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RESUMO 

 

Terapias regenerativas recentes como a revascularização pulpar vem ganhando 

espaço na endodontia em dentes permanentes imaturos. Porém o uso das 

medicações difundidas para técnica como a pasta dupla antibiótica (DAP) contendo 

metronidazol (MTZ) e ciprofloxaxino (CIP) ou tripla antibiótica (TAP) contendo CIP, 

MTZ e minociclina pode causar resistência, citotoxicidade e manchamento dentinário. 

Em contrapartida, peptídeos de defesa do hospedeiro (PDHs) podem apresentar 

atividade antimicrobiana e imunomodulatória, surgindo como uma opção para a 

revascularização pulpar. Desta forma, este estudo objetivou avaliar o potencial 

antimicrobiano e imunomodulador de peptideos sintéticos (DJK-6, IDR-1018, IDR-

1002 e LL-37), comparados à TAP e DAP em um modelo de infecção endodôntica in 

vitro. O estudo foi dividido em 3 etapas: (1) avaliação do potencial antimicrobiano dos 

fármacos de TAP e DAP (sozinhos ou em combinação) e dos PDHs contra as 

bactérias Staphylococcus aures (S.a.) e Enterococcus faecalis (E.f.) e o potencial 

sinérgico do CIP juntamente com IDR-1002; (2) comparação das concentrações 

encontradas neste estudo com as concentrações clínicas de TAP e DAP, através da 

viabilidade celular por MTT e produção de óxido nítrico (NO) pela reação de Griess, 

em linhagem de macrófagos RAW 264.7 e fibroblastos L929; (3) avaliação 

imunomodulatória, pela produção das citocinas IL-1α, IL-6, IL-12 e IL-10 e fator de 

necrose tumoral (TNF-α), por ELISA, além do NO em RAW 264.7 (RAW) e da IL-6 e 

NO em L929, com ou sem o recombinante de interferon gama (rIFN-γ) e antígenos 

mortos pelo calor (heat killed - HK)-S.a. ou HK-E.f. Na primeira etapa, o CIP se 

apresentou como o melhor antimicrobiano presente nas pastas e o IDR-1002, como o 

melhor PDH. Ademais, a combinação entre CIP e IDR-1002 apresentou ação 

sinérgica. A viabilidade celular não foi reduzida por nenhum dos grupos e TAP 

estimulou a produção de NO em RAW. Finalmente o PDH LL-37 reduziu 

significamente a viabilidade de células L929 e TAP, a viabilidade de RAW. Na 

ausência de estímulos antigênicos, TAP e DAP apresentaram um perfil pró-

inflamatório na ausência dos estímulos antigênicos, aumentando na produção de IL-

1α, TNF-α e IL-6 em células RAW e IL-6 em L929. Na adição dos estímulos 

antigênicos e rIFN-γ, as pastas apresentaram um perfil pró e anti-inflamatório: TAP 

reduziu a produção de IL-1α, IL-12 e IL-6 em RAW e aumentou TNF-α e NO, e a DAP 

reduziu a produção de IL-1α, IL-10 e IL-6 em RAW e aumentou IL-12. CIP, LL-37, IDR-

1002 e a combinação de CIP com IDR-1002 apresentaram um perfil anti-inflamatório, 

reduzindo principalmente IL-6 e IL-12 na presença dos estímulos antigênicos e rIFN-

γ. Em suma, a combinação sinérgica de CIP com IDR-1002 foi eficaz contra ambas 

bactérias e apresentou um papel anti-inflamatório neste modelo de infecção in vitro, 

podendo surgir como uma opção promissora para aplicações biotecnológicas 

envolvendo a revascularização pulpar. 

Palavras-chave: Revascularização pulpar, TAP, DAP, Staphylococcus aureus, 

Enterococcus faecalis, peptídeos de defesa do hospedeiro. 



 
 

ABSTRACT 

 

 

Recent regenerative therapies such as pulpal revascularization have been diffused in 

endodontics in immature permanent teeth. However, the use of medications such as 

double antibiotic paste (DAP) containing metronidazole (MTZ) and ciprofloxaxin (CIP) 

or triple antibiotic paste (TAP) containing CIP, MTZ and minocycline may cause 

resistance, cytotoxicity and dentin discoloration. On the other hand, host defense 

peptides (HDPs) have antimicrobial and immunomodulatory effects, emerging as an 

option for pulpal revascularization. Thus, the aim of this study was to evaluate the 

antimicrobial and immunomodulatory potential of synthetic peptides (DJK-6, IDR-1018, 

IDR-1002 and LL-37) compared to TAP and DAP, in an in vitro endodontic infection 

model. For this, the study was divided in three stages: (1) antimicrobial potential of 

TAP and DAP drugs (alone or in combination) and HDPs against the bacteria 

Staphylococcus aures (S.a.) and Enterococcus faecalis (E.f.) and the synergistic 

potential of CIP and IDR-1002; (2) comparison of the findings of this study  with TAP 

and DAP clinical concentrations, through cell viability by MTT and nitric oxide (NO) 

production by the Griess reaction, in RAW 264.7 macrophages and L929 fibroblasts; 

(3) immunomodulatory stage, by the evaluation of cytokines by ELISA: IL-1α, IL-6, IL-

12, IL-10 and tumor necrosis factor (TNF-α), as well as NO in RAW 264.7 (RAW) and 

IL-6 and NO, in L929 with or without the recombinant interferon gamma (rIFN-γ) and 

heat killed antigens HK-S.a. or HK-E.f. In the first stage, CIP presented the best 

antimicrobial activity comparing to TAP and DAP containing antibiotics and IDR-1002, 

the best HDP. In addition, the combination between CIP and IDR-1002 was synergistic. 

The viability was not reduced by any groups and TAP stimulated NO production in 

RAW cells. Finally, LL-37 significantly reduced the viability of L929 and TAP, the RAW 

viability. Without any antigenic stimuli, TAP and DAP presented a pro-inflammatory 

profile up regulating IL-1α, TNF-α and IL-6 in RAW and IL-6, in L929. However, the 

addition of antigenic stimuli and rIFN-γ, TAP and DAP presented pro and anti-

inflammatory profile reducing IL-1α, IL-12 and IL-6 in RAW and increasing TNF-α and 

NO, and reducing IL-1α, IL-10 and IL-6 in RAW and increasing IL-12. CIP, LL-37, IDR-

1002 and the combination of CIP with IDR-1002 showed an anti-inflammatory profile, 

mainly reducing IL-6 and IL-12 with antigenic and rIFN-γ stimuli. In conclusion, the 

synergistic combination of CIP with IDR-1002 was effective against both bacteria and 

presented an anti-inflammatory role in this in vitro infection model may emerge as a 

promising option for biotechnological applications involving pulp revascularization. 

 

Keywords: pulp revascularization, TAP, DAP, Enterococcus faecalis, Staphylococcus 

aureus, host defense peptides. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

Terapias regenerativas tem sido difundidas nos últimos anos na endodontia, 

especialmente em dentes permanentes imaturos (1). Tais elementos, apresentam 

paredes de dentina mais finas e ápice aberto, o que dificulta o tratamento químico-

mecânico e obturação do canal radicular (2). Além disso, frente aos insucessos 

causados pelas terapias de apicificação e apicigênese, novas técnicas buscam a 

revascularização do tecido pulpar (3, 4).  

A técnica para busca de revascularização pulpar consiste no acesso ao sistema 

de canais radiculares (SCR), irrigação e subsequente uso de uma medicação 

intracanal, visando a remoção do maior número de microrganismos (5). Sendo 

assim, um ambiente asséptico pode permitir a sobreinstumentação e formação de 

um coágulo sanguíneo, que pode servir como um arcabouço para a construção de 

uma nova polpa (5). Todavia, a medicação padrão-ouro empregada para técnica, 

conhecida como pasta tripla antibiótica TAP (contendo metronidazol, ciprofloxacino 

e minociclina) pode ser citotóxica, causar resistência microbiana, além do 

escurecimento dentinário (6-8). Por conseguinte, a presença de microrganismos 

prevalentes no SCR radiculares como Enterococcus faecalis e Staphylococcus 

aureus, podem desenconrajar a neoformação tecidual (9). 

Diante os casos de insucesso com a TAP, peptídeos de defesa do hospedeiro 

(PDHs) são relatados como biomoléculas com potencial antimicrobiano, 

imunomodulador e regenerativo, podendo emergir como novas medicações 

intracanais para a endodontia (10). O peptídeo DJK-6 por exemplo, pode eliminar o 

biofilme de microrganismos resistentes (11). Por outro lado, os peptídeos 

reguladores da imunidade inata (IDR-1002 e IDR-1018) vêm sendo estudados como 

eficientes imununomoduladores (12). E a catelicidina LL-37 pode atuar sobre uma 

gama de microrganismos, modular a resposta imune inata e induzir o reparo tecidual 

(13). No entanto, apesar de diversas características benéficas relatadas com estas 

biomoléculas, até o momento, a aplicação de PDHs no contexto de revascularização 

pulpar não tem sido explorada. 
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Em vista disso, este trabalho objetivou avaliar o potencial antimicrobiano e 

imunomodulador de PDHs sintéticos (DJK-6, IDR-1018, IDR-1002 e LL-37) em um 

contexto de infecção endodôntica in vitro. A proposta foi criar novas estratégias 

biotecnológicas para os processos de revascularização/regeneração tecidual pulpar. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

 

2.1  ANATOMIA E FISIOLOGIA DE DENTES PERMANTES IMATUROS (DPIS) 

 

 

A polpa pode ser considerada um tecido conjuntivo frouxo, não mineralizado, 

altamente vascularizado e inervado, localizado no interior do dente, na câmara pulpar 

e canais radiculares, sendo circundado por estruturas rígidas, como a dentina (14). O 

tecido pulpar pode ser responsável por proporcionar diversas funções aos outros 

tecidos dentinários, tais como: resposta imunológica, funções sensoriais, nutrição e 

apresenta capacidade de formação e regeneração (15). Em adição, este pode ser 

composto por uma variedade de células, tais como fibroblastos, odontoblastos, células 

vasculares, mesenquimais indiferenciadas, células-tronco da papila apical, células 

inflamatórias, neurônios sensoriais e simpáticos e diversas outras células que podem 

ser essenciais para o fechamento do ápice dentário (16, 17). 

O desenvolvimento dentário tem origem a partir do ectomesênquima, que 

durante diversas fases, dá origem à polpa, ao esmalte, à dentina e ao cemento (18). 

Durante a fase de campânula, o epitélio interno se une ao epitélio externo para a 

formação da raiz, e as células mesenquimais indiferenciadas contribuem para a 

construção do arcabouço pulpar (19). Após a formação da dentina radicular, a bainha 

epitelial de Hertwig (BEH) que envolve a raiz, pode ser interrompida ou perfurada (20). 

O rompimento induz à formação de uma estrutura em forma de malha na BHE que 

permite que as células foliculares dentárias entrem em contato com a superfície 

dentinária da raiz recém-formada (20, 21). As células foliculares dentárias podem se 

diferenciar em cementoblastos e consequentemente em cemento (22). Ao mesmo 

tempo, fibras de colágeno secretadas por células foliculares dentárias podem ser 

incorporadas na nova matriz de cemento que se unem ao ligamento periodontal, 

durante o desenvolvimento dentário (23).  

Posteriormente à diferenciação e alongamento da raiz, o dente permanente 

erupciona na cavidade oral, para estabelecer contatos oclusais, a começar pelos 

incisivos centrais superiores, por volta de 6 anos de idade. Porém, mesmo 

erupcionado, a formação completa da raiz com o fechamento do ápice dentário só 
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acontece depois de 3 a 4 anos (24). Desta forma, por serem dentes ainda em 

formação, se tornam impreteríveis os cuidados com o órgão dentário, uma vez que 

possuem paredes dentinárias mais finas e câmaras pulpares mais amplas (25).   

 Dentre os componentes celulares presentes na polpa, os fibroblastos estão em 

maior número (26). Os fibroblastos oferecem tanto um suporte estrutural, como de 

defesa e podem ser responsáveis por manter a matriz colagenosa e atrair células do 

sistema imunológico como macrófagos, tornando-os ativos para responder à invasão 

bacteriana (27). Os fibroblastos pulpares também atuam na identificação de 

antígenos, produção de citocinas e mediadores pró-inflamatórios, tais como 

interleucina IL-6, IL-8 e fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) (28-30). 

Ademais, outras células como os odontoblastos estão posicionados em uma camada 

única (31). Estas podem ser responsáveis pela síntese e mineralização da matriz 

extracelular (MEC) (32). A diferenciação de odontoblastos implica em diversos fatores, 

tais como a remoção do ciclo celular, polarização de células, criação de um processo 

celular, produção e liberação de colágeno tipo I e diversas proteínas não-colagenosas 

(33). Essas células pulpares estão em contato com a matriz extracelular, que se 

caracteriza como uma cadeia unida de macromoléculas segregadamente extracelular.  

 A cadeia formada pela MEC possui um papel fundamental na estrutura celular, 

regulação no desenvolvimento e diferenciação teciduais (34). As principais moléculas 

da MEC podem ser proteínas não-colagenosas (como por exemplo, tenascina, 

fibronectina, sialoproteína, osteocalcina e osteonectina) e protreoglicanos, 

englobando o sulfato de condroitina, ácido hialurônico, sulfato de fosfolipídeos e de 

heparina (35). A câmara pulpar se mostra altamente vascularizada, possuindo 

capilares, vênulas e arteríolas (36). Os vasos chegam à polpa por meio do forame 

apical e canais acessórios e podem ter ramificações na camada odontoblástica e na 

área rica em capilares, onde ocorrem as maiores trocas metabólicas (37). As células 

pulpares, assim como todas as células do organismo, necessitam do plasma 

sanguíneo e fluido intersticial, para manutenção e desempenho de suas funções vitais 

(38, 39). 

 Quanto à inervação do tecido pulpar, esta pode ser oriunda do nervo trigeminal 

e possui fibras eferentes simpáticas que regulam o fluxo sanguíneo (40). Tais fibras 

seguem o trajeto dos vasos sanguíneos, penetrando pelo forame apical e se 

distribuindo por toda a polpa (41). Dois importantes tipos de fibras mielínicas podem 

estar presentes neste tecido incluindo as do tipo A (delta e beta) e C (42, 43). A maioria 
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das fibras do tipo A se localizam na periferia da polpa e estão concentradas no corno 

pulpar. Já as fibras amielínicas C, se encontram no interior da polpa e se prolongam 

até a região acelular que fica abaixo da camada odontoblástica (44).  

 Ademais, outras células presentes no tecido pulpar como as células-tronco 

pulpares (DSCs) e células-tronco da papila apical (SCAPs) podem originar novas 

células, tais como os adipócitos, células neurais, condrócitos e osteoblastos, sendo 

importantes no processo de regeneração pulpar, formação do ápice dentário e 

também dos processos de regulação de outras células (45, 46). Em relação as 

diferenças entre dentes permanentes maturos e DPIs, estes últimos apresentam 

paredes de dentina mais finas, ápice aberto e câmara pulpar mais ampla (47). Isso 

implica em uma maior susceptibilidade a fraturas e também à invasão de 

microrganismos na câmara pulpar (48). Além disso, DPIs apresentam câmara pulpar 

com maior número de vasos sanguíneos que dentes maduros (49). Um estudo de 

imuno-histoquímica demonstrou uma maior expressão do marcador CD34 em polpas 

de DPIs, do que dentes maturos (50). Este marcador pode estar fortemente 

relacionado com os processos de angiogênese (51). Ademais os DPIs apresentam 

uma maior quantidade de regiões de interação entre tecido epitelial e células 

mesenquimais indiferenciadas, conhecidas como restos epiteliais de Malassez (52). 

DPIs possuem ainda uma maior concentração de SCAPs, que estão diretamente 

relacionadas com o fechamento do ápice dentário (53). 

A polpa possui, entre tantas outras funções, um mecanismo de proteção 

através da resposta imunológica frente a agentes agressores (54). No entanto, a 

presença de antígenos microbianos ou trauma dental nos DPIs podem levar ao 

desenvolvimento de uma resposta inflamatória, que pode evoluir para a necrose (55). 

Frente aos processos de balanço (fisiológico) e desbalanço (patologias pulpares), o 

sistema imunológico pulpar apresenta importante papel, tanto na regulação e 

manutenção do tecido, quanto na proteção e destruição de agentes invasores (56). O 

sistema imunológico pulpar pode ser constituído de células dendríticas, macrófagos, 

linfócitos e uma variedade de células mesenquimais, epiteliais e endoteliais (57). 
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2.2  PATOLOGIAS PULPARES ENVOVENDO DPIS 

 

 

Como mencionado, os principais agentes etiológicos relacionados a necrose 

pulpar em DPI podem ser o trauma ou a cárie dental (58). Em termos mundiais, cerca 

de 20-30% das crianças de até 12 anos já sofreram algum tipo de trauma dentário 

(59). Como uma das possíveis complicações do trauma dental, o tecido pulpar pode 

ser afetado, apresentando como causa o rompimento de vasos sanguíneos e 

consequentemente necrose asséptica por hemorragia (60). Quando uma destas 

lesões afeta a BEH, ou causa uma necrose pulpar, o desenvolvimento da raiz pode 

ser estagnado, aumentando o risco de fraturas (61). Além disso, dentes traumatizados 

podem ser mais susceptíveis à entrada de microrganismos no ambiente pulpar e 

consequentemente, desenvolvimento de uma pulpite irreversível (62).  

Já em relação aos processos cariosos, sabe-se que a constituição da 

microbiota bucal pode ser bastante heterogênea, incluindo espécies bacterianas, 

fúngicas e virais (63). A grande maioria desses microrganismos habita a cavidade oral 

em caráter comensal (64). No que diz respeito à etiologia das infecções bacterianas 

da polpa, estudos demonstram uma maior prevalência de bactérias anaeróbicas, 

estritas e facultativas, durante os processos de patologia pulpar (65, 66). Por se 

encontrarem localizadas entre as camadas de tecidos mineralizados, 

anatomicamente, a concentração de oxigênio no tecido pulpar se torna restrita (67). 

Em adição, a necrose, quando instalada, reduz ainda mais a disponibilidade de 

oxigênio proveniente da circulação sanguínea, inviabilizando assim, a presença de 

bactérias aeróbicas obrigatórias (68).  

As bactérias produtoras de biofilme estão geralmente relacionadas com lesões 

endodônticas (69). O biofilme, portanto, está envolvido ainda nas primeiras etapas do 

mecanismo fisiopatológico da pulpite, que normalmente se inicia com a lesão cariosa 

e progride para a necrose pulpar, lesão perirradicular e perda óssea (69, 70). 

O biofilme pode ser formado quando várias bactérias da mesma espécie se 

unem formando uma colônia e, através dessa interação estimulam a produção e a 

secreção de uma matriz extracelular polimérica responsável por sua defesa a ataques 

físicos ou químicos (71). Essa matriz extracelular circunda todas as células 

bacterianas e sua proteção a agentes antimicrobianos pode ser diretamente 

proporcional a sua espessura (72). 
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A produção do biofilme pode ser mediada por mecanismos de comunicação 

entre as células bacterianas, fenômeno chamado de quorum sensing (73). Através da 

produção de moléculas sinalizadoras, células bacterianas conseguem se comunicar e 

promover respostas uniformes em toda a colônia (74). Fora isso, o biofilme também 

facilita a transferência de genes de resistência entre as bactérias, com a produção de 

bombas de efluxo (74). Embora a relação entre a presença/permanência bacteriana e 

o insucesso terapêutico de tratamentos endodônticos seja bem estabelecida na 

literatura, há divergências quanto a persistência e a virulência de alguns gêneros 

bacterianos (75). Murad e colaboradores, utilizando amostras provenientes de 36 

pacientes que receberam tratamento endodôntico no ano anterior ao estudo e com 

lesão periapical atual, detectaram, através de técnicas de amplificação de DNA, um 

total de 79 espécies bacterianas. Os resultados obtidos sugerem que as espécies 

bacterianas Enterococcus faecium e Staphyloccocus epidermis podem ser mais 

prevalentes em lesões endodônticas. Os autores ainda sugerem que estudos 

relacionados à identificação da microbiota desse tipo de lesão podem ser 

extremamente complicados e que a divergência dos resultados obtidos com outros 

estudos presentes na literatura se deve ao fato de que podem ser empregados 

diferentes métodos analíticos para o sequenciamento e a identificação do material 

genético obtido a partir de amostras (68). 

Apesar disso, o gênero Enterococci ainda pode ser fortemente correlacionado 

com lesões endodônticas (69). Bactérias desse gênero podem ser conhecidas por sua 

resistência antimicrobiana e pela competição com outras espécies bacterianas (76). A 

espécie bacteriana Enterococcus faecalis, que normalmente habita o trato 

gastrointestinal, pode ser comumente encontrada em lesões pulpares e perirraculares 

(77). Esta pode ser classificada como Gram-positiva e anaeróbica facultativa, o que 

lhe dá subsídios para estar presente tanto nas fases iniciais quanto nas fases mais 

avançadas da inflamação. Além disso, por causa de sua forma arredondada a 

penetração pelos túbulos dentinários se torna facilitada. A produção de biofilme 

também pode ser um fator de risco associado à bactéria E. faecalis (78). 

Assim como E. faecalis, a espécie bacteriana Staphylococcus aureus vem se 

demonstrando cada vez mais virulenta e, consequentemente, correlacionada a lesões 

endodônticas (79). A S. aureus também pode ser classificada como uma bactéria 

Gram-positiva e anaeróbica, assim como o E. faecalis. Similarmente, a S. aureus 
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possui um arcabouço esférico que facilita sua passagem pelos túbulos dentinários. 

Além disso, a S. aureus, também pode ser uma bactéria produtora de biofilme (80).  

A presença dos microrganismos presentes no sistema de canais radiculares de 

DPIs foi avaliada, e mesmo depois da utilização de diversas medicações intracanais 

(9). As espécies mais comumente encontradas foram Actinomyces naeslundii, 

Porphynomonas endotalis, Fusobacterium nucleatum e E. faecalis (9). 

O tecido pulpar por ser circundado por estrutura dentinária rígida, apresenta 

alguma dificuldade para o acesso microbiano (81). Uma vez que esse complexo pode 

ser violado, a polpa está sujeita a sofrer invasões, o que resulta em respostas 

inflamatórias de diferentes níveis (56). A inflamação no tecido pulpar pode ser 

complexa, devido a conformação anatômica que a mesma se encontra (14). 

 A imunidade inata pulpar apresenta-se como a primeira reação do organismo 

frente a agentes infecciosos, possuindo um papel fundamental na identificação de 

antígenos (82). Esta pode atuar de forma inespecífica frente a qualquer agente 

infeccioso (83). Ademais, ela desenvolve uma forte reação inflamatória, envolvendo 

diversas células que chegam por meio da circulação sanguínea a fim de eliminar os 

agentes infecciosos (57). A polpa pode ser um tecido que, mesmo em condições 

normais, possui uma pressão devido a presença do líquido intersticial (57). Esse fluido 

originado do plasma pode ser rico em imunoglobulinas, proteínas do soro e 

mediadores inflamatórios, como quimiocinas e citocinas (84).  

Através do reconhecimento de antígenos presentes neste tecido, diversas 

células como neutrófilos, macrófagos, células dendríticas, fibroblastos e células 

endoteliais produzem uma série de citocinas, tais como as interleucinas IL-8, IL-1α, 

IL,6, IL-12 e o fator de necrose tumoral alfa (TNF-α) (85-87). Estas citocinas estão 

diretamente envolvidas com a dilatação dos vasos sanguíneos pulpares, aumento da 

permeabilidade vascular, quimotaxia, ativação, modulação da resposta imune 

adaptativa e exacerbação da inflamação (88, 89). Ademais a produção de espécies 

reativas de oxigênio, como o radical livre gasoso óxido nítrico indutível (NO), pode ser 

capaz de contribuir para a destruição dos patógenos, pela sua ação oxidativa (90). 

Quando a inflamação em estágio avançado atinge o tecido pulpar, se torna 

difícil para o mesmo reverter o quadro (91). Durante esse processo, as fibras nervosas 

presentes neste tecido expressam neuropeptídeos, tais como a substancia P (SP), o 

peptídeo relacionado com o gene da calcitonina (CGRP), o neuropeptídeo K (NK), 

neuroquinina A (NKA), neuropeptídeo Y (NPY), polipeptídeo intestinal vasoativo (VIP), 
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somatostaina, secretoneurina e galanina (92-94). Esses neuropeptídeos podem ser 

responsáveis pela regulação do fluxo sanguíneo, aumento da permeabilidade 

vascular, vasodilatação e as alterações patológicas, observadas clinicamente pelos 

sintomas de dor (95). A síntese destes mediadores não só degrada o tecido pulpar, 

como também o impossibilita de recrutar células-tronco para o local (96).  

A inflamação crônica da polpa, pode ser caracterizada pela presença de 

linfócitos B, células do plasma e infiltrado de linfócitos T, com predominância dos 

CD4+ sobre os CD8+ (97). Os linfócitos do tipo Th1 promovem uma resposta mediada 

por interferon gama (IFN)-γ, TNF-, IL-2 e IL-12 o que determina uma resposta pró-

inflamatória e consequentemente leva à destruição do tecido (98). Enquanto que a 

resposta do tipo Th2 tem associação com IL-13, IL-10, IL-5 e IL-6, que estão 

relacionadas com uma resposta anti-inflamatória (99). Altos níveis de TNF-α e IL-1-α 

promovem a liberação de mediadores inflamatórios e quimiocinas que intensificam  a 

resposta (100). O IFN-γ ativa macrófagos, aumentando ainda mais a inflamação (101). 

O perfil Th17, também presente nas infecções pulpares crônicas, está envolvido com 

a liberação de IL-17 e fator de crescimento e transformação (TGF)-β (102, 103). 

Ademais, Th17 está envolvido com a ativação do receptor do ligante nuclear kappa-B 

(RANKL), um estimulador de osteoclastos (104). 

Nesse momento, os macrófagos desempenham um papel fundamental, 

polarizando em M1 (função pró-inflamatória) ou M2 (pró-resolução) (105). Estas 

células se diferenciam a partir de monócitos e podem se polarizar reversivelmente em 

M1 ou M2, de acordo com o perfil de citocinas liberadas durante os processos de 

inflamação e reparo teciduais (106). A polarização para M1 pode ser geralmente 

mediada por antígenos como o lipopolissacarídeo (LPS), que induz a produção de IL-

1β, IL-12, TNF-α e IL-23, exacerbação da resposta imune e destruição do tecido, por 

estas células (107). Já a linhagem de macrófagos M2, quando estimulada por IL-10 e 

TGF-β, atua na redução de citocinas pró-inflamatórias, no recrutamento de linfócitos 

T CD4+ e estimulação dos linfócitos T reguladores (Treg) (30). Diante disso, a atuação 

inicial de macrófagos M1 e o reparo tecidual de M2 podem ser a chave para o 

equilíbrio entre um estado patológico e fisiológico pulpar (108). A resolução da 

inflamação ainda requer a eliminação de agentes patogênicos, a redução de 

mediadores pró-inflamatórios e presença de mediadores anti-inflamatórios, como IL-

4, IL-10, heme oxigenase-1 e Treg, que cessam os danos (96). Até então nenhum 

estudo descreveu o papel de macrófagos especificamente em DPIs. 
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Desta forma, as citocinas pró-inflamatórias (IL-1α, IL-6, IL-12, TNF-α), anti-

inflamatória (IL-10) e NO, descritos abaixo, foram selecionados para este trabalho, por 

estarem diretamente relacionados com os processo de destruição e reparo tecidual 

pulpar.  

 

 

2.2.1 Citocinas e mediadores envolvidos com a destruição e reparo tecidual 

pulpar 

 

 

A  interleucina IL-1α pode ser produzida por diversas células do organismo tais 

como células epiteliais, endoteliais, macrófagos, células dendríticas, fibroblastos,  

linfócitos, queratinócitos e hepatócitos (109). Esta citocina tem caráter pró-inflamatório 

e sua produção indutível está relacionada principalmente com as vias de sinalização 

P1 e NF-kappa B, que regulam positivamente sua síntese (110). Além de sua ação 

sistêmica, no tecido pulpar esta citocina parece ter um papel central juntamente com 

outras citocinas pró-inflamatórias como TNF-α e IL-1β, no processo de 

desenvolvimento e progressão da destruição tecidual (111). Ademais, a associação 

da produção de IL-1α está relacionada com a presença de antígenos bacterianos 

como LPS e outras bactérias como P. gingivalis, E. coli e E. faecalis (112). Um estudo 

imuno-histoquímico demonstrou alta ligação de anticorpos anti-IL-1α tanto nos 

momentos iniciais da pulpite, quanto nos tecidos necrosados, relacionando a 

destruição deste tecido e o retardo do reparo tecidual, com a presença desta citocina 

(113).  

Assim como o TNF-α, a IL-1α está associada à apoptose de fibroblastos 

pulpares. Além disso, pode estar relacionada com os casos de infecções persistentes 

e insucessos no tratamento endodôntico (114). Até então, nenhum estudo descreveu 

o papel desta citocina especificamente em DPIs. 

A  interleucina IL-6 pode ser uma das primeiras citocinas liberadas nos 

momentos iniciais da inflamação e apresenta ação pleiotrópica em infecções locais 

(115). Esta citocina pode ser produzida por células endoteliais, fibroblastos, células 

tronco pulpares, queratinócitos, macrófagos e neutrófilos e tem relação direta com a 

promoção de fatores solúveis do plasma e ativação do sistema complemento (88, 

116). A IL-6 induz a infiltração de células do sistema imune inato pelo aumento das 
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moléculas de adesão e também pela indução da síntese de metaloproteinases (117). 

Sua produção também está associada às proteínas de fase aguda como a proteína C 

reativa (118). A IL-6 também pode regular o sistema imune, atuando na polarização 

de linfócitos Th2, Th17 e T reguladoras (Treg) (119). Esta citocina por conseguinte, 

pode ser regulada pela produção de IL-17 e IL-8 (120). No tecido pulpar, os antígenos 

de bactérias Gram-positivas podem atuar no receptor tooll like receptor TLR-2 de 

odontoblastos e regular positivamente a produção de IL-6 (55). Esta citocina, também 

pode ser aumentada em resposta à produção de IL-1 e TNF-α (121). Além disso, a IL-

6 exacerba a resposta imune pulpar, uma vez que está envolvida na vasodilatação 

pulpar e permeabilidade vascular (85). Ademais, a produção de IL-6 pode estar 

associada ao edema pulpar pela ação de bactérias Gram-positivas infiltradas nos 

túbulos dentinários (55). 

A IL-6 pode desempenhar um caráter protetor, uma vez que a diminuição da 

produção de IL-6 poder exacerbar a lesão periapical e consequentemente aumentar 

o número de osteoclastos, contribuindo para a reabsorção óssea (122, 123). Quando 

se trata do reparo tecidual, a IL-6 parece ter um papel fundamental nos processos de 

diferenciação celular (124). A produção de IL-6 aumenta a diferenciação osteogênica 

e adiposa, além de estar relacionada com a diferenciação condrogênica de células-

tronco pulpares (125). A presença de P. gingivalis aumenta a expressão de TLR-2 e 

TLR-4 em células-tronco pulpares na presença de IL-6 e TNF-α (126). Outro estudo 

observou quantitativamente uma maior produção basal de IL-6 em células 

mesenquimais de dentes decíduos esfoliados, quando comparadas às células-tronco 

de dentes permanentes (127). Uma vez que fibroblastos e células pulpares produzem 

IL-6 na presença de bactérias envolvidas na progressão das patologias pulpares, a 

produção desta citocina pode levar à degradação de proteínas da matriz extracelular 

(MMPs) como colágeno e MMP1, MMP2 e MMP3 (117).  

Os DPIs apresentam um maior número de SCAP, quando comparados aos 

dentes maturos. A produção de IL-6 por estas células foi avaliada, na presença de 

LPS. A produção desta citocina foi relacionada com a ativação do TLR-4 (128). 

O fator de necrose tumoral alfa (TNF-α), classicamente estudado e 

caracterizado como uma citocina pró-inflamatória pleiotrópica pode ser sintetizado 

principalmente por macrófagos e células dendríticas (129). A produção de TNF-α pode 

causar a maior parte dos sintomas presentes na pulpite e está aumentado 

sistemicamente em pacientes com pulpite aguda (130). Os sintomas clínicos de dor e 
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sensibilidade dentinária estão relacionados com as pressões internas exercidas pelos 

vasos sanguíneos às terminações nervosas e pela produção de prostaglandinas, 

mediadas pela sensibilização dos canais iônicos que conduzem os estímulos 

dolorosos nas terminações nervosas pulpares (131). A ação pró-inflamatória e 

dolorosa desta citocina pode estar associada com a ativação de receptores de canais 

transientes (TRPs). Estes estão presentes nos odontoblastos, que transmitem os 

sinais dolorosos através dos prolongamentos odontoblásticos (15). 

O TNF-α pode estar associado à osteíte e também à osteólise assim como ao 

aumento do número de osteoclastos e RANKL (132). O estímulos de RANKL por TNF-

α coloca este mediador como estimulador da osteclastogênese e reabsorção óssea 

(133). Alguns estudos associam lesões perirradiculares e infecções refratárias com 

um aumento da expressão de TNF-α (134, 135). A produção deste está relacionada 

com a produção de IL-1, que em conjunto, atuam no processo de reabsorção óssea e 

desencadeiam uma resposta do tipo 1, seja relacionada aos macrófagos ou ás células 

T (136). A síntese de IL-6 também está relacionada com TNF-α, uma vez que 

macrófagos e neutrófilos diminuem a produção de IL-6 em resposta ao aumento da 

produção de TNF-α (117).  

A presença de TNF-α no tecido pulpar pode contribuir para destruição e 

apoptose de fibroblastos, além da degradação da matriz extracelular da polpa (117). 

Diversos estudos relacionam o efeito citotóxico deste mediador em fibroblastos 

murinos e da polpa humana (137-139). Ademais, a ação citotóxica de TNF-α em 

fibroblastos gengivais foi associada ao aumento do ácido butírico e ativação da via de 

sinalização extrínseca de caspase 8 (140). Porém, a ausência de TNF-α dificulta a 

diferenciação de células-tronco pulpares, uma vez que células-tronco pulpares 

estimuladas com baixas concentrações de TNF-α aumentaram a expressão para 

marcadores de condrócitos e adipócitos (141, 142). Os DPIs apresentam uma maior 

concentração de SCAP, que além de estarem relacionadas com o desenvolvimento 

do ápice dentário, podem ser capazes de produzir TNF-α, na presença de LPS (128). 

A interleucina IL-12 pode ser secretada por neutrófilos, macrófagos, células 

dendríticas e linfócitos B, após a ativação de células apresentadoras de antígenos 

(143). Esta citocina regula a balança Th1, Th2 e Th17, aumentando a resposta imune 

celular, mediada principalmente por Th1 e bloqueando a diferenciação de linfócitos T 

naive em Th2 (144). A IL-12 pode ser produzida em resposta a antígenos 

intracelulares e é conhecida por ativar células natural killers (145). Esta citocina 
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também está associada com a ativação do gene promotor de interferon gama IFN-γ 

(146). O aumento de IL-12 e de IFN-γ estão relacionados com a ativação de 

macrófagos e consequente elevação da produção de espécies reativas de oxigênio 

como NO, no combate aos antígenos, pela ação microbicida e oxidativa (147). A ação 

de IL-12 em células T citotóxicas pode aumentar a expressão de granzimas e 

perfurinas nestas células, e em linfócitos B, pode aumentar a produção de 

imunoglobulinas relacionadas com uma resposta Th1 (148, 149). Além disso, o 

aumento de IL-12 está relacionado com a diferenciação do perfil M1 de macrófagos 

(106). Até então, nenhum trabalho foi publicado relacionando o papel desta citocina 

especificamente em DPIs. 

A interleucina IL-10 pode ser uma das principais citocinas anti-inflamatórias e 

está diretamente relacionada com a diferenciação de células T naive em Th2 (150). 

Esta pode ser comumente sintetizada por Treg, macrófagos, monócitos, T auxiliares 

(Th1, Th2 e Th17) e células dendríticas (151). A IL-10 regula negativamente a 

produção de citocinas pró-inflamatórias, além de minimizar a ação danosa destas nos 

tecidos (150). Ademais a ação da IL-10 pode ser contrabalanceada pela produção de 

IFN-γ, o que pode caracterizar uma resposta mediada por Th1, via IFN-γ ou Th2, Th17 

e Treg, estimuladas por IL-10 (152).A IL-6 e a IL-10, em conjunto, inibem a 

osteoclastogênese (136). A utilização de murinos knockout para IL-12 e IFN-γ não 

interferiram na evolução de processos de reabsorção periapical, ao passo que 

murinos knockout para a produção de IL-6 e IL-10, apresentaram uma exacerbação 

da resposta periapical (153). A presença de bactérias Fusobacterium nucleatum e 

Peptostreptococcus prevotii em camundongos germ-free estimularam a produção de 

IL-10 e consequente aumento da expressão de TGF-β, após 14 dias de estímulo, em 

resposta ao aumento de TNF-α, RANKL e IFN-γ (153). A expressão de IL-10 nos 

processos de neutralização e estabilização da resposta inflamatória, podem ser 

essenciais para regeneração e manutenção tecidual, uma vez que a produção de IL-

10 está relacionada a produção de TGF-β (154). Células-tronco pulpares podem 

regular positivamente a produção de IL-10, ao passo que diminuem a expressão de 

IL-2 e IFN-γ (155). A linhagem de macrófagos M2, quando estimulada por IL-10 e 

TGF-β atua na redução de citocinas pró-inflamatórias, no recrutamento de linfócitos T 

CD4+ e estimulação dos linfócitos Treg (30). Até então, ainda não foram publicados 

trabalhos relacionando o papel desta citocina especificamente em DPIs. 
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O óxido nítrico (NO) pode ser considerado um radical livre gasoso produzido 

pela NO-sintase (NOs), convertendo L-arginina em L-citrulina. Três isoformas de NOs 

tem sido relatadas, sendo duas delas: o NOs 1 (neuronal NOs) e NOs 3 (endotelial 

NOs), expressos em menores concentrações no tecido pulpar (156). O óxido nítrico 

indutível NOs 2 pode ser produzido em resposta a presença de microrganismos e 

citocinas pró-inflamatórias, tais como IL-1 e TNF-α (157). Este mediador atua na 

destruição de microrganismos mas ao mesmo tempo, em altas concentrações pode 

ser danoso para o tecido pulpar, uma vez que o aumento de NOs 2 pode degradar as 

proteínas da matriz extracelular e também o colágeno no tecido conjuntivo frouxo 

(158). No tecido pulpar, a síntese de NO acontece principalmente por fibroblastos, 

células-tronco pulpares e macrófagos (159). Por possuírem um marcador 

imunoreativo para 3-nitrotirosina (um biomarcardor para derivados de peroxinitrito), os 

odontoblatos também podem produzir NOs 2. Essa produção pode ser importante no 

combate inicial de bactérias Gram-positivas como Streptococcus mutans presentes na 

dentina (160). A síntese de NOs por odontoblastos está relacionada com a ativação 

do receptor (TLR2) (161). Fibroblastos pulpares podem ser capazes de produzir NO 

em resposta a antígenos heat killed de E. faecalis (162). A produção de NO no tecido 

pulpar também pode contribuir para os processos de formação e regeneração 

tecidual, já que a formação de novos vasos pode ser essencial para construção de um 

novo tecido (163). E por ser lipofílico, o NO pode facilmente ser permeável às 

membranas biológicas, causando vasodilatação (164). Ademais, o NO pode regular 

positivamente a produção de VEGF, fundamental para a angiogênese (165). Como os 

DPIs apresentam uma maior concentração de vasos sanguíneos, a síntese deste 

radical livre torna-se fundamental na manutenção e no estabelecimento de sua 

fisiologia (163). Um estudo in vitro demonstrou um aumento da expressão de NO 

sintase em células pulpares oriundas de DPIs, quando comparadas a células pulpares 

de terceiros molares (166).  

A polpa apresenta dificuldade de auto-resolução quando atinge os quadros de 

pulpite irreversível. Tal fato ocorre em virtude do aumento da pressão pulpar e da 

êxtase sanguínea, dificultadas pelo processo inflamatório e pelo fato deste tecido estar 

circundado pelas paredes inextensíveis de dentina. Desta forma, ocorre uma 

dificuldade na drenagem dos mediadores inflamatórios, gerando grandes danos 

teciduais podendo evoluir para necrose pulpar (167). Diante do quadro de pulpite 

inicial até a necrose, o tratamento endodôntico se torna necessário nos DPIs (168). 
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2.3  TRATAMENTO ENDODÔNTICO EM DPIS 

 

 

Os DPIs apresentam-se em fase final de formação radicular e assim, possuem 

paredes radiculares finas, ápice aberto e necessitam do tecido pulpar para sua 

formação radicular total. Neste sentido, sempre que possível, tratamentos 

endodônticos conservadores devem ser preteridos, por manter pelo menos parte do 

tecido pulpar viável para o fim desta formação radicular (169). No entanto, quando o 

tratamento endodôntico radical se torna necessário, cuidados durante os processos 

de instrumentação e irrigação do SCR, além do seu preenchimento com um material 

inerte devem ser tomados (170). E este último ainda permanece como um desafio 

para a endodontia (171, 172). Neste sentido, as opções de tratamento para DPIs 

podem ser a apicigênese, a apicificação ou tentativa de revascularização pulpar (173). 

 

 

2.3.1 Apicigênese e apicificação 

 

 

Durante muitos anos, diversas técnicas clínicas para tratamento de DPIs foram 

discutidas, a fim de se estabelecer um protocolo, que preservasse a estrutura dentária 

na boca e ao mesmo tempo contribuísse para o desenvolvimento do ápice dentário 

(174-176). As primeiras condutas clínicas para o tratamento de DPIs foram a 

apicigênese e a apicificação (177). 

A apicigênese pode ser considerada uma terapia de complementação radicular 

em dentes jovens imaturos, que apresentam a polpa com vitalidade e que sofreram 

exposição pulpar devido a traumas ou fraturas coronárias, assim como a cáries 

dentárias e restaurações inadequadas (178). Este processo pode ser atingido quando 

se torna possível a realização de formas de tratamento endodôntico conservador, 

como capeamento pulpar direto ou pulpotomia (remoção da porção pulpar coronária) 

(179). Com esta conduta de tratamento, parte do tecido pulpar pode ser preservado, 

assim como a BEH (180). A apicigênese foi defendida por Tomeck e Smith, que 

demonstraram histologicamente, em dentes com ápice aberto de macacos, que o 
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processo de desenvolvimento radicular ocorreria após realização de pulpotomias e 

pulpectomias, sem o uso de substâncias químicas, medicações ou preenchimento 

radicular. Eles concluíram que a formação radicular poderia continuar sem a terapia 

endodôntica convencional invasiva, mesmo que o crescimento pudesse ser retardado 

e irregular. Sendo assim, o fechamento do ápice radicular parecia estar mais 

relacionado ao crescimento do tecido trabecular, do que com a deposição de tecidos 

duros (181). Desta forma, a preservação de parte do tecido pulpar em condições de 

normalidade, possibilita uma completa formação radicular, deposição de dentina, 

aumento da espessura radicular e promoção do fechamento do ápice radicular (2). 

No entanto, quando a necrose pulpar estabelece-se, pode ser necessária a 

realização do tratamento endodôntico radical. Desta forma, a partir da década de 60, 

o processo de apicificação foi descrito como uma alternativa para estes casos (182, 

183). A apicificação consiste numa abordagem conservadora para induzir a formação 

de uma barreira calcificada no ápice radicular (184). O objetivo desta técnica pode ser 

a diminuição do diâmetro apical dos DPIs, a fim de facilitar uma futura obturação com 

um material inerte (185). Embora a apicificação seja um processo natural, este deve 

ser estimulado por um ativador biológico (186). Frank (187) e Heithersay (188) 

observaram o fechamento do ápice radiograficamente, quando uma pasta de 

hidróxido de cálcio foi introduzida em canais de DPIs. Steiner e Van Hassel utilizaram 

uma mistura de hidróxido de cálcio e paramonoclorofenol canforado para induzir o 

fechamento apical em DPIs. Eles demonstraram que esse material radiopaco 

atravessava o forame, e formava uma estrutura semelhante ao cemento (189). 

Dylewski afirmou que o material calcificado que se formava no ápice seria uma 

proliferação de tecidos conjuntivos cuja diferenciação assemelha-se à osteodentina, 

que se torna contínua com a predentina (190). Neste sentido, a terapia com utilização 

do hidróxido de cálcio se tornou padrão, por muitos anos (191).  

Diversos estudos demonstram as favoráveis respostas clínicas, radiográficas e 

histológicas obtidas com hidróxido de cálcio, evidenciada com a dissociação dos íons 

Ca2+ e OH-), como: controle da reação inflamatória (por ação higroscópica, formação 

de pontes de proteinato de cálcio e inibição da fosfolipase); neutralização de ácidos 

produtos de osteoclastos (hidrolases ácidas e ácido láctico); indução de mineralização 

(através da ativação de fosfatase alcalina e ATPases dependentes de cálcio); indução 

da diferenciação celular; despolimerização de endotoxinas; ação antibacteriana por 

danos irreversíveis ao DNA, proteínas, enzimas e lipídeos bacterianos (192-196). 
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Ademais, relata-se que o hidróxido de cálcio pode interagir positivamente com as 

células da BEH (197). 

No entanto, a terapia tradicional de apicificação com a utilização de Ca(OH)2 a 

longo prazo apresenta algumas desvantagens como a variabilidade de tempo de 

tratamento, imprevisibilidade da formação de um selamento apical e dificuldade de 

acompanhamento dos pacientes (198, 199). Em adição, o uso do Ca(OH)2 pode gerar 

fraturas a longo prazo, na região cervical da raiz (200).  Diante as críticas e insucessos 

da apicificação com a utilização do Ca(OH)2, em 1999 Shabahang e colaboradores 

demonstraram a formação de uma barreira apical consistente quando utilizaram um 

material com características semelhantes ao hidróxido de cálcio (201). Esse material, 

chamado de agregado de trióxido mineral (MTA) foi utilizado como barreira apical em 

modelo canino, com ápice aberto e apresentou melhores resultados quando 

comparado ao Ca(OH)2 (201).  

O MTA apresenta-se como um biomaterial composto por silicato tricálcio, óxido 

tricálcio, óxido de silicato e aluminato de tricálcio (202). A partir do momento em que 

o MTA pode ser colocado em contato direto com tecidos humanos este pode 

apresentar diversas ações, tais como: proliferação celular através da ação dos íons 

de óxido de cálcio (203), criação de um ambiente antibacteriano pela sua ação alcalina 

(204), modulação da produção de citocinas (205) e a balança Th1 e Th2 do sistema 

imune (206), estimulação da diferenciação e migração de tecidos duros (207), além 

de atuar no selamento biológico (208).  

Vários estudos confirmaram resultados clínicos bem-sucedidos do MTA, 

Incluindo a cicatrização de lesões periapicais existentes na maioria dos dentes 

imaturos (209, 210). Pesquisadores avaliaram o potencial do MTA no fechamento do 

ápice de incisivos centrais de 21 crianças avaliadas por 6 meses e constataram o 

fechamento do ápice dentário em 95,5% dos casos através de análise radiográfica 

(211). Diante dos diversos benefícios biológicos, o MTA também tornou-se indicado 

como um material para indução da formação de uma barreira apical (212).  

A apicificação permite o fechamento do ápice dentário, com a correta conduta 

clínica com a utilização de um material bioativo, como o Ca(OH)2 ou MTA (213). 

Todavia, diversas críticas tem sido realizada a essas técnicas, pois nelas, as paredes 

radiculares permanecem finas e assim, frágeis (214). Ademais, tanto o Ca(OH)2 

quanto o MTA não estão relacionados com a indução da formação de um novo tecido 

para o espaço pulpar (215-217).  
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Frente às desvantagens da apicificação, novas terapias regenerativas vem 

ganhando espaço na endodontia, como os processos de revascularização pulpar 

(218). Essa técnica se associa a diversos avanços bio e nanotecnológicos 

relacionados à engenharia de tecidos, o que contribuir não só com o fechamento do 

ápice dentário, mas com a formação de um novo tecido para o espaço pulpar (219). 

 

 

2.3.2 Revascularização/regeneração pulpar 

 

 

A revascularização pulpar pode ser uma alternativa clínica para tratamento de 

DPIs com necrose pulpar, através da formação de um coágulo apical induzido (220). 

Apesar de ser um assunto amplamente discutido e difundido na última década, os 

primeiros achados clínicos da técnica de revascularização pulpar podem ser descritos 

principalmente para os casos de avulsão dentária (221). Diversos modelos em 

animais, principalmente em cães, demostravam o potencial de neoformação de vasos 

sanguíneos em dentes avulsionados, após a reimplantação imediata dos elementos 

dentários (222-224). Os achados histológicos mostravam um reestabelecimento do 

suprimento vascular oriundo do ápice, em dentes avulcionados após o reimplante e 

avaliação durante 120 dias (225). 

Nygaard-Ostby (215) realizou um estudo clínico de formação de tecido a partir 

do ápice dentário. Para verificar a hipótese, 17 pacientes com lesão pulpar ou dentes 

necrosados foram tratados por desinfecção do canal radicular, dilatação dos forames 

apicais e indução de um sangrando apical proposital e posterior ao uso do hidróxido 

de cálcio. Após um acompanhamento de 3 anos, os dentes foram extraídos para o 

exame histológico, mesmo sem nenhuma sintomatologia. Os exames radiográficos 

revelaram o fechamento do ápice e histologicamente, uma invaginação de um tecido 

conjuntivo fibroso, associado a ilhas mineralizadas (226). 

No contexto dos DPIs, em decorrência de suas características anatômicas, 

envolvendo paredes radiculares finas e ápice aberto, dificuldades para uma correta 

limpeza química e mecânica podem ser encontradas, apesar de serem essenciais 

para remoção do biofilme presente nos casos de necrose pulpar (5). Além disso, a 

permanência destes microrganismos se torna um fator desencorajador para a 

formação de novos tecidos (48). Frente à problemática da presença de biofilme e 
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microrganismos no canal radicular para a reconstrução de um novo tecido pulpar, 

Hoshino e colaboradores sugeriram a utilização de uma pasta contendo associação 

de três antibióticos (ciprofloxacino, metronidazol e minociclina), como medicação 

intracanal (227). 

A revascularização pulpar consiste na invaginação do tecido apical, após a 

indução de um sangramento, com consequente formação de um tecido conjuntivo 

fibroso, no sistema de canais radiculares (228). Já a regeneração pulpar pode ser a 

formação de um tecido idêntico ao que foi perdido, rico em células-tronco, vasos 

sanguíneos e inclusive terminações nervosas (5). Apesar de ser uma técnica já usada 

clinicamente, muitos estudos in vivo e clínicos questionam as reais características 

desse novo tecido formado, uma vez que a maioria dos pacientes submetidos a 

revascularização pulpar e acompanhados radiograficamente não apresentaram 

sensibilidade após a realização do procedimento (1, 3, 62, 229, 230). Apesar das 

diferentes particularidades das técnicas empregadas em terapias de revascularização 

pulpar, Diógenes sugeriu o protocolo mais aceito atualmente (Figura 1). Neste 

protocolo, o primeiro passo consiste no acesso do canal radicular e irrigação com 

hipoclorito de sódio e solução salina. O canal então pode ser seco e uma medicação 

intracanal pode ser aplicada, responsável por eliminar o maior número de 

microrganismos que possam dificultar a formação do novo tecido. Após 2-4 semanas, 

com a ausência de sintomatologia, uma nova irrigação com hipoclorito de sódio e 

solução salina pode ser feita, e assim uma sobreinstrumentação pode ser realizada 

para promover a formação de um coágulo apical. Logo após, recomenda-se o uso do 

MTA para vedamento biológico e em seguida, uma restauração definitiva. O 

tratamento deve ser acompanhado durante diversos meses e até anos (5).  
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Figura 1 – Representação esquemática do procedimento das etapas clínicas da 

terapia para revascularização pulpar (5) . 

 

 

No entanto, algumas desvantagens relacionadas à medicação intracanal 

estabelecida para a técnica, conhecida como pasta tripla antibiótica foram relatadas. 

Dentre elas, a citotoxicidade e manchamento dentinário. Além disso, o arcabouço 

natural formado por fibrina pode não ser suficiente para a reconstrução do tecido 

pulpar perdido (3, 214, 231-233). Aliás, ainda não foram descobertos os reais 

estímulos para a formação do tecido o conjuntivo semelhante ao tecido pulpar 

inervado (234).    

As ideias mais recentes relacionadas com a revascularização estão baseadas 

na biologia molecular, biotecnologia, nanotecnologia e engenharia de tecidos (235). 

Esta última propõe três fatores fundamentais para a construção de um novo tecido: a 

presença de células mesenquimais indiferenciadas, a presença de fatores de 

crescimento e o estabelecimento de um arcabouço (236). 

O tecido pulpar pode ser rico em células-tronco e a atuação destas tem um 

papel essencial na formação do tecido pulpar, desenvolvimento, manutenção e 

regulação de outras células presentes na polpa (46). As células-tronco pulpares foram 

identificadas pela sua capacidade de regeneração do complexo dentino-pulpar pela 

primeira vez por Gronthos (237). Estas foram eventualmente designados como células 
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tronco da polpa dentária (DPSCs) (237). Durante os processos de necrose, no entanto 

as DPSCs podem ser destruídas (238).  

Embora diversas células-tronco tenham sido identificadas na região oral, as 

SCAPs, células tronco de dentes decíduos exfoliados (SHED) e células tronco do 

ligamento periodontal (PDLSC) estão diretamente ligadas aos processos de 

regeneração tecidual (239). DPSCs podem ser células multipotentes capazes de se 

diferenciar em adipócitos, osteoblastos e mioblastos (240). Estas células possuem 

capacidade neurogênica, através de sua ação neurotrópica (241). Além disso, estas 

células podem ser criopreservadas e utilizadas em terapias de engenharia tecidual em 

DPIs (242, 243). As SCAP podem ser células essenciais para o desenvolvimento do 

ápice dentário e desenvolvimento do tecido pulpar (217, 244). Um estudo revelou a 

presença do marcador CD34 em SCAPs (245). Este marcador está relacionado com 

a adesão de outras células mesenquimais indiferenciadas (246). As SHED 

apresentam ação neurotrópica superior a DPSCs e podem ser responsáveis pela 

proliferação de DPSCs (236). Estas células também induzem a produção de colágeno 

e regulam a produção de citocinas relacionadas ao reparo tecidual como IL-10 e TGF-

β (127, 247). Já as PDLSCs estão diretamente ligadas a diferenciação de 

cementoblastos e a formação de tecido adiposo (248).  

As células do sistema imune como mácrófagos M2, também vem sendo 

amplamente exploradas no contexto regenerativo (249). Estas geralmente podem ser 

estimuladas por IL-10 e TGF-β, durante a polarização a partir de M0 (106). Durante 

muitos anos, a ação destas células sempre esteve envolvida apenas com a resposta 

imune pró-inflamatória, porém alguns trabalhos mais recentes sugerem uma ação 

direta no reparo tecidual e sua interação com biomateriais (250, 251). Estas células 

podem criar um “ambiente imune reparador” ideal para a construção de novos tecidos, 

atraindo fibroblastos para o local através da síntese do fator de crescimento de 

fibroblastos (FGF) e VEGF (30, 252). 

Alem disso quando se trata de regeneração tecidual, a presença de fatores de 

crescimento e de biomoléculas de reparo podem ser essenciais para a formação de 

um novo tecido (253). Três vertentes de reparo tecidual vem sendo estudadas, como 

cruciais para a regeneração pupar, tais como a dentinogênese, a angiogênese e a 

neurogênese (254). 

O TGF-β pode ser considerada uma citocina que  pode estar diretamente 

relacionada com a diferenciação e desenvolvimento de fibroblastos e, além disso, 
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essa citocina pode estar envolvida nos processos de desenvolvimento de formação 

de novos odontoblastos (255, 256). Já as proteínas ósseas morfogenéticas (BMPs) 

possuem ligantes para a formação de ameloblastos e osteblastos, surgindo como uma 

opção para o surgimento de um novos tecidos (257, 258). Um estudo demonstrou o 

potencial osteogênico das BMPs em camundongos com defeitos ósseos, através da 

utilização de um arcabouço com liberação controlada de BMP-7 (259). 

A formação de novos vasos durante o estabelecimento do tecido pulpar pode 

ser de suma importância e diversos fatores de crescimento endoteliais e vasculares 

podem ser responsáveis pela angiogênese no tecido pulpar (260). Pesquisadores  

analisaram a matriz dentinária e observou uma elevada concentração de fator de 

crescimento derivado de plaquetas (PDGF-AB), VEGF, FGF, fator de crescimento da 

placenta (PIGF) e baixa concentração do fator de crescimento epidérmico (EGF) 

(261). Um estudo in vivo demonstrou o desenvolvimento de um tecido muito 

semelhante ao tecido pulpar ao introduzir nanofibras com liberação controlada de 

VEGF no dorso de camundongos (262). Ademais, o radical livre gasoso NO, também, 

apresenta um papel importante no desenvolvimento de novos vasos, por ser um 

potente vasodilatador (163). 

A formação de tecido nervoso pode ser um dos maiores desafios enfrentados 

pela ciência e isso não é diferente no contexto de regeneração tecidual pulpar (263, 

264). No entanto, alguns estudos tem relacionado o papel neurogênico de DPSCs e 

SHEDs (265, 266). A ativação de proteíinas C kinases (PKCs) e vias de sinalização 

cAMPs associados ao FGF estimula a neurogênese em DPSCs (267). Apesar desses 

achados, a neurogênese do tecido pulpar ainda é desconhecida e pode ser uma chave 

para a reconstrução neuronal deste tecido (268). 

O sangramento apical estimulado pela sobreinstrumentação na 

revascularização causa a migração intracanal de uma matriz de fibrina rica em 

plaquetas, que serve como um arcabouço natural para a formação de uma nova polpa 

(218). Porém, outros arcabouços tanto naturais, como sintéticos reabsorvíveis vem 

sendo utilizados, com a finalidade de melhorar a adesão de células-tronco e servir 

como uma matriz tridimensional (269). A utilização do plasma rico em plaquetas (PRP) 

e também, do plasma rico em fibrina (PRF) oriundos do sangue do próprio paciente, 

podem ser alternativas de arcabouços naturais e já apresentam bons resultados na 

osteblastogênese e formação de tecido ósseo na odontologia (270, 271). Um estudo 

demonstrou a proliferação de fibroblastos gengivais na presença de PRF (272). 
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Arcabouços desenhados a partir de colágeno e também com estruturas gelatinosas 

associadas a células-tronco da polpa, também tem sido descritas como potenciais 

para utilização na engenharia de tecido pulpar (273). Além disso, nanotubos, 

nanofibras e matrizes degradáveis compostas de poliésteres como ácido poliláctico 

(PLA), ácido poliglicólico (PGA), ou policaprolactona (PCL) tem se mostrado 

promissores para a engenharia de tecidos (269, 274-276). Foi observado o potencial 

antimicrobiano de nanofibras de polidiaxonona (PDS) associadas ao antimicrobiano 

ciprofloxacino contra Porphyromonas gingivalis e E. faecalis  (277). 

 

 

2.3.3 Medicações intracanais usadas para a revascularização pulpar 

 

 

Os processos de revascularização e/ou regeneração pulpar podem ser 

extremamente complexos (70). Sendo assim, se torna essencial a manutenção de 

condições assépticas no SCR (5). No entanto, nestes casos, esta condição pode não 

ser tão simples de se atingir, pois cerca de 600 espécies bacterianas podem estar 

associadas a infecções pulpares (278). Além do mais, DPIs apresentam finas paredes 

de dentina radicular, inviabilizando a realização de uma eficiente instrumentação, 

ficando a descontaminação a cargo dos agentes antimicrobianos (7). Diante disso, se 

torna de suma importância o uso de uma medicação ou biomolécula intracanal 

eficiente que reduza o maior número de microrganismos no SCR, além de não ser 

citotóxica e estimular a formação de um novo tecido (279).  

 

 

2.3.3.1 Pasta tripla antibiótica 

 

 

Apesar da problemática relacionada ao fato da presença dos microrganismos 

dificultarem os processos de revascularização e regeneração pulpar, poucas 

medicações intracanais foram estudadas para a técnica (280). A medicação padrão-

ouro na clínica consiste em uma associação em proporções iguais de ciprofloxacino, 

metronidazol e minociclina (280, 281). Porém, apesar de suas vantagens 

antimicrobianas serem amplamente difundidas clinicamente, muitas críticas tem sido 
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direcionadas a esta medicação (6).O trabalho de Hoshino e colaboradores foi o 

primeiro a sugerir a utilização da pasta tripla antibiótica (TAP), baseado em trabalhos 

prévios, do próprio autor, que avaliou o potencial do metronidazol no combate contra 

bactérias da cárie (282). O experimento que propôs o uso da TAP, condicionou dentes 

extraídos por pulpite em anaerobiose. O potencial antimicrobiano da associação de 4 

antibióticos (metronidazol, rifampicina, minociclina e ciprofloxacino) ou de 3 

antibióticos (metronidazol, ciprofloxacino, e minociclina) foi avaliado. A associação dos 

3 antibióticos em concentrações iguais de 25 µg.mL-1 foi a responsável por eliminar a 

maior parte dos microrganismos presentes neste modelo ex vivo. Além disso, o 

trabalho sugeriu o uso de um veículo oleoso, como propilenoglicol para a formação de 

uma pasta antimicrobiana para a revascularização pulpar (227). 

A partir daí, uma série de estudos, em sua maioria relatos de casos clínicos, 

foram publicados, utilizando a TAP, com casos de revascularização, mas sem 

sensibilidade provocada, após acompanhamento clínico e radiográfico (tabela 1). Até 

então, poucos estudos reproduziram os experimentos de Hoshino in vitro, e só a partir 

dos anos 2000, uma série de novos trabalhos começaram a estudar in vitro e in vivo 

o potencial desta medicação (Figura 2). 
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Tabela 1 - Estudos relacionados à revascularização pulpar e o perfil de medicação intracanal utilizada. 

 

Tratamento  
químico 

Tipo de estudo Ação Concentração  
Testada 

Resultado Confirmação do  
resultado 

Referência 

          
 
            TAP 

 
 
In vivo - camundongo 

 
 
revascularização 

0,01 mg.mL-1 
minociclina, 0,01 
mg.mL-1 de 
ciprofloxaxino e 0,02 
mg.mL-1 de 
metronidazol 

 
 
Ativação de células 
odontoblásticas 

 
 
Avaliação radiográfica 

 
 

(283) 

TAP Clínico - Relato de caso antimicrobiana 25 µg.ml-1 de cada 
antibiótico 

Revascularização Avaliação radiográfica 
e clínica: 
assintomático 
provocado 

(284) 

TAP Clínico - Relato de caso antimicrobiana 25 µg.ml-1 de cada 
antibiótico 

Revascularização Avaliação radiográfica 
e clínica: 
assintomático 
provocado 

(285) 

TAP Clínico - Relato de caso antimicrobiana 25 µg.ml-1 de cada 
antibiótico 

Revascularização Avaliação radiográfica 
e clínica: 
assintomático 
provocado 

(286) 

TAP Clínico - Relato de caso antimicrobiana 25 µg.ml-1 de cada 
antibiótico 

Revascularização Avaliação radiográfica 
e clínica: 
assintomático 
provocado 

(4) 

TAP Clínico - Relato de caso antimicrobiana 
 
 

25 µg.ml-1 de cada 
antibiótico 

Revascularização Avaliação radiográfica 
e clínica: 
assintomático 
provocado 

(287) 

TAP Clínico - Relato de caso antimicrobiana 25 µg.ml-1 de cada 
antibiótico 

Revascularização Avaliação radiográfica 
e clínica: 
assintomático 
provocado 

(288) 
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TAP Clínico - Relato de caso antimicrobiana 25 µg.ml-1de cada 
antibiótico 

Revascularização Avaliação radiográfica 
e clínica: 
assintomático 
provocado 

(289) 

TAP In vivo - cachorro antimicrobiana 25 µg.ml-1 de cada 
antibiótico 

Revascularização Avaliação radiográfica 
e clínica: 
assintomático 
provocado 

(290) 

TAP Clínico - Relato de caso antimicrobiana 25 µg.ml-1 de cada 
antibiótico 

Revascularização Avaliação radiográfica 
e clínica: 
assintomático 
provocado 

(291) 

TAP Clínico - Relato de caso antimicrobiana 25 µg.ml-1 de cada 
antibiótico 

Invaginação do tecido 
periodontal 

Avaliação radiográfica 
e clínica: 
assintomático 
provocado 

(292) 

TAP Clínico - Relato de caso antimicrobiana 25 µg.ml-1 de cada 
antibiótico 

Revascularização Avaliação radiográfica 
e clínica: 
assintomático 
provocado 

(293) 

TAP Clínico - Relato de caso antimicrobiana 25 µg.ml-1 de cada 
antibiótico 

Aumento da 
proliferação celular 
apical 

Avaliação radiográfica 
e clínica: 
assintomático 
provocado 

(294) 

Ca(OH)2 Clínico - Relato de caso antimicrobiana Não citada no artigo Redução do número 
de microrganismos do  
ápice 

Avaliação radiográfica 
e clínica: 
assintomático 
provocado 

(295) 

TAP Clínico - Relato de caso antimicrobiana 25 µg.ml-1 de cada 
antibiótico 

Revascularização Avaliação radiográfica 
e clínica: 
assintomático 
provocado 

(296) 

TAP Clínico - Relato de caso antimicrobiana 25 µg.ml-1 de cada 
antibiótico 

Revascularização Avaliação radiográfica 
e clínica: 
assintomático 
provocado 

(297) 
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TAP Clínico - Relato de caso antimicrobiana 25 µg.ml-1 de cada 
antibiótico 

Revascularização Avaliação radiográfica 
e clínica: 
assintomático 
provocado 

(298) 

TAP Clínico - Relato de caso antimicrobiana 25 µg.ml-1 de cada 
antibiótico 

Revascularização Avaliação radiográfica 
e clínica: 
assintomático 
provocado 

(299) 

TAP Clínico - Relato de caso antimicrobiana 25 µg.ml-1 de cada 
antibiótico 

Revascularização Avaliação radiográfica 
e clínica: 
assintomático 
provocado 

(300) 

TAP Clínico - Relato de caso antimicrobiana 25 µg.ml-1 de cada 
antibiótico 

Revascularização Avaliação radiográfica 
e clínica: 
assintomático 
provocado 

(301) 

TAP Clínico - Relato de caso antimicrobiana 25 µg.ml-1 de cada 
antibiótico 

diminuição da lesão 
periapical 

Avaliação radiográfica (302) 

TAP in vivo – ratos antimicrobiana 25 µg.ml-1 de cada 
antibiótico 

Revascularização Avaliação radiográfica 
e clínica: 
assintomático 
provocado 

(303) 

TAP Clínico - Relato de caso antimicrobiana 25 µg.ml-1 de cada 
antibiótico 

Revascularização Avaliação radiográfica 
e clínica: 
assintomático 
provocado 

(304) 

TAP Clínico - Relato de caso antimicrobiana 25 µg.ml-1 de cada 
antibiótico 

Revascularização Avaliação radiográfica 
e clínica: 
assintomático 
provocado 

(305) 

TAP Clínico - Relato de caso antimicrobiana 25 µg.ml-1 de cada 
antibiótico 

Revascularização Avaliação radiográfica 
e clínica: 
assintomático 
provocado 

(280) 

TAP Clínico - Relato de caso antimicrobiana 25 µg.ml-1 de cada 
antibiótico 

Revascularização Avaliação radiográfica (9) 
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TAP 
 
 

Clínico - Relato de caso 
 

antimicrobiana 
 

25 µg.ml-1 de cada 
antibiótico 
 

diminuição da lesão 
periapical 
 

Avaliação radiográfica 
 

(306) 
 

TAP Clínico - Relato de caso antimicrobiana 25 µg.ml-1 de cada 
antibiótico 

Insucesso do 
tratamento 

Avalilação radiográfica 
e clínica: dor 
espontânea e 
provocada 

(48) 
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Figura 2 - Representação gráfica da distribuição dos trabalhos relacionados à pasta tripla antibiótica na 

base de dados Pubmed (acesso em: 28/12/2016, 20:32), utilizando as seguintes palavras chave: triple 

antibiotic paste, duple antibiotic paste, triple antibiotic past and endodontics, triple antibiotic paste in 

root canal, duple antibiotic past and endodontics, triple past and endodontics. Foram encontrados um 

total de 119 trabalhos, sendo eles: 42 clínicos, 32 ex vivo, 24 in vitro, 10 in vivo e 5 revisões de literatura. 

 

 

Whibley e colaboradores avaliaram o potencial antimicrobiano da TAP em 

dentes com periodontite apical de cães, induzidos por P. gingivalis. A utilização de 20 

mg.mL-1 de cada antibiótico foi responsável pela redução de 80% das unidades 

formadoras de colônias (UFCs), após um período de 3 meses (307). Outro estudo 

avaliou diversas concentrações (1, 100 e 1000 mg.mL-1) da TAP em um modelo de 

infecção de dentina com E. faecalis. Após 7 dias, houve uma redução no número de 

UFCs, principalmente nas maiores concentrações (100 e 1000 mg.mL-1) (308). 

Apesar de seu potencial antimicrobiano consolidado, uma das maiores críticas 

sobre a TAP está relacionada com o manchamento da dentina, associado à presença 

da minociclina (7, 309, 310). Diante disso, muitos estudos tem sugerido o uso apenas 

da  pasta dupla antibiótica (DAP), contendo metronidazol e ciprofloxacino, ou a 

incorporação da ampicilna para uma nova formulação da TAP (311). Kim e 

colaboradores avaliaram o manchamento em modelos de dentina dos antibióticos 

isolados ou combinados (DAP ou TAP) e observou que o escurecimento estava 

associado exclusivamente à presença da minociclina após 3 semanas (312). 
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Outro problema relacionado a TAP pode ser sua ação citotóxica (6, 313). A TAP 

se mostrou citotóxica em DSCs, mesmo em concentrações menores (0,5 mg.mL-1), 

em comparação com a mesma concentração de Ca(OH)2 in vitro (314). Seu efeito 

deletério em fibroblastos do ligamento periodontal, também já foi relatado. Foi 

observada redução da proliferação destas células na presença da TAP, além do 

aumento expressivo na produção de IL-6, após 24 h de incubação (315). Outro estudo 

observou ex vivo em discos de dentina, a redução significativa de SCAPs na presença 

de 1 mg.mL-1 da TAP (8). 

Pereira e colaboradores (312) descreveram os mecanismos celulares 

envolvendo a TAP. Neste estudo, foram introduzidos subcutaneamente em 

camundongos tubos de polietileno contendo TAP. Após 21 dias, os achados 

histológicos demonstraram que a TAP induziu uma inflamação exacerbada, resposta 

angiogênica, com maior número de células inflamatórias, maior área vascular em 

densidade e menor porcentagem relativa de colágeno em comparação com o grupo 

controle com PBS. Estes achados sugerem que TAP parece induzir a formação de 

novos vasos e ao mesmo tempo causar uma resposta inflamatória exacerbada. 

 

 

2.3.3.2 Antimicrobianos usados na pasta tripla antibiótica 

 

 

2.3.3.2.1 Ciprofloxacino 

 

 

O ciprofloxacino (CIP), de fórmula molecular C17H18FN3O3 e hidrofóbico pode 

ser considerado uma quinolona de segunda geração (316). As quinolonas começaram 

a ser comercializadas no início da década de 1960 com o objetivo de combater 

infecções causadas por microrganismos resistentes (317). A adição de um átomo de 

flúor na posição número 6 do anel quinolônico pode ser responsável pelo aumento do 

espectro de ação da classe farmacológica (318). O CIP pode inibir três enzimas 

presentes no citoplasma celular bacteriano: a DNA-girase, a topoisomera do tipo IIA e 

a topoisomease IV (319). Essas enzimas podem ser indispensáveis para a replicação, 

transcrição e tradução do DNA bacteriano (320). Inicialmente, o fármaco possui 

atividade bacteriostática, contudo o desfecho do tratamento à base de 
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fluoroquinolonas se torna a morte bacteriana (321). Estudos demonstraram que a 

atividade bactericida das fluoroquinolonas está relacionada ao aumento das doses 

normalmente utilizadas e também à fragmentação do DNA bacteriano, causada pelas 

extremidades livres do complexo formado entre o fármaco e a enzima DNA-girase 

(322). 

O CIP possui amplo espectro de ação, contudo pode ser mais eficaz contra 

bactérias Gram-negativas (318). Estudos demonstram que o desenvolvimento da 

resistência ao uso de fluoroquinolonas está correlacionado com a disseminação de 

bactérias produtoras de β-lactamases de amplo espectro (ESBLs), enzimas 

responsáveis pela destruição do anel β-lactâmico por meio de reação de hidrólise (80). 

Uma vez que o uso de antimicrobianos β-lactâmicos pode ser ineficaz contra 

essas cepas, o uso de fluoroquinolonas aumentou consideravelmente nas últimas 

décadas (323). Consequentemente, têm-se notado um aumento das taxas de 

insucesso terapêutico relacionados ao uso de ciprofloxacino, até então considerado 

medicamento de escolha para tratamento de microrganismos multirresistentes (318). 

Em relação ao uso de ciprofloxacino na terapia endodôntica, este fármaco tem sido 

demonstrado o mais eficaz, quando comparado ao metronidazol e à minociclina, 

contra microrganismos prevalentes no sistema de canais radiculares (324). Um estudo 

demonstrou in vitro a redução no número de UFCs de E. faecalis, na presença de 

nanofibras com liberação controlada de ciprofloxacino (325). Uma associação de 

ciprofloxacino com Ca(OH)2 diminuiu drasticamente o biofilme em blocos de dentina 

infectados com E. faecalis (326). 

 

 

2.3.3.2.2 Metronidazol 

 

 

O metronidazol (MTZ), de fórmula molecular C6H9N3O3 pode ser considerado o 

principal representante da classe farmacológica dos nitroimidazólicos (327). Possui 

um estreito espectro de ação, sendo efetivo apenas contra microrganismos 

anaeróbicos (328). O MTZ foi lançado em 1959 para o tratamento de tricomoníase, 

doença sexualmente transmissível causada pelo protozoário Trichomonas vaginalis 

(329).  Além disso, o MTZ pode ser utilizado para o tratamento de outras doenças 

sexualmente transmissíveis como a sífilis, causada por cepas resistentes de 
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Treponema pallidum; tratamento de erradicação da Helicobacter pylori; e doenças 

parasitárias como a amebíase e a giardíase (329-331). Por ser um pró-fármaco, a 

molécula de MTZ precisa sofrer algumas transformações químicas ou enzimáticas in 

vivo para se transformar em uma molécula farmacologicamente ativa (328). Embora 

o completo mecanismo de ação do MTZ ainda não tenha sido elucidado, sugere-se 

que a produção de metabólitos ativos ocorre após o ataque enzimático bacteriano, 

pois a molécula inicial de MTZ possui propriedades antioxidantes (332). 

Comumente, bactérias capazes de expressar bombas de efluxo podem 

resistentes ao uso de MTZ (74). Ao adentrar à célula bacteriana, o fármaco pode ser 

lançado para o ambiente externo antes de produzir qualquer efeito terapêutico (80). 

Existe uma correlação entre bactérias produtoras de biofilme e esse mecanismo de 

resistência (80). Este fármaco também pode ser utilizado para o tratamento de 

periodontite agressiva (333). No tratamento endodôntico, o MTZ está pode reduzir o 

biofilme de microrganismos comumente encontrados no SCRs de dentes necrosados 

(334). Porém, autores relacionaram in vitro o uso deste fármaco com a  resistência de 

alguns gêneros de microrganismos presentes na pulpite e necrose pulpar como: 

Fusobacterium, Porphyromonas, Prevotella, Parvimonas, Streptococcus, Treponema 

e Enterococcus (335). 

 

 

2.3.3.2.3 Minociclina 

 

 

A minociclina (MNC), de fórmula molecular C23H27N3O7 pode ser considerada 

uma tetraciclina semi-sintética de segunda geração (62). As tetraciclinas podem ser 

originadas de peptídeos antimicrobianos produzidos por um fungo do gênero 

Streptomyces, descoberto por Benjamin Minge Duggar, em 1945 (336). A adição do 

grupo dimetilamina no carbono 7 da molécula pode ser responsável pelo aumento do 

espectro de ação da classe, a qual passou a ter maior efeito sobre bactérias Gram-

negativas (336). As tetraciclinas podem ser fármacos bacteriostáticos capazes de se 

ligar à subunidade 30S do ribossomo, inibindo assim, a síntese de proteínas 

bacterianas (337). Essa subunidade ribossomal pode ser encontrada em bactérias 

Gram-positivas e Gram-negativas, por isso a MNC possui amplo espectro de ação 

(338).  
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O uso de MNC no sistema de canais radiculares pode causar o escurecimento 

dentinário. Essa relação se encontra bem estabelecida na literatura e constitui a maior 

crítica referente ao uso da minociclina em tratamentos endodônticos (233). Nagata e 

colaboradores observaram que o uso da minociclina como medicação intracanal em 

procedimentos de revascularização pulpar provocou a descoloração da dentina em 

85,71% dos dentes tratados (9). Além disso, o grau de escurecimento pode ser 

diretamente proporcional ao tempo de exposição à minociclina (312).   

A pasta dupla antibiótica (DAP) foi sugerida por Iwaya em 2001 (216). Esta 

pode ser composta por partes iguais de MTZ e CIP e seu uso foi proposto a partir de 

críticas referentes ao emprego da TAP, relacionadas ao manchamento da dentina 

(308). Análises espectrofotométricas de dentes tratados com a DAP comprovam que 

não há alterações da cor da dentina de pacientes tratados com essa combinação de 

antimicrobianos (309). Além disso, a DAP se apresentou tão eficaz quanto a TAP na 

redução de biofilme de E. faecalis (308). 

 Outras medicações intracanais para a revascularização vem sendo sugeridas, 

como a utilização de uma associação de Ca(OH)2 e clorexidina gel 2% (9). Um relato 

de caso que utilizou a associação de Ca(OH)2 e clorexidina a 2% demonstrou o 

fechamento apical e o aumento da espessura das paredes de dentina, observadas 

por tomografia computadorizada. Após o acompanhamento de 2 anos, não houve 

calcificação pulpar (339). A medicação intracanal ideal para revascularização deve 

reduzir ao máximo o número de microrganismos, controlar a inflamação local e 

estimular o reparo tecidual (340). Em busca de novas biomoléculas, peptídeos de 

defesa do hospedeiro podem surgir como uma nova opção para a endodontia e 

especialmente para os processos de revascularização pulpar. 

 

 

2.4  PEPTÍDEOS DE DEFESA DO HOSPEDEIRO 

 

 

Os peptídeos de defesa do hospedeiro (PDHs) podem ser considerados 

antibióticos naturais produzidos por animais, plantas, protozoários, fungos e bactérias 

contra antígenos (341). Este tipo de biomolécula pode apresentar estrutura anfipática 

ou catiônica com várias funções, uma vez que podem ser liberados em condições 

inflamatórias (342). Tais biomoléculas atuam sobre mecanismos de defesa do 
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hospedeiro, principalmente na imunidade inata (343). Seu potencial biotecnológico 

tem sido estudado como forma de modular a resposta a infecções, patologias e 

regeneração de tecidos, além de possuir um amplo espectro contra microrganismos 

(344). Desta forma, estas biomoléculas podem ser adotadas como novas 

possibilidades farmacológicas em muitas áreas de saúde (345).  

A resistência aos antibióticos encontrados no mercado pode ser um problema 

mundial, uma vez que muitos microrganismos, como Escherichia coli e Klebisiella 

pneumoniae, podem ser responsáveis por muitas mortes causadas principalmente por 

infecções nosocomiais (346). Como possibilidades favoráveis, os pesquisadores têm 

estudado o uso de PDHs não apenas contra patógenos suscetíveis, mas também 

contra bactérias e fungos persistentes (347, 348). 

Os PDHs humanos podem ser encontrados na saliva, como a catelicidina LL-

37 ou nos interstícios dos tecidos, tais como as β-defensinas humanas (HBDs). A 

catelicidina LL-37 contém 37 aminoácidos, pode ser produzida por neutrófilos e pode 

ser encontrada no epitélio escamoso oral, na saliva e no fluido gengival (349). A LL-

37 pode apresentar ação antimicrobiana, imunomodulatória ou regenerativa (350). As 

HBDs podem ser moléculas catiônicas produzidas em membranas mucosas (351). 

Estas podem ser ricas em cisteínas e têm um amplo espectro (352). Estas moléculas 

podem ser exacerbadas durante a imunidade inata contra infecções (353). Um estudo 

demonstrou que os pacientes com periodontite grave apresentaram um aumento dos 

níveis séricos de HBD1, HBD2 e HBD3 (354). 

Além dos peptídeos antimicrobianos naturais produzidos por seres humanos e 

outros seres vivos, serem eficazes na imunidade inata, os peptídeos sintéticos estão 

se tornando mais populares em estudos científicos (355). Este fato se justifica pela 

capacidade de produzir modificações em suas sequencias, aumentando sua 

capacidade antimimicrobiana, imunomodulatória, ou até mesmo melhorar sua 

resistência contra degradação (356). Eles também podem ser expressos em outros 

organismos, através das técnicas de expressão heteróloga, permitindo diversas 

alternativas para as aplicações biotecnológicas destas biomoléculas (357). 

 O mecanismo de ação dos PDHs ainda não foi totalmente elucidado. Os 

modelos aceitos relataram interferência intracelular e extracelular (358). Foi  relatada 

a interação de peptídeos com membranas fosfolipídicas de microrganismos, 

principalmente relacionadas a propriedades bioquímicas definidas pela sequência de 

aminoácidos (estrutura de carga anfipática e hidrofobicidade) através de uma camada 
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de adelgaçamento local por expansão da membrana externa (359). Além disso, outros 

estudos discutem sobre a possibilidade de formação de canais, poros ou rachaduras 

estendidas na membrana (360). 

Há outros trabalhos ainda, que relataram a ação antimicrobiana dos peptídeos 

com sua carga positiva e sua característica hidrofóbica. O primeiro aspecto estaria 

relacionado com a interação eletrostática destes com a membrana plasmática de 

microrganismos carregadas negativamente, e o segundo, pela interação de seus 

resíduos hidrofóbicos com os lipídeos presentes na membrana plasmática (361, 362). 

Algumas alterações e interações entre ácidos nucleicos e proteínas fosforiladas 

também podem ocorrer devido às suas características catiônicas (363). 

Pesquisas recentes conectaram a ação de PDHs com a membrana plasmática, 

chamando este mecanismo de forma de barril (barrel steve) que permite tal 

extravasamento mediante interação com canais seletivos de íons (364). Os PDHs 

também podem atuar em forma tapete (carpet), onde penetram na membrana 

fosfolipídica formando um tapete e promovendo sua desestabilização (365). Há 

também alguns estudos que sugerem o mecanismo de formação de poros toroidal, 

onde os peptídeos estão associados com hélices de membranas de fosfolipídeos 

(366). Ademais, no mecanismo de ação conhecido como detergente, os peptídeos 

podem causar ruptura das camadas e consequente perda de íons (345). Alguns 

estudos consideram a ação de PDHs em enzimas, transcrição de genes e síntese de 

DNA (367). 

Em relação aos PDHs no ambiente endodôntico, alguns peptídeos possuem 

ação contra microrganismos causadores da cárie e também microrganismos 

relacionados com as patologias pulpares (368). Estudos demonstram o potencial de 

HBDs contra patógenos causadores da pulpite, como: E. faecalis, F. nucleatum e T. 

forsytia (369, 370). A capacidade antimicrobiana da catelicidina LL-37 também foi 

relatada contra microrganismos prevalentes na pulpite como T. denticola, E. faecalis, 

P. gingivalis, T. forsythia e E. corrodens (371, 372). Alguns peptídeos sintéticos 

também podem reduzir o biofilme de bactérias comumente encontradas no SCR (373). 

Um estudo demonstrou a diminuição de 85% no biofilme de S. mutans e E. faecalis 

na presença de 10 µg.mL-1 de DJK-5, um peptídeo sintético D-enantiomérico (374). O 

uso de PDHs em DPIs para os processos de revascularização pulpar ainda não foram 

relatados. 
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No que se refere o papel de peptídeos antimicrobianos e sua atuação no 

sistema imune, estes podem atuar interagindo com TLRs, ou mesmo desencadeando 

vias de sinalização específicas de células do sistema imune adaptativo ou inato ou até 

mesmo ativando as cascatas do sistema do complemento (375). Embora seu efeito 

sobre o sistema imunológico esteja sendo estudado, ainda não há consenso elucidado 

como estas moléculas podem ser capazes de modular a resposta imune (376). No 

entanto, um ponto importante a ser discutido neste contexto pode ser a baixa 

citotoxicidade de PDHs. Muitos estudos in vitro demonstram que as concentrações 

antimicrobianas não apresentam graus significativos de citotoxicidade (377, 378).   

Em suma, pode ser extremamente importante compreender não apenas os 

mecanismos-alvos da sua ação antimicrobiana, mas também os seus mecanismos 

celulares e moleculares nas células alvo. Assim, se torna possível considerar o 

potencial biotecnológico e farmacêutico destas biomoléculas, incluindo 

antimicrobianos, imunomoduladores, regenerativos ou a soma destas funções. Diante 

disso, os peptídeos descritos abaixo foram os escolhidos para este trabalho por 

apresentarem tanto ação sobre diversos microrganismos, quanto ação 

imunomodulatória. 

 

 

2.4.1 DJK-6 

 

 

O peptídeo DJK-6 (VQWRRIRVWVIR) foi descrito pela primeira vez em 

fevereiro de 2015 e possui 12 resíduos de aminoácidos (11). Apesar de poucos 

trabalhos publicados com este peptídeo, este D-enatiómero foi desenvolvido para 

aumentar a resistência as enzimas produzidas pelo hospedeiro na presença de 

peptídeos anti-biofilmes, que possuem estrutura L-enantiômera (11). Assim, com a 

mesma ação antimicrobiana, foi possível construir uma biomolécula mais resistente à 

degradação enzimática (11). O DJK-6 e seu similar DJK-5, apresentaram ação 

bactericida contra diversas espécies resistentes, como A. baumani e K. pneumoniae 

advindas de isolados clínicos, além de reduzir o biofilme de bactérias Gram-negativas 

como P. aeruginosa (11, 379). Pela ação direta antimicrobiana em biofilmes de 

microrganismos resistentes, este peptídeo foi selecionado para este trabalho. 
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2.4.2 Peptídeo regulador da defesa inata 1018 (IDR-1018) 

 

 

O IDR-1018 (VRLIVAVRIWRRNH2) pode ser considerado um pequeno 

peptídeo sintético derivado de uma bactericina bovina Bac2a (380). Foi desenvolvido 

para ter atividade imunomodulatória (380). Vários estudos demonstraram a ação deste 

peptídeo em células do sistema imune e na regulação de citocinas (381). Este 

peptídeo apresenta capacidade de modular a resposta dos neutrófilos, assim como, 

estimular a adesão de neutrófilos e também, aumentar a expressão de moléculas de 

adesão tais como ICAM-1, CD11b e CD62L e os marcadores de ativação como CD64, 

CD18 e CD66b (12). Este peptídeo demonstrou atividade antimicrobiana em E. coli na 

concentração de 25 μg.mL-1 (382). Outro estudo demonstrou a relação do peptídeo 

com a diferenciação de macrófagos M2. Os macrófagos desempenham um papel 

fundamental na resposta imunológica e diferenciação destas células em M1 ou M2, 

pode determinar uma resposta em maior ou menor grau. Neste estudo, o perfil de 

citocinas produzido pelos macrófagos M2 foi aumentado na presença deste peptídeo 

(383). Ademais, o IDR-1018 apresenta a capacidade de aumentar a taxa de 

cicatrização de feridas e tal mecanismo de ação ainda não foi descoberto, mas pode 

estar relacionado com a sua ação sobre o sistema imunológico adaptativo e reparação 

de tecidos (384). Além de sua capacidade imunomodulatória, o IDR-1018 também 

apresenta uma atividade antimicrobiana. Este peptídeo demonstrou atividade em 

vários microrganismos, incluindo alguns mutiresistentes como P. aeruginosa, E. coli, 

Acinetobacter baumannii, K. pneumoniae, S. aureus resistente à meticilina, 

Salmonella typhimurium e Burkholderia cenocepacia (382). Diante sua ação 

antimicrobiana e de indução de reparo tecidual, este peptídeo foi selecionado para 

este trabalho, uma vez que o controle do biofilme, a redução dos microrganismos e a 

ativação de macrófagos M2 podem ser essenciais para o reparo tecidual em DPIs, no 

intuito de promover a revascularização pulpar.  
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2.4.3 Peptídeo regulador da imundade inata 1002 (IDR-1002) 

 

 

O peptídeo IDR 1002 (VQRWLIVWRIRKNH2) pode ser caracterizado como um 

pequeno peptídeo sintético composto por 12 resíduos de aminoácidos que assim 

como o peptídeo IDR-1018, apresenta tanto ação antimicrobiana quanto 

imunomoduladora (385). A ação do IDR-1002 está principalmente relacionada com a 

ativação do sistema imune diante processos infecciosos (386). No primeiro relato de 

estudo com este peptídeo, este estimulou a produção de CXCL1, CXCL8 e CCL2 em 

leucócitos murinos e conferiu proteção contra infecções por Echerichia coli (385). 

Além disso, esta biomolécula apresentou ação antimicrobiana contra S. aureus e P. 

aeruginosa (387). Ademais, o IDR-1002 foi relacionado ao recrutamento de neutrófilos 

e o aumento da degranulação de neutrófilos na presença de LPS, assim como na 

liberação de espécies reativas de oxigênio (ROS) produzidas por estas células, além 

das citocinas TNF-α e IL-10 (12). A ação do IDR-1002 em neutrófilos pode estar 

associada à via de sinalização MAPk (12). Além disso, este peptídeo está relacionado 

com a quimiotaxia de monócitos, uma vez que aumenta a quimioatração celular diante 

das citocinas CCL3 e CCL5 (388). O potencial receptor para o IDR-1002 em 

macrófagos e monócitos pode ser o CCR5 (388). Apesar deste peptídeo apresentar 

atividade antimicrobiana contra S. aureus, prevalente em patologias pulpares, não 

foram realizados estudos envolvendo outros microrganismos prevalentes nas 

patologias pulpares. Frente a sua importante ação imunomodulatória nos processos 

de proteção dos tecidos contra a ação de microrganismos, este peptídeo foi escolhido 

como peptídeo candidato para os testes antimicrobianos, citotóxicos e 

imunomodulatórios na construção de um modelo de infecção endodôntica in vitro. 

 

 

2.4.4 LL-37 

 

 

A LL-37 pode ser considerada a catelicidina mais amplamente estudada, sendo 

esta oriunda da proteína hCAP-18, após sua liberação por neutrófilos e clivagem por 

proteinase (389). A LL-37 pode ser caracterizada como um peptídeo catiônico e pode 

ser encontrada em epitélio escamoso oral não queratinizado, em células epiteliais 
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secretoras, no fluído gengival, no exsudato de sulco gengival e na saliva humana, a 

partir de sua liberação homeostática por meio da degranulação de neutrófilos (390). 

Tal peptídeo possui atividade microbicida de amplo espectro, atingindo bactérias 

(Gram-positivas e negativas), fungos e vírus (391). Dentre as Gram-positivas, tem-se: 

Streptococcus spp, S. aureus, E. faecalis, S. epidermidis, Listeeria monocytogenes, 

E. faecium, Lactobacillus acidophilus, Bacillus subtilis, Bacillus megaterium (392). 

Dentre as Gram-negativas, tem-se:  E. coli, Pseudomonas aeruriginosa, 

Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Salmonella typhimurium, Salmonella 

minessota, B. cepacia, Capnocytophaga ochracea, K. pneumoniae, Proteus mirabilis, 

Stenotrophomonas maltophilia, Proteus vulgaris, Capnocytophaga sputigena, P. 

gingivalis e Salmonella enterica dublin (393). Seu efeito abrange ainda espiroquetas 

(Leptospira interrogans, Borrelia spp.,Treponema pallidum) (394), o fungo C. albicans 

(395) e o vírus influenza (396).  

Além da atividade microbicida, a LL-37 apresenta importantes funções 

adicionais na defesa do hospedeiro, incluindo: quimiotaxia e modulação da resposta, 

indução do recrutamento de neutrófilos, monócitos, células T e mastócitos, liberação 

de IL-8, sinal de transdução, aumento na secreção de proteínas e cicatrização de 

feridas (397-399). Desta forma, o peptídeo LL-37 foi selecionado como peptídeo 

controle por ser uma catelecidina natural humana com efeito antimicrobiano e 

imunomodulatório previamente descrito. 

 

A odontologia atual preconiza a filosofia da mínima intervenção e máxima 

preservação, sendo tais ideias estendidas também à área endodôntica. A engenharia 

tecidual e a biologia molecular podem contribuir para a regeneração tecidual e 

conduzir novas alternativas terapêuticas de revascularização pulpar, guiadas por 

arcabouços que podem estimular a formação de um novo tecido. Frente à causa de 

insucessos com antibióticos usados na revascularização, PDHs podem surgir como 

opção para a terapia endodôntica, uma vez que possuem atividade antimicrobiana e 

imunomodulatória, podendo proporcionar o reparo tecidual em DPIs. 
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3 OBJETIVOS 

 

 

3.1  OBJETIVO GERAL 

 

 

 Determinar a capacidade antimicrobiana, citotóxica e imunomodulatória de 

peptídeos sintéticos em comparação com as pastas DAP e TAP, em um modelo de 

infecção in vitro. 

 

 

3.2  OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 

 Avaliar a concentração inibitória mínima (CIM) e bactericida mínima (CBM) dos 

peptídeos (DJK-6, LL-37, IDR-1018 e IDR-1002), em comparação com as 

pastas (DAP e TAP) contra as bactérias S. aureus e E. faecalis. 

 Avaliar a combinação do peptídeo IDR-1002 e o antibiótico ciprofloxacino 

contra as bactérias S. aureus e E. faecalis. 

 Avaliar a viabilidade celular e a produção de NO, em linhagens de macrófagos 

RAW 264.7 e fibroblastos L929, nas concentrações clínicas das pastas DAP e 

TAP, em comparação com os valores de CIM e CBM encontrados. 

 Avaliar a viabilidade celular e a produção de NO em diferentes concentrações 

de antígenos mortos pelo calor (heat - killed – HK) de S. aureus e E. faecalis 

em culturas de macrófagos RAW 264.7 e fibroblastos L929. 

 Avaliar a viabilidade celular de RAW 264.7 e L929 na presença das pastas DAP 

e TAP, do antibiótico ciprofloxacino, dos peptídeos LL-37 e IDR-1002 e da 

associação de ciprofloxacino e IDR-1002, estimulados com ou sem HK-S. 

aureus ou HK-E. faecalis com IFN-. 

 Avaliar a produção das citocinas IL-1α, IL-6, TNF-α, IL-12, IL-10 e o mediador 

NO, em células RAW 264.7, na presença das pastas DAP e TAP, do antibiótico 

ciprofloxacino, dos peptídeos LL-37 e IDR-1002 e da associação de 
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ciprofloxacino e IDR-1002, estimulados com ou sem HK-S. aureus ou HK-E. 

faecalis com IFN-.. 

 Avaliação da produção das citocina IL-6 e o mediador NO, em células L929, na 

presença das pastas DAP e TAP, do antibiótico ciprofloxacino, dos peptídeos 

LL-37 e IDR-1002 e da associação de ciprofloxacino e IDR-1002, estimulados 

com ou sem HK-S. aureus ou HK-E. faecalis com IFN-γ. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 



68 
 

4 MÉTODOS 

 

 

4.1  DELINIAMENTO EXPERIMENTAL 

 

 

O presente trabalho consistiu em um estudo do potencial de peptídeos de 

defesa do hospedeiro em um modelo de infecção endodôntica in vitro, sendo 

avaliadas suas capacidades antimicrobianas (dos peptídeos IDR-1002, IDR-1018, 

DJK-6 e LL-37), citotóxicas (do peptídeo IDR-1002 e LL-37) e imunomoduladoras (do 

peptídeo IDR-1002 e LL-37), em comparação com as medicações padrões-ouro 

utilizadas em terapias de revascularização pulpar (pasta tripla e dupla antibiótica). 

Desta forma, trabalho foi dividido em 3 etapas, conforme descrito na figura 3. 

  

 

Figura - 3 Fluxograma das etapas desenvolvidas no trabalho. 

 

Etapa 1

• Avaliação da capacidade antimicrobiana dos peptídeos (IDR-1002, 
IDR-1018, DJK-6 e LL-37) e da pasta tripla antibiótica e duplo 
antibiótica, além da avaliação sinérgica das melhores amostras.

Etapa 2

• Avaliação da citotoxicidade e produção de nitrito nas 
concentrações clínicas da pasta tripla e dupla antibiótica, nas 
concentrações encontradas na análise antimicrobiana da pasta 
tripla, dupla e da proposta sinérgica.

Etapa 3

• Avaliação da capacidade citotóxica e imunomodulatória em 
linhagem de células RAW 264.7 e L929 das melhores amostras em 
um modelo de infecção endodontica in vitro.
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4.2  OBTENÇÃO DOS PEPTÍDEOS ANTIMICROBIANOS E 

IMUNOMODULADORES   (IDR-1002, IDR-1018, DJK-6 E LL-37) 

 

 

Os peptídeos utilizados foram sintetizados, purificados (>95%), liofilizados e 

armazenados pela Peptide 2.0 Inc. (EUA) e AminoTech Pesquisa e Desenvolvimento 

(Brasil). A síntese foi realizada em fase sólida a partir da metodologia F-moc (400). 

Antes dos experimentos, foi realizada confirmação da massa molecular e pureza 

destes via espectrometria de massa Matrix Assisted Laser Desorption Ionization – 

Time of Flight (MALDI-ToF). Os peptídeos foram diluídos em água ultrapura e 

analisados em matriz (ácido saturado α-ciano-4-hidroxicinâmico, preparado com 50 

μL de ácido trifluoroacético à 3%, acetonitrila 100% e 200 μL de água ultrapura), no 

volume de 1:3. A massa molecular foi determinada via MALDI-ToF Ultra Flex III 

(Bruker Daltonics, Billerica, MA). A massa mono isotópica foi obtida a partir de 

espectrometria de massa (Bruker Daltonics, Billerica, MA), utilizando o método de 

operação refletido e positivo de 700 a 3500 Da, com calibração externa (anexo A). 

 

 

4.3  ARMAZENAMENTO E QUANTIFICAÇÃO DOS PEPTÍDEOS 

ANTIMICROBIANOS E IMUNOMODULADORES (IDR-1002, IDR-1018, DJK-6 

E LL-37) 

 

 

Uma vez que o espectro da massa de alguns peptídeos tenha detectado 

impurezas, com a presença de íons não compatíveis com o peptídeo ou íons 

compatíveis com degradação, o peptídeo foi submetido à purificação por 

cromatografia líquida de alta eficiência em fase reversa (RT-HPLC). Para tal, o 

peptídeo foi solubilizado em água ultrapura (500 μg) e submetido à coluna semi 

preparativa C18 (NST, 5 μm, 250 mm x 10 mm), sendo eluído com um gradiente linear 

de acetonitrila (5-95%) por 60 min, a um fluxo de 2,5 mL.min-1. As frações, 

monitoradas à 216 nm, foram coletadas e liofilizadas. Após a purificação, a amostra 

foi novamente analisada por MALDI-ToF. Para os experimentos, os peptídeos foram 
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diluídos em água ultrapura e quantificados pela absorção de UV a 205, 215 e 225 ηm 

utilizando a fórmula de concentração (401): 

A = (A215 - A225) X 144 

B = (A205) X 31 

𝐴+𝐵/2=μg.mL−1 

Os peptídeos foram armazenados a -20ºC até o uso. 

 

 

4.4  OBTENÇÃO DOS ANTIMICROBIANOS DAS PASTAS UTILIZADAS EM 

REVASCULARIZAÇÃO PULPAR 

 

 

Os antimicrobianos ciprofloxacino (CIP), metronidazol (MET), e minociclina 

(MNC) foram obtidos pela indústria multinacional Sigma Aldrich® (padrão farmacopéia 

européia). O CIP, o MET e a MNC foram misturados na proporção 1:1:1 em água Milli-

Q autoclavada, para o preparo da pasta tripla antibiótica (TAP), segundo descrito por 

Hoshino (227). O CIP e o MTZ foram misturados na proporção 1:1 para a preparação 

da pasta dupla antibiótica (DAP), descrita por Iwaya (216). A diluição dos 

antimicrobianos aconteceu no momento da realização de cada experimento. A 

ampicilina (Sigma Aldrich®) foi usada como controle positivo para os ensaios 

antimicrobianos (402) . 

 

 

4.5  AVALIAÇÃO DA CAPACIDADE ANTIMICROBIANA DOS PEPTÍDEOS 

ANTIMICROBIANOS, DAS PASTAS UTILIZADAS PARA 

REVASCULARIZAÇÃO PULPAR E DOS ANTIMICROBIANOS PRESENTES 

NAS PASTAS ISOLADAMENTE 

 

 

A concentração inibitória mínima (CIM) e a concentração bactericida mínima 

(CBM) dos antimicrobianos CIP, MET e MNC e quando combinados em TAP ou DAP 

e dos peptídeos antimicrobianos (IDR-1018, IDR-1002, DJK-6 e LL-37) foram 
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determinadas utilizando o método de microdiluição e macrodiluição em caldo, 

respectivamente, de acordo com a M7-A6 do National Committee for Clinical 

Laboratory Standards (402).Os bioensaios bacterianos foram realizados contra E. 

faecalis (ATCC 19433) e S. aureus (ATCC 25923). Os experimentos foram realizados 

de acordo com a fase logarítmica das curvas de crescimento, pré-determinadas, 

segundo anexo B. As bactérias foram pré-inoculadas a partir de uma colônia em 5 mL 

de meio Luria Bertani (LB, Sigma aldrich, EUA) e incubadas até que alcançassem a 

absorbância de 0,50 – 0,65 a 595 nm. Nesta absorbância, foi considerada uma 

concentração de 1x1012 UFCs.mL-1 para E. faecalis e 2,9 x 108 UFCs.mL-1 para S. 

aureus. Desta forma, com os pré-inóculos em fase logarítmica, os bioensaios 

antibacterianos foram realizados em meio Luria Bertnani (LB, Sigma aldrich, EUA) 

com a concentração de 5x104 UFC por poço, com um intervalo de concentrações das 

amostras a serem testadas. Os intervalos das concentrações testadas para 

determinação de uma concentração inibitória mínima foram de 2 a 256 μg.mL-1 para 

os peptídeos (IDR-1002, IDR-1018, DJK-6 e LL-37) e de 0,025 a 256 μg.mL-1 para os 

antimicrobianos de TAP e DAP isolados ou juntos. Além das amostras a serem 

testadas, foram utilizados 3 controles neste bioensaio: 1 - células bacterianas e meio 

de cultura (100% de crescimento bacteriano); 2 - células bacterianas, ampicilina na 

concentração de 20 μg.mL-1 para E. faecalis e 4 μg.mL-1 para S. aureus e meio de 

cultura (100% de inibição do crescimento bacteriano); e 3 - meio de cultura sem 

bactéria e sem amostras (branco). Os grupos foram preparados em triplicatas 

biológicas e triplicata técnica em placas de cultura de 96 poços (TPP, EUA) incubada 

por 12 h, a 37 oC, sob agitação média em leitor de microplacas (Bio-Tek PowerWave 

HT, EUA), com leituras a cada 30 min, a 595 nm. A CIM ou CBM foram determinadas 

a partir do crescimento microbiano nos pontos da metade da fase logarítmica curvas 

de crescimento realizadas previamente (abs 0,50 – 0,65), comparados aos controles 

positivo e negativo. Por fim, todas as concentrações das amostras testadas foram 

inoculadas por microgota em meio sólido para confirmação de atividade bactericida 

ou bacteriostática. 
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4.6  AVALIAÇÃO DA COMBINAÇÃO SINÉRGICA DO PEPTÍDEO IDR-1002 E O 

ANTIMICROBIANO CIPROFLOXACINO 

 

 

Baseando-se nos melhores resultados de CIM e CBM dos antimicrobianos 

isolados ou combinados de DAP ou TAP (metronidazol e ciprofloxacino) e dos 

peptídeos previamente testados (IDR-1002, IDR-1018, DJK-6 e LL-37) contra E. 

faecalis e S. aureus uma avaliação da capacidade combinada de IDR-1002 e 

ciprofloxacino foi realizada, utilizando o método do tabuleiro xadrez (PILLAI 2005), 

com adaptações (403). A associação entre o peptídeo IDR-1002 e ciprofloxaciono foi 

realizada em diferentes concentrações. O ensaio de susceptibilidade foi desenvolvido 

pelo método de microdiluição, de acordo com as recomendações do CLSI (Clinical 

and Laboratory Standards Institute, 2009). As diluições dos peptídeos utilizados 

nestes experimentos foram baseadas no CIM de cada peptídeo isoladamente. 

Inicialmente foram preparadas diluições dos peptídeos em concentrações 2X maiores 

que a concentração desejada em água Milli-Q autoclavada. Posteriormente, 10 μL de 

cada concentração da série de diluição de IDR-1002 foram combinados com 10 μL de 

cada concentração de uma série de diluição do ciprofloxacino. Em cada poço da 

microplaca foi adicionado 80 μL da suspensão bacteriana (5x104 UFC) de E. faecalis 

(ATCC 19433) e S. aureus (ATCC 25923) em sua fase logarítima. O crescimento 

bacteriano foi observado após a incubação por 12 h, a 37 oC, sob agitação média em 

leitor de microplacas (Bio-Tek PowerWave HT, EUA), com leituras a cada 30 min, a 

595. A partir dos valores das médias das absorbâncias a concentração inibitória 

fracional (ICIF) foi calculada de acordo com a equação abaixo: 

ICIF= CIM (1 em combinação com 2)/ CIM de 1 + CIM (2 em combinação com 1)/ CIM 

de 2 

O ICIF foi interpretado da seguinte forma: 

 ICIF≤ 0,5: ação sinérgica; 

 ICIF > 0.50 e < 1,0: ação aditiva; 

 ICIF >1,0 e ≤ 4: indiferente; 

 ICIF≥4: ação antagônica. 
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4.7  AVALIAÇÃO DA CITOTOXICIDADE E RESPOSTA IMUNE DE TAP, DAP, DO 

CIPROFLOXACINO, DO PEPTÍDEOS IDR-1002 E LL-37 E DA ASSOCIAÇÃO 

SINÉRGICA DE IDR-1002 E CIPROFLOXACINO 

 

 

4.7.1 Culturas celulares e grupos experimentais das etapas 2 e 3 

 

 

Para a construção de um modelo de infecção endodôntica in vitro, foram 

utilizadas duas linhagens celulares: um monócito (RAW 264.7), representando uma 

célula do sistema imune inato e um fibroblasto (L929), representando uma célula de 

reparo tecidual. A linhagem de células RAW 264.7 foi obtida do Banco de Células do 

Rio de Janeiro (CR108). Estas células são macrófagos precursores de osteoclastos, 

derivados de tumores induzidos em camundongos machos BALB/c infectados com o 

vírus da leucemia murina de Abelson (404). A linhagem de fibroblastos L929 foi obtida 

pela American Type Culture Collection (ATCC 929, Manassas, VA, USA). Estas 

células são fibroblastos oriundos de murinos Mus musculus (405). Ambas células 

foram mantidas em meio de cultura DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) 

(Gibco, EUA), suplementado com 10% de soro bovino fetal (Gibco, EUA), 0,5% de 

solução de aminoácidos MEM (Gibco, EUA) e em estufa contendo 5% de CO2, a 37ºC 

e 95% de umidade (406). As culturas celulares de RAW 264.7 e L929 (1x105 células 

por poço) foram submetidas a diversos estímulos, sendo que na fase 2, os testes de 

nitrito e MTT determinaram os grupos que avançaram para a etapa 3. Na etapa 2 

(figura 4), ambas as células foram estimuladas com as concentrações clínicas de TAP 

75 µg.mL-1 e DAP 75 μg.mL-1 em comparação com as CIM encontradas nos 

experimentos antimicrobianos e de avaliação do sinergismo, previamente realizados 

(216, 227). As concentrações clínicas de 75 de DAP e TAP, foram utilizadas como 

parâmetro de comparação de viabilidade celular e produção de nitrito com os achados 

deste estudo, e não avançaram para etapa subsequente (etapa 3, figura 4). Além 

disso, a menor concentração da combinação sinérgica de IDR-1002 com CIP (16 

μg.mL-1 + 0,015  μg.mL-1), encontrada para E. faecalis, não prosseguiu para os 

experimentos posteriores, uma vez que não apresentou diferença estatística em 

relação à concentração antimicrobiana para S. aureus (32 μg.mL-1 + 0,015 μg.mL-1). 
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Os grupos experimentais desenhados para este estudo se assemelham a um 

modelo de infecção experimental in vitro, pela presença do recombinante (r) da 

citocina pró-inflamatória IFN-γ (10 U por poço, Peprotech, EUA) e dos antígenos 

microbianos mortos pelo calor (1x106 UFC por poço). Além disso, o LPS (3 μg.mL-1, 

Sigma-Aldrich, EUA), foi utilizado como controle, por ser um antígeno pró-inflamatório 

conhecido, e abundante nas infecções endodônticas. Ademais, os mecanismos 

imunomoduladores do LPS são mais claros e estabelecidos que o ácido lipotecóico 

(LTA), presente nas bactérias estudadas (407). Para a etapa 3 (figura 4), a proposta 

foi avaliar a capacidade de reduzir a resposta pró-inflamatória frente aos antígenos 

testados pela nova proposta terapêutica. 
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Figura 4 - Etapas experimentais e grupos testados 
 
 

Concentrações 
em µg.mL-1 dos 

estímulos da 
etapa 3

Concentrações 
em µg.mL-1 dos 

estímulos da 
etapa 2

Estímulos 
testados

Célula

Células 
Raw ou 

L929

- -

-

LPS

rIFN-γ

LPS + rIFN-γ

DAP

1

1

1 + HK-E.f + rIFN-γ

1 + HK-S.a + rIFN-γ

75

TAP

2

2

2 + HK-E.f + rIFN-γ

2 + HK-S.a+ rIFN-γ

75

CIP

0,015 0,015 

0,015 + HK-E.f + rIFN-γ

0,015 + HK-S.a+ rIFN-γ

LL-37
32

32

32 + HK-E.f + rIFN-γ

32 + HK- S.a + rIFN-γ

IDR-
1002

32
32

32 + HK-E.f. + rIFN-γ

32 + HK-S.a + rIFN-γ

IDR-
1002 + 

CIP

16 + 
0,015

32 + 
0,015

32 + 0,015

32 + 0,015 + HK-E.f + rIFN-γ

32 + 0,015 + HK-S.a + rIFN-γ
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4.7.2 Preparo e teste dos antígenos microbianos mortos pelo calor 

 

 

Os grupos experimentais desenhados para os experimentos de citotoxicidade 

e imunomodulação envolveram a estimulação celular com antígenos mortos pelo calor 

(HK - Heat Killed). Os antígenos foram preparados a partir dos mesmos 

microrganismos utilizados nos ensaios antimicrobianos: E. faecalis (ATCC 19433) e 

S. aureus (ATCC 25923). A preparação destes envolveu a coleta de colônias recém 

repicadas que foram ressuspensas em tampão PBS (separadamente) e quantificadas 

por D.O.. Posteriormente, estes foram aquecidos a 121 oC, durante 50 min e 

posteriormente armazenados a -20 oC. A morte destes microrganismos foi confirmada 

a partir de inoculação de uma alíquota de cada antígeno em meio líquido e nova 

incubação por 24 h (135). Os antígenos foram testados previamente à execução dos 

ensaios de citotoxicidade e imunomodulação. Este teste avaliou a quantidade de 

antígenos que seriam suficientes para estimular a resposta das células pré-

osteoclásticas RAW 264.7 e fibroblastos L929 por meio da produção de nitrito, após 

72h de incubação. Em adição, foi avaliada a viabilidade celular na presença das 

diferentes concentrações de antígenos (105 a 108 UFCs). Nesta situação, os melhores 

estímulos para os experimentos posteriores foi o de 106 UFCs para HK-E. faecalis e 

HK-S. aureus, em ambas as células na presença do recombinante rIFN-γ. O LPS (3 

μg.mL-1, Sigma-Aldrich, EUA), foi utilizado como controle antigênico pró-inflamatório 

para os estímulos em células RAW 264.7 e L929. Para avaliar o comportamento 

morfológico destas células frente aos antígenos HK de E. faecalis e S. aureus, 

imagens de microscopia de luz foram obtidas após os tempos experimentais de 0 e 

72h de incubação. 

 

 

4.7.3 Avaliação da citotoxicidade dos peptídeos, de DAP e TAP e da 

associação sinérgica de IDR-1002 e ciprofloxacino 

 

 

O ensaio de viabilidade celular para a análise citotóxica foi realizado após 24 e 

72 h para as células RAW 264.7 e após 48 e 72 h, para as células L929. As placas 

foram incubadas a 37 oC, 5% de CO2 e 95% de umidade nas etapas 2 e 3 deste 
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trabalho. Os grupos controles deste experimento foram representados por poços com 

1 - células e meio de cultura, representando 100% de viabilidade celular; 2 - células, 

meio de cultura e solução de lise (10 mM Tris, pH 7,4, 1 mM EDTA e 0,1% triton X-

100) (408) representando 0% de viabilidade celular; e 3 - meio de cultura (branco). Ao 

final dos períodos experimentais, foi utilizado o ensaio colorimétrico MTT (Sigma 

Chemicals Co., St. Louis, EUA). O MTT consiste em um método colorimétrico baseado 

na capacidade das células vivas de reduzirem o sal 3-(4,5-di-metilazol-2-il)-2,5-difenil 

tetrazolium brometo no produto formazan (409). Após o período de incubação, todo o 

sobrenadante foi removido e foram adicionados 45 μL de meio DMEM por poço. Foi 

acrescentado 10 μL de MTT (50 μg por poço) e as placas de cultura (TPP, EUA) foram 

incubadas por 3 – 4h, a 37 oC, 5% de CO2 e 95% de umidade. A reação foi bloqueada 

com 60 μL por poço de dimetilsulfóxido com posterior homogeneização de cada poço 

para completa solubilização do produto celular. A absorbância foi determinada em 

leitor de microplacas (Bio-Tek PowerWave HT, EUA), à 595 nm. 

 

 

4.7.4 Avaliação da atividade imunomodulatória dos peptídeos, DAP, TAP e 

sinergismo (IDR-1002 e ciprofloxacino) 

 

 

Os ensaios para avaliação da resposta imune seguiram os mesmos grupos de 

estudo já descritos (Figura 4). Após os períodos experimentais de 24, 48 e 72 h, o 

sobrenadante das culturas com diferentes estímulos foi coletado. A partir deste 

sobrenadante, foram realizadas as dosagens de óxido nítrico em RAW 264.7 e L929,  

das citocinas: TNF-α, IL-12, IL-6, IL-1α e IL-10 (em culturas de células RAW 264.7) e 

IL-6 (em culturas de fibroblastos L929). 

 

 

4.7.4.1 Dosagem de citocinas por Enzyme-Liked Immunoabsorbent Assay 

(ELISA) 

 

 

A partir do sobrenadante das culturas de células RAW 264.7 incubadas no 

período 24h e 72h, foi avaliada a produção de TNF-α, IL-12, IL-6, IL-1α e IL-10. As 
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produção de IL-1α, IL-6, IL-12 e TNF-α foram avaliadas após 24 h, enquanto a 

produção de IL-10 foi avaliada após 72 h de incubação, sendo os tempos 

experimentais baseados na literatura (135, 410). A partir do sobrenadante de células 

L929, foi avaliada a produção de IL-6, após 48h de incubação, sendo este tempo 

experimental escolhido baseado em dados prévios desta citocina produzida por estas 

células (411). As concentrações destas citocinas foram determinadas pelo método de 

Enzyme-Liked Immunoabsorbent Assay (ELISA), utilizando os respectivos murine 

ELISA development kit (Peprotech, New Jersey, EUA), seguindo-se as especificações 

do fabricante, nos sobrenadantes obtidos em diferentes períodos de cultura. Os níveis 

de citocinas foram expressos em picogramas por mililitro (pg.mL-1), após comparação 

com curva padrão proposta pelo kit de ELISA utilizado de acordo com as 

especificações do fabricante: IL-6 (0,2-4 ng.mL-1), IL-10 (0,25-3 ng.mL-1) e TNF-α, IL-

1α e IL-12 (0,2-2 ng.mL-1) (412).  

 

 

4.7.4.2 Dosagem de óxido nítrico (NO) 

 

 

A dosagem de óxido nítrico constituiu outro parâmetro analisado neste estudo. 

A partir da mesma cultura realizada no experimento de viabilidade celular, com 

diversas concentrações das amostras e antígenos, o sobrenadante de 72 h foi 

coletado para avaliação dos níveis de nitrito em ambas células (RAW 264.7 e L929). 

A produção de nitrito nos sobrenadantes das culturas foi avaliada pelo método de 

Green (413) com adaptações. Foram transferidos 100 μL dos sobrenadantes de 

cultura para placas de 96 poços (TPP, EUA), acrescidos de 100 μL de DMEM (Gibco, 

EUA) suplementado nos poços da curva padrão de nitrito de sódio. Em seguida, foram 

adicionados 100 μL de uma solução de sulfanilamida a 1% em ácido fosfórico 2,5% e 

naftiletilenodiamina 1% em ácido fosfórico 2,5%, na proporção de 1:1. Após 10 min de 

incubação à temperatura ambiente, foi realizada leitura em leitor de microplacas (Bio-

Tek PowerWave HT, EUA), a 490 nm. A quantidade de nitrito foi calculada a partir da 

equação da curva padrão de nitrito de sódio (1,5625 μM a 200 μM) (413). 
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4.8  ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

 

Os resultados foram submetidos ao cálculo da média e desvio padrão para 

cada réplica biológica e em seguida foi realizado o cálculo da média e erro padrão das 

médias, como um indicativo de reprodutibilidade das réplicas. Em seguida foi realizada 

a verificação de normalidade das amostras (teste de Kolmogorov Smirnov) e posterior 

estatística paramétrica, mediante a análise de variância de um fator (one-way 

ANOVA), seguido do pós teste de Bonferroni. As análises foram consideradas a um 

intervalo de segurança de 95%, tendo um valor de p<0,05. Estas análises foram 

estabelecidas nas 2 últimas etapas do trabalho. Na etapa 1, a partir dos ensaios de 

atividade antimicrobiana e sinergismo, os grupos foram comparados aos controles 

referentes a 100% e 0% de crescimento microbiano. Na etapa 2, esta análise 

estatística foi definidora para reduzir o número de grupos para a etapa final, terceira 

etapa do estudo. E na terceira etapa do estudo, esta análise estatística possibilitou 

uma análise mais ampla do comportamento de DAP ou TAP, dos peptídeos IDR-1002 

e da LL-37, e o sinergismo (IDR-1002 com ciprofloxacino) em um modelo de infecção 

endodôntica in vitro. O peptídeo LL-37 foi utilizado como controle para a comparação 

do peptídeo IDR-1002, por ser conhecidamente descrito na literatura como peptídeo 

com ação imunomoduladora (414). A análise estatística foi realizada no software 

GraphPadPrism 6. 
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5 RESULTADOS 

 

 

5.1  ETAPA 1: AVALIAÇÃO DA CAPACIDADE ANTIMICROBIANA DOS 

PEPTÍDEOS (IDR-1002, IDR-1018, DJK-6 E LL-37) E DA TAP E DAP, ALÉM 

DO POTENCIAL SINÉRGICO DAS MELHORES AMOSTRAS 

 

 

5.1.1 Avaliação da pureza dos peptídeos estudados e dos antimicrobianos 

de TAP e DAP 

 

 

Os PDHs foram analisados quanto a sua pureza e massa molecular utilizando 

MALDI-ToF, de acordo com a Tabela 2 e (Anexo A). Os espectros de massa 

apresentados no anexo foram usados como referência para posteriores análises de 

outros lotes dos mesmos peptídeos. 

 

Tabela 2 – Sequência molecular dos peptídeos LL-37, IDR-1002, IDR-1018 e DJK-6. 

 

  

 O grau de pureza (98%) dos antimicrobianos CIP, MTZ e MNC foi informado 

pela empresa Sigma Aldrich, seguindo os padrões de qualidade da farmacopéia 

européia (padrão de ref: 5.12. ISO 17034).  

 

 

Peptídeo Sequência Massa 

molecular 

LL-37 LLGDFFRKSKEKIGKEFKRIVQRIKDFLRNLVPRTES 4493,33 

IDR-1002 VQRWLIVWRIRK-NH2 1652,24 

IDR-1018 VRLIVAVRIWRR-NH2 1536,01 

DJK-6 VQWRRIRVWVIR 1667,03 
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5.1.2 Avaliação da capacidade antimicrobiana dos peptídeos e dos 

antimicrobianos das pastas DAP e TAP juntos ou separados. 

 

 

Anteriormente à avaliação da atividade antimicrobiana dos peptídeos e dos 

antimicrobianos da TAP ou DAP juntos ou separados, foram analisados os padrões 

de crescimento das cepas das bactérias E. faecalis (19433) e S. aureus (25923). As 

curvas de crescimento de E. faecalis e S. aureus que determinaram sua fase 

logarítmica estão representadas no Anexo B. As curvas de crescimento de E. faecalis 

determinaram o meio de sua fase logarítmica representados pela absorbância de 0,5 

– 0,65 a 595 nm. O pré-inóculo incubado até alcançar a referida absorbância foi usado 

nos ensaios antimicrobianos. 

A avaliação da atividade antimicrobiana dos peptídeos LL-37, IDR-1002, IDR-

1018 e DJK-6 e dos antimicrobianos de DAP ou TAP juntos ou separados, foi realizada 

em bioensaios de microrganismos prevalentes em quadros de necrose pulpar de 

DPIs. A concentração inibitória mínima (CIM) foi determinada, a partir da fase log, 

mediante comparação da absorbância das amostras testadas em relação ao controle 

negativo (0% de crescimento microbiano). A ausência de diferença entre os grupos 

testados com o controle negativo determinou a CIM. Nestes bioensaios foram 

consideradas CIM, as concentrações das amostras testadas que não apresentaram 

diferença estatística quando comparadas ao controle negativo (ampicilina 20 μg.mL -1 

para E. faecalis e 4 μg.mL-1 para S. aureus). Desta forma, os valores de CIM e CBM 

(em μg.mL-1) do peptídeo IDR-1002 foi de 128 para S. aureus e 64 para E. faecalis; 

do peptídeo IDR-1018 foi 256 (CIM) e >256 (CBM), tanto para S. aureus quanto para 

E. faecalis; do peptídeo DJK-6 foi >256 (CIM e CBM) para S. aureus e 256 (CIM) e 

>256 (CBM) para E. faecalis; do peptídeo LL-37 foi >256 (CIM e CBM) para ambas 

bactérias; do antimicrobiano CIP foi de 0,25 (CIM e CBM) para S. aureus e de 0,125 

(CIM e CBM) para E. faecalis; do antimicrobiano MTZ foi >256 (CIM e CBM)  para 

ambas bactérias; do antimicrobiano MNC foi de 1 (CIM e CBM) para S. aureus e de 8 

(CIM e CBM) para E. faecalis; da pasta DAP foi de 1 (CIM e CBM) para S. aureus e 

de 0,25 (CIM e CBM) para E. faecalis; e da pasta TAP foi de 2 (CIM e CBM) para S. 

aureus e de 0,25 (CIM e CBM) para E. faecalis. Os resultados demonstraram que IDR-

1002 apresentou os menores valores de CIM e CBM e LL-37, os maiores dentre os 

peptídeos. CIP apresentou os menores valores de CIM e CBM dentre os 
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antimicrobianos e MTZ os maiores. A DAP apresentou melhores resultados de CIM e 

CBM quando comparada a TAP (Tabela 3). 

 

Tabela - 3 Representação dos valores de CIM e CBM dos peptídeos e dos 

antimicrobianos da DAP e TAP em µg.mL-1 contra S. aureus e E. faecalis. 

 

 

 

5.1.3 Avaliação da combinação sinérgica do peptídeo IDR-1002 e o 

antimicrobiano CIP 

 

 

Baseando-se nos melhores resultados de CIM e CBM dos antimicrobianos 

isolados ou combinados de DAP ou TAP e dos peptídeos previamente testados (IDR-

1002, IDR-1018, DJK-6 e LL-37) contra E. faecalis e S. aureus, uma avaliação da 

capacidade antimicrobiana combinada de IDR-1002 e CIP foi realizada. A partir das 

concentrações 2x maiores (0,5 µg.mL-1 de CIP e 256 µg.mL-1 de IDR-1002 para S. 

aureus e 0,25 µg.mL-1 de CIP e 128 µg.mL-1 para E. faecalis) do que as encontradas 

previamente, uma série de diluições foram realizadas. As concentrações inibitórias 

fracionárias (ICIF) foram determinadas, a partir da fase log, mediante comparação da 

absorbância das amostras testadas em relação ao controle negativo (0% de 

crescimento microbiano). A ausência de diferença entre os grupos testados com o 

controle negativo determinou a ICIF. Nestes bioensaios foram consideradas (ICIF), as 

concentrações das amostras testadas que não apresentaram diferença estatística 

 
ANTIMICROBIANOS/ 

PEPTÍDEOS 

                                 MICRORGANISMOS 

S. aureus ATCC 25923 E. faecalis ATCC 19433 

CIM em 
µg.mL-1 

CBM em 
µg.mL-1 

CIM em 
µg.mL-1 

CBM em 
µg.mL-1 

Ampicilina 4 4 20 20 

IDR1002 128 128 64 64 

IDR1018 256 >256 256 >256 
DJK-6 >256 >256 256 >256 

LL-37 >256 >256 >256 >256 

CIP 0,25 0,25 0,125 0,125 

MTZ >256 >256 >256 >256 

MNC 1 1 8 8 
DAP 1 1 0,25 0,25 

TAP 2 2 0,25 0,25 
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quando comparadas ao controle negativo (ampicilina 20 μg.mL-1 para E. faecalis e 4 

μg.mL-1 para S. aureus). Diante disso, foram encontradas associações sinérgicas para 

a bactéria S. aureus nas combinações de 0,062 µg.mL-1 de CIP + 32 µg.mL-1 de IDR-

1002 (ICIF = 0,5), 0,031 µg.mL-1  de CIP + 32 µg.mL-1 de IDR-1002 (ICIF = 0,37) e 

0,015 µg.mL-1 de CIP + 32 µg.mL-1 de IDR-1002 (ICIF = 0,31). Para a bactéria E. 

faecalis, as associações sinérgicas foram encontradas nas combinações de 0,031 

µg.mL-1 de CIP + 16 µg.mL-1 de IDR-1002 (ICIF = 0,5) e 0,015 µg.mL-1  de CIP + 16 

µg.mL-1 de IDR-1002 (ICIF = 0,37).  

 

 

5.2  ETAPA 2: AVALIAÇÃO DA CITOTOXICIDADE E PRODUÇÃO DE NITRITO 

NAS CONCENTRAÇÕES CLÍNICAS DA TAP E DAP, NAS 

CONCENTRAÇÕES ENCONTRADAS NA ANÁLISE ANTIMICROBIANA DA 

DAP, TAP E DA PROPOSTA SINÉRGICA (CIP + IDR-1002) 

 

 

Frente aos resultados antimicrobianos e sinérgicos das amostras testadas, um 

ensaio de viabilidade celular por MTT e a produção de nitrito foi realizada em culturas 

das linhagens celulares de macrófagos RAW 264.7 e fibroblastos L929, após 72 h de 

incubação. O objetivo foi comparar os resultados dos CIM encontrados neste estudo 

para DAP (1 µg.mL-1) e TAP (2 µg.mL-1), com as concentrações clínicas utilizadas (75 

µg.mL-1). Além disso, essa etapa serviu pra comparar os valores sinérgicos 

encontrados para S. aureus (0,015 µg.mL-1 de CIP + 32 µg.mL-1 de IDR-1002) e E. 

faecalis (0,015 µg.mL-1  de CIP + 16 µg.mL-1 de IDR-1002), para determinação dos 

grupos a serem analisados na etapa final (etapa 3). 
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5.2.1 Viabilidade celular em macrófagos RAW 264.7 

 

 

A viabilidade  celular das culturas na presença de diferentes estímulos se 

manteve estável ou acima de 100% em todos os grupos avaliados (Figuras 5A e 5B). 

Os grupos estimulados com DAP (1 µg.mL-1) estimularam a proliferação celular 

quando comparados ao controle (RAW) (Figura 5A) (p<0,05). A concentração clínica 

de 75 µg.mL-1 de DAP aumentou a proliferação celular quando comparada ao controle 

(RAW) (p<0,05) (Figura 5B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5 – Viabilidade celular de RAW 264.7 das culturas na presença de diferentes estímulos: (A) DAP 

(1 µg.mL-1), TAP (2 µg.mL-1), CIP (0,015 µg.mL-1), CIP (0,015 µg.mL-1) + IDR-1002 (16 µg.mL-1) e CIP 

(0,015 µg.mL-1) + IDR-1002 (32 µg.mL-1); (B) concentrações clínicas DAP (75 µg.mL-1) e TAP (75 µg.mL-

1), após 72h de incubação. As barras representam a média e o erro padrão das absorbâncias (595nm), 

de 3 réplicas biológicas em triplicata. * representa a diferença estatística comparado aos grupos 

controle (RAW), após o teste one-way ANOVA com correções de Bonferroni (p<0,05). 
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5.2.2 Produção de NO em macrófagos RAW 264.7 

 

 

A partir do sobrenadante das culturas incubadas, a produção de NO foi avaliada 

após 72h. DAP (1 µg.mL-1) aumentou a produção de NO em relação ao controle 

(RAW) (p<0,05) e ao grupo contendo (CIP 0,015 µg.mL-1) sem IDR-1002 (p<0,05), 

porém esta produção foi menor do que a observada com o grupo contendo TAP (2 

µg.mL-1) (p<0,05) (Figura 6A). A TAP (2 µg.mL-1) induziu a maior produção de NO 

encontrada em relação ao grupo controle (RAW) e a todos os outros grupos testados 

(p<0,05). Em adição, CIP (0,015 µg.mL-1) reduziu a produção deste mediador, a valor 

quase nulo, quando comparado a todos os outros grupos (p<0,05), exceto em 

comparação ao grupo controle (RAW) (Figura 6A). Os grupos contendo CIP (0,015 

µg.mL-1) + IDR-1002 (16 µg.mL-1) e CIP (0,015 µg.mL-1) + IDR-1002 (32 µg.mL-1) 

apresentaram produção de NO semelhantes entre si e aumentadas em relação ao 

grupo controle (p<0,05) (Figura 6A). Nos controles clínicos, a DAP 75 (µg.mL-1) 

aumentou a produção de NO em relação ao controle (RAW) e a TAP (75 µg.mL-1) 

(p<0,05) (Figura 6B). TAP (75 µg.mL-1) também aumentou a produção de NO em 

relação ao grupo controle (p<0,05) (Figura 6B).  
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Figura 6 – Produção de NO em células RAW 264.7 na presença de diferentes estímulos: (A) DAP (1 

µg.mL-1), TAP (2 µg.mL-1), CIP (0,015 µg.mL-1), CIP (0,015 µg.mL-1) + IDR-1002 (16 µg.mL-1) e CIP 

(0,015 µg.mL-1) + IDR-1002 (32 µg.mL-1); (B) concentrações clínicas DAP (75 µg.mL-1) e TAP (75 µg.mL-

1), após 72h de incubação. As barras representam a média e o erro padrão da produção de nitrito em 

µM, de 3 réplicas biológicas em triplicata. * representa diferença estatística comparada ao o grupo 

controle (RAW) (A e B); # representa diferença estatística comparada com DAP (1 µg.mL-1) (A) ou DAP 

(75 µg.mL-1) (B); ● representa diferença estatística comparadas com TAP (2 µg.mL-1) (A); e ■ 

representa diferença estatística comparadas com CIP (0,015 µg.mL-1) sem IDR-1002 (A), após teste 

one-way ANOVA com correção de Bonferroni (p<0,05). 
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5.2.3 Viabilidade celular em fibroblastos L929 

 

 

A viabilidade  celular das culturas na presença de diferentes estímulos se 

manteve estável ou acima de 100% em todos os grupos avaliados. Nenhum dos 

grupos alterou signicamente a viabilidade celular em relação ao controle (L929) e 

também entre si (Figura 7A). O grupo contendo TAP (75 µg.mL-1) aumentou a 

proliferação celular quando comparado ao grupo DAP (75 µg.mL-1) (p<0,05) (Figura 

7B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7 - Viabilidade celular de L929 das culturas na presença de diferentes estímulos: (A) DAP (1 

µg.mL-1), TAP (2 µg.mL-1), CIP (0,015 µg.mL-1), CIP (0,015 µg.mL-1) + IDR-1002 (16 µg.mL-1) e CIP 

(0,015 µg.mL-1) + IDR-1002 (32 µg.mL-1); (B) concentrações clínicas DAP (75 µg.mL-1) e TAP (75 µg.mL-

1), após 72h de incubação. As barras representam a média e o erro padrão das absorbâncias (595nm), 

de 3 réplicas biológicas em triplicata. # representa a diferença estatística comparada a DAP (75 µg.mL-

1) (B), após o teste one-way ANOVA com correções de Bonferroni (p<0,05). 

 

 

 



88 
 

5.2.4 Produção de NO em fibroblastos L929 

 

 

A partir do sobrenadante das culturas incubadas, a produção de NO foi avaliada 

após 72h. Nenhum dos grupos testados alterou significamente a produção de NO em 

relação ao controle (L929) e o grupo estimulado com CIP (0,015 µg.mL-1) + IDR-1002 

(32 µg.mL-1) aumentou a produção deste mediador em relação a CIP (0,015 µg.mL-1) 

sem IDR-1002 (p<0,05) (Figura 8A). DAP (75 µg.mL-1) diminuiu a produção de NO em 

relação ao controle (L929) e em relação a TAP (75 µg.mL-1) (p<0,05) (Figura 8B). TAP 

(75 µg.mL-1) estimulou a produção de NO quando comparada ao controle (L929) 

(p<0,05) (Figura 8B).  .  
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Figura 8 - Produção de NO em células L929 na presença de diferentes estímulos: (A) DAP (1 µg.mL-1), 

TAP (2 µg.mL-1), CIP (0,015 µg.mL-1), CIP (0,015 µg.mL-1) + IDR-1002 (16 µg.mL-1) e CIP (0,015 µg.mL-

1) + IDR-1002 (32 µg.mL-1); (B) concentrações clínicas DAP (75 µg.mL-1) e TAP (75 µg.mL-1), após 72h 

de incubação. As barras representam a média e o erro padrão da produção de nitrito em µM, de 3 

réplicas biológicas em triplicata. ● representa diferença estatística comparadas ao grupo CIP (0,015 

µg.mL-1) sem IDR-1002 (A); * representa diferença estatística comparada com o grupo controle (L929) 

(A e B); e # representa diferença estatística comparada com DAP (75 µg.mL-1) (B), após teste one-way 

ANOVA com correções de Bonferroni (p<0,05) 

 

 

 

 

 

 

 

 



90 
 

Tabela 4 - Resumo da etapa 2 do trabalho, onde = representa produção ou viabilidade igual ao do 

grupo controle, ⬆ representa aumento de produção ou viabilidade em comparação ao grupo controle e 

⬇ representa diminuição de produção ou viabilidade em comparação ao grupo controle.   

 

 

5.3  ETAPA 3: AVALIAÇÃO DA CAPACIDADE CITOTÓXICA E 

IMUNOMODULATÓRIA EM LINHAGEM DE CÉLULAS RAW 264.7 E L929 

DAS AMOSTRAS SELECIONADAS EM UM MODELO DE INFECÇÃO 

ENDODONTICA IN VITRO. 

 

 

Os grupos DAP e TAP (75 µg.mL-1) não prosseguiram para a etapa 3, pois o 

objetivo era levar para a etapa subsequente (etapa 3), os valores do CIM encontrados 

neste estudo. Como não houveram diferenças estatísticas para as análises descritas 

entre CIP (0,015 µg.mL-1) + IDR-1002 (16 µg.mL-1) e CIP (0,015 µg.mL-1) e IDR-1002 

(32 µg.mL-1), apenas este último grupo avançou para a etapa final, já que nestes 

valores encontra-se ação sinérgica para S. aureus e ação aditiva para E. faecalis. A 

criação de um modelo de infecção endodôntica in vitro nesta etapa de citotoxicidade 

e imunomodulação abrangeu primeiramente a definição da concentração (105 – 108 

UFC.mL-1) do estímulo de antígenos HK de ambas bactérias, a serem utilizados nas 

culturas de células RAW e L929. O objetivo consistiu em selecionar a menor 

concentração que estimulasse as culturas celulares para as análise de produção das 

citocinas (IL-1α, IL-6, TNF-α, IL-12 e IL-10), além do mediador NO, em macrófagos 

Grupos experimentais 

(concentração em µg.mL-1) 

Viabilidade 

Celular 

RAW 264.7 

(fig. 5 pág. 84) 

Produção de 

NO 

RAW 264.7 

(fig. 6 pág. 86) 

Viabilidade 

celular 

 L929 

(fig. 7 pág. 87) 

Produção de 

NO  

L929 

(fig. 8 pág. 89) 

DAP (1)   = = 

DAP (75)                =  

TAP (2) =  = = 

TAP (75) =  = = 

CIP (0,015) = = = = 

IDR-1002 (32) = = = = 

CIP (0,015) + IDR-1002 (16) =  = = 

CIP (0,015) + IDR-1002 (32) =            =           = 
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RAW 264.7 e da citocina IL-6 e o mediador NO, em fibroblastos L929. Nesse modelo 

de infecção endodôntica in vitro, o LPS (3 µg.mL-1 por poço) foi utilizado como um 

controle para os estímulos antigênicos e o rIFN-γ (10 U por poço), como um ativador 

clássico conhecido para produção de citocinas e mediadores em macrófagos e 

fibroblastos. 

 

 

5.3.1 Avaliação da viabilidade celular em RAW 264.7 estimulada com 

diferentes concentrações de HK-S. aureus e HK-E. faecalis 

 

 

As culturas de células RAW 264.7 estimuladas com diferentes concentrações 

de HK-S. aureus não apresentaram redução da viabilidade e o estímulo com LPS 

contribuiu para a proliferação celular (p<0,05) (Figura 9A). A adição de rIFN-γ e 108 

UFC.mL-1 de HK-S. aureus contribuiu para a proliferação celular em relação ao grupo 

controle e aos grupos contendo 105 e 106 UFC.mL-1 (p<0,05) (Figura 9C). As 

diferentes concentrações de antígenos HK- E. faecalis também não reduziram a 

viabilidade celular e 108 UFC.mL-1 e LPS, foram capazes de aumentar a proliferação 

celular quando comparados ao controle (p<0,05) (Figura 9B). Nenhum dos grupos 

testados apresentou diferença estatística em relação ao controle e entre si, na 

presença de rIFN-γ e HK-E. faecalis (Figura 9D). As imagens de microscopia óptica 

(Figura 9E-L) demonstraram que após 3 dias de incubação, os grupos contendo HK-

S. aureus (Figura 9I e 9J) e HK-E. faecalis (Figura 9K e 9L) com ou sem rIFN-γ 

alteraram sua morfologia, quando comparados com o grupo controle (Figura 9E). 
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Figura 9 - Viabilidade celular de células RAW 264.7. Os gráficos representam as culturas celulares estimuladas com diferentes concentrações (105-108 UFC.mL-

1) de antígenos HK-S. aureus (A) com rIFN-γ (C) ou antígenos HK-E. faecalis (B) com rIFN-γ (D), após 72h de incubação. As barras representam a média e o 

erro padrão na absorbância de 595 nm, realizadas em 3 réplicas biológicas. As diferenças estatísticas por one-way ANOVA com correções de Bonferroni 

(p<0,05) são representadas por * comparadas com o grupo controle (A-C); Φ comparadas com 105 UFC.mL-1 (C); e $ comparadas com 106 UFC.mL-1 (C). A 

microscopia óptica (20x) demonstra os aspectos morfológicos celulares (E-L) iniciais (dia 1) e finais (dia 3) de cultura de células RAW 264.7 estimuladas com 

e sem rIFN-γ, LPS, LPS e rIFN-γ, HK-S. aureus 106 UFC.mL-1, HK-S. aureus 106 UFC.mL-1 com rIFN-γ, HK-E. faecalis 106 UFC.mL-1 e HK-E. faecalis 106 

UFC.mL-1 com rIFN-γ. 
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5.3.2 Avaliação da produção de NO em RAW 264.7 estimulada com 

diferentes concentrações de HK-S. aureus e HK-E. faecalis 

 

 

Nas culturas de RAW 264.7, a presença de LPS e diferentes concentrações de 

HK-S. aureus foram capazes de aumentar a produção de nitrito de sódio, após 72 h 

de incubação em relação ao controle, exceto no grupo contendo 108 UFC.mL-1 

(p<0,05) (Figura 10A). A presença de IFN-γ aumentou a produção de nitrito por estas 

células nas diferentes concentrações de HK-S. aureus quando comparadas ao 

controle ou na presença de LPS (p<0,05), com exceção do grupo estimulado com 108 

UFC.mL-1 (Figura 10C). Somente a concentração de 108 UFC.mL-1 de HK-E. faecalis 

foi capaz de aumentar a produção de nitrito de sódio sem a presença de rIFN-γ em 

relação ao controle (p<0,05) (Figura 10B). A adição de rIFN-γ levou a um aumento na 

produção de nitrito de sódio dos grupos estimulados com as diferentes concentrações 

de HK-E. faecalis (p<0,05), com exceção do grupo contendo 108 UFC.mL-1 de HK- E. 

faecalis (Figura 10D). 
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Figura 10 - Produção de NO pelas células RAW 264.7. Os gráficos representam os valores da produção 

de nitrito na presença de diferentes concentrações (105-108 UFC.mL-1) de antígenos HK-S. aureus sem 

(A) ou com rIFN-γ (C) ou antígenos HK-E. faecalis sem (B) com rIFN-γ (D), após 72h de incubação. As 

barras representam a média e erro padrão da produção de nitrito em µM realizadas em triplicatas 

técnicas e biológicas. As diferenças estatísticas pelo teste one-way ANOVA com correções de 

Bonferroni (p<0,05) foram representadas por * comparadas com o controle (RAW) (A, B e C); # 

comparadas com os grupos estimulados com LPS (B); Φ comparadas com 105 UFC.mL-1 (B e C); $ 

comparadas com 106 UFC.mL-1 (B e D); ■ comparadas com 107 UFC.mL-1 (B, C e D); e ● comparadas 

com 108 UFC.mL-1 (A, B, C e D). 
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5.3.3 Avaliação da viabilidade celular em L929 estimulada com diferentes 

concentrações de HK-S. aureus e HK-E. faecalis 

 

 

As células L929 estimuladas com diferentes concentrações de HK-S. aureus, 

ou LPS não apresentaram sua viabilidade celular reduzida (Figura 11A). Além disso, 

108 UFC.mL-1 deste antígeno induziu a proliferação celular (p<0,05) (Figura 11A). 

Quando rIFN-γ foi adicionado ao grupo contendo 106 UFC.mL-1 de HK-S. aureus 

observou-se proliferação celular (p<0,05) (Figura 11C). A presença do HK-E. faecalis 

diminuiu a viabilidade celular e a presença de 106, 107 e 108 UFC.mL-1 deste antígeno, 

também, induziu a proliferação destas células (p<0,05) (Figura 11B). O estímulo de 

rIFN-γ juntamente com HK-E. faecalis não foi capaz de alterar a viabilidade celular em 

nenhum dos grupos testados (Figura 11D). As imagens de microscopia óptica (Figura 

11A-L) demonstram que após 3 dias de incubação, os grupos contendo LPS (Figura 

11G), HK-S. aureus (Figura 11I e 11J) e HK-E. faecalis (Figura 11K e 11L) com ou 

sem rIFN-γ alteraram a morfologia celular de L929, quando comparados com o grupo 

de controle (Figura 11E). 
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Figura 11 - Viabilidade celular de células L929. Os gráficos representam as culturas celulares estimuladas com diferentes concentrações (105-108 UFC.mL-1) 

de antígenos HK-S. aureus (A) com rIFN-γ (C) ou antígenos HK-E. faecalis (B) com rIFN-γ (D), após 72h de incubação. As barras representam a média e o 

erro padrão na absorbância de 595 nm, realizadas em 3 réplicas biológicas. As diferenças estatísticas por one-way ANOVA com correções de Bonferroni 

(p<0,05) são representadas por * comparadas com o grupo controle (A-C); Φ comparadas com 105 UFC.mL-1 (C); e $ comparadas com 106 UFC.mL-1 (C). A 

microscopia óptica (20x) demonstra os aspectos morfológicos celulares (E-L) iniciais (dia 1) e finais (dia 3) de cultura de células L929 estimuladas com e sem 

rIFN-γ, LPS, LPS e rIFN-γ, HK-S. aureus 106 UFC.mL-1, HK-S. aureus 106 UFC.mL-1 com rIFN-γ, HK-E. faecalis 106 UFC.mL-1 e HK-E. faecalis 106 UFC.mL-1 

com rIFN-γ. 



97 
 

5.3.4 Avaliação da produção de NO em L929 estimulada com diferentes 

concentrações de HK-S. aureus e HK-E. faecalis 

 

 

Nas culturas de células L929, a presença de LPS ou de diferentes 

concentrações de HK-S. aureus foi capaz de estimular a produção de nitrito de sódio, 

com ou sem rIFN-γ (p<0,05) (Figuras 12A e 12C). Apenas a maior concentração (108 

UFC.mL-1) de HK-E. faecalis foi capaz de estimular a produção de nitrito de sódio sem 

rIFN-γ (p<0,05) (Figura 12B). No entanto, quando o rIFN-γ foi adicionado, todos os 

grupos induziram a produção de nitrito de sódio nestas células (p<0,05) (Figura 12D). 
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Figura 12 - Produção de NO pelas células L929. Os gráficos representam os valores da produção de 

nitrito na presença de diferentes concentrações (105-108 UFC.mL-1) de antígenos HK-S. aureus sem 

(A) ou com rIFN-γ (C) ou antígenos HK-E. faecalis sem (B) com rIFN-γ (D), após 72h de incubação. As 

barras representam a média e erro padrão da produção de nitrito em µM realizadas em triplicatas 

técnicas e biológicas. As diferenças estatísticas pelo teste one-way ANOVA com correções de 

Bonferroni (p<0,05) foram representadas por * comparadas com o controle; Φ comparadas com 105 

UFC.mL-1; $ comparadas com 106 UFC.mL-1;  comparadas com 107 UFC.mL-1; e  comparadas com 

108 UFC.mL-1. 

 

 

5.3.5 Avaliação da capacidade imunomodulatória da TAP, DAP, CIP, LL-37, 

IDR-1002 e CIP + IDR-1002 

 

 

Frente ao teste com diferentes concentrações de antígenos, a concentração de 

106 UFC.mL-1 + rIFN-γ foi eleita para a avaliação da produção de citocinas. Essa 

concentração de HK-E. faecalis e de HK-S. aureus associada ao rIFN-γ foi 
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responsável por estimular a produção de nitrito, tanto em células RAW 264.7, quanto 

em células L929. 

 

 

5.3.5.1 Avaliação da viabilidade de macrófagos RAW 264.7 na presença de 

TAP, DAP, CIP, LL-37, IDR-1002 e CIP + IDR-1002, em 24 e 72  h   

 

 

A TAP (2 µg.mL-1) foi responsável por reduzir para 61% a viabilidade celular em 

RAW 264.7 (p<0,05) (Figura 13A). Os outros grupos não apresentaram diferença 

estatística em relação ao controle (Figura 13A). A TAP (2 µg.mL-1) também reduziu a 

viabilidade celular na presença estímulo de HK-S. aureus e rIFN-γ em 55% (figura 

13B), além de reduzir a viabilidade em 58 % na presença de HK-E. faecalis e rIFN-γ 

(p<0,05) (Figura 13C). Tanto na presença de HK-S. aureus e rIFN-γ (Figura 13B), 

quanto na presença de HK-E. faecalis e rIFN-γ (Figura 13C), os outros grupos não 

apresentaram diferença estatística em relação aos grupos com apenas células RAW 

(sem estímulo adicional). 

Nenhum dos grupos contendo as pastas DAP (1 µg.mL-1) e TAP (2 µg.mL-1), 

CIP (0,015 µg.mL-1), os peptídeos LL-37 (32 µg.mL-1) e IDR-1002 (32 µg.mL-1) e a 

associação de CIP (0,015 µg.mL-1) + IDR-1002 (32 µg.mL-1) alteraram a viabilidade 

celular significantemente (Figura 14A). Com a adição de HK-S. aureus + rIFN-γ, o 

grupo contendo TAP (2 µg.mL-1) aumentou a proliferação celular (p<0,05) (Figura 

14B). Com a adição de HK-E. faecalis e rIFN-γ nenhum dos grupos aparentemente 

alterou significantemente a viabilidade celular (Figura 14C). 
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Figura 13 - Viabilidade celular de células RAW 264.7 na presença dos estímulos: (A) pastas DAP (1 

µg.mL-1) e TAP (2 µg.mL-1), CIP (0,015 µg.mL-1), peptídeos LL-37 e IDR-1002 (32 µg.mL-1) e associação 

de CIP (0,015 µg.mL-1) + IDR-1002 (32 µg.mL-1); (B) dos mesmos estímulos na presença de HK-S. 

aureus e rIFN-γ; e (C) dos mesmos estímulos na presença de HK-E. faecalis e rIFN-γ, após 24h de 

incubação. As barras representam a média e o erro-padrão da absorbância (595 nm) de triplicatas 

técnicas e biológicas. Diferenças estatísticas realizadas por one-way ANOVA com correções de 

Bonferroni (p<0,05) são representadas por * comparadas ao grupo controle (RAW) (A, B e C); # 

comparadas ao grupo DAP (1 µg.mL-1) (A, B e C); ● comparadas aos grupos TAP (2 µg.mL-1) (A, B e 

C); ■ comparadas ao grupo CIP (0,015 µg.mL-1) (A, B e C); ○ comparadas com LL-37 (B e C); Φ 

compararas ao grupo contendo LPS + rIFN-γ (B e C); e □ comparadas a RAW (+ HK-S. aureus e rIFN-

γ) (B) ou RAW (+ HK-E. faecalis e rIFN-γ) (C). 
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Figura 14 - Viabilidade celular de células RAW 264.7 na presença dos estímulos: (A) pastas DAP (1 

µg.mL-1) e TAP (2 µg.mL-1), CIP (0,015 µg.mL-1), peptídeos LL-37 e IDR-1002 (32 µg.mL-1) e associação 

de CIP (0,015 µg.mL-1) + IDR-1002 (32 µg.mL-1); (B) dos mesmos estímulos na presença de HK-S. 

aureus e rIFN-γ; e (C) dos mesmos estímulos na presença de HK-E. faecalis e rIFN-γ, após 72h de 

incubação. As barras representam a média e o erro-padrão da absorbância (595 nm) de triplicatas 

técnicas e biológicas. Diferenças estatísticas realizadas por one-way ANOVA com correções de 

Bonferroni (p<0,05) são representadas por ● comparadas ao grupo TAP (2 µg.mL-1) (B). 
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5.3.5.2 Avaliação da produção da citocina pró-inflamatória IL-1α em macrófagos 

RAW 264.7 

 

 

 A produção de IL-1α foi avaliada após 24h de incubação. DAP (1 µg.mL-1) e 

TAP (2 µg.mL-1) foram responsáveis por aumentar a produção de desta citocina em 

relação ao controle e também em relação aos grupos contendo IDR-1002 (32 µg.mL-

1) e CIP (0,015 µg.mL-1) + IDR-1002 (32 µg.mL-1) (p<0,05) (Figura 15A). No que diz 

respeito aos grupos estimulados com HK-S. aureus + rIFN-γ, apenas o grupo 

contendo CIP (0,015 µg.mL-1) + IDR-1002 (32 µg.mL-1) estimulou a produção de IL-1α 

em relação ao controle RAW (sem estímulo) (p<0,05), em valores comparáveis aos 

produzidos na presença de LPS + rIFN-γ e RAW (+ HK-S. aureus + rIFN-γ) (Figura 

15B). Em relação à adição de HK-E. faecalis + rIFN-γ, os grupos contendo CIP (0,015 

µg.mL-1) e LL-37 (32 µg.mL-1) aumentaram a produção desta citocina em relação ao 

controle RAW (sem estímulo) (p<0,05) (Figura 15C). Além disso, os grupos contendo 

DAP (1 µg.mL-1), TAP (2 µg.mL-1), CIP (0,015 µg.mL-1), IDR-1002 (32 µg.mL-1) e CIP 

(0,015 µg.mL-1) + IDR-1002 (32 µg.mL-1) diminuíram a produção de IL-1α em relação 

aos grupos contendo LPS + rIFN-γ e RAW (+ HK-E. faecalis + rIFN-γ) (p<0,05) (Figura 

15C). 
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Figura 15 –  Produção da citocina IL-1α por células RAW 264.7 na presença dos estímulos: (A) pastas 

DAP (1 µg.mL-1) e TAP (2 µg.mL-1), CIP (0,015 µg.mL-1), peptídeos LL-37 e IDR-1002 (32 µg.mL-1) e 

associação de CIP (0,015 µg.mL-1) + IDR-1002 (32 µg.mL-1); (B) dos mesmos estímulos na presença 

de HK-S. aureus e rIFN-γ; e (C) dos mesmos estímulos na presença de HK-E. faecalis e rIFN-γ, após 

24h de incubação. As barras representam a média e o erro-padrão em pg.mL-1 de triplicatas técnicas e 

biológicas. As diferenças estatísticas após o teste one-way ANOVA com correções de Bonferroni 

(p<0,05) são representadas por * comparadas ao grupo controle (RAW) (A, B e C); # comparadas ao 

grupo DAP (1 µg.mL-1) (A e C); ● comparadas aos grupos TAP (2 µg.mL-1) (A e C); ■ comparadas ao 

grupo CIP (0,015 µg.mL-1) (A e C); ○ comparadas com LL-37 (A e C); Φ compararas ao grupo contendo 

LPS + rIFN-γ (C); e □ comparadas a RAW (+ HK-E. faecalis e rIFN-γ) (C). 
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5.3.5.3 Avaliação da produção da citocina pró-inflamatória IL-6 em macrófagos 

RAW 264.7 

 

 

  A produção de IL-6 foi avaliada após 24h de incubação. DAP (1 µg.mL-1), 

TAP (2 µg.mL-1), CIP (0,015 µg.mL-1) e LL-37 (32 µg.mL-1) induziram a produção desta 

citocina em relação ao controle (RAW) (p<0,05) (Figura 16A). Com a adição de HK-S. 

aureus + rIFN-γ, CIP (0,015 µg.mL-1) e LL-37 (32 µg.mL-1) estimularam a produção de 

IL-6 em relação ao controle RAW (sem estímulo) (p<0,05) (Figura 16B). Além disso, 

CIP (0,015 µg.mL-1), LL-37 (32 µg.mL-1), DAP (1 µg.mL-1), TAP (2 µg.mL-1), IDR-1002 

(2 µg.mL-1), CIP (0,015 µg.mL-1) e CIP (0,015 µg.mL-1) + IDR-1002 (32 µg.mL-1) 

reduziram a produção desta, em relação aos grupos contendo LPS + rIFN-γ e RAW 

(+ HK-S. aureus + rIFN-γ) (p<0,05) (Figura 16B). Com a adição de HK-E. faecalis + 

rIFN-γ, todos os grupos estimularam a produção de IL-6 em relação ao grupo controle 

RAW (sem estímulo) (Figura 16C). Ademais, todos os grupos reduziram a produção 

desta citocina em relação ao grupo LPS + rIFN-γ (p<0,05) (Figura 16C). Os grupos 

contendo TAP (2 µg.mL-1), IDR-1002 (32 µg.mL-1) e CIP (0,015 µg.mL-1) + IDR-1002 

(32 µg.mL-1) diminuíram a produção desta citocina em relação ao grupo contendo 

RAW (+ HK-S. aureus + rIFN-γ) (p<0,05) (Figura 16C). 
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Figura 16 - Produção da citocina IL-6 por células RAW 264.7 na presença dos estímulos: (A) pastas 

DAP (1 µg.mL-1) e TAP (2 µg.mL-1), CIP (0,015 µg.mL-1), peptídeos LL-37 e IDR-1002 (32 µg.mL-1) e 

associação de CIP (0,015 µg.mL-1) + IDR-1002 (32 µg.mL-1); (B) dos mesmos estímulos na presença 

de HK-S. aureus e rIFN-γ; e (C) dos mesmos estímulos na presença de HK-E. faecalis e rIFN-γ, após 

24h de incubação. As barras representam a média e o erro-padrão em pg.mL-1 de triplicatas técnicas e 

biológicas. As diferenças estatísticas após o teste one-way ANOVA com correções de Bonferroni 

(p<0,05) são representadas por * comparadas ao grupo controle (RAW) (A, B e C); # comparadas ao 

grupo DAP (1 µg.mL-1) (A, B e C); ● comparadas aos grupos TAP (2 µg.mL-1) (A e C); ■ comparadas 

ao grupo CIP (0,015 µg.mL-1) (A, B e C); ○ comparadas com LL-37 (A, B e C); Φ compararas ao grupo 

contendo LPS + rIFN-γ (B e C); e □ comparadas a RAW (+ HK-S. aureus e rIFN-γ) (B) ou RAW (+ HK-

E. faecalis e rIFN-γ) (C). 
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5.3.5.4 Avaliação da produção da citocina pró-inflamatória TNF-α em 

macrófagos RAW 264.7 

  

 

  A produção de TNF-α foi avaliada após 24h de incubação. As pastas DAP (1 

µg.mL-1) e TAP (2 µg.mL-1) aumentaram a produção desta citocina em relação ao 

controle (RAW) e também em relação aos demais grupos (p<0,05) (Figura 17A). Com 

a adição do estímulo de HK-S. aureus + rIFN-γ, os grupos contendo DAP (1 µg.mL-1) 

e TAP (2 µg.mL-1) induziram a produção desta citocina em relação ao controle RAW 

(sem estímulo) (p<0,05), mas não apresentaram diferenças para os grupos contendo  

LPS + rIFN-γ e RAW (+ HK-S. aureus + rIFN-γ) (Figura 17B). Todos os outros grupos 

diminuíram a produção de TNF-α em relação a LPS + rIFN-γ (p<0,05) (Figura 17B). 

Com a adição de HK-E. faecalis + rIFN-γ, TAP (2 µg.mL-1) aumentou a produção desta 

citocina em relação a todos os grupos (p<0,05), exceto em comparação com o grupo 

contendo LPS + rIFN-γ (Figura 17C). 
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Figura 17 -  Produção da citocina TNF-α por células RAW 264.7 na presença dos estímulos: (A) pastas 

DAP (1 µg.mL-1) e TAP (2 µg.mL-1), CIP (0,015 µg.mL-1), peptídeos LL-37 e IDR-1002 (32 µg.mL-1) e 

associação de CIP (0,015 µg.mL-1) + IDR-1002 (32 µg.mL-1); (B) dos mesmos estímulos na presença 

de HK-S. aureus e rIFN-γ; e (C) dos mesmos estímulos na presença de HK-E. faecalis e rIFN-γ, após 

24h de incubação. As barras representam a média e o erro-padrão em pg.mL-1 de triplicatas técnicas e 

biológicas. As diferenças estatísticas após o teste one-way ANOVA com correções de Bonferroni 

(p<0,05) são representadas por * comparadas ao grupo controle (RAW) (A, B e C); # comparadas ao 

grupo DAP (1 µg.mL-1) (A); ● comparadas aos grupos TAP (2 µg.mL-1) (A e C); ■ comparadas ao grupo 

CIP (0,015 µg.mL-1) (A); e Φ compararas ao grupo contendo LPS + rIFN-γ (B). 
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5.3.5.5 Avaliação da produção da citocina pró-inflamatória perfil M1 (IL-12) em 

macrófagos RAW 264.7 

 

 

 A produção de IL-12 foi avaliada após 24h de incubação. TAP (2 µg.mL-1) 

induziu a produção desta citocina em relação ao controle (RAW) (p<0,05). LL-37 (32 

µg.mL-1) reduziu a síntese de IL-12 em relação ao grupo controle (RAW) e em relação 

a todos os outros grupos (p<0,05) (Figura 18A). Com a adição de HK-S. aureus + rIFN-

γ, os grupos contendo DAP (1 µg.mL-1) e IDR-1002 (32 µg.mL-1) aumentaram a 

produção desta citocina em relação ao controle (p<0,05) RAW (sem estímulo), a 

valores semelhantes aos estimulados na presença de LPS + rIFN-γ e RAW (+ HK-S. 

aureus + rIFN-γ) (Figura 18B). Os grupos contendo TAP (2 µg.mL-1), CIP (0,015 

µg.mL-1) e LL-37 (32 µg.mL-1) reduziram a produção de IL-12 em relação aos grupos 

estimulados com LPS + rIFN-γ e RAW (+ HK-S. aureus + rIFN-γ) (p<0,05) (Figura 

18B). A associação de CIP (0,015 µg.mL-1) + IDR-1002 (32 µg.mL-1) reduziu a síntese 

de IL-12 em relação ao grupo contendo LPS + rIFN-γ (p<0,05) (Figura 18B). Com a 

adição de HK-E. faecalis + rIFN-γ, CIP (0,015 µg.mL-1) + IDR-1002 (32 µg.mL-1) 

aumentou a produção de IL-12 em relação ao controle RAW (sem estímulo) (p<0,05) 

(Figura 18C). Em adição, DAP (1 µg.mL-1) aumentou a produção desta, em relação a 

todos os grupos (p<0,05) (Figura 18C). Ademais, TAP (2 µg.mL-1), CIP (0,015 µg.mL-

1), LL-37 (32 µg.mL-1) e IDR-1002 (32 µg.mL-1) reduziram a produção de IL-12 quando 

comparados aos grupos contendo LPS + rIFN-γ e RAW (+ HK-E. faecalis + rIFN-γ) 

(p<0,05) (Figura 18C). 
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Figura 18 - Produção da citocina IL-12 por células RAW 264.7 na presença dos estímulos: (A) pastas 

DAP (1 µg.mL-1) e TAP (2 µg.mL-1), CIP (0,015 µg.mL-1), peptídeos LL-37 e IDR-1002 (32 µg.mL-1) e 

associação de CIP (0,015 µg.mL-1) + IDR-1002 (32 µg.mL-1); (B) dos mesmos estímulos na presença 

de HK-S. aureus e rIFN-γ; e (C) dos mesmos estímulos na presença de HK-E. faecalis e rIFN-γ, após 

24h de incubação. As barras representam a média e o erro-padrão em pg.mL-1 de triplicatas técnicas e 

biológicas. As diferenças estatísticas após o teste one-way ANOVA com correções de Bonferroni 

(p<0,05) são representadas por * comparadas ao grupo controle (RAW) (B e C); # comparadas ao 

grupo DAP (1 µg.mL-1) (B e C); ● comparadas aos grupos TAP (2 µg.mL-1) (A, B e C); ■ comparadas 

ao grupo CIP (0,015 µg.mL-1) (B e C); ○ comparadas com LL-37 (A, B e C); % comparadas com IDR-

1002 (32 µg.mL-1) (B e C); Φ compararas ao grupo contendo LPS + rIFN-γ (B e C); e □ comparadas a 

RAW (+ HK-S. aureus e rIFN-γ) (B) ou RAW (+ HK-E. faecalis e rIFN-γ) (C). 
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5.3.5.6 Avaliação da produção da citocina anti-inflamatória perfil M2 (IL-10) em 

macrófagos RAW 264.7 

 

 

A produção de IL-10 foi avaliava após 72h de incubação. Nenhum dos grupos 

estudados apresentou diferença estatística em relação ao controle (RAW) na ausência 

dos estímulos de antígenos e rIFN-γ (Figura 19A). Com a adição de HK-S. aureus + 

rIFN-γ, o grupo contendo CIP (0,015 µg.mL-1), reduziu a produção desta citocina em 

relação aos grupos contendo LPS + rIFN-γ e RAW (+ HK-S. aureus + rIFN-γ) (p<0,05) 

(Figura 19B). Na presença do estímulo de HK-E. faecalis + rIFN-γ, a associação de 

CIP (0,015 µg.mL-1) + IDR-1002 (32 µg.mL-1) aumentou a produção desta citocina em 

relação ao controle (RAW) e às pastas DAP (1 µg.mL-1) e TAP (2 µg.mL-1) (p<0,05) 

(Figura 19C). Em contrapartida, DAP (1 µg.mL-1) e TAP (2 µg.mL-1) diminuíram a 

síntese desta citocina quando comparadas aos grupos contendo LPS + rIFN-γ e RAW 

(+ HK-E. faecalis + rIFN-γ) (p<0,05) (Figura 19C). 
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Figura 19 - Produção da citocina IL-10 por células RAW 264.7 na presença dos estímulos: (A) pastas 

DAP (1 µg.mL-1) e TAP (2 µg.mL-1), CIP (0,015 µg.mL-1), peptídeos LL-37 e IDR-1002 (32 µg.mL-1) e 

associação de CIP (0,015 µg.mL-1) + IDR-1002 (32 µg.mL-1); (B) dos mesmos estímulos na presença 

de HK-S. aureus e rIFN-γ; e (C) dos mesmos estímulos na presença de HK-E. faecalis e rIFN-γ, após 

72h de incubação. As barras representam a média e o erro-padrão em pg.mL-1 de triplicatas técnicas e 

biológicas. As diferenças estatísticas após o teste one-way ANOVA com correções de Bonferroni 

(p<0,05) são representadas por * comparadas ao grupo controle (RAW) (B e C); # comparadas ao 

grupo DAP (1 µg.mL-1) (C); ● comparadas aos grupos TAP (2 µg.mL-1) (C); Φ compararas ao grupo 

contendo LPS + rIFN-γ (B e C); e □ comparadas a RAW (+ HK-S. aureus e rIFN-γ) (B) ou RAW (+ HK-

E. faecalis e rIFN-γ) (C). 
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5.3.5.7 Avaliação da produção do mediador NO por macrófagos RAW 264.7 

 

 

A produção de NO foi avaliada após 72h. DAP (1 µg.mL-1), TAP (2 µg.mL-1) e 

CIP (0,015 µg.mL-1) + IDR-1002 (32 µg.mL-1) estimularam a produção deste mediador 

em relação ao controle (RAW) (p<0,05) (Figura 20A). Com a adição de HK-S. aureus 

+ rIFN-γ, TAP (2 µg.mL-1) aumentou a produção de NO em relação ao controle RAW 

(sem estímulo) (p<0,05) mas não foi significamente diferente dos grupos contendo 

LPS + rIFN-γ e RAW (+ HK-S. aureus + rIFN-γ) (Figura 20B). Ademais, os grupos 

contendo CIP (0,015 µg.mL-1), LL-37 (32 µg.mL-1) e IDR-1002 diminuíram a produção 

de NO quando comparados aos grupos contendo LPS + rIFN-γ e RAW (+ HK-S. 

aureus + rIFN-γ) (p<0,05) (Figura 20B). Com a adição de HK-E. faecalis + rIFN-γ, TAP 

(2 µg.mL-1) aumentou a produção deste mediador quando comparado a todos os 

outros grupos e CIP (0,015 µg.mL-1) + IDR-1002 (32 µg.mL-1) aumentou a produção 

de NO quando comparado ao controle RAW (sem estímulo) (p<0,05) (Figura 20C). 
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Figura 20 – Produção do mediador NO por células RAW 264.7 na presença dos estímulos: (A) pastas 

DAP (1 µg.mL-1) e TAP (2 µg.mL-1), CIP (0,015 µg.mL-1), peptídeos LL-37 e IDR-1002 (32 µg.mL-1) e 

associação de CIP (0,015 µg.mL-1) + IDR-1002 (32 µg.mL-1); (B) dos mesmos estímulos na presença 

de HK-S. aureus e rIFN-γ; e (C) dos mesmos estímulos na presença de HK-E. faecalis e rIFN-γ, após 

72h de incubação. As barras representam a média e o erro-padrão em µM da produção de nitrito de 

triplicatas técnicas e biológicas. As diferenças estatísticas após o teste one-way ANOVA com correções 

de Bonferroni (p<0,05) são representadas por por * comparadas ao grupo controle (RAW) (A, B e C); e 

● comparadas aos grupos TAP (2 µg.mL-1) (A, B e C). 
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5.3.5.8 Avaliação da viabilidade de fibroblastos L929 na presença de TAP, DAP, 

CIP, LL-37, IDR-1002 e CIP + IDR-1002, em 48 e 72 h.   

 

 

A viabilidade celular de células L929 foi avaliada inicialmente após 48h. A 

presença de LL-37 (32 µg.mL-1) reduziu a viabilidade celular para 38% quando 

comparada ao controle (L929) (p<0,05) (Figura 21A). Todos os outros grupos não 

alteraram significamente a viabilidade celular, em comparação com o controle (L929) 

(Figura 21A). Com a adição tanto de HK-S. aureus + rIFN-γ (Figura 21B), quanto de 

HK-E. faecalis + rIFN-γ (Figura 21C), o padrão de redução de viabilidade celular de 

LL-37 (32 µg.mL-1) foi ainda mais expressivo, reduzindo a viabilidade celular para 25% 

(p<0,05). Ademais, os outros grupos não alteram significamente a viabilidade celular. 

A avaliação da viabilidade celular final para fibroblastos L929 foi realizada após 

72h. A presença de LL-37 (32 µg.mL-1) diminuiu a viabilidade celular para 60%, 

quando comparada ao controle (L929) (p<0,05) (Figura 22A). Os outros grupos não 

apresentaram diferenças estatísticas em relação ao controle (L929) (Figura 22A). Com 

a adição tanto de HK-S. aureus + rIFN-γ (Figura 22B) quanto de HK-E. faecalis + rIFN-

γ (Figura 22C), a presença da LL-37 (32 µg.mL-1) continuou reduzindo a viabilidade 

celular, ao nível de 34% em comparação com o controle L929 (sem estímulo) (p<0,05). 

Em adição, os outros grupos não alteraram a viabilidade celular em relação ao controle 

L929 (sem estímulo). 
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Figura 21 – Viabilidade celular de L929 na presença dos estímulos: (A) pastas DAP (1 µg.mL-1) e TAP 

(2 µg.mL-1), CIP (0,015 µg.mL-1), peptídeos LL-37 e IDR-1002 (32 µg.mL-1) e associação de CIP (0,015 

µg.mL-1) + IDR-1002 (32 µg.mL-1); (B) dos mesmos estímulos na presença de HK-S. aureus e rIFN-γ; 

e (C) dos mesmos estímulos na presença de HK-E. faecalis e rIFN-γ, após 48h de incubação. As barras 

representam a média e o erro-padrão da absorbância (595 nm) de triplicatas técnicas e biológicas. As 

diferenças estatísticas após o teste one-way ANOVA com correções de Bonferroni (p<0,05) são 

representadas por ○ em comparação com LL-37 (32 µg.mL-1) (A, B e C) . 
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Figura 22 – Viabilidade celular de L929 na presença dos estímulos: (A) pastas DAP (1 µg.mL-1) e TAP 

(2 µg.mL-1), CIP (0,015 µg.mL-1), peptídeos LL-37 e IDR-1002 (32 µg.mL-1) e associação de CIP (0,015 

µg.mL-1) + IDR-1002 (32 µg.mL-1); (B) dos mesmos estímulos na presença de HK-S. aureus e rIFN-γ; 

e (C) dos mesmos estímulos na presença de HK-E. faecalis e rIFN-γ, após 72h de incubação. As barras 

representam a média e o erro-padrão da absorbância (595 nm) de triplicatas técnicas e biológicas. As 

diferenças estatísticas após o teste one-way ANOVA com correções de Bonferroni (p<0,05) são 

representadas por ○ em comparação com LL-37 (32 µg.mL-1) (A, B e C) . 
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5.3.5.9 Avaliação da produção da citocina pró-inflamatória IL-6 em fibroblastos 

L929 

 

 

A produção de IL-6 foi avaliada após 48h de incubação. As pastas DAP (1 

µg.mL-1) e TAP (2 µg.mL-1)  aumentaram consideravelmente a produção desta citocina 

em relação ao controle (L929) e em relação a todos os outros grupos (p<0,05) (Figura 

23A). Em contrapartida, os estímulos de CIP (0,015 µg.mL-1), LL-37 (32 µg.mL-1), IDR-

1002 (32 µg.mL-1) e CIP (0,015 µg.mL-1) + IDR-1002 (32 µg.mL-1) reduziram a 

produção desta citocina em relação ao controle L929 (sem estímulo) (p<0,05) (Figura 

23A). Com a adição de HK-S. aureus + rIFN-γ, DAP (1 µg.mL-1) e CIP (0,015 µg.mL-

1) + IDR-1002 (32 µg.mL-1) aumentaram a produção de IL-6 em relação ao controle 

L929 (sem estímulo) e ao grupo L929 (+ HK-S. aureus + rIFN-γ) (p<0,05) (Figura 23B). 

Ademais, todos os grupos reduziram a produção desta citocina quando comparados 

ao grupo contendo LPS + rIFN-γ (p<0,05) (Figura 23B). Com a adição de HK-E. 

faecalis + rIFN-γ, todos os grupos aumentaram a produção de IL-6 em relação ao 

controle L929 (sem estímulo) (p<0,05) e DAP (1 µg.mL-1) reduziu a síntese desta 

citocina em relação ao grupo contendo LPS + rIFN-γ (p<0,05) (Figura 23C). 
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Figura 23 - Produção da citocina IL-6 por células L929 na presença dos estímulos: (A) pastas DAP (1 

µg.mL-1) e TAP (2 µg.mL-1), CIP (0,015 µg.mL-1), peptídeos LL-37 e IDR-1002 (32 µg.mL-1) e associação 

de CIP (0,015 µg.mL-1) + IDR-1002 (32 µg.mL-1); (B) dos mesmos estímulos na presença de HK-S. 

aureus e rIFN-γ; e (C) dos mesmos estímulos na presença de HK-E. faecalis e rIFN-γ, após 48h de 

incubação. As barras representam a média e o erro-padrão em pg.mL-1 de triplicatas técnicas e 

biológicas. As diferenças estatísticas após o teste one-way ANOVA com correções de Bonferroni 

(p<0,05) são representadas por * comparadas ao grupo controle (L929) (A, B e C); # comparadas ao 

grupo DAP (1 µg.mL-1) (A e C); ● comparadas aos grupos TAP (2 µg.mL-1) (A); Φ compararas ao grupo 

contendo LPS + rIFN-γ (B e C); e □ comparadas a L929 (+ HK-S. aureus e rIFN-γ) (C). 
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5.3.5.10 Avaliação da produção do mediador NO em fibroblastos L929 

 

 

A produção de NO por L929 foi avaliada após 72h de incubação. Nenhum dos 

estímulos induziu a produção deste mediador na ausência dos antígenos e rIFN-γ 

(Figura 24A). Com a adição de HK-S. aureus + rIFN-γ, todos os grupos reduziram a 

produção deste mediador (p<0,05), padrão também observado quando comparado 

aos grupos estimulados com LPS + rIFN-γ (p<0,05) (Figura 24B). LL-37 (32 µg.mL-1) 

reduziu a produção deste mediador em relação ao grupo controle L929 (sem estímulo) 

e em relação a todos os outros grupos testados (p<0,05) (Figura 24B). Já com a adição 

de HK-E. faecalis + rIFN-γ, os grupos contendo DAP (1 µg.mL-1), TAP (2 µg.mL-1) e 

CIP (0,015 µg.mL-1) + IDR-1002 (32 µg.mL-1) aumentaram a produção de NO em 

relação ao controle L929 (sem estímulo) (p<0,05) (Figura 24C). Ademais, CIP (0,015 

µg.mL-1), LL-37 (32 µg.mL-1) e IDR-1002 (32 µg.mL-1) reduziram a produção de NO 

quando comparados aos grupos contendo LPS + rIFN-γ e L929 (+ HK-E. faecalis + 

rIFN-γ) (p<0,05) (Figura 24C). 
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Figura 24 - Produção do mediador NO por células L929  na presença dos estímulos: (A) pastas DAP (1 

µg.mL-1) e TAP (2 µg.mL-1) CIP (0,015 µg.mL-1), peptídeos LL-37 e IDR-1002 (32 µg.mL-1) e associação 

de CIP (0,015 µg.mL-1) + IDR-1002 (32 µg.mL-1); (B) dos mesmos estímulos na presença de HK-S. 

aureus e rIFN-γ; e (C) dos mesmos estímulos na presença de HK-E. faecalis e rIFN-γ, após 72h de 

incubação. As barras representam a média e o erro-padrão em µM da produção de nitrito de triplicatas 

técnicas e biológicas. As diferenças estatísticas após o teste one-way ANOVA com correções de 

Bonferroni (p<0,05) são representadas por * comparadas ao grupo controle (L929) (B e C); ○ 

comparadas com LL-37 (32 µg.mL-1) (B); e Φ compararas ao grupo contendo LPS + rIFN-γ (C); □ 

comparadas a L929 (+ HK-S. aureus e rIFN-γ) (C). 
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Tabela 5 – Resumo da fase imunomodulatória da etapa 3. Os diferentes tempos experimentais para células RAW 264.7 (24 e 72h) e L929 (48 e 72h), além das 

citocinas IL-1α, IL-6, TNF-α, IL-12 IL-10 e o mediador NO, em RAW 264.7 e IL-6 e o mediador NO, em L929 são representados na horizontal. – representa células 

sem estímulos antigênicos, S representa os estímulos HK-S. aureus 106 UFC.mL-1 e E representa os estímulos com HK-E. faecalis 106 UFC.mL-1 também na 

horizontal. Os estímulos de DAP (1 µg.mL-1), TAP (2 µg.mL-1), CIP (0,015 µg.mL-1), LL-37 (32 µg.mL-1), IDR-1002 (32 µg.mL-1) e CIP (0,015 µg.mL-1) + IDR-1002 

(32 µg.mL-1) são representados na vertical.     representa aumento, = representa indiferença estatística e     representa diminuição. 
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6 DISCUSSÃO 

 

 

 O tecido pulpar pode desempenhar uma série de funções no órgão dentário e 

como já discutido, possui capacidade de se auto-reparar (15). Quando a invasão 

microbiana ou o trauma dental podem causar a destruição deste tecido, todos os 

processos de deposição dentinária e suprimento fisiológico de odontoblastos podem 

ser rompidos (60). Em DPIs, a destruição do tecido pulpar pode gerar consequências 

ainda piores, como a estagnação da apicigênese e do espessamento da dentina 

radicular (62). A busca por ideias e teorias regenerativas não só em DPIs, mas em um 

âmbito endodôntico, se baseiam na odontologia do futuro, que se preocupa ao 

máximo em manter o maior número de dentes na cavidade bucal. 

 Diante disso, a busca por uma alternativa para o tratamento de DPIs se torna 

contínua. Porém, para o aprimoramento da busca de novas terapias que sejam 

eficazes e que promovam o sucesso, tornam-se necessários estudos sobre como as 

células do remanescente apical podem agir frente à presença de microrganismos 

comumente encontrados nos túbulos dentinários. Estes microrganismos podem 

colonizar os espaços intertubulares, mesmo após a utilização de soluções químicas 

irrigadoras, tratamentos mecânicos (minimamente invasivos em DPIs) e até mesmo a 

utilização de uma medicação intracanal (48). 

 Neste contexto, a medicação intracanal tem um papel essencial na ação 

conjunta antimicrobiana após a utilização de uma solução química irrigadora (415). 

No tratamento endodôntico convencional, o objetivo é proporcionar a redução do 

maior número de microrganismos possível, antes do vedamento radicular com um 

material inerte, associado a um cimento obturador (415). Em DPIs, o papel da 

medicação intracanal é crussial para evitar uma infecção movida por microrganismos 

presentes no SCR, e proporcinar um “ambiente ideal” para a apicigênise, apicificação 

ou até mesmo a revascularização/regeneração do tecido (215). Além de proporcionar 

um “ambiente ideal” no SCR para os procedimentos de revascularização/regeneração, 

a medicação intracanal não deve ser citotóxica. Na construção do novo tecido pulpar, 

a produção de biomoléculas, citocinas, fatores de crescimento e proteínas produzidas 

por células presentes no remanescente apical podem estar envolvidas. Estas células 
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podem ser as SCAPs, macrófagos, fibroblastos, dentre outras células, que podem 

desempenhar papel regenerativo (254). 

 Com toda esta problemática, além da complexidade de encontrar uma 

medicação intracanal eficiente, especialmente para a revascularização pulpar, poucas 

alternativas tem sido descritas até o momento. A discussão baseada em críticas 

envolvendo as pastas antimicrobianas TAP e DAP abrem caminhos para novas 

possibilidades. Logo, estas foram escolhidas para este trabalho, por serem difundidas 

nos processos de revascularização pulpar e por já serem utilizadas clinicamente como 

padrão-ouro. 

 Os PDHs então, podem surgir como uma opção para a revascularização pulpar 

apesar de até a presente data, estes não terem sido explorados neste contexto. A LL-

37 por exemplo, pode ser encontrada na cavidade bucal e em neutrófilos (leucócitos 

mais presentes no tecido sanguíneo), exercendo diversas atividades antimicrobianas, 

imunomodulatórias e de reparo tecidual (372). Os PDHs IDRs (IDR-1018 e IDR-1002) 

e o peptídeo DJK-6, também são descritos na literatura como biomoléculas 

responsáveis por diversas ações antimicrobianas e imunomoduladoras e 

possivelmente podem contribuir para o reparo tecidual (11, 387, 399). Frente a todas 

essas características, estes PDHs foram selecionados para etapa inicial deste 

trabalho, que envolveu a avaliação antimicrobiana de DJK-6, IDR-1018, IDR-1002 e 

LL-37 em comparação com os antimicrobianos da pasta DAP (MTZ e CIP) e TAP 

(MTZ, CIP e MNC) juntos ou separados contra E. faecalis e S. aureus.  

 O E. faecalis foi selecionado para este estudo, por ser prevalente em infecções 

endodônticas persistentes e especialmente, quadros em necrose de DPIs (9, 69). O 

gênero Enterococci pode sobreviver em diversas condições adversas incluindo pH 

alcalino extremo (9, 6) e em altas concentrações de sal (6, 9) (416). Este gênero, pode 

resistir a sais biliares, detergentes, metais pesados, etanol e sal azida (416). Além 

disso, tal gênero pode crescer no intervalo de 10 a 45 °C e sobreviver em uma 

temperatura de 60 °C, durante 30 min (417). O E. faecalis está associado a diferentes 

formas de doença perirradicular, incluindo infecções endodônticas primárias e 

também infecções persistentes (418). Na categoria de infecções endodônticas 

primárias, o E. faecalis está presente em 40% delas (418). Além disso, esta bactéria 

foi encontrada no SCR de DPIs, mesmo após a utilização de TAP e de uma 

associação de Ca(OH)2 e clorexidina 2% (9). O E. faecalis ainda possui certos fatores 
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de virulência, incluindo enzimas líticas, citolisina, substância de agregação e ácido 

lipotecóico (419). 

 Já o S. aureus, pode ser outra bactéria encontrado em quadros de pulpite, 

podendo ter como principal mecanismo de virulência o quorum-sensing (420). Este 

fator contribui para o controle da patogênese deste microrganismo, que está envolvida 

com a densidade que ocorre através das comunicações celulares (421). O S. aureus 

possui forma arredondada, o que facilita sua adesão e conformação de seu biofilme 

(422). Além disso, o S. aureus foi relacionado com lesões endo-perio refratárias de 

origem apical, o que dificulta os processos de regeneração e revascularização em 

DPIs (423). 

 Nos achados deste estudo, tanto CIP, quanto a MNC apresentaram os 

melhores resultados entre os antimicrobianos de DAP e TAP, tanto para a bactéria S. 

aureus, quanto para E. faecalis. Em contrapartida, o metronidazol não apresentou 

ação contra estes microrganismos na maior concentração testada (256 µg.mL-1).  

 O CIP, pode ser caracterizado como uma fluoroquinona e pode atuar 

principalmente em três enzimas: DNA-girase, a topoisomerase do tipo IIA e a 

topoisomease IV (319). Apesar deste fármaco ser indicado principalmente para 

bactérias Gram-negativas, alguns estudos relatam o potencial desta medicação contra 

diversas bactérias Gram-positivas (424-426). Em seu efeito antimicrobiano 

especificamente em Gram-positivas, o CIP atua em bactérias que estejam realizando 

divisão celular, bem como realizando a síntese de proteínas oriundas de RNA, sendo 

este último, o principal mecanismo de ação relacionado com bactérias do gênero 

Staphylococci (427). O potencial do CIP contra S. aureus in vitro foi avaliado e foram 

encontrados valores em um intervalo de 0,1 a 0,5 µg.mL-1 (428). Já os valores 

encontrados de concentração inibitória mínima de CIP para E. faecalis na literatura, 

variam entre 0,125 e 1 µg.mL-1 (429-431). O potencial dos antimicrobianos utilizados 

na pasta tripla antibiótica isoladamente foi avaliado e percebeu-se que os melhores 

resultados foram encontrados para CIP, tanto para E. faecalis, quanto para S. aureus, 

sendo constatados os valores de de 0,5 e 1 µg.mL-1, respectivamente. Neste mesmo 

estudo, a associação de CIP com propilenoglicol reduziu ainda mais a CIM encontrada 

para o E. faecalis, caindo para 0,25 µg.mL-1 (432). Diante de seus resultados positivos 

em relação aos outros fármacos da TAP, algumas aplicações bionanotecnológicas 

com CIP no contexto da revascularização pulpar vem sendo estudadas (277, 325). 

Um estudo demonstrou uma considerável redução do biofilme de E. faecalis na 
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presença de nanofibras compostas pelo polímero polidioxanona em 25% em peso de 

CIP (325).  

 Por outro lado, a MNC pode ser caracterizada como uma tetraciclina de 

segunda geração e pode apresentar ação antimicrobiana, tanto contra bactérias 

Gram-positivas, quanto bactérias Gram-negativas (338). Em comparação com outras 

tetraciclinas, a MNC possui sua melhor ação em ph neutro, resultando em lipofilicidade 

aumentada (433). Essa característica lipofílica da MNC resulta em um composto com 

uma maior meia-vida, melhor absorção oral, maior penetração do tecido comparada 

com outras tetraciclinas (434). Dentre as tetraciclinas, a MNC é uma das que 

apresenta menores mecanismos de resistência relatados na literatura (434). 

Semelhante a outros fármacos desta classe, a MNC inibe a síntese de proteínas 

bacterianas (435). Esta classe ainda pode exibir os seus efeitos antibacterianos por 

ligação reversível a um único local de alta afinidade de subunidade 30S ribossomal, 

resultando em mudanças conformacionais no RNA ribossômico 16S (436). Devido a 

estas alterações ribossomais, a MNC pode apresentar tanto efeito bacteriostático, 

quanto bactericida (437). As ações antimicrobianas deste fármaco estão bem 

estabelecidos tanto sobre E. faecalis, quanto sobre S. aureus. O potencial deste 

antimicrobiano foi avaliado contra diferentes cepas de E. faecalis ATCC tanto em 

caldo, quanto em biofilme, e foi constatado que a concentração de 0,25 µg.mL-1 era 

eficaz para uma ação bacteriostática e ao mesmo tempo, redução do biofilme de todas 

as cepas testadas (438). Outros trabalhos relatam uma CIM ≤ 4 µg.mL-1 para o gênero 

Enterococci (439). Já em relação a S. aureus, a MNC apresentou ação antimicrobiana 

contra cepas resistentes à meticilina com concentrações abaixo de 8 µg.mL-1 (440). 

Porém, apesar de seus resultados antimicrobianos favoráveis, este fármaco tem sido 

relatado com o escurecimento da dentina (233). Assim, muitos protocolos atuais para 

utilização de associação de antibióticos para a revascularização pulpar, descartam a 

agregação desta molécula (216). Tetraciclinas possuem uma forte atração química 

por íons de cálcio (Ca2+) e sabe-se que uma reação de quelação está associada com 

a descoloração dentinária (337). Através dos túbulos dentinários, a MNC consegue 

atingir as camadas mais externas do dente (312). Um estudo in vitro comprovou a 

formação espontânea de um precipitado, quando uma solução de MNC foi adicionada 

à uma solução de apatita sob condições de forte acidez (441). Portanto, o uso da MNC 

e de outros fármacos pertencentes à classe das tetraciclinas supostamente podem 
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ser descartados em DPIs, a fim de evitar a degradação do principal componente da 

dentina e do esmalte dentinário, a hidroxiapatita (62). 

 O MTZ pode ser considerado um nitroimidazólico que possui ação contra 

protozoários como T. vaginalis, mas também apresenta diversas ações 

antimicrobianas contra microrganismos anaeróbios restritos e facultativos (334, 442). 

Como a restrição de oxigênio é evidente no SCR, o uso deste fármaco foi defendido 

para infecções pulpares por Hoshino e colaboradores, após avaliar o potencial do MTZ 

contra diversas bactérias causadoras da cárie (443). Os mecanismos de ação 

relacionados com o MTZ ainda não estão elucidados, mas sugere-se que sua 

atividade antimicrobiana esteja relacionada com os metabólitos ativos, produzidos 

após a ação enzimática bacteriana (332). Sendo assim, há muitas controvérsias sobre 

a real atividade antimicrobiana deste fármaco, envolvida com bactérias do gênero 

Enterococci (335). Além disso, diversos mecanismos de resistência tem sido 

apresentados para este fármaco, tais como a formação de bombas de efluxo, 

induzidas principalmente por bactérias formadoras de biofilme (444). O potencial do 

MTZ in vitro foi avaliado, e mesmo a maior concentração (16 mg.mL-1) testada, este 

fármaco não foi capaz de inibir cepas ATCCs das espécies de S. aureus, E. faecalis, 

S. mutans, P. aeruginosa, E. coli, E. cloacae, K. pneumoniae, C. tropicalis, e C.  

albicans (432). Em um outro trabalho, o MTZ se apresentou como o pior 

antimicrobiano da TAP, apresentando valores de CIM >1024 µg.mL-1 para bactérias 

E. faecalis, tanto ATCC, quanto isoladas de lesões endodônticas refratárias (445). 

 Neste presente estudo, a DAP apresentou valores semelhantes de CIM em 

relação à TAP contra E. faecalis e um valor 2x menor para S. aureus. O primeiro 

trabalho a avaliar o potencial antimicrobiano da TAP, sugeriu a utilização de 25 µg.mL-

1 de cada antimicrobiano (CIP, MTZ e MNC) para os procedimentos de 

revascularização pulpar (227). Após este trabalho, outros poucos demonstraram o 

potencial destas pastas contra um grande número de microrganismos. Sato e 

colaboradores observaram que a utilização da combinação de 0,5 mg.mL-1 de cada 

antimicrobiano era suficiente para remover a maior parte das UFCs presentes na 

dentina de dentes extraídos por pulpite (446). A grande maioria dos trabalhos 

publicados in vitro ou ex vivo com DAP e TAP, estão direcionados principalmente a 

ação destas pastas sobre a espécie E. faecalis (6, 447, 448). Sendo assim, o potencial 

antimicrobiano residual de DAP e TAP foi avaliado em discos de dentina contra E. 

faecalis. Este, verificou que concentrações maiores de 1000 mg.mL-1 testadas, foram 
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responsáveis por diminuir igualmente o biofilme desta bactéria (449). A atuação direta 

de DAP e TAP também foi semelhante, uma vez que foi observada a redução do 

biofilme de E. faecalis na concentração de 125 µg.mL-1. Ao avaliar o efeito residual 

sobre UFCs presentes nas amostras, não houve diferença estatística nos grupos 

contendo TAP e DAP (450). Essa condição foi discutida pelos autores, baseando-se 

no fato da TAP possuir proporções iguais dos três fármacos, sendo sua atividade 

antimicrobiana voltada principalmente para CIP e MNC. A DAP possui concentrações 

de CIP maiores do que em TAP, o que pode explicar a ação semelhante destas 

moléculas (450). Em nosso estudo, as combinações dos fármacos não foram 

sinérgicas e o CIP sozinho, apresentou os menores valores de CIM. Um trabalho in 

vitro, observou que a CIM do CIP contra E. Faecalis, em combinação com MNC ou 

MTZ era tão eficaz quanto sua atuação sozinha. Logo, para este microrganismo 

especificamente, a associação dos três fármacos ou dois fármacos parece não 

representar uma melhora na ação antimicrobiana, já que a combinação foi 

considerada indiferente (447). 

 Em relação aos PDHs testados neste trabalho, DJK-6, LL-37 e IDR-1018 

apresentaram CIMs superiores a 128 µg.mL-1 e IDR-1002 apresentou os menores 

valores de CIM, para ambas as bactérias (128 µg.mL-1 para S. aureus e 64 µg.mL-1 

para E. faecalis). O DJK-6 pode ser considerado um PDH sintético D-enantiômero, 

criado para ser mais resistente que IDR-1018 (L-enantiômero), em relação à 

degradação enzimática (11). Até então, nenhum trabalho avaliou o potencial deste 

peptídeo contra E. faecalis e contra S. aureus. O DJK-6, assim como seu semelhante 

DJK-5, são peptídeos com considerável ação anti-biofilme (11). Tal biomolécula foi 

capaz de reduzir significamente o biofilme de P. aeruginosa na concentração de 2,5 

µg.mL-1. Ademais, este peptídeo demonstrou ação antimicrobiana contra diversas 

espécies multiresistentes, tais como K. pneumoniae, S. enterica, E. coli e A. baumannii 

(11, 379). O mecanismo de ação de DJK-6 pode estar relacionado com a degradação 

do sinal para a formação de biofilme e manutenção GPGPP. O potencial do similar de 

DJK-6 (DJK-5) foi avaliado e demonstrou a redução em 80% do biofilme de E. faecalis 

e S. mutans na concentração de 10 µg.mL-1 (374). 

 O potencial antimicrobiano de LL-37 tem sido amplamente explorado (451). 

Esta catelicidina apresenta ação antimicrobiana contra diversas bactérias tanto Gram-

positivas, quanto Gram-negativas, como já descrito (352). A análise da estrutura de 

LL-37 indica que peptídeos catiônicos desta classe possuem elementos que podem 
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interagir com a carga negativa da parede bacteriana. Além disso, a LL-37 pode formar 

poros toroidais na membrana plasmática, com consequente desequilibrio osmótico 

intracelular (452). A interação membranar de LL-37 em bactérias Gram-negativas 

pode estar relacionada com o LPS e em Gram-positivas, com o ácido lipotecóico (13). 

O potencial da LL-37 foi avaliado sobre diversas bactérias da cavidade oral e 

encontrou uma CIM de 50 µg.mL-1 para E. faecalis (372). Em um outro trabalho, esta 

catelicidina apresentou uma CIM de 40 µg.mL-1 para este microrganismo (453). Em 

relação à S. aureus, a LL-37 se apresentou de forma ineficaz contra esta bactéria in 

vitro, apresentando valores de CIM > 512 µg.mL-1 (454). Porém, outro estudo avaliou 

o potencial deste peptídeo contra S. aureus ATCC e encontrou valores de CIM de 14 

µg.mL-1 (455). Diante dos resultados controversos da atividade antimicrobiana de LL-

37, alguns estudos já relatam mecanismos de resistência para este peptídeo. O S. 

aureus por exemplo, pode produzir proteinases tais como aureulisina e V8 proteinase, 

que estão relacionadas com a degradação de LL-37 (456). A gelatinase produzida por 

E. faecalis também foi relacionada a degradação deste peptídeo (457).  

 O peptídeo sintético IDR-1018 vem sendo estudado pelo seu potencial 

antimicrobiano e imunomodulador (382). Esta biomolécula pode atuar tanto contra 

bactérias Gram-positivas, quanto Gram-negativas (382). As ações antimicrobianas 

relacionadas com IDR-1018, estão principalmente associadas com a redução do 

biofilme (11). O potencial anti-biofilme deste peptídeo foi avaliado demonstrando que 

a concentração de 10 µg.mL-1 foi capaz de reduzir o número de UFCs do biofilme de 

E. faecalis e de S. mutans (458). Além disso, este peptídeo apresentou uma CIM de 

5 µg.mL-1 para S. aureus (380). Todavia, foi constatado que mesmo na maior 

concentração testada (80 µg.mL-1), esta biomolécula não foi capaz de inibir o 

crescimento de E. faecalis in vitro (458). O mecanismo de ação de IDR-1018, assim 

como de DJK-6 pode estar relacionado com a degradação do sinal para a formação 

de biofilme e manutenção GPGPP (382). Outro mecanismo de ação deste peptídeo 

pode estar envolvido com uma desestruturação da parede celular, devido as suas 

características lipofílicas (380). Diante disso, o perfil imunomodulador deste PDH 

sintético pode ser mais relevante, comparada a sua ação antimicrobiana (459). O IDR-

1018 pode ser capaz de reduzir citocinas pró-inflamatórias como o TNF-α na presença 

de LPS, atrair leucócitos e direcinar uma resposta de macrófagos M2 (384). 

 O peptídeo IDR-1002 pode apresentar ação antimicrobiana direta, ou indireta 

(385). A ação direta de IDR-1002 pode estar envolvida com redução do biofilme 
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bacteriano (376). O potencial antimicrobiano desta biomolécula foi demonstrado, 

quando foi capaz de reduzir o biofilme de S. aureus e Pseudomonas aeruginosa, na 

concentração de 2,5 µg.mL-1 (376). Além disso, o IDR-1002 foi capaz de inibir o 

crescimento de S. aureus in vitro com uma concentação de 5 µg.mL-1 (376). Até então, 

este trabalho foi o primeiro a avaliar o potencial desta biomolécula contra a bactéria 

E. faecalis. O mecanismo de ação do IDR-1002 especificamente ainda não está 

totalmente claro, porém, assim como IDR-1018 e DJK-6, este peptídeo pode atuar na 

desestruturação e comunicação celular durante os processos de formação e 

manutenção do biofilme (376). Para mais, através de seu potencial imunomodulador, 

o IDR-1002 pode contribuir para a proteção do organismo contra infecções por S. 

aureus e E. coli, através do recrutamento de leucócitos e diminuição de citocinas pro-

inflamatórias (385).  

 Para a etapa da avaliação da combinação do melhor antimicrobiano (CIP) com 

o melhor peptídeo antimicrobiano (IDR-1002), foram encontradas associações 

sinérgicas, tanto para E. faecalis, quanto para S. aureus neste estudo. A interação do 

CIP com peptídeos antimicrobianos já havia sido descrita na literatura (11, 460). Uma 

combinação aditiva de CIP com nisina foi capaz de inibir o crescimento de E. faecalis 

in vitro (ICIF = 1) (461). Uma associação entre CIP com os peptídeos antimicrobianos 

DJK-5 e DJK-6 foi considerada sinérgica contra a bactéria P. aeruginosa (ICIF = 0,14 

em combinação com DJK-6 e ICIF = 0,46 em combinação com DJK-6) (11). A 

combinação de DJK-6 com os fármacos imipenem (ICIF = 0,4) e meropenem (ICIF = 

0,4) apresentou-se sinérgica contra isolados resistentes de K. pneumoniae (379). 

Contudo, um outro estudo avaliou o potencial de diversos antimicrobianos como CIP, 

clindamicina e gentamicina, em combinação com os PDHs temporim e citropin 1.1. 

Todas as interações entre os antimicrobianos e os peptídeos foram consideradas 

indiferentes (ICIFs entre 1,2 e 2) (462). Até então, nenhum estudo havia descrito a 

interação de IDR-1002 com qualquer outro antimicrobiano. A combinação entre duas 

biomoléculas antimicrobianas pode reduzir os riscos de resistência, problema que só 

tem crescido nos últimos anos (463). Frente a esse paradigma, os PDHs podem 

reduzir os índices de resistência em junção com antimicrobianos convencionais (464). 

A ação membranar dos PDHs pode aumentar a permeabilidade celular e potencializar 

a ação de outros fármacos (465). Ademais, essas associações podem colaborar para 

o desenvolvimento de novas medicações intracanais, candidatas para a 

revascularização pulpar. 



130 
 

 A partir dos resultados encontrados na etapa antimicrobiana (etapa 1) deste 

estudo, apenas os peptídeos LL-37 e IDR-1002 (sozinho ou em combinação com CIP), 

o CIP (sozinho) e as pastas DAP e TAP prosseguiram para a etapa 2. Além disso, as 

concentrações clínicas de DAP (75 µg.mL-1) e TAP (75 µg.mL-1) também foram 

testadas nesta etapa, que envolveu a viabilidadade celular e a produção do mediador 

NO em linhagem de macrófagos RAW 264.7 e fibroblastos L929. 

 Deste modo, durante os processos de revascularização pulpar, células-tronco 

são essenciais para a formação de uma nova polpa (290). Porém, o papel de 

macrófagos e fibroblastos nestas condições ainda não está elucidado, e pode ser um 

diferencial para a regeneração deste tecido (466). Nas condições de necrose pulpar, 

os macrófagos estão presentes na porção perirradicular e durante a etapa de 

sobreinstrumentação (que gera uma agressão mecânica), são atraídos para o SCR 

(467). Um maior número de macrófagos no SCR até os 14 primeiros dias foi 

observado, após a indução de revascularização pulpar em camundongos (467). Por 

outro lado, os fibroblastos, assim como as SCAP, são as células mais abundantes na 

região apical e serão responsáveis pela migração e estabelecimento de um novo 

tecido conjuntivo no SCR (468). Sendo assim, uma medicação intracanal não deve 

destruir estas células (469). Nesse sentido, a ausência de toxicidade se torna 

fundamental para a biocompatibilidade e consequentemente aplicação clínica de uma 

nova molécula (470).   

 A viabilidade celular foi definida a partir do ensaio de MTT. Tal método se 

baseia na capacidade das células viáveis reduzirem o sal 3-(4,5-di-metilazol-2-il)-2,5-

difenil tetrazolium brometo no produto formazan (409). Consistindo o MTT a avaliação 

da atividade da enzima desidrogenase mitocondrial, a quantidade de produto é 

detectada pela leitura da absorbância. Já a produção de NO através do método de 

Green, baseia-se na mensuração deste mediador através de uma curva padrão de 

nitrito (413). Nenhum dos grupos contendo os PDHs (IDR-1002 e LL-37), as pastas 

DAP e TAP (tanto nas concentrações de CIM encontradas neste estudo, quanto 

clínicas), CIP (sozinho) e a associação de IDR-1002 com CIP reduziram a viabilidade 

celular em monócitos RAW 264.7 e fibroblastos L929, após 72 h. 

 O uso da TAP e DAP tem sido questionado pelo seu potencial efeito citotóxico 

(228). Porém, não há um consenso na literatura sobre as concentrações consideradas 

antimicrobianas e ao mesmo tempo citotóxicas (471). Até então, nenhum trabalho 

havia descrito a viabilidade celular destas pastas sobre macrófagos RAW 264.7 ou 
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sobre fibroblastos L929. No entanto, a capacidade citotóxica de DAP e TAP já vem 

sendo discutida sobre outras células, tais como SCAPs, DSCs e fibroblastos gengivais 

(8, 314, 315). O potencial citotóxico residual de TAP e DAP sobre SCAPs foi avaliado 

em blocos de dentina. A concentração de 1000 mg.mL-1 destas pastas foi responsável 

por eliminar 100% das células após 7 dias de incubação. Concentrações de 1 mg.mL-

1 não foram consideradas citotóxicas para a TAP e DAP neste mesmo período e 

ademais, não houve diferenças estatísticas nos grupos contendo DAP ou TAP (8). Já 

o efeito citotóxico direto de DAP e TAP sobre as SCAPs foi testado em diferentes 

concentrações (0,01; 0,1; 1 e 100 mg.ml-1). As concentrações a partir de 1 mg.ml-1 

foram consideradas citotóxicas para estas células para ambas pastas, após um 

período de 72 h (314). TAP e DAP também foram testadas em culturas de DSCs. As 

concentrações até 0,3 mg.ml-1 de DAP não foram consideradas citotóxicas, enquanto 

que as concentrações até 2 mg.ml-1 de TAP, também não foram consideradas 

citotóxicas (308). Tal estudo sugeriu que DAP apresenta um efeito mais citotóxico do 

que TAP (308). Possíveis explicações para as diferenças entre as concentrações 

citotóxicas destas pastas em vários estudos poderiam ser: a utilização de diferentes 

ensaios citotóxicos, diferentes fontes de antibióticos, o uso de diferentes tipo de 

células (SCAPs ou DSCs), ou ainda as diferentes técnicas empregadas para a 

preparação das amostras. Outra questão importante, é que os protocolos de utilização 

da TAP sugeridos, por Hoshino e colaboradores e DAP, sugeridos por Iwaya e 

colaboradores, não são fielmente seguidos clinicamente (305). As concentrações 

clínicas realmente usadas para os processos de revascularização pulpar são de 

aproximadamente 1000 mg.mL-1 (8). 

 As quinolonas podem ser consideradas fármacos seguros e com número 

reduzidos de efeitos colaterais (472). A ação citotóxica do CIP sobre uma linhagem 

de macrófagos foi avaliada in vitro, baseando-se na CIM encontrada (0,014 µg.mL-1) 

para as bactérias Legionella pneumophila e Acanthamoeba castellanii. Após 24 de 

incubação, este fármaco não alterou a viabilidade celular dos macrófagos (473). Em 

um outro estudo, a concentração do CIP capaz de inibir o crescimento de 

Pseudomonas aeruginosa (0,25 µg.mL-1) não alterou a viabilidade de uma linhagem 

de células epiteliais pulmonares, após 24 h de incubação (474). Em contrapartida, um 

outro estudo constatou a citotoxicidade de CIP na concentração de 50 µg.mL-1 em 

linhagem de linfócitos murinos, após 72 h de incubação. A citotoxicidade de CIP neste 

trabalho, foi relacionada as alterações na estrutura dos cromossomos das células 
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estudadas (475). Ademais, nanofibras de polidioxanona contendo CIP 5 % em peso 

não redurizam a viabilidade de DPSCs in vitro, após 72 de incubação (476). Outro 

estudo envolvendo nanofibras de poliálcoolvinil (PVA) com CIP 2,5 % estimulou a 

proliferação celular da linhagem de fibroblastos L929, após 72h de incubação (477). 

 Os PDHs podem apresentar atividade antimicrobiana e ao mesmo tempo não 

reduzirem a viabilidade celular (478). O IDR-1002 tem sido considerado um potencial 

imunomodulador biocompatível (385). Foi constatado que concentrações de 100 

µg.mL-1 não foram capazes de reduzir a viabilidade celular em fibroblastos sinoviais 

humanos in vitro, após 24 h de incubação (479). A concentração de 20 µg.mL-1 de 

IDR-1002 também não alterou significativamente a viabilidade de macrófagos 

humanos in vitro, após 24 h de incubação (480). Sendo assim, a associação de IDR-

1002 (16 ou 32 µg.mL-1) com o CIP (0,015 µg.mL-1) apresentada neste estudo, não foi 

capaz de reduzir a viabilidade celular tanto de macrófagos RAW 264.7, quanto 

fibroblastos L929. 

 Em relação à produção de NO, DAP (1 e 75 µg.mL-1), TAP (2 e 75 µg.mL-1) e 

as associações de IDR-1002 (16 ou 32 µg.mL-1) com CIP (0,015 µg.mL-1) induziram a 

produção do mediador NO, em macrófagos RAW 264.7. Em fibroblastos L929, o grupo 

contendo DAP (75 µg.mL-1) reduziu a produção deste mediador. O NO é um radical 

livre gasoso produzido pela NO-sintase, convertendo L-arginina em L-citrulina (156). 

Altas concentrações do óxido nítrico indutível (NO2) podem ser danosas aos tecidos 

(158). Até o presente momento, este é o primeiro estudo que avalia a produção de NO 

em macrófagos induzida por DAP e TAP. Em relação aos componentes da TAP ou 

DAP, um outro estudo observou a indução de NO por CIP (0,25 µg.mL-1), em 

macrófagos murinos após 20 h de incubação (481). Em contrapartida, a MNC pode 

inibir a síntese de nitrito. A diminuição da produção de nitrito em células RAW 264.7 

foi observada, na presença de 100 µM de MTZ ou de MNC, após 20 h de incubação 

(482). Estudos envolvendo a produção de NO induzido pela presença de IDR-1002 

ainda não foram aparentemente publicados, mas o aumento da produção deste 

mediador nas combinações deste peptídeo com CIP, podem estar relacionadas com 

este último, que possui capacidade de induzir a produção de NO em macrófagos 

(481). 

 Os experimentos subsequentes deste trabalho (etapa 3) envolveram a 

construção de um modelo de infecção endodôntica in vitro com a utilização de duas 

linhagens celulares de macrófagos RAW 264.7 e fibroblastos L929. A resposta imune 
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inata gera uma ação contra patógenos presentes no SCRs que atraem macrófagos 

teciduais ativados até o local da inflamação, para o combate dos microrganismos 

(483). Já os fibroblastos, se apresentam como as células mais abundantes na região 

apical e podem estar diretamente envolvidas com os processos de reconstrução 

tecidual após a revascularização pulpar (484). Com o estímulo do HK-S. aureus e HK- 

E. faecalis e a utilização do recombinante de IFN-γ foi possivel mimetizar uma situação 

de infecção in vitro, por ambos microrganismos. 

  Sendo assim, várias concentrações de HK-S. aureus e HK-E. faecalis foram 

testadas. Neste estudo, os estímulos de HK-S. aureus e HK-E. faecalis não foram 

capazes de diminuir a viabilidade celular em macrófagos RAW 264.7, mesmo nas 

concentrações testadas mais altas. No entanto, ambos os antígenos alteraram a 

morfologia celular com ou sem rIFN-γ. Estes resultados foram também observados 

em um trabalho anterior, após macrófagos RAW 264.7 permanecerem viáveis mesmo 

em concentrações mais elevadas de HK-S. aureus (108 UFC.mL-1), após 48 h de 

incubação (485). Ademais, em nosso trabalho, a presença de diferentes 

concentrações de antígenos de S. aureus e E. faecalis também não reduziu a 

viabilidade dos fibroblastos L929. Nesse sentido, foi constatado que a presença de 

HK-P. gingivalis não foi considerada citotóxica em fibroblastos do ligamento 

periodontal, após 48 h de incubação, mesmo na proporção bactérias/células de 1:100 

(486). 

 Os principais eventos relatados com a presença de antígenos no SCR estão 

relacionados a mudanças no padrão de resposta e produção de mediadores por essas 

células (135). Diante disso, o presente estudo demonstrou que ambos os estímulos 

(S. aureus e E. faecalis) foram capazes de induzir a produção de NO em macrófagos 

RAW 264.7. A produção de NO em macrófagos na presença de estímulos de S. 

aureus parece ser dose-dependente. No entanto, na maior concentração, a síntese 

deste mediador específico não foi aumentada. Neste contexto, os macrófagos são 

considerados a primeira linha de defesa e em contato com antígenos, podem produzir 

NO, via enzima NO indutível (487). Fatores de virulência como LTA de bactérias 

Gram-positivas, o peptídeo glicol e fatores de adesão são geralmente associados com 

a indução de NO sintase em macrófagos (488). Aqui, as concentrações mais elevadas 

de antígenos, na presença de IFN-, não estimularam a produção de NO em 

macrófagos RAW 264.7. Em situações de supersaturação do antígeno, as células 
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imunológicas podem perder seu padrão de atuação e agir sem resposta, devido aos 

mecanismos de regulação imune mediada por linfócitos Treg (489, 490). 

 A presença de antígenos de S. aureus estimulou a produção de NO em todas 

as concentrações testadas, com ou sem IFN-γ em fibroblastos L929. Na presença de 

E. faecalis, a maior concentração de antígeno foi significativamente importante para 

induzir a produção de NO. Sabe-se que os fibroblastos apresentam um papel 

fundamental na reparação tecidual, mas também na resposta contra os antígenos pela 

produção de IL-6, MCS-F, TGF-β e NO (491, 492). Até então, os estímulos clássicos 

estudados para a avaliação da produção de NO em L929 são IFN-γ, LPS ou ambos 

(493). Desta forma, a produção de NO em fibroblastos de polpa humana em resposta 

a HK-E. faecalis pode aumentar a fosfatase alcalina em fibroblastos e 

consequentemente, a calcificação da polpa (162). Além disso, altas concentrações de 

NO e outras citocinas pró-inflamatórias em fibroblastos pode favorecer a expressão 

de OPG nessas células e consequentemente a formação de um tecido pulpar 

calcificado (494). 

 Para a etapa imunomodulatória, a viabilidade celular envolveu os peptídeos LL-

37 e IDR-1002, as pastas TAP e DAP e a associação de IDR-1002 e CIP com ou sem 

os estímulos HK-S. aureus ou HK-E. faecalis com rIFN-γ. Estes dados foram 

compilados após 24 e 72 h, em macrófagos RAW 264.7 e 48 e 72 h, em fibroblastos 

L929. Em relação a célula RAW 264.7, apenas a TAP reduziu a viabilidade em 24 h 

de incubação destas células, sem a presença dos estímulos testados. Já em 72 h, 

esta pasta elevou a proliferação celular na presença dos estímulo de HK-S. aureus 

com rIFN-γ. Como já discutido, a citotoxicidade da TAP vem sendo estudada, 

principalmente relacionada com as concentrações que realmente são utilizadas 

clinicamente (8). Frente as desvantagens relacionadas a sua citotoxicidade, alguns 

trabalhos discutem a melhor forma da remoção desta medicação do SCR após a sua 

ação antimicrobiana (495, 496). O objetivo pode ser a diminuição ao máximo do 

contato desta, com o novo tecido formado (497). Nesse sentido, diferentes protocolos 

de irrigação para a remoção da TAP em blocos de dentina foram avaliados e  nenhum 

deles foi completamente efetivo. A irrigação ultrassônica passiva  associada ao 

hipoclorito de sódio a 1% seria o mais eficaz (498).  

 Em relação à célula L929, apenas a LL-37 reduziu a viabilidade celular em 48 

e 72 h tanto na ausência de estímulos, quanto na presença de HK-S. aureus com 

rIFN-γ ou HK-E. faecalis com rIFN-γ. Nos dados apresentados pela literatura, a LL-37 
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não se apresentou citotóxica até a concentração de 100 µg.mL-1 em células do 

músculo liso (499). Um outro estudo avaliou o potencial citotóxico desta catelecidina 

em células mesenquimais indiferenciadas da placenta. Neste estudo, 10 µg.mL-1 

foram inseridos a cada dia, durante 3 dias e ao final, o ensaio de MTT revelou que 

esta concentração não foi citotóxica e ainda estimulou a proliferação celular (500). No 

entanto, um outro estudo observou que a utilização de 10 µg.mL-1 deste peptídeo, 

inibe a migração de cardiomiócitos e fibroblastos de ratos. A inibição da migração 

nestas células foi relacionada com a ativação da via de sinalização 2X7R –MAPK 

(501). Para mais, a LL-37 (8 µM) foi responsável por induzir a apoptose em fibroblastos 

do ligamento periodontal (502). 

 A resposta imune pode ter um papel essencial na regeneração do tecido pulpar 

em DPIs (503). Uma resposta mediada por TH1 e macrófagos M1 pode contribuir para 

a exacerbação da inflamação e consequente destruição tecidual (504). Ao passo que 

uma resposta mediada por TH2 e macrófagos M2 pode contribuir para a resolução na 

inflamação tecidual e migração de células de reparo como fibroblastos (504). 

 Em relação à produção de citocinas por macrófagos RAW 264.7, a TAP 

apresentou um caráter pró-inflamatório (perfil M1), aumentando a síntese de IL-1α, IL-

6, IL-12 e TNF-α, além de aumentar a síntese do mediador NO, na ausência dos 

estímulos antigênicos. A pasta DAP aumentou a produção de IL-1α, IL-6, TNF-α e o 

mediador NO, na ausência dos estímulos antigênicos. Este é o primeiro trabalho que 

avalia a ação destas pastas especificamente em macrófagos. Até então, alguns 

estudos haviam relatado o papel pró-inflamatório de TAP através de achados 

histológicos (48, 505). Pesquisadores inseriram tubos de polietireno contendo TAP na 

região dorsal subcutânea de camundongos. Após 21 dias, os achados histológicos 

demonstraram uma camada espessa de intensa resposta inflamatória, com a 

infiltração de leucócitos (principalmente neutrófilos) e fibroblastos. A avaliação da 

produção de citocinas por reação de polimerase em cadeia (PCR), demonstrou um 

aumento na expressão de citocinas pró-inflamatórias tais como: IL-17, TNF-α, IL-1α e 

IL-1β (505). O fato de TAP ter estimulado a produção de IL-12 e DAP não, pode estar 

relacionado com a presença da MNC. A MNC foi relatada como pró-inflamatória em 

macrófagos, induzindo a expressão de IL-12 e consequentemente, um perfil M1 de 

macrófagos (506). Em relação aos fibroblastos L929, em nosso trabalho, ambas as 

pastas aumentaram consideravelmente a produção de IL-6, na ausência dos 

estímulos antigênicos. A capacidade imunomodulatória foi de TAP e DAP em 
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fibroblastos gengivais foi avaliada através da mensuração das citocinas IL-1α, IL-6, 

IL-12, IL-10 por PCR. Após 24h de incubação, apenas a citocina IL-6 no grupo 

contendo TAP encontrou-se aumentada em relação ao controle (315). 

 Com a adição dos antígenos e rIFN-γ nas culturas de macrófagos RAW 264.7, 

a TAP diminuiu a produção de IL-6 e IL-12, na presença de HK-S. aureus. Na presença 

de HK-E. faecalis, esta pasta foi responsável pela diminuição da produção de IL-1α, 

IL-6 e IL-12 e aumento de TNF-α e do mediador NO. A DAP diminuiu a produção de 

IL-6 na presença de HK-S. aureus. Com a adição de HK-E. faecalis, a DAP diminuiu 

a produção de IL-1α e aumentou a produção de IL-12. A atuação imunomodulatória 

destas pastas em situações de estímulos microbianos ainda não está clara, porém 

uma competição entre os antígenos e as pastas por receptores presentes em 

macrófagos RAW 264.7, tais como TLR-2, TLR-4 e CD14, pode mudar o padrão de 

resposta imunológica destas células (507).  

 A ação do CIP (sozinho), aparentemente promoveu um aumento na expressão 

de IL-6 e diminuiu na expressão de TNF-α em cultura de macrófagos RAW 264.7, na 

ausência de estímulos. Alguns estudos relatam que concentrações de até 10 µg.mL-1 

deste fármaco podem estimular a produção de IL-6, ao passo que concentrações 

acima de 10 µg.mL-1 podem inibir a síntese desta citocina em macrófagos (508, 509). 

Foi constatada a expressão de IL-6 e IL-8 em linhagem de células bronco-epiteliais na 

presença de 5 µg.mL-1 de CIP, após 24 h de incubação (510). Em nossos resultados, 

o CIP foi responsável por reduzir a expressão de IL-6 em macrófagos RAW 264.7, na 

presença de HK-S. aureus e de IL-12, na presença de ambos os antígenos. Em 

fibroblastos L929, o CIP reduziu a produção de IL-6 sem estímulo e reduziu a 

expressão de NO, na presença de HK-E. faecalis. As quinolonas apresentam 

geralmente uma característica anti-inflamatória sobre monócitos e macrófagos na 

presença de estímulos bacterianos (511). Nestas condições, o efeito imunosupressor 

de CIP parece ser dose-dependente (512). O CIP (100 µg.mL-1) pode ser capaz de 

aumentar a produção de IL-6 e diminuir TNF-α em macrófagos, na presença de LPS 

(510). O CIP (0,1 µg.mL-1) também foi capaz de inibir a produção de IL-12 na presença 

de IL-18, após 24 h de incubação (512). O papel imunomodulalório do CIP pode estar 

relacionado com a atuação deste fármaco sobre a enzima topoisomerase 2, ou 

através da ativação das vias de sinalização JNK e NF-kB (513). 

 A LL-37 aparentemente foi responsável por aumentar a produção de IL-6 e 

diminuir TNF-α, em macrófagos RAW 264.7 sem estímulos. Estes dados corroboram 
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com um outro estudo presente na literatura, que observou que 20 µg.mL-1 deste 

peptídeo aumentou a produção de IL-6 em uma linhagem de micróglias, na ausência 

de estímulos adicionais (514). Já na presença dos antigenos e rIFN-γ, este PDH foi 

responsável pela diminuição da produção de IL-6 e IL-12 na presença de HK-S. aureus 

e IL-12, na presença de HK-E. faecalis. Neste sentido, sabe-se que LL-37 pode 

interagir com membranas celulares, afetar a superfície celular, além de atuar em 

diversos receptores (390). Além disso, a LL-37 pode exercer efeitos tanto pró, quanto 

anti-inflamatórios diretos, pela estimulação das células do sistema imune, ou indiretos, 

através da quimiotaxia ou modulação de uma citocina específica (13). Assim, a LL-37 

(na concentração de 20 µg.mL-1) pode estimular um perfil de macrófagos M2, na 

presença de LPS e IFN-γ, com a liberação de citocinas anti-inflamatórias como IL-4 e 

IL-10 e a diminuição de TNF-α (515). O LTA presente em ambos os antígenos 

estudados pode ser reconhecido por macrófagos através dos receptores TLR-2 e 

TLR-4 e gerar uma resposta pró-inflamatória (516). Um estudo também demonstrou 

que a LL-37 (na concentração de 15 µg.mL-1) pode inibir a resposta pró-inflamatória 

de macrófagos RAW 264.7 na presença de LTA, através da diminuição das citocinas 

TNF-α e IL-6 (517). A imunomodulação induzida por LL-37 foi relacionada com as vias 

de sinalização p38 e MAPK (517). Ademais, a LL-37 (2 µg.mL-1) pode aumentar a 

fagocitose de macrófagos sobre antígenos de S. aureus, pela ativação do receptor 

αMβ2(Mac-1,CD11b/CD18) (518). No mais, a associação da LL-37 (na concentração 

de 20 µg.mL-1) e IL-1β pode atenuar a resposta inflamatória em macrófagos humanos 

in vitro, aumentando a expressão das citocinas IL-6, MCP-1 e MCP3. A associação 

entre a LL-37 e a IL-1β estimulou macrófagos a produzir IL-12 na mesma proporção 

que o rIFN-γ (519). Essa associação pró-inflamatória foi relacionada com as vias de 

sinalização NF-kB, p50 e p65 (519). Em outro trabalho com macrófagos humanos, a 

LL-37 (na concentração de 2 µg.mL-1) foi capaz de inibir a expressão de TNF-α, IL-6 

e o mediador NO nesta linhagem, na presença de polissacarideo oriundo de Neisseria 

meningitidis. Essa ação anti-inflamatória da LL-37 foi associada com a ativação dos 

receptores TLR2 e TLR4 (520). Em um outro trabalho, a LL-37 (na concentração de 

50 µg.mL-1) associada ao fator estimulador de colônia de macrófagos (MCS-F) foi 

responsável por polarizar macrófagos humanos in vitro, em perfil M2. A atividade pró-

M2 de LL-37 com MCS-F, foi envolvida com a ativação do receptor de peptídeo formil 

2 (FPR2) (521). Para mais, a catelicidina LL-37 (na concentração de 50 µg.mL-1) foi 

capaz de inibir a expressão de genes das citocinas de TNF-α e IL-1β pela ativação de 
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TLR-2, TLR-4 e TLR-9 em macrófagos, na presença de LPS. Esta ativação foi 

relacionada com a via de sinalização NF-kB (522). Ademais, a LL-37 (na concentração 

de 15 µg.mL-1) pode estimular macrófagos quando estes são infectados com este 

Mycobacterium tuberculosis, contribuindo para o aumento das citocinas IL-10 e TGF-

β e TNF-α e diminuição de IL-17. Essa ação imunomodulatória da LL-37 foi 

independente do receptor P2X7 (523). 

 Em culturas dos fibroblastos L929, a LL-37 diminuiu a produção de IL-6 na 

ausência de estímulos e diminuiu a produção de NO, na presença de HK-E. faecalis. 

O papel da LL-37 nesta linhagem de fibroblastos ainda não foi descrita. Porém, a ação 

imunomodulatória desta catelicidina pode envolver fibroblastos gengivais, fibroblastos 

epiteliais e fibroblastos do ligamento periodontal. Fibroblastos gengivais humanos 

foram estimulados com LPS e as concentrações de 0,1, 1 e 10 µg.mL-1 de LL-37. A 

avaliação da produção das citocinas IL-6 e IL-8, após 18 h de incubação demonstrou 

que 10 µg.mL-1 deste PDH, foi capaz de reduzir a níveis basais a expressão de ambas 

citocinas. Vários mecanismos de ação foram apresentados pela ação anti-inflamatória 

deste peptídeo, tais como os receptores TLR2 e TLR1 e também as vias de 

sinalização p38, MAPK e IRF3 (524). Além do LPS, o antígenos HK-P. gingivalis foi 

adicionado em culturas de fibroblastos gengivais na presença de 1 µg.mL-1 de LL-37 

e as citocinas IL-6 e IL-8 foram avaliadas por ELISA, após 24 h de incubação. A 

presença da LL-37 foi responsável por reduzir significamente a produção de ambas 

as citocinas. A inibição da síntese de IL-6 e IL-8 foi associada com a via de sinalização 

p38 e ERK (525). O potencial anti-inflamatório da LL-37 (8 µM) em fibroblastos do 

ligamento periodontal foi avaliado. Assim como no presente estudo, a LL-37 foi 

responsável por reduzir a expressão de IL-6 nestas células. A diminuição da 

expressão desta citocina foi relacionada com a ação apoptótica e a redução da síntese 

de DNA, induzida por este peptídeo (502). Na presença de IL-1β, a LL-37 (10 µM) 

pode apresentar um caráter pró-inflamatório em fibroblastos gengivais, aumentando a 

síntese de IL-8. Essa ação pró-inflamatória pode estar relacionada com o receptor 

celular P2X7 e a via de sinalização p44/MAPK (526). Ademais, a LL-37 (16 µg.mL-1) 

pode estar envolvida com a inibição da produção de IL-6 em fibroblastos epiteliais 

humanos, infectados com S. aureus (527).  

 O PDH IDR-1002 não alterou a produção de nenhuma das citocinas avaliadas 

em macrófagos RAW 264.7, na ausência de estímulos. No entanto, na presença dos 

antígenos e rIFN-γ, este PDH apresentou um caráter imunoprotetor, reduzindo a 
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expressão de IL-6 na presença de HK-S. aureus, além de IL-1α, IL-6 e IL-12 na 

presença de HK-E. faecalis por estas células. Estes dados imunomoduladores estão 

condizentes com as características imunoprotetoras apresentadas por este PDH na 

literatura. Em um estudo realizado com macrófagos RAW 264.7 estimulados com LPS 

e IDR-1002 (20 µg.mL-1), este PDH foi responsável por reduzir a expressão de TNF-α 

após 24h de incubação. A ação imunomodulatória desta biomolécula foi relacionada 

com a inibição da via de sinalização NF-kB e ativação das vias de sinalização p38, 

ERK1/2-MSK1 (480). Outro trabalho demonstrou que 20 µg.mL-1 deste peptídeo eram 

suficientes para aumentar a expressão do receptor CCR5, responsável pela quimitaxia 

de monócitos através das citocinas CCL3 e CCL5. A ativação de CCR5 por IDR-1002, 

foi relacionada com a via de sinalização p38/MAPK. Além disso, este peptídeo está 

envolvido com o aumento da expressão de citocinas associadas com a quimiotaxia, 

como CCL2, CCL7, CXCL1 e CXCL8 (388). Para mais, a utilização in vitro de 100 

µg.mL-1 de IDR-1002 aumentou consideravelmente a expressão destas citocinas em 

monócitos humanos, quando comparados ao controle (sem IDR-1002) e ao grupo 

contendo LL-37. Esta ação imunomoduladora foi relacionada com as vias de 

sinalização NF-kB e MAPK (385). Além de sua ação em macrófagos e monócitos, o 

IDR-1002 (50 µg.mL-1) foi responsável por aumentar in vitro a presença de fatores de 

adesão (CD11b e CD62L) e ativação (CD64 e CD66b), em neutrófilos humanos 

estimulados com LPS. Ademais, este PDH foi responsável por reduzir a expressão de 

ROS e de TNF-α nestas células estimuladas com LPS. Os efeitos imunomoduladores 

em neutrófilos por IDR-1002 foram relatados com a via de sinalização MAPK (12). Em 

nosso estudo, o IDR-1002 foi responsável por reduzir IL-6 (na ausência de estímulos) 

e o mediador NO (na presença de HK-E. faecalis e rIFN-γ) em fibroblastos L929. Em 

um outro trabalho, o IDR-1002 (100 µg.mL-1) foi responsável pela diminuição da 

produção de IL-1β, por fibroblastos sinoviais humanos in vitro, estimulados com MMP-

3. Esse evento foi associado com o bloqueio das vias de sinalização JNK, MAPK e 

p38 (479). 

 Por fim, a associação de CIP e IDR-1002 não modificou sua ação 

imunoprotetora, aumentando apenas a produção de NO na ausência de estímulo. Na 

presença dos antígenos e rIFN-γ, essa associação reduziu a expressão de IL-6 e IL-

12, na presença de HK-S. aureus e IL-1α e IL-6, na presença de HK-E. faecalis. Em 

cultura de fibroblastos L929, essa associação aumentou (na ausência de estímulos) e 

reduziu (na presença de HK-E. faecalis e rIFN-γ), a expressão de IL-6. Pesquisadores 
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associaram CIP (na concentração de 5 µg.mL-1) com cloroquina (na concentração de 

5 µg.mL-1) e observaram uma ação conjuta destes fármacos, aumentando a 

expressão de peróxido de oxigênio e o mediador NO, em macrófagos murinos 

infectados com S. aureus (528). Um outro estudo in vitro considerou sinérgica a 

combinação de 0,1 µM LL-37 e 20 µM HDB, que potencializou significamente a 

capacidade de reduzir a expressão das citocinas GRO-α, IP-10, IL-6 e MCP-1 em 

fibroblastos gengivais humanos estimulados com LPS (529).  

 

 

 Diante dos diversos questionamentos sobre DAP e TAP nos processos de 

revascularização pulpar, os dados aqui apresentados podem contribuir para o 

entendimento sobre como elas atuam sobre bactérias comumente encontradas no 

SCR. Além disso, compreender como linhagens de macrófagos e fibroblastos podem 

reagir frente aos antígenos destas bactérias, na presença destas pastas ou PDHs. 

Vale ressaltar, que este trabalho é apenas um estudo in vitro, com diversas limitações 

que fogem às condições reais na cavidade bucal, sendo necessários outros estudos 

in vivo para a confirmação destes dados. Sendo assim, a sugestão da junção de um 

antimicrobiano (CIP) com um imunoprotetor (IDR-1002) pode cooperar para futuras 

construções de arcabouços com liberação controlada desta associação para terapias 

endodônticas em DPIs. 
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7 CONCLUSÕES 

 

 

 A partir do desfecho comportamental in vitro dos grupos experimentais 

testados, é possivel concluir: 

 

 O CIP apresentou o melhor resultado antimicrobiano dentre os fármacos das 

pastas DAP e TAP, contra S. aureus e E. Faecalis, enquanto o MTZ não 

apresentou ação antimicrobiana, mesmo nas maiores concentrações testadas. 

 O IDR-1002 apresentou os melhores resultados antimicrobianos dentre os 

PDHs, além de atuar em sinergismo com CIP, em ambas bactérias estudadas. 

 Os antígenos HK-S. aureus e HK-E. faecalis não diminuiram a viabilidade, 

porém alteraram a morfologia celular dos macrófagos RAW 264.7 e fibroblastos 

L929. 

 A TAP (2 µg.mL-1) se apresentou citotóxica em monócitos RAW 264.7, após 24 

h e  a LL-37, diminuiu a viabilidade de fibroblastos L929 (em 48 e 72 h). 

 As pastas DAP e TAP apresentaram um perfil pró-inflamatório na ausência de 

estímulos antigênicos, aumentando a produção de IL-1α, IL-6, IL-12, TNF-α e 

NO em RAW 264.7, além de aumentar IL-6, em L929.  

 As pastas DAP e TAP apresentaram um perfil e pró e anti-inflamatório na 

presença dos antígenos e rIFN-γ reduzindo a produção de IL-1α, IL-10 e IL-6 e 

aumentando IL-12 e TNF-α, em RAW 264.7.  

 O CIP, o IDR-1002 ou a associação de CIP e IDR-1002 apresentaram um perfil 

anti-inflamatório na presença dos antígenos e rIFN-γ, reduzindo IL-6 e IL-12, 

em RAW 264.7, além do NO, em L929. 

 

 Sendo assim, o CIP sozinho obteve os melhores resultados antimicrobianos, 

em comparação com DAP e TAP. Além disso, a associação de CIP e IDR-1002, se 

apresentou mais favorável em relação à capacidade imunomodulatória, quando 

comparada a estas pastas. Esses resultados sugerem estudos in vivo, para a 

confirmação do potencial destas moléculas em aplicações biotecnológicas para a 

revascularização/regeneração pulpar. 
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9 ANEXO A - ESPECTRO DE MASSA DOS PEPTÍDEOS ANTIMICROBIANOS 

E IMUNOMODULADORES 

 

Figura 25 – Espectro obtido por MALDI-ToF da massa referente ao peptídeo LL-37 

(4490,8 Da), com pureza superior a 95%. 

 

Figura 26 - Espectro obtido por MALDI-ToF da massa referente ao peptídeo IDR-

1018 (1536 Da), com pureza superior a 95%. 
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Figura 27 - Espectro obtido por MALDI-ToF da massa referente ao peptídeo IDR-

1002 (1652,1 Da), com pureza superior a 95%. 

 

Figura 28 - Espectro obtido por MALDI-ToF da massa referente ao peptídeo DJK-6 

(1666,9 Da), com pureza superior a 95% 
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10 ANEXO B – CURVAS DE CRESCIMENTO PARA DETERMINAÇÃO DE 

FASE LOGARÍTMICA DE E. FAECALIS E S.AUREUS 

 

 

Figura 29 - Curvas representativa de crescimento da bactéria E. faecalis de três réplicas biológicas para 

determinação de fase logarítmica realizada previamente pelo grupo. (A) representa a determinação do 

número de células totais a partir da relação D. O. versus tempo de incubação em horas. (B) representa 

a linha de tendência com equação e R2 e a determinação do número de células viáveis a partir da 

relação D. O. versus UFC.mL-1. 

 

 

Figura 30 - Curvas representativa de crescimento da bactéria S. aureus de três réplicas biológicas para 

determinação de fase logarítmica realizada previamente pelo grupo. (A) representa a determinação do 

número de células totais a partir da relação D. O. versus tempo de incubação em horas. (B) representa 

a linha de tendência com equação e R2 e a determinação do número de células viáveis a partir da 

relação D. O. versus UFC.mL-1 
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11  ANEXO C – PUBLICAÇÕES 
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