com as células pulpares e houve maior interferência no metabolismo celular, e 

as concentrações mais baixas foram citocompatíveis nesse período. Caiaffa et al.6 

mostraram que o tratamento de 24h com o peptídeo LL-37 não afetou a viabilidade 

celular de células semelhantes a odontoblastos (MDPC-23) em concentrações abaixo 

de 62,5 μg/mL e que para KR-12-a5 a viabilidade celular foi afetada acima de 31,25 

μg/mL. 

No estudo corrente, os compostos isolados nas concentrações abaixo de 

0,037mg/mL, no período de 24 h, não foram citotóxicos (viabilidade acima de 80%, 

conforme Normas ISO 10993- 12-2012). Para o período de 48h, as concentrações 

não citotóxicas foram abaixo de 0,018 mg/mL, promovendo viabilidade maior que 

80%. Enquanto em 72 h, somente os compostos com concentrações abaixo de 0,009 

mg/mL foram citocompatíveis. Para os compostos combinados de KR-12-a5 + EGCG 

no período de 24 horas, a maioria das concentrações apresentaram bons resultados 

de viabilidade celular. Para os períodos de 48 e 72 h, as únicas combinações que 

não 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 associação de 

peptídeos e flavonoides. Um estudo de Bedran et al.39 usando um modelo de co- 

cultura 3D de células epiteliais gengivais (OBA-9) e fibroblastos (HGF-1) mostraram 

que EGCG (1 µg/mL) e LL-37 (0,05 µM) no tempo de 24 h foram citocompatíveis e 

reduziram individualmente a secreção de mediadores inflamatórios. Além disso, a 

combinação de EGCG e LL-37 também foi capaz de inibir sinergicamente a secreção 
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de citocinas inflamatórias, apresentando citocompatibilidade. A faixa de 

concentração de KR-12-a5 de 0-64 µg/mL foi avaliada em estudo de Liu et al.37 e o 

peptídeo não foi citotóxico para as células mesenquimais da medula óssea humana 

(HBMSCs), mas pôde efetivamente eliminar vários patógenos, mostrando o potencial 

antimicrobiano do KR-12-a5. Em um dos trabalhos do nosso grupo de pesquisa, a 

combinação de EGCG e KR-12-a5 aumentou a viabilidade celular de fibroblastos 

gengivais humanos primários (HGF-1) e a migração celular, enquanto diminuiu a 

secreção de citocinas por fibroblastos estimulados por lipopolissacarídeos (LPS)6. 

A escolha da concentração mais alta da combinação de KR-12-a5 0,009+ 

EGCG 0,018 mg/mL foi a única exceção para os próximos testes. Embora estes 

compostos combinados promoveram viabilidade celular de aproximadamente 70%, a 

justificativa para a escolha dessas concentrações foi baseada em estudos anteriores 

desenvolvidos por Caiaffa et al.5,6,7 Nesses estudos, essas concentrações 

aproximam-se daquelas que apresentaram efeito antimicrobiano. Assim, se essas 

concentrações tivessem efeitos positivos sobre as células hDPC nas concentrações 

que tem efeito antimicrobiano, seriam interessantes para o desenvolvimento de um 

princípio ativo com múltiplas propriedades e consequentemente sendo válido para 

aplicação endodôntica. Outra justificativa plausível é que esses compostos nessas 

concentrações quando isolados apresentaram citocompatibilidade (viabilidade acima 

de 80%) sobre as hDPC. 

O ensaio de microscopia de fluorescência 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 

já utlizados na literatura8. As células foram expostas aos compostos isolados de KR- 

12-a5 e EGCG e suas combinações 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 os compostos 

isolados e combinados não afetaram a viabilidade celular, apresentando 

citocompatibilidade sobre as células hDPC, além de terem estimulado a proliferação 

celular. 
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No presente estudo, o período analisado de 13 dias demonstrou que o EGCG 

isolado na concentração de 0,019 mg/mL e o controle positivo de hidróxido de cálcio 

(HC) nas concentrações de 0,009 e 0,019 mg/mL foram capazes de expressar maior 

atividade de fosfatase alcalina (ALP). Enquanto para este mesmo ensaio, 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,com diferença estatística significante comparada ao grupo controle 

de meio osteogênico. A síntese de ALP está envolvida na sinalização e 

diferenciação celular, iniciando o processo de deposição da matriz extracelular e 

mineralização12,16. A expressão da ALP também é responsável por regular os genes 

osteogênicos, levando a diferenciação osteogênica e formação de nódulos 

mineralizados28, através do fornecimento de fosfato na fase de citodiferenciação2. 

O resultado obtido pelo EGCG pode ser justificado pelo efeito indutor da 

mineralização que esse flavonoide apresenta, evidenciado pelo aumento da 

atividade da fosfatase alcalina, a produção de proteínas e de nódulos de 

mineralização. O EGCG aumenta drasticamente a expressão da ALP e formação de 

nódulos mineralizados, principalmente em concentrações de 5µm do flavonoide, 

indicando seu potente papel na osteogênese e que sua ação é dose- 

dependente28,41. Portanto, a aplicação clínica de EGCG em uma concentração 

apropriada pode estimular a atividade celular dos osteoblastos, enquanto em 

concentrações muito altas pode suprimir41. Em um estudo, Liu et al.37, demonstraram 

que o EGCG pode promover a indução de osteogênese a partir de células do 

ligamento periodontal humano (hPDLCs) de maneira dose-dependente, com 

concentrações de 4 e 6 µM de EGCG, mostrando potencial osteogênico sem causar 

citotoxicidade. Estudo recente mostrou o efeito do EGCG sobre células 

indiferenciadas da papila dentária (SCAPs) e EGCG (1 ou 10 μM) promoveu a 

proliferação de SCAPs, aumentou a atividade da fosfatase alcalina e a deposição 

mineral, e aumentou a expressão de marcadores osteo-/odontogênicos, incluindo 

sialofosfoproteína dentinária (Dspp), proteína da matriz dentinária-1 (Dmp-1), osso 

sialoproteína (Bsp) e colágeno tipo I (Col1), juntamente com a expressão elevada de 

BMP2 e nível de fosforilação de Smad1/5/9 (p < 0,01). EGCG em concentrações 

abaixo de 10 μM não teve influência significativa na migração celular38. 
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O KR-12-a5 isolado não demonstrou significante ação na mineralização, mas 

sua escolha no estudo é justificada uma vez que este peptídeo possui uma potente 

ação antimicrobiana e antiendotóxica17, sendo uma ação muito importante quando 

se trata de um princípio ativo para medicação intracanal. O peptídeo atua contra 

espécies bacterianas orais destruindo a membrana celular, levando a lise celular e 

consequente morte celular, além disso também tem ação de ligação e neutralização 

contra o LPS. Foi selecionado o análago KR-12-a5 em detrimento do LL-37, por sua 

maior eficácia e por possuir uma cadeia mais curta e efetivamente ter um custo mais 

baixo22. 

Embora a combinação de KR-12-a5 e EGCG tenha mostrado efeito 

interessante sobre os marcadores de mineralização em células pulpares 

indiferenciadas, deve-se considerar as limitações de um estudo in vitro e da 

necessidade de realizar outros ensaios complementares. Nosso grupo de pesquisa 

está analisando a expressão de proteínas envolvidas na dentinogênese, buscando 

entender os mecanismos de ação desses compostos isolados e em associação. 

Além disso, ambos os produtos apresentam limitações quanto a sua degradação 

rápida na cavidade bucal, se não inseridos em um sistema de liberação de 

medicamentos ou scaffolds, como também está 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 medicação em 

Endodontia. 
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7 CONCLUSÃO 

 

 
Pode-se concluir que a associação de KR-12-a5 e o flavonoide EGCG foi 

benéfica, uma vez que em baixas concentrações não causou citotoxicidade e induziu 

a expressão de marcadores de mineralização, como fosfatase alcalina e a formação 

de nódulos mineralizados. Dessa forma, esses compostos poderiam ser uma 

alternativa natural promissora de princípio ativo para medicação intracanal. 
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