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Resumo

BORBA, Marindia de Almeida. Scaffolds bioativos: avaliacdo do efeito
antimicrobiano e ou/anti-inflamatério sobre hDPSCs; 2022. 93 p. - Tese
(Doutorado em Biomateriais e Biologia Oral com énfase em Inovacao Tecnoldgica)
Programa de Poés-Graduacdo em Odontologia, Faculdade de Odontologia,
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

O objetivo desta revisédo de escopo foi reunir e mapear as evidéncias disponiveis sobre
0 uso de scaffolds antimicrobianos e ou anti-inflamatoérios sobre as células-tronco da
polpa para fins de regeneracéao pulpar. Dois revisores independentes realizaram uma
pesquisa abrangente em quatro bancos de dados eletrénicos até 10 de abril de 2021:
MEDLINE, Embase, Scopus e Web of Science. Os critérios de selecdo foram: 1)
estudos que avaliassem as propriedades biolégicas (por exemplo, antimicrobiana,
antibacteriana e anti-inflamatoéria) de scaffolds/hidrogéis carregados ou ndo com
drogas/moléculas bioativas; 2) estudos que verificaram os efeitos dos scaffolds nas
células-tronco da polpa dental humana; e 3) estudos que testaram os scaffolds tendo
como alvo a endodontia regenerativa. Inicialmente foram identificados 1.804 artigos
potencialmente relevantes e, apds a exclusdo de 364 duplicatas, 1.399 foram
considerados inelegiveis com base nos critérios de inclusdo. Apds a triagem, 41
artigos permaneceram e foram pré-selecionados para analise do texto completo pelos
revisores. Por fim, apenas 13 artigos foram selecionados para esta revisdo. No geral,
os estudos consistiram principalmente em andaimes hibridos carregados com drogas.
Seis estudos testaram os efeitos de drogas como metronidazol e ciprofloxacina, e
apenas um estudo verificou a propriedade anti-inflamatoria do scaffold. A maioria dos
estudos verificou as propriedades antimicrobianas contra a bactéria Enterococus
faecalis. Em geral, os estudos verificaram a citotoxicidade dos scaffolds em células-
tronco da polpa humana, com resultados positivos para viabilidade celular. Os
scaffolds que n&o utilizaram medicamentos em sua composicdo também podem
apresentar propriedades antimicrobianas, criando um ambiente favoravel para as
células-tronco. Os scaffolds com farmacos resultaram em propriedades
antimicrobianas derivadas de sua composicdo. Em conclusdo, o uso farmacos e
moléculas com propriedades antimicrobianas podem reduzir o crescimento bacteriano
de acordo com o efeito da dosagem. No entanto, para preservar os resultados de
viabilidade celular, sdo indicadas doses minimas desses medicamentos. Estruturas
naturais como fibrina e colageno sem o uso de farmacos podem resultar em efeitos
antimicrobianos, portanto esses compostos sao importantes candidatos para a
redugéo de eventos de inflamagéao pulpar no futuro.

Palavras-chave: Células-tronco da polpa dentaria; engenharia tecidual andaimes;
revisdo de escopo; regeneracad endodontica.



Abstract

BORBA, Marindia de Almeida. Bioactive scaffolds: evaluation of the antimicrobial
and/or anti-inflammatory effect on hDPSCs; 2022. 93 p. Thesis — Graduate
Program in Dentistry- Faculty the Dentistry. Federal University of Pelotas, Pelotas,
2022.

The objective of this scoping review was to gather and map the available evidence on
the use of antimicrobial and/or anti-inflammatory scaffolds on pulp stem cells for pulp
regeneration purposes. Two independent reviewers performed a comprehensive
search of four electronic databases as of April 10, 2021: MEDLINE, Embase, Scopus,
and Web of Science. The selection criteria were: 1) studies that evaluated the
biological properties (eg antimicrobial, antibacterial and anti-inflammatory) of
scaffolds/hydrogels loaded or not with drugs/bioactive molecules; 2) studies that
verified the effects of scaffolds on human dental pulp stem cells; and 3) studies that
tested scaffolds targeting regenerative endodontics. Initially, 1,804 potentially relevant
articles were identified and, after excluding 364 duplicates, 1,399 were considered
ineligible based on the inclusion criteria. After screening, 41 articles remained and
were pre-selected for full-text analysis by the reviewers. Finally, only 13 articles were
selected for this review. Overall, the studies consisted primarily of drug-laden hybrid
scaffolding. Six studies tested the effects of drugs such as metronidazole and
ciprofloxacin, and only one study verified the anti-inflammatory property of the scaffold.
Most studies have verified the antimicrobial properties against the bacterium
Enterococus faecalis. In general, the studies verified the cytotoxicity of scaffolds in
human pulp stem cells, with positive results for cell viability. Scaffolds that did not use
drugs in their composition may also have antimicrobial properties, creating a favorable
environment for stem cells. The scaffolds with drugs resulted in antimicrobial properties
derived from their composition. In conclusion, the use of drugs and molecules with
antimicrobial properties can reduce bacterial growth according to the effect of the
dosage. However, to preserve cell viability results, minimal doses of these drugs are
indicated. Natural structures such as fibrin and collagen without the use of drugs can
result in antimicrobial effects, so these compounds are important candidates for
reducing pulp inflammation events in the future.

Keywords: Dental pulp stem cells; tissue engineering scaffolding; scope review;
endodontic regeneration.
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Introducéo

Nos ultimos anos, avangos foram feitos na engenharia de tecidos orais e
odontologia regenerativa, devido a crescente busca por pesquisas em areas
como biologia de células-tronco, genética, engenharia molecular e patologias
que afetam o 6érgdo dentario e seus tecidos de suporte (MIRAN et al., 2016).
Entretanto, a regeneracao ainda € guiada pela necessidade da compreenséao de
trés elementos que tem como objetivo restaurar fungdes de tecidos de 6rgaos
afetados: matriz extracelular (ECM), que serve como um scaffold; uso de
moléculas bioativas que regulam o crescimento e a diferenciacdo celular; e
células mesenquimais, necesséarias para a formacdo de novos tecidos
(FUKUSHIMA et al., 2019; LEE et al., 2014). Assim, na engenharia tecidual, a
regeneracao sera alcancada se for fornecido um scaffold estrutural, conferindo
além de propriedades mecanicas, a capacidade de induzir a migracdo de
populacdes celulares (GOKER et al., 2019), além de outras caracteristicas, como
degradabilidade do biomaterial em um intervalo de tempo comparavel ao
crescimento do novo tecido (COLOMBO et al., 2014).

O tratamento endodéntico regenerativo (RET) € definido como um
procedimento de base bioldgica, que visa substituir tecidos danificados do
complexo polpa-dentina (DP). Esse método atualmente possui duas estratégias
principais: revascularizacéo pulpar ou regeneracao tecidual (CASTELLAN et al.,
2011). A primeira estratégia visa a regeneracao pulpar, através da inducao do
sangramento da area periapical, enriquecendo o espaco intracanal com um
coagulo de estrutura e vascularizagcdo natural de fibrina, bem como numerosos
componentes celulares e moleculares essenciais para a formacdo de novos
tecidos (DUCRET et al., 2019; SAOUD et al., 2016). A regeneracao tecidual, é
uma estratégia baseada na engenharia de tecidos, que consiste ha combinacéo
de trés elementos basicos principais: células-tronco, scaffolds e mediadores com
propriedades bioativas. (FERRONI et al., 2015; NAKASHIMA; AKAMINE, 2005).

A polpa dentéria € um dos tecidos mais dificeis de regenerar, devido a sua
complexa natureza. E um tecido conjuntivo dindmico, que possui uma
capacidade bem carateristica de responder a infec¢ges ou lesées (MOROTOMI
et al., 2019). As pesquisas sobre regeneracdo aumentam constantemente na
literatura, aplicando principios biologicos para proteger a polpa (AYALA-HAM et

al., 2021). As investigacfes tém se concentrado no uso de scaffolds ou hidrogéis,
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estudos com células do tecido pulpar, in vitro e in vivo, estratégias como essas
terapéuticas estdo recebendo grande atencdo (COLOMBO; JIA; D’'SOUZA,
2020a), podendo ser aplicadas em tratamentos clinicos como: capeamento
pulpar direto e indireto, pulpotomias e revascularizagao pulpar, com énfase em
formacé&o de dentina, nervos sensoriais e desenvolvimento de vasos sanguineos
(MOUSSA; APARICIO, 2019).

Os materiais bioativos sdo componentes inevitaveis da odontologia
modernas. I1sso se tornou evidente a partir do corpo de evidéncias que apoiam a
regeneracao do tecido dentario como uma modalidade de tratamento (MESCHI;
PATEL; RUPAREL, 2020). Ainda segundo os autores, devido a gama de
aplicacdes regenerativas o0 objetivo de muitas empresas e pesquisadores tem
sido gerar um material biocompativel, osteoindutor, que néo induz coloracdo do
dente, e que seja de facil manipulagdo e com o objetivo final de devolver forma
e funcao aos tecidos orais (COLOMBO; JIA; D’'SOUZA, 2020b). Nesse sentido,
os scaffolds e hidrogéis vém ganhando interesse.

Um scaffold é uma estrutura bioativa com base estrutural que suporta a
adeséao celular, regula sua proliferacao e diferenciacao e facilita a formacéo de
tecidos (O’'BRIEN, 2011). Para a regeneracdo endodontica, um scaffold ideal
deve-se assemelhar a matriz extracelular do complexo polpa dentina em ternos
de propriedades bioldgicas e mecéanicas (RADDALL et al., 2019). Deve
estabelecer um microambiente tridimensional que permita que as células-
tronco/progenitoras se liguem, migrem e proliferem, além de se organizarem
espacialmente, para se diferenciarem em linhagens odontogénicas,
vasculogénicas e neurogénicas, além de facilitar a angiogénese e neurogénese
(LAKMAL; BDS; DDS, 2020; RADDALL et al., 2019).

Os hidrogéis sao rede poliméricas hidrofilicas em 3D que podem absorver
grandes quantidades de agua ou fluidos teciduais. Devido a sua compatibilidade
termodinamica, esses polimeros sdo macios e elasticos e tém sido usados em
muitas aplicacdes biomédicas (AYALA-HAM et al.,, 2021). Sdo altamente
ajustaveis e biocompativeis, ndo sdo apenas projetados para se assemelhar a
estrutura da ECM, mas também podem ser modificados para facilitar a liberagéo
sustentada de agentes quimiotaticos e angiogénicos. Hidrogéis que séao
preparados por auto-montagem de peptideos podem ser usados como matrizes
para aumentar a adeséao e proliferacao celular (FUKUSHIMA et al., 2019; LIU et
al., 2022).
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De modo geral, em aplicacdes na engenharia tecidual, a conexao
bioldgica entre o biomaterial e as células € controlada pelas propriedades dos
materiais e pelas caracteristicas finais do biomaterial. Por isso, materiais
utilizados para a fabricacao de scaffolds ou hidrogéis devem ter a capacidade de
induzir propriedades antimicrobianas e funcionalidade especifica, além de
propriedade quimica adequada para estimular o bio-reconhecimento molecular
das células. Aspectos importantes como, facil manuseio, rapida implantacéo,
baixa viscosidade devem ser considerados, e mais importante, os scaffolds
devem ter excelentes propriedades antibacterianas e antimicrobianas para evitar
o crescimento de bactérias endodonticas residuais, bem como propriedades de
degradacédo fisiolégica visando uma substituicdo controlada por uma ECM
(AYALA-HAM et al., 2021; MEDINA-FERNANDEZ; CELIZ, 2019). E ainda, mas
nao menos importante, esses biomateriais quando aplicados para endodontia
regenerativa devem apresentar o maximo de capacidade anti-inflamatoria
possivel (COLOMBO; JIA; D’SOUZA, 2020b).

Os biomateriais como scaffolds e hidrogéis podem apresentar a seguinte
forma: naturais, sintéticos e hibridos. Com design dependente da aplicacao,
podendo ser: géis, injetaveis, esponjosos, fibrosos, nanoparticulados, com
microesferas, macro e micro e nanoporosos, impressos em 3D (AYALA-HAM et
al., 2021). Além de promover e induzir de forma sustentavel a regeneracéo e o
reparo dos tecidos, os scaffolds podem estar na forma de nanotransportadores
para a entrega de farmacos ou moléculas bioativas, com uma liberacdo
controlada em locais de interesse para avaliagdo da eficiéncia do tratamento
(CAO et al.,, 2021). Scaffolds e hidrogéis naturais podem ser formados
principalmente de agarose, alginato, quitosana, hialuronico, fibrina e colageno
(MOUSSA; APARICIO, 2019).

Scaffolds naturais como quitosana, sao amplamente aplicados,
compostos de aminoacidos polissacarideos, seus produtos residuais ndo sao
toxicos nem imunogénicos, podendo facilmente ser modificada ou acoplada a
varias moléculas ou proteinas que potencializam o efeito de reparo (TAMURA et
al., 2011). Quando combinada com fibrina, a quitosana mostrou excelente
capacidade de manter a viabilidade de células tronco da polpa (DPSCs), com
efeito antibacteriano importante contra Enterococcus faecalis (DUCRET et al.,
2019). O colageno é uma grande familia de proteinas de matrix extracelular e

amplamente distribuidos na natureza (WAN et al., 2021). Apresenta estrutura
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biolégica altamente organizada, tém sido usados na forma de scaffolds de
colageno puro ou combinados com outros materiais naturais ou sintéticos,
promovem a proliferacdo e diferenciacao de células-tronco dentéarias (JIANG et
al., 2017; WAN et al., 2021). Os sintéticos sdo um grupo de materiais que
possuem termoestabilidade e durabilidade em comparagdo com o0s naturais.
Compostos como acido polilatico (PLA), acido poliglicélico (PGA), acido poli-I-
lactico (PLLA) e polilatico-gicdlico (PLGA), permitem manipulacdo precisa de
suas propriedades, sao do tipo biocompativel e biodegradavel (LIU et al., 2022;
YELICK, 2017). O PLA pode ser conjugado com polietilenoglicol (PEG) que é
muito utilizado em estruturas devido sua hidrofilicidade, ou seja, apresenta
interacdo de estruturas polares e a agua, baixo teor de adesao de proteinas. O
alcool polivinilico (PVA), apresenta alto indice de polidispersidade séo
biocompativeis e sensiveis a mudanc¢a de PH. O peptideo multidominio (MDPh),
mostra compatibilidade com a polpa dentaria e estimula os odontoblastos a
serem esteticamente ativos (COLOMBO et al., 2014).

Devido a alta diversidade da microflora endodéntica, scaffolds com
elevadas propriedades antimicrobianos ou anti-inflamatéria sdo requeridos.
Identificar a fonte de bactérias pode auxiliar nas estratégias de prevencédo dos
tecidos em desenvolvimento ap6s os procedimentos regenerativos (FOUAD,
2020). Nesse contexto, tAxons bacterianos que podem interferir no crescimento
do tecido e causar falha no tratamento, pode-se incluir os anaerébios gram-
negativos, como Fusobacterium spp., Treponema spp., Prevotella spp.,
Porphyromonas spp., bem como organismos gram-positivos Streptococcus spp.,
Parvimonas spp., Propioninbacterium spp., Actinomyces spp., e Eubacterium
spp (CHAVEZ DE PAZ VILLANUEVA, 2002; FOUAD, 2020; LEITE et al., 2015).
Além disso, Enterococcus faecalis nao foi identificado apenas como uma espécie
bacteriana prevalente em casos de doenca persistente (ZHANG et al., 2015),
mas também por promover a sobrevivéncia de outras bactérias no ambiente
endoddntico e sua resisténcia ao tratamento (FOUAD, 2020; MOLLER et al.,
2004). Ao grande expectro de bactérias que pode influenciar nos tratamentos
endoddnticos, a prevenc¢do contra o esse crescimento pode estar associada com
0 uso de farmacos ou composi¢des bioativas, aliadas ao tipo de material utilizado
nas estruturas e devem ser amplamente investigadas.

Em sintese, uma variedade de tipos de biomateriais ja tem sido

extensivamente investigado e aplicado no desenvolvimento de scaffolds ou
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hidrogéis, para aplicagdo em procedimentos da regeneracdo endoddntica
(AYALA-HAM et al., 2021; CAO et al., 2021; MOUSSA; APARICIO, 2019). No
entanto, um candidato que possua todas as propriedades favoraveis e
necesséarias para a fabricacdo e, que possa suportar e guiar com sucesso a
regeneracdo do complexo polpa-dentina (DP) ainda precisa ser identificado.
Devido ao imenso pontecial e aos avancos na rapida evolucdo dos biomateriais
utilizados em scaffolds para regeneracao endodontica, além da ampla variedade
de biomateriais sendo investigados, a presente revisdo teve como objetivo
fornecer uma visdo geral dos biomateriais que vem sendo utilizados na
regeneracao, e se esses scaffolds quando carregados com farmacos aumentam
oos efeitos antimicrobianos/anti-inflamatorios sobre as células tronco pulpares,
verificando assim se podem ser usados como um sistema alternativo para a

regeneracao da polpa.

1 Objetivo

1.1 Objetivo geral

Assim, o0 objetivo geral desta revisdo de escopo foi avaliar se scaffolds
bioativos carregados com farmacos potencializam os efeitos antimicrobianos e
ou/anti-inflamatdérios sobre as células-tronco pulpares e, verificar se podem ser

usados como um sistema alternativo para a regeneracéo pulpar.

1.1.1 Objetivos especificos

e Mapear os principais estudos que caracterizem efeitos antimicrobianos e
ou/anti-inflamatérios de scaffolds naturais, sintéticos e hibridos para
hDPSCs, carregados ou ndo com farmacos ou compostos bioativos
sobre as células-tronco da polpa.

e Examinar a extensao, alcance e natureza desta evidéncia;
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e Sumarizar e divulgar os dados da investigacao e identificar as lacunas da

pesquisa existentes sobre este tema.

2 Projeto de pesquisa

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PELOTAS
Faculdade de Odontologia

Programa de P6s-Graduacéo em Odontologia

Projeto de Tese
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Resumo

BORBA, Marindia de Almeida. Bioatividade de novos materiais
odontoloégicos bioceramicos; 2020 f. Projeto de Tese. Qualificacdo
(Doutorado). Programa de POs-Graduacdo em Odontologia, Faculdade de
Odontologia, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2020.

Bioceramicos sdo amplamente aplicados na area biomédica e odontologica. No
inicio dos anos 90 os bioceramicos foram inseridos como um novo grupo de
materiais dentarios, onde as principais indicacdes para uso sdo como cimentos,
obturadores e seladores. A quimica desses materiais é baseada no cimento
Portland, o maior exemplo é o agregado trioxido mineral (MTA), o0 primeiro a ser
introduzido com sucesso no mercado. Desde entdo diversas formulagdes de e
produtos similares foram incluidos no mercado, como os com base em silicato
de caélcio, que sdo exemplos de novos cimentos, foram criados com o propdsito
de melhoria de suas propriedades fisico-quimicas e biolégicas e mecanicas,
preparo e tempo de manuseio. Com isso, 0 uso de estratégias que utilizem
principios biolégicos em odontologia é de importancia fundamental para que
novas opcgdes de tratamentos clinicos possam ser futuramente explorados. O
entendimento dos mecanismos moleculares e celulares estimulado por
bioceramicos odontoloégicos pode ajudar a elucidar os eventos de reparo
tecidual, o que pode implicar na melhora dos desfechos clinicos, desde uma
perfuracdo radicular, cirurgia para-endodontica, lesdo de furca, ou mesmo
exposicao pulpar acidental. Desta forma, 0 objetivo desse projeto € avaliar o
papel bioativo de 2 (dois) novos materiais bioceramicos quanto a citotoxicidade
desses materiais através da viabilidade celular, a capacidade deles de inibir as
metaloproteinases 2 e 9 pelo ensaio de zimografia, capacidade deles de
estimular a proliferacdo de novas células endoteliais com ensaio de sprouting e
também a capacidade antimicrobiana destes, pela técnica de acumulo de
biofilme e microcosmos. Os materiais a serem analisados sao provenientes da
empresa Angelus Indastria de Produtos Ondontologicos S/A, localizada em
Londrina Parand. Os dois novos bioceramicos ja foram patenteados para
comercializagdo nos Estados Unidos, séo eles: Bio-C Sealer lon+ e o Bio-C
Repair lon+.

Palavras-chave: cimento dentério; silicato de calcio; materiais biocompativeis;
materiais dentarios; bioceramicas.



Abstract

BORBA, Marindia de Almeida.; Bioactivity of new bioceramic dental
materials; 2020 f. Thesis Project (Post Degree in Dentistry) — Graduate Program
in Dentistry, Faculty in Dentistry, Federal University of Pelotas, 2020.

Bioceramics are widely available in the biomedical and dental fields. In the early
90s, bioceramics were introduced as a new group of dental materials, where the
main indications for use are as cements, obturators and selectors. The chemistry
of these materials is based on Portland cement, the greatest example being
mineral trioxide aggregate (MTA), or the first is successfully introduced to the
market. Since then, several formulations and similar products have not been
included in the market, such as those based on calcium silicon, which are
examples of new cements, were created with the aim of improving their physical,
chemical and chemical and chemical and mechanical characteristics, preparation
and handling progress. Thus, the use of strategies that use biological methods in
dentistry is of fundamental importance for new options of use that can be explored
in the future. Understanding the molecular and cellular mechanisms estimated by
dental bioceramics can help to clarify technical repair events, or what may imply
improvements in clinical outcomes, from root perforation, surgery for
endodontics, skin injury or the same accidental pulp exposure. Thus, the
objective of this project is to evaluate the bioactive role of 2 (two) new bioceramic
materials on the cytotoxicity of these materials through cell viability, a capacity of
which is inhibited as metalloproteinases 2 and 9 by the zymography test,
proliferation of new endothelial cells with sprout test and also with antimicrobial
capacity in them, by the biofilm and microcosm accumulation technique. The
materials to be analyzed are from the company Angelus Industria de Produtos
Ondontolégicas S / A, located in Londrina, Parana. The two new bioceramics
have already been patented for commercialization in the United States, they are:
Bio-C Sealer lon + and Bio-C Repair lon +.

Key-words: dental cement; tricalcium silicate; biocompatible materials;
dental materials; bioceramics.
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Introducéo

Os materiais ceramicos sdo compostos formados entre elementos metélicos e
ndo metalicos. Geralmente sao 6xidos, nitretos e carbetos, podendo ser divididos em
dois grandes grupos: as ceramicas tradicionais que sao as porcelanas, vidros, tijolos,
abrasivos; e o grupo das ceramicas avancadas que sao as eletrénicas, refratarios
avangados, bioceramicas (ABC, 2011a, CALLISTER, 2012). O autor ainda descreve
gue as ceramicas sao materiais inorganicos e de natureza cristalina, possuindo uma
estrutura pouco simétrica quando comparado a estrutura dos metais por exemplo.
Estruturas cristalinas sdo formadas a partir de ligacdes covalentes, ligacdes idnicas e
interacOes de ambas.

Dentro do universo das ceramicas, as com ligagdo covalente sdo as que
manifestam melhores propriedades mecéanicas. Nessa classe das propriedades
mecanicas, tém-se as bioceramicas, uma ceramica que exige alto grau de resisténcia
atracdo, a compressao e elevada dureza. As bioceramicas vém sido estudadas desde
o século XVIII com o uso de porcelanas para coroas dentdrias, ja na década de 20
houve o incremento do gesso na ortopedia como preenchimento ésseo, mas devido
sua fragilidade e baixa resisténcia ao desgaste ndo obteve sucesso clinico
(CHEVALIER; GREMILLARD, 2009).

No sentido de obter sucesso clinico almejado, criou-se um material que
apresentasse simultaneamente uma interface estavel com tecido conjuntivo e um bom
comportamento mecéanico do implante com o tecido (HENCH, 1998). Conforme relatos
de Oréfice e Park (2008), a primeira bioceramica implantada e patenteada data do ano
de 1965, sua aplicacao foi como proteses totais de quadris, mas esta protese ainda
nao satisfazia as necessidades, se fazia necessario um biomaterial mais estavel. Na
década de 70 surgiu um novo conceito que tinha como propdésito uma nova maneira
de se estabelecer a definicdo de biocompatibilidade dando origem a uma nova classe
de biomateriais: os materiais bioativos. Este conceito foi baseado na procura de
materiais idealmente dominados inertes, ndo apresentando respostas inflamatérias ou
infecciosas no local do implante (OREFICE et al., 2008; PARK, 2008).

Esse novo conceito foi apresentado por Larry Hench, os biomateriais foram
produzidos propondo uma nova compreensdo de biocompatibilidade, gerando
melhores proéteses e a interface desejada, esses biomateriais foram classificados em:

materiais bioinertes, que sdo ignorados pelos tecidos vizinhos diminuindo assim a



probabilidade inflamatoria; e bioativa, que apresentam a funcéo de provocar resposta
bioldgica especifica na interface com o tecido (HENCH, 1998; CHEVALIER et al.,
2009).

Atualmente materiais bioceramicos sdo amplamente aplicados na area
biomédica e odontologica. Bioceramica é uma terminologia que se refere a ceramica
projetada para interagir com o sistema biologico e aplicada para usos biomédicos, seja
para usos terapéuticos como implantes, reparos, aprimoramentos, veiculos de
administracdo de medicamentos, adjuvantes de vacinas ou diagndésticos (ANA et al.,
2018). Conforme os autores, além de ser considerada entre 0s materiais mais antigos
utilizados pelo homem, a bioceramica também representa a ceramica funcional. I1sso
ocorre porgue muitas ceramicas sdo conhecidas e foram desenvolvidas para obter
propriedades biocompétiveis, e extensivamente utilizadas para diversos fins como
citado anteriormente.

Apesar dos materiais bioceramicos serem estudados desde o século XVIII
(CHEVALIER et al., 2009), apenas no inicio dos anos 90 foram inseridos como um
novo grupo de materiais dentarios materiais a base de bioceramicos, as principais
indicacdes para uso sdo como cimentos, obturadores e seladores. Esses materiais
apresentam-se com uma ampla gama de versdes no mercado, sua quimica é baseada
no cimento Portland. Um dos grandes exemplos € o agregado de trioxido mineral
(MTA), foi o primeiro a ser introduzido com sucesso no mercado, membro da familia
do silicato de célcio (DUTTA; SAUNDERS, 2014; SURYA RAGHAVENDRA et al.,
2017). O p6 de MTA consiste em particulas finas hidrofilicas que se fixam na presenca
de agua. A patente original traz os seguintes constituintes: silicato tricalcio, silicato
dicalcico, aluminato tricalcico e aluminoferrato de tetracalcio com p6 de oOxido de
bismuto adicionado como agente radiopacificante (TORABINEJAD; WHITE, 1993,
1995). O material entdo introduzido pelo Dr. Torabinejad em 1993, era osteocondutor,
indutivo e biocompativel (SURYA RAGHAVENDRA et al., 2017).

O primeiro material bioceramico produto de MTA a ser comercializado foi
“ProRoot MTA”, tornou-se disponivel nos Estados Unidos em 1999. Posteriormente
foram introduzidos varios produtos similares de diversas marcas comerciais. Devido a
variabilidade desses bioceramicos ou hibridos no mercado apds o surgimento do MTA
e, também as indicacbes variadas para o uso desses bioceramicos, os materiais
apresentaram diferencas que afetaram em especial suas propriedades. Com isso

exigiu-se o desenvolvimento de novas formulacdes para facilitar melhorias de suas



propriedades. Outro ponto crucial a modificar-se, foram o0s riscos percebidos e
associados a presenca de aluminio, arsénio e metais pesados, componentes do
cimento Portland, exigindo assim o desenvolvimento de uma nova familia de cimentos
a base de calcio mais puro (CAMILLERI, 2015).

Essas novas formulacbes ndo sdo baseadas em minerais naturais ou
processos industriais. Com isso, o silicato de tricalcio substituiu a formulacé&o original
do cimento Portland, eliminando o aluminio e oligoelementos. Os novos materiais que
foram entdo desenvolvidos possuem alicerce na quimica de radiopacificadores e
silicato tricalcio (CAMILLERI, 2015), que séo reconhecidos pela sua bioatividade e
biocompatibilidade (DUTTA; SAUNDERS, 2014). Como exemplo dos novos cimentos
de silicato de calcio, pode-se citar: BioAggregate, Biodentine, cimento de mistura
enriquecida com calcio (CEM), massa de reparacao de raiz EndoSequence e material
de reparo radicular iRoot BP Plus (BP-RRM). Esses novos bioceramicos séo indicados
como cimento selador e cimento reparador, e precisam ser de facil manipulacéo e
aplicacé@o. Entre as aplicacdes clinicas pode-se destacar: como cimento obturador em
ortograda e retrograda, uso no retratamento endodontico, na reparacéo de perfuracao
radicular, em cirurgia periapical e no capeamento pulpar em terapia pulpar vital
(PARIROKH; TORABINEJAD; DUMMER, 2018; SHAMSY et al.,, 2019) e também
regeneracao e cicatrizacdo 6ssea como barreiras apicais, apexificacdo, apicogénese.

A odontologia estd mudando constantemente, devido a introdugdo a novas
técnicas e tecnologias. Avancos na ciéncia dos materiais proporcionaram nos ultimos
20 anos, indices extensos de estudos in vivo e in vitro envolvendo o MTA. Tem sido
demonstrado que o MTA, quando comparado aos tradicionais materiais de
preenchimento retrogrado, apresenta propriedades superiores em termos de
capacidade de selamento, biocompatibilidade e regeneracéo tecidual perirradicular.
Pesquisas com cultura celular e citotixicidade apresentaram sua superioridade ao
amalgama de prata (OSORIO, 1998; ZHU et al., 2000), IRM (ZHU et al., 2000),
cimento Super EBA (OSORIO, 1998; SOUZA et al., 2006), cimento de iondmero de
vidro (OSORIO, 1998; SOUZA et al., 2006) e guta-percha (SOUZA et al., 2006). E
também, muitos estudos de vazamento de corante e infiltracdo bacteriana mostraram
gue o MTA exibiu menos vazamentos que o amalgama, Super EBA e IRM (FISCHER,;
ARENS; MILLER, 1998; TORABINEJAD et al., 1995b). Entretanto, o longo tempo de
preparacdo relatado da formulacdo original de MTA (2 h e 45 min) (SURYA
RAGHAVENDRA et al.,, 2017; TORABINEJAD et al., 1995a) se torna uma



preocupacao clinica, pois pode desaparecer antes de se estabelecer (KOGAN et al.,
2006). Quando em comparacdo com outros materiais que foram sugeridos como
preenchimentos de raiz, como os cimentos IRM e Super EBA, o MTA tem um tempo
significativamente maior (TORABINEJAD et al., 1995a).

Outro ponto a ser levado em consideracédo, em relacdo ao MTA, sdo as suas
propriedades de manipulacdo. Por exemplo, ao misturar o MTA com agua esteéril
resulta em uma mistura arenosa e granulada, tornando dificil para entregar ao local
da operacdo e também para condensar adequadamente (KOGAN et al., 2006). Das
bioceramicas atuais, Biodentine € reivindicada por ter propriedades e comportamento
mecanico semelhantes a dentina humana, possuindo excelentes propriedades de
vedacdo sem a preparacao do dente, ndo requer procedimento de restauragcdo em
duas etapas (SURYA RAGHAVENDRA et al.,, 2017). Embora este material seja
encapsulado e tenha um mix consistente, ainda € um material dificil de usar. Quanto
ao tempo, a Biodentine apresenta configuracdo mais rapida de endurecimento de 9
min, h& um risco menor de contaminacdo bacteriana do que com o MTA (SINGH et
al., 2014; SURYA RAGHAVENDRA et al., 2017), ainda assim, € longo quando
comparado a outros materiais restauradores. Outros materiais de silicato de célcio
foram desenvolvidos para tentar superar alguns dos problemas observados. Um grupo
de materiais de pasta tornou-se disponivel recentemente. O Endosequence Root
Repair Material (ERRM) esta disponivel em pasta ou em bisnaga pronto para uso.
Apresenta propriedades fisicas semelhantes ao MTA uma vez definido (SURYA
RAGHAVENDRA et al., 2017; WALSH et al., 2014), entretanto, propriedades de
manuseio muito melhores. Ainda, estudos in vitro mostram a capacidade de selamento
comparavel ao MTA e Biodentine (Bolhari et al., 2015; SARASWATHI et al., 2015),
Endosequence tradicional (ANTUNES et al., 2016; NAIR et al., 2011), BioAggregate
(Bolhari et al., 2015), CEM (MORADI; LOMEE; GHARECHAHI, 2015) e iRoot BP Plus
(LEAL et al., 2013). E também, todos os materiais bioceramicos sdo biocompativeis e
induzem a regeneracao tecidual perirradicular em animais (ASGARY; EGHBAL,
EHSANI, 2010; CHEN et al., 2015; EDREES et al., 2019; KOHOUT et al., 2015;
TABARI et al., 2020) e diferenciacéo de células humanas(A. SABERI et al., 2016; DE-
DEUS et al., 2012; ESCOBAR-GARCIA et al., 2016; KUCUKKAYA et al., 2016). Cabe
citar, nenhum desses materiais exibiu um perfil citotéxico critico. Dessa forma,
materiais dentarios que apresentem melhoria em propriedades de manipulacéo e,

mais biocompativeis podem ser desenvolvidos, 0 que poderia desempenhar uma



funcdo desejavel sem provocar efeitos locais ou sistémicos indesejaveis e gerar
resposta tecidual mais apropriada, otimizando o desempenho clinicamente relevante
da terapia.

Foi observado em estudos recentes, uma tendéncia em pesquisas com MTA e
seus derivados e, materiais bioativos (DA ROSA et al., 2018), os autores
apresentaram que os paises com elevado pedidos de patentes para esses materiais
foram os Estados Unidos e Japéo, refletindo mercado relevante para esta tecnologia.
Através desses resultados, os autores sugerem a necessidade de uma estreita
relacdo entre a universidade e a industria para melhorar a integracdo entre o
conhecimento cientifico e tecnolégico.

Sendo assim, esse estudo apresenta como objetivo principal analisar o perfil
de biotividade in vitro de dois novos bioceramicos prontos para uso nos Estados
Unidos, oriundos da empresa brasileira: Angelus Industria de Produtos Odontolégicos
S/A (Londrina, Parana-Brasil), quanto ao seu perfil Bioativo. E ainda, auxiliar a
empresa a determinar com mérito cientifico para justificar novas investigacdes e

aplicabilidade para esses produtos.

1 Projeto DAI

O Programa Doutorado para Inovacédo (DAl — UFPEL) consiste em contribuir
na formacdo de recursos humanos em nivel de pdés-graduacdo para pesquisa
aplicada, desenvolvimento tecnolégico e inovacdo. Além de fomentar projetos
inovadores que apresentem risco tecnolégico, por meio da pesquisa académica, tem
como principal objetivo auxiliar as empresas no desenvolvimento ou na melhoria de
produtos, processos e servicos que favorecam avanco de setores econdmicos e
estratégicos. O programa baseia-se no fortalecimento a pesquisa, empreendedorismo
e a inovacdo nas ICTs por meio do envolvimento de estudantes em projetos de
interesse do setor empresarial, mediante parceria Universidade-Empresa. O programa
busca criar uma rede de profissionais e alunos de diversas areas, como Odontologia,
Engenharias, Biotecnologia, Farmacia, Quimica, entre outras, para dessa forma
contribuir com as empresas que fazem parte do programa.

O Projeto “Bioatividade de novos materiais odontolégicos bioceramicos” —
COCEPE 9902, € em conjunto com a empresa Angelus Industria de Produtos

Odontoldgicos S/A situada na cidade de Londrina no estado do Parana - Brasil, e tem



como principal objetivo caracterizar quanto a bioatividade dois novos bioceramicos
produzidos pela empresa e aprovados para consumo nos Estados Unidos (EUA). O
projeto visa o uso de estratégias que utilizem principios biolégicos em odontologia e,
é de importancia fundamental para que novas opc¢des de tratamentos clinicos possam
ser futuramente exploradas. O estudo dos mecanismos moleculares e celulares
estimulados por bioceramicos odontoldgicos pode ajudar a elucidar os eventos de
reparo tecidual, o que pode vir a implicar em uma melhora dos desfechos clinicos,
desde uma perfuracao radicular, cirurgia paraendodontica, leséo de furca, ou mesmo
exposicao pulpar acidental. Com isso, além de avaliar o papel biotivo de dois novos
materiais bioceramicos quanto a capacidade deles de estimular a proliferacdo de
novas células endoteliais, potencial de inibir metaproteinases, propriedades
antimicrobianas, consiste também em investigar novas aplicabilidades auxiliando e

tracando objetivos juntamente com a empresa.

2 Objetivos
2.1 Objetivo Geral

Esse projeto tem o objetivo de investigar o perfil bioativo de dois novos
bioceramicos prontos para uso, oriundos da empresa de materiais dentarios Angelus
S/A.

2.2 Objetivos Especificos

Analisar:

1) a biocompatibilidade dos bioceramicos através de ensaio de citotoxicidade

2) o desfecho de inibicdo de metaloproteinases 2 e 9 através do método de
zimografia;

3) a capacidade dos novos materiais de induzirem a angiogénese através de
células endoteliais in vitro pela técnica de sprouting;

4) a capacidade antimicrobiana desses produtos pela técnica de acumulacéo

de biofilme e microcosmos.



3 Hipotese

A hipotese a ser testada € a de que os novos bioceramicos produzidos pela
empresa serdo biocompétivel e terdo efeito antimicrobiano quando testados.

4 Materiais e Métodos
4.1 Materiais

Os materiais a serem analisados serdo dois novos bioceramicos da empresa
Angelus Induastria de Produtos Ondotolégicos S/A, séo eles: Bio-C Sealer lon + e 0
Bio-C Repair lon +.

4.2 Metodologia

Este trabalho verificara a bioatividade dos materiais em duas partes, ensaios

de biocompatibilidade e ensaios microbiologicos.

4.2.1 Ensaios de biocompatibilidade

Os ensaios de biocompatibilidade serdo realizados no LNTC-Bio (Laboratporio do
nacleo de Biologia tecidual e celular no Laboratério de microbiologia da Faculdade de
Odontologia da Universidade Federal de Pelotas (UFPel).

4.2.1.1 Ensaio de citotoxicidade

Os ensaios de citotoxicidade dos bioceramicos, serdo realizados de acordo
com ISO 10993 (ISO 10993, 2009). Serao selecionados fibroblastos de camundongos
de uma linhagem imortalizada L929, bem como com células tronco de origem da polpa
humana (STPH). Os efeitos citotoxicos serdo avaliados por meio qualitativos e
quantitativos. Na analise qualitativa serdo avaliadas as alteracdes, por exemplo,

morfologia geral, descolamento, integridade da membrana. A mudanga de morfologia



normal deve ser registrada conforme a tabela 1, de acordo com a ISO 10993 ponto

8.5 (2009) para determinacéao de citotoxicidade.

Tabela 1 — Classificacdo morfolégica qualitativa de citotoxicidade dos extratos.

Grau Reatividade Condicbes de todas as culturas

0 Granulos intracitoplasméaticos discretos, sem
lise celular, sem reducédo do crescimento celular.
1 Nao mais de 20% das células sdo redondas,
fixadas frouxamente e sem granulos
intracitoplasmaticos, ou mostram alteracdes na
morfologia; células lisadas ocasionais estéo
presentes; apenas uma ligeira inibigdo do crescimento
observavel.
2 Nao mais de 50% das células sdo redondas,
isentas de granulos intracitoplasmaticos, sem lise
celular extensa; nao superior a 50% de inibicdo do
crescimento observavel.
3 Nao mais de 70% das camadas celulares
contém células arredondadas ou sao lisadas; as
Moderado | camadas celulares ndo estdo completamente
destruidas; mais de 50% de inibicdo do crescimento
observavel.
4 Forte Destruicdo quase completa ou completa das

camadas celulares.

Nenhuma

Fraco

Leve

Para o cultivo celular

Inicialmente o tubo de criogenia graduado de 4,5 ml contendo a respectiva
linhagem ser& levado a temperatura de 37°C em parcial imersdo em banho-Maria
(Biopar, Mod BM 03, Brasil) por + 5 min e a seguir, dentro da capela de fluxo laminar,
o conteldo sera adicionado a uma garrafa de cultivo celular de area de superficie 25
cm?, a garrafa ja deve conter 5 ml de meio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM)
completo a temperatura de 37°C. A garrafa de cultivo sera colocada em estufa de 5%
CO2a 37°C, permanecendo por um periodo de 3h com a finalidade de promover a
adesdo celular no fundo da mesma. Ao passar esse periodo, 0 meio de cultura
contendo DMSO que serve como protetor criogénico, devera ser removido da garrafa
utilizando uma pipeta Pauster estéril acoplada a uma bomba de vacuo (AspiraMax
Indastria de Aparelhos Médicos Ltda. Brasil), devera ser sugado o meio. Com isso,

um novo meio de cultura (DMEM, completo) sera adicionado a linhagem celular que



permanecera em atmosfera Umida, a 37°C, para obter-se a confluéncia de

aproximadamente 70% da superficie cultivavel da garrafa.

Contagem celular

A contagem celular devera ser realizada antes da realizacao dos experimentos,
para determinar o nimero de células existentes nos frascos cultivados. O propdésito
da contagem é identificar o nUmero de células para uma diviséo igualitaria de células
por grupo. O nimero de células semeadas em cada poco, sera de 2 x 10* para a
citotoxicidade. Para determinar a contagem celular, as células inicialmente seréo
lavadas duas vezes em PBS e ressuspendidas do seu substrato, deve-se utilizar 3 ml
de solucéo de tripsina-EDTA (Gibco/Invitrogen) para garrafas de cultivo de 75 cm?,
por 5 minutos. Deve-se neutralizar a acdo da tripsina com a adicdo de no minimo a
mesma quantidade de meio (DMEM) suplementado com 10% de soro fetal bovino e
1% de antibidtico.

O conteudo total da garrafa sera removido e colocado em um Falcon de 15 ml.
O volume celular sera ressuspenso com uma pipeta volumétrica de 10 ml, para dessa
forma homogeneizar as células no sobrenadante. De cada suspensao celular, 20 pl
serdo dispensados em um tubo de criogenia. Uma gota dessa mistura sera colocada
em um hematocitbmetro (Labor Optik, Friedchsdorf, Germany), e levado ao
microscoépio de fase invertido para a realizagdo da contagem. Células com aspecto
brilhante e de formato arredondado ser&o consideradas viaveis, células escurecidas
de formato distorcido serédo consideradas mortas. O calculo sera realizado com base
na formula onde o numero total de células viaveis contadas nos 4 quadrantes externos
serd multiplicado por 10* (fator de corre¢cdo do hematocitémetro). Esse valor sera
dividido pelo nimero de quadrados contados (nesse caso 4) e multiplicado pelo fator
de diluicdo que é a quantia do meio de cultura adicionado. Com isso, obtém-se
guantidade aproximada de células presentes em cada garrafa. O namero total de
células (NT) presentes no frasco sera obtido através da equacgéo abaixo, onde FD € o

fator de diluicéo:

N total células vidveis x FD X10*

NTcels =

4 ( N° quadrados contados)



Em concordancia com a quantidade de células viaveis existentes, sera
calculado o numero de células necessarias para o plaqueamento celular, para a

realizagéo dos ensaios de citotoxidade.

Viabilidade celular

Os eludatos dos materiais testados serdo utilizados em diferentes
concentracbes ndo definidas ainda, todos os procedimentos seréo realizados em
capela de fluxo laminar. A suspensdo das células sera plagueada em uma
concentracdo de 2 x 104 células por poco e distribuidas em placas de cultivo celular
(ELISA, Techno Plastic Products) de 96 pocos. Cada poco recebera 200 pl de DMEM
suplementado com 10% SFB e 1% antibiético. As placas serdo incubadas a 37°C com
5% COz por 24 h, para promover a adesao celular. Apds as 24 h, serdo retirados 200
pul do meio de cultura de cada poco e adicionados 200 pl/poco das diferentes
concentracOes testadas de cada material (FERNANDEZ et al., 2010). Nos po¢os
definidos como controles, serdo adicionados 200 pl de DMEM com a mesma
guantidade de células e seu meio de cultura, sera trocado apds as primeiras 24 h.
Pocos preenchidos com DMEM serdo usados como “brancos”. Apos essas 24 h, sera
realizada a remoc¢ao do meio com os materiais-testes e adicionados 20 ul de MTT (sal
tetrazolium [3-(4,5-dimetltiazol-2-yl)-2,5]- difeniltetrazolium brometo) (Sigma/Aldrich)
diluidos em 180 pl de DMEM em cada po¢o (5 mg/m MTT). As placas serdo incubadas
em ambiente sem luminosidade por 4 h a 37°C com 5% CO2. Apés, a solucéo
contendo MTT diluido em DMEM sera aspirada e solubilizada em 200 pl de
Dimetilsulfoxido (DMSO, Synth, S&o Paulo, Brasil) adicionados a cada poco.

As placas seréo levadas a uma mesa agitadora (Biomixer, TS-2000A UDRL
Shaker) a uma velocidade de 150 rpm por 10 minutos para a solubiliza¢ao dos cristais
de formazan produzidos pela redu¢cdo do MTT. Com isso podera se obter a
absorbéancia, que sera medida usando um espectrofotbmetro (Thermoplate, TP-
Reader) em um comprimento de onda de 540 nm.

4.2.2 Ensaio inibidor de metaloproteinases (MMPS)



4.2.2.1 Potencial de inibir MMP-2 e 9 através da técnica de zimografia

A atividade proteolitica de cada material serd examinada em gel de
poliacrilamida a 10% contendo 0,05% de gelatina. O meio condicionado pelas MMPs
sera obtido através da saliva humana conforme estudo prévio (MAKELA et al., 1994),
a saliva serd misturada ao tamp&o de amostra (2% SDS; 125mM Tris-HCI (pH 6,8);
10% de glicerol e 0,001% de azul de bromofenol) e entdo a eletroforese sera realizada.
O gel serd incubado em tamp&o de revelacdo que conterd os materiais utilizados no
estudo. Sera utilizado como controle positivo 0,5% de N-etil-maleimida (NEM) que n&o
inibe a atividade das MMPs, e como controle negativo sera utilizado 0,5% de EDTA
gue € um conhecido inibidor das MMPs, bem como um controle contendo apenas a
solugéo tampao (Tris-CaCl2) sem nenhum grupo teste.

Apos a eletroforese, o gel sera lavado duas vezes em Triton X-100 (2%) por
60min a temperatura ambiente e entdo incubado a 370C por 24h em tampao 50mM
Tris-HCI (a incubacéo, os géis serdo corados com Azul de Coomassie G-250 a 0,05%
(Bio Rad, Richmond, CA). A atividade gelatinolitica sera detectada como bandas n&o
coradas no gel que ficara corado em azul. Apés sera feita a andlise semiquantitativa
das bandas para quantificar a inibicdo das MMPs pelas diferentes concentracdes dos
diferentes monémeros utilizados, as bandas serdo escaneadas e os valores de
transmitancia obtidos serdo analisados usando o software ImageJ (NIH, Bethesda,
MD, EUA). Se for demonstrado algum grau de inibicdo de alguma das substancias

testes, os dados serdo plotados e submetidos a regressao linear.

4.2.3 Ensaio Angiogénico

Serdo utilizadas para os ensaios células endoteliais microvasculares da derme
humana (HDMEC, Cambrex Corp,, East Rutherford, NJ, USA, passagens 7-10) que
serdo cultivadas em meio de cultura EGM-2MV (500mL) (Cambrex, San Diego, CA,
USA), suplementado com soro fetal bovino (SFB) 5%, hidrocortisona 0,04%, &cido
ascorbico 0,1%, proteina recombinante do fator de crescimento semelhante a insulina
1 (R3-IGF-1) 0,1%, sulfato de gentamicina e anfotericina B (GA-1000) 0,1%, proteina
recombinante do fator de crescimento fibroblastico (rhFGF-B) 0,4%, proteina

recombinante do fator de crescimento vascular endotelial (rhVEGF) 0,1%. Em



normoxia, as células pulpares humanas seréo cultivadas em estufa a 37°C com 100%
de umidade, 5% de COz2, 21% O274% No.

Testes de proliferagdo e formacé&o de tubos capilares in vitro

O efeito in vitro sera analisado sobre a proliferacéo e a formacao de estruturas
semelhantes a capilares (sprouts), pelas células endoteliais (HDMEC). Para a
avaliacdo da angiogénese in vitro (sprouting assay colageno tipo | (Vitrogen 100;
Cohesion Technologies, Palo Alto, CA, USA)) a 4°C sera tamponado com PBS 10X
gelado e 0,1M NaOH (concentracéo de 8:1:1), mantido em gelo. Quando necessério,
o pH da solucédo de colageno sera ajustado para 7,4, adicionando 0,1M de NaOH ou
HCI. Em placas de 6 compartimentos, 1,5 mL do colageno preparado foi colocado em
cada compartimento e incubado a 37°C overnight para geleificagcdo. Seréo
implantadas HDMEC (5x10* células) sobre o gel de colageno em meio de cultura
EGM- 2MV j& em overnight.

O meio condicionado dos dois produtos bioceramicos seréo incorporados no
meio celular e seréa analisado a influéncia de cada um em estimular ou ndo o nimero
de capilares em relacéo ao grupo controle. O niumero de tubos capilares sera contado
diariamente em aumento de 100X (Microscopio de contraste de fase, Modelo IMT-2,
Olympus Optical Company Co. LTD, Tokyo, Japan), acoplado a uma camera
(Evolution MP Color, Media Cypernectics, US) durante 5 dias. Para a contagem, seis
campos de cada compartimento serdo selecionados aleatoriamente e os dados serao
obtidos de dois compartimentos por tratamento (n = 12). O meio de cultura EGM-2MV
sera utilizado como controle negativo, sendo que este mesmo meio de cultura
suplementado com 50ng da proteina recombinante do VEGF165 (rhVEGF165, BD
Transduction Laboratories, San Jose, CA, USA), como controle positivo. Para a
avaliacdo da proliferagéo e viabilidade das células endoteliais sera realizada a analise
colorimétrica do WST-1 (Roche Applied Science, Penzberg, Germany). HDMEC
(1x108 células) serdo implantadas em 6 compartimentos por condicdo em placas de
96 compartimentos e cultivadas a 37°C overnight para adesédo das células no fundo
dos compartimentos.

A taxa de proliferacdo celular sera avaliada em trés periodos (24h, 48h e 72h).
ApoOs os determinados periodos de tempo, o corante WST-1 (1:10) sera adicionado

meio de cultura sobre as células e mantido 1 hora a 37°C. Em seguida, as placas



serdo analisadas por espectrofotometria com comprimento de onda de 450 nm
(Microplate Reader, Tecan, Genios, Austria). As andlises da proliferacédo e formacéao
de tubos capilares pelas células endoteliais serdo analisadas e caso, seja obtida uma
distribuicdo que seja considerada fora da normalidade, testes ndo paramétricos serao

utilizados. Os testes estatisticos serdo avaliados ao nivel de significancia de 5%.

4.2.4 Ensaios microbioldgicos

Ensaios microbiologicos serdo desenvolvidos no Laboratério de Microbiologia
Oral da Faculdade de Odontologia da UFPel.

4.2.4.1 Ensaio de monocultura - Acamulo de biofilme de Streptococcus mutans

sobre os bioceramicos

Reativacéo de cepas de Streptococcus. mutans UA 159

As Cepas de Streptococcus. Mutans UA 159 armazenadas a -80°C serao
reativadas, e transferidos 100 ul para um tubo estéril contendo 9 ml de LMW mais 1
ml de glicose, e incubados por 18 horas em estufa de CO2. Apdés este periodo, 10 pl
da mistura serdo transferidos para uma placa de 4gar sangue onde se realizara um
streak do caldo no agar. A placa sera incubada por 24 h em estufa de CO:z e a partir
do crescimento registrado na placa, serdo coletadas coldnias isoladas. As mesmas
serdo transferidas para um tubo estéril com 9 ml de LMW mais 1 ml de glicose (starter)

e incubadas por 18 horas em estufa de COx.

Teste de acumulo de biofilme

Antes de suspender os blocos nas placas sera preparado o meio de cultura,
onde 100 uL de starter sera transferido para um tubo contendo 40,5 ml de meio LMW
e 4,5 ml de glicose. A mistura sera homogeneizada e 2 ml serdo transferidos para
cada poco da placa. Imediatamente apds o procedimento a placa com os discos sera
incubada em estufa de CO2 por 24 horas, para permitir a aderéncia inicial dos

microrganismaos.



Passado as 24 horas, os blocos serdo lavados com solucdo salina e sera
trocado o meio. Deve-se entdo verificar o pH do LMW, e 1 ml do meio sera
armazenado na geladeira para posterior analise de Ca*2. O mesmo procedimento sera
realizado apos 48 h.

Para a coleta do biofilme, apds 72 horas, os blocos serdo lavados com solucéo
salina, e seréa coletado cuidadosamente o biofilme formado nos blocos. Para posterior
andlise de peso seco de cada diluicdo realizada, seréo coletados 100 ul e repicados
em placas de petri contendo meio Agar BHI para analise de UFC (LI, et al., 2009).

Determinacao da viabilidade bacteriana de Streptococcus mutans nos biofilmes

O bloco com biofilme formado em 72 horas, exposto a solug&o de sacarose 1%
in vitro; sera transferido para um eppendorf com 1 mL de solu¢cdo NaCl 0,9% (salina).
sera realizara a sonicacao por 30 s a 7 watts para dispensar todo o biofilme na solucao
salina, seréo realizadas diluicbes seriadas, obtendo assim as diluicdes de 10x (1),
100x (2), 1000x (3), 10000x (4), 100000x (5) e 1000000x (6). As amostras passaram
por plagueamento em meio agar BHI, dividindo-as em 6 partes, onde serdo colocadas
3 aliquotas (de 20 pL) de cada diluicdo. A numeracdo da placa correspondera a
diluicdo. As placas serdo incubadas a 37°C, 10% pCO:2 por 24 h, simulando as
condicdes orais de temperatura e pCO2. ApGs o periodo de incubacao, seré realizado
a contagem das Unidades Formadoras de Colbnias (UFC). Para estimar as UFC sera
aplicada a seguinte formula:

[UFC x 1000/20] x diluicédo

Peso seco do biofilme

No mesmo eppendorf com biofilme e solugdo salina sonicado, seréo retirados
300 pL para outro eppendorf ja previamente pesado e codificado. A solucdo sera
centrifugada por 5 min, 10000 g a 4°C. O sobrenadante sera descartado e o tubo com
o precipitado sera levado ao dessecador por 24-48 h com P20s. Serda pesado
novamente o eppendorf, o peso seco do biofiime em 1 mL sera:

Psecofinal = (Pseco eppendorf X 1000) / 300.

4.2.4.2 Modelo de microcosmos - Efeito antimicromibiano dos bioceramicos



Coleta da saliva

A coleta de saliva sera realizada através da estimulacéo por filme de parafina
(Parafilm “M"®, American National CanTM, Chicago, lllinois, EUA) de um voluntério
adulto e saudavel (M.S.A.), que ndo este sob terapia antibiética por 1 ano. O doador
suspendera a higiene oral por 24h previamente as coletas, que seréo realizados no
periodo matutino (em jejum). A saliva serd depositada em um coletor graduado estéril
e transportada em gelo ao Laboratério de Microbiologia (FO-UFPel). Uma aliquota de
saliva (0,5mL) sera separada para quantificacdo microbiana (UFC/mL). O restante
sera homogeneizado em agitador de tubos tipo Vortex e imediatamente utilizado como
in6culo. Para cada experimento, a coleta de saliva sera realizada no momento de sua

utilizacgéo.

Protocolo de obtencao e crescimento dos biofilmes

A saliva sera inoculada sobre os discos do cimento em placas de 24 micro
pocos, em um volume de 400 ul por poco. Apés 1 h em repouso a 37°C, a saliva sera
delicadamente aspirada da base dos pocos, e 1,8 ml de meio DMM (com ou sem
sacarose) serdo adicionados em cada micro poco. O modelo usado sera de regime
semi-dindmico, a adicdo de DMM com sacarose sera efetuada em tempos (6 h) e
concentracbes (1%) as placas serdo incubadas. Ap6s o periodo de desafio
cariogénico os discos serdo enxaguados através de imersdo em 2 ml de solucéo salina
estéril, inseridos em uma nova placa contendo DMM, e novamente incubados. Os
biofilmes serdo formados independentemente sobre os discos do cimento suspensos
em dispositivos de fio ortoddntico, em cada micro poco. As placas serdo incubadas
em condi¢do atmosférica de anaerobiose (5-10% CO2 e menos que 1% O2) em jarras
(Probac do Brasil produtos Bacterioldgicos Ltda., Santa Cecilia, SP) com geradores
de anaerobiose (Anaerobac- Probac) sob temperatura controlada (37°C), e mantida
em repouso na incubadora. Os meios, DMM com e sem adi¢cédo de sacarose, serao
renovados diariamente. Apos cada renovacgdao, sera realizada a leitura de pH (pHmetro
— Quimis Aparelhos Cientificos Ltda, Diadema, SP; eletrodo V621 — Analion, Ribeirdo
Preto, SP) do sobrenadante, individualmente em cada micro poc¢o (FILOCHE; SOMA;
SISSONS, 2007). Passado 72 h, os discos de esmalte serdo removidos dos poc¢os

com pingca estéril, e as bactérias ndo aderidas serdo removidas gentilmente por



lavagem em 2 ml de solucéo salina estéril (THURNHEER et al., 2003). Os biofilmes

serdo removidos da superficie do disco com ajuda do sonicador.

4.2.4.3 Verificagdo do acumulo de biofilme por Microscopia Eletrénica de
Varredura (MEV)

Serdo preparados discos dos bioceramicos, os espécimes serdo esterilizados
com O6xido de etileno, apos isso sera realizado o condicionamento dos blocos com
saliva, descrita no ensaio anterior. Apés, 4, 8,12 e 24h os blocos de cimento de cada

grupo serdo analisados no MEV (LI et al., 2009).

Preparo de amostras biolégicas para Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

Uma vez retirados do meio de cultura, os discos de bioceramicos serédo
enxaguados com Tampdao fosfato-salino (PBS) duas vezes por um periodo de 5
minutos cada. Para a fixacdo das proteinas, sera utilizado glutaraldeido 2,5% em PBS
(solucdo 0,1 M em PBS, pH 7,4) durante 10 minutos. Apdés a fixacdo seréo
enxaguados novamente em PBS duas vezes por 5 minutos cada um. Para fixacdo de
lipideos sera utilizado o tetréxido de 6smio a 1% em tampao cacodilato 0,05M (pH 6,8)
por 60 minutos a temperatura ambiente, em uma capela de biosseguranca. Depois da
fixacdo, os espécimes serdo lavados com PBS, duas vezes por 5 minutos cada um.
Para desidratacdo das amostras, estes serdo lavados duas vezes em concentracdes
crescentes de etanol (50%, 70%, 80% e 100%) durante 5 minutos. Em seguida as
amostras permanecerdo durante uma hora em ambiente limpo sobre papel-filtro em
temperatura ambiente para secagem. A secagem final sera realizada em secador de
ponto critico ou dessecador. Finalmente as amostras serdo fixadas em stubs para sua

posterior metalizacdo (LI et al., 2009).

4.2.5 Andlise estatistica

O namero de repeticbes em cada avaliagao terd como base o célculo amostral

executado previamente a partir de um estudo piloto, adotando-se o poder de teste

préximo ou superior a 80%, sendo empregado o programa SigmaStat® (Versao 3.01,



Systat Software Inc., Port Richmond, CA, USA). A partir dos resultados, o método
estatistico sera escolhido com base na aderéncia ao modelo de distribuicdo normal e
igualdade de variancia. Para todos os testes serd considerado estatisticamente

significativo o valor p< 0,05.

5 Cronograma de execucao

Tabela 2- Cronograma das atividades do projeto de tese.

Atividades/Semestre 2019 2020 2021 2024
Cumprimento dos X X X
créditos
Especificacdo dos X X
objetivos, revisao de
metodologia
Treinamento para X X X
utilizacdo das metodologias
Revisao de Literatura X X
Cultivo das células X X X
endoteliais
Realizacéo das X X X
metodologias propostas
Andlise dos resultados X X
e testes estatisticos
Redacéo de artigos X X
Envio para congressos X X
Preparo do relatério X
final
Envio para publicacéo X X
de artigos cientificos
Redacéo da tese X X
Defesa da tese X




6 Orcamento

Tabela 2 — Orcamento para o desenvolvimento do projeto de tese.

Descricdo dos produtos a serem Quantidade Custo Custo (total)
adquiridos* (unidade)

Acrilamida Vetec 1 frasco R$ 103,73 R$ 103,73
Marcador de peso molecular 1 R$ 984,50 R$ 984,50
Soro Fetal Bovino (Cell biologics 3 R$ 321,52 R$ 964,56
Incorporation)

Meio Especial para células endoteliais 6 R$ 674,84 R$ 4044,20
(Lonza)

Meio Agar BHI 1 R$ 318,17 R$ 318,17
NCTC clone 929 [L cell, L-929, derivative of 1 R$ 2154,00 R$ 2154,00
Strain L]

HaCat — células imortalizadas humana 1 R$ 4706,00 R$ 4706,00
Reagentes R$ 5700,00 R$ 5700,00
Luvas para procedimento 4 caixa R$ 22,00 R$ 88,00
Mascara descartavel 2 caixa R$ 12,00 R$ 24,00
Inibidores de proteases 1 R$ 500,00 R$ 500,00
Microtubo para centrifuga tipo Eppendorf, 1 pacote R$ 18,15 R$ 18,15
Cral

Ponteiras de 200ul Axygen 1 pacote R$ 35,86 R$ 35,86
Ponteiras de 1000ul, Axygen 1 pacote R$ 38,60 R$ 38,60
Tubo tipo Falcon 50 ml, Cral 3 pacotes R$ 14,08 R$ 42,24
Tubo tipo Falcon 15 ml, Cral 3 pacotes R$ 26,07 R$ 78,21
Placas de Petri 6cm caixa R$ 150,00 R$ 150,00

+0s custos seréo oriundos da equipe
executora

Custo total: R$ 19.950,00
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Abstract

The aim of this scoping review was to gather and map the available evidence regarding
the use of antimicrobial scaffolds for pulp regeneration purposes. Two independent and
blinded reviewers carried out a comprehensive search in four electronic databases up to April
10" 2021: MEDLINE, Embase, Scopus, and Web of Science. The selection criteria were: 1)
studies that evaluated the biological properties (e.g., antimicrobial, antibacterial, and anti-
inflammatory) of scaffolds/hydrogels loaded or not with drugs/bioactive molecules; 2) studies
that verified the scaffolds effects on human dental pulp stem cells (hDPSCs); and 3) studies
that tested the scaffolds having a target to be used for regenerative endodontics. After
screening, ten articles met the eligibility criteria and were selected to be part of the study.
Overall, the studies consisted mostly of drug-loaded hybrid scaffolds. Six studies tested the
effects of drugs such as metronidazole and ciprofloxacin, and only one study verified the
scaffold anti-inflammatory property. Most studies verified the antimicrobial properties against
Enterococus faecalis bacteria. In general, the studies verified the scaffolds cytotoxicity in
hDPSCs, with positive results for cell viability. Scaffolds that did not use medication in their
composition may also demonstrate antimicrobial properties, creating a favorable environment
for stem cells. The drug-laden scaffolds resulted in antimicrobial properties derived from their
composition. In conclusion, it may be understood that the use of drugs and molecules with
antimicrobial properties may reduce bacterial growth according to a dosage effect. However,
in order to preserve cell viability outcomes, minimal doses of these drugs are indicated. Natural
structures such as fibrin and collagen without the use of drugs may result in antimicrobial
effects, so these compounds are important candidates for the reduction of pulp inflammation
events in the future.

Keywords: Stem cells; dental pulp; tissue engineering; scaffolds; scoping review.
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1 Introduction

Regenerative endodontic treatment (RET) is defined as a biologically based procedure
designed to replace damaged tissues from the dentin-pulp (DP) complex (CASTELLAN et al.,
2011). Currently, this regenerative method has two main strategies: pulp revascularization or
tissue regeneration. The former strategy targets pulp regeneration by inducing bleeding from
the periapical area with the aid of endodontic files, enriching the intracanal space with a blood
clot full of natural fibrin structure and vasculature, as well as numerous cellular and molecular
components essential for new tissue formation (KWON; LIM; MIN, 2015) (BANCHS; TROPE,
2004; DUCRET et al., 2019)(SAOUD et al., 2016). Due to using an innate mechanism, pulp
revascularization has the benefit of preventing a foreign body immune response, since all the
participants in the regeneration process are derived from the patient (DIANAT et al., 2017),
and clinical reports have shown a successful scenario for this approach (PETRINO et al., 2010;
POLAT; YILDIRIM, 2014; TORABINEJAD; TURMAN, 2011). Despite these positive results,
there are still limitations related to this technique, including but not limited to the uncertainty
regarding the nature of the regenerated tissues and the lack of long-term evidence in terms of
root maturation and dentin walls strengthening (ALBUQUERQUE et al., 2014; BECERRA et
al., 2014). In addition, a risk of tooth color change has been reported after pulp
revascularization due to the associated antimicrobial therapy needed to combat intracanal
infection, i.e., the well accepted triple antibiotic paste (TAP) (PETRINO et al., 2010; POLAT;

YILDIRIM, 2014; TORABINEJAD; TURMAN, 2011).

Conversely, tissue engineering is a strategy based on the combination of three main
basic elements: stem cells, scaffolds, and cell mediators with bioactive properties. Over the
years, several attempts have been made to establish a new method for tissue engineering
(FERRONI et al.,, 2015; KWON; LIM; MIN, 2015; NAKASHIMA; AKAMINE, 2005), and
therapeutic strategies are receiving great attention for the DP complex regeneration
(COLOMBO; JIA; D’'SOUZA, 2020a). Among the tested techniques, the cell-based strategies

show promising results (DARBY; HEWITSON, 2016), in which a cellular product consisting of
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stem cells is injected into the intracanal space (NAUTA; HINSBERGH; KOOLWIJK, 2014). In
tissue engineering applications, the biological connection between scaffold and cells is
controlled by the properties of the materials and final scaffold characteristics. Thus, the
materials used for the scaffolds production must have the ability of inducing antimicrobial
properties and appropriate intrinsic and chemical functionality to stimulate cells molecular bio-
recognition, targeting cell proliferation, adhesion, and activation events. Moreover, important
aspects such as the easy handling, rapid implantation by the professional, and low viscosity
should be considered, and more importantly, the scaffolds must have excellent antibacterial
properties to prevent the growth of residual endodontic bacteria as well as physiological
degradation properties aiming a controlled replacement by an extracellular matrix (ECM)
(BAKOTA et al., 2013; KLIMCZAK; KOZLOWSKA, 2016; MEDINA-FERNANDEZ; CELIZ,
2019). Last but not least, scaffolds used in regenerative endodontics must present anti-

inflammatory capacity as much as possible (COLOMBO; JIA; D’'SOUZA, 2020a).

Various types of scaffolds have been tested, including natural and synthetic
polymers/copolymers, hydroxyapatite/tricalcium phosphate powders, self-assembly peptide
systems, and platelet-rich plasma (BAKOTA et al., 2013; GALLER et al., 2012; KLIMCZAK;
KOZLOWSKA, 2016; MEDINA-FERNANDEZ; CELIZ, 2019) (Figure 1). Of note, none of these
scaffolds were found to possess the structural and functional properties of an ideal biomaterial
for DP regeneration, warranting the design and development of innovative formulations
(KLIMCZAK; KOZLOWSKA, 2016; NAUTA; HINSBERGH; KOOLWIJK, 2014; PAGE et al.,
2021). Hence, the purpose of this scoping review was to elucidate if drug-laden scaffolds
enhance the antimicrobial/anti-inflammatory effects over pulp stem cells, and to verify whether

they can be used as an alternative scaffolding system for pulp regeneration.

2. Methods

2.1. Registration information and research scope
The current scoping review is reported following the Preferred Reporting Items for

Systematic Reviews and Meta-Analysis extension for Scoping Review (PRISMA ScR) (PAGE
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et al., 2021; TRICCO et al, 2018). The protocol was registered in the Open Science

Framework and can be accessed through the following link: https://osf.io/lykvmz. The research

question was as follows: Do drug-loaded scaffolds enhance the antimicrobial/anti-inflammatory

effects over pulp stem cells?

2.2.  Eligibility criteria

Eligible studies were: (i) studies that evaluated the biological properties (e.g.,
antimicrobial, antibacterial, anti-inflammatory) induced by scaffolds or hydrogels loaded with
drugs or absent from any drug; (ii) studies that verified the foregoing properties on human
dental pulp stem cells (hDPSCs); and (iii) studies that tested the scaffolds for application in
dental pulp regeneration. The exclusion criteria were: (i) studies that did not use hDPSCs (e.g.,
studies testing other stem cells lineages); (i) studies that did not test scaffolds based on
natural, synthetic or hybrid composition; (iii) studies that did not show the use of scaffolding or
hydrogels for pulp regeneration; (iv) studies that did not evaluate the scaffold antimicrobial or
antibacterial or anti-inflammatory properties; and (v) studies with the following design: review,

protocol, book chapter, and clinical trial.

2.3.  Primary outcome

This review aimed to describe the antimicrobial and anti-inflammatory effects of natural,
synthetic and hybrid scaffolds to hDPSCs, loaded or not with drugs or bioactive compounds,
for pulp regeneration. To that end, the review considered the following main outcomes: for
antimicrobial scaffolds, to verify the decrease in the count of bacteria in order to reduce the
guantity of residual bacteria in clinical procedures; for the anti-inflammatory property, the target
was to verify if the hypoxia-induced cell products can be captured within the hydrogel system
and thus become useful in the resolution of pulp inflammation. In this sense, it is essential to
resolve pulp inflammation in a timely manner, as the secretion of inflammatory cytokines by

damaged cells can cause significant pain and discomfort to the patient.

2.4. Information sources and search strategy


https://osf.io/ykvmz
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A literature search was conducted to identify the available literature evaluating the use
of scaffolds in the pulp regeneration until March 15" 2022. Relevant articles were searched
and obtained from library sources and the following online databases: MEDLINE (PubMed),
SciVerse Scopus, Elseviers Embase and Web of Science. The research question was
adapted from the PECO framework, as follows: (P) Population: dental pulp regeneration; (E)
Exposure: scaffolds loaded with drugs/bioactive molecules; (C) Comparison: neat scaffolds
without incorporation of any drugs/bioactive molecules; (O) Outcome: biological properties
such as antibacterial activity or anti-inflammatory response). The search strategy consisted of
the following terms (Supplementary 1 — osf.io/lykvmz). The Mendeley Desktop 1.19.4
Reference Manager (England) was used to group and manage the references and they were
exported to Rayyan — a web and mobile app for systematic reviews (OUZZANI et al., 2016) for
the articles selection and reading. The references of the selected studies were searched
manually for other possible relevant information from studies that could meet the inclusion

criteria.

2.5.  Selection process

All the articles initially found by the search strategy were screened (titles and abstracts)
by two blinded and independent reviewers (MAB and HTS) utilizing the web application Rayyan
(Qatar Computing Research Institute, Doha, QA) (OUZZANI et al., 2016). Furthermore, a
search for a manual study was carried out, observing the references cited in the included
studies. The articles that clearly met the eligibility criteria and those that were uncertain were
selected for full-text analysis. The initial inter observer agreement between the two examiners
was calculated by Cohen’s kappa coefficient (k = 0.89). The papers assessed that fulfilled all
the eligibility criteria were included in this review, and those that had any disagreement

between the two reviewers were clarified through discussion with a third reviewer (AFS).

2.6. Data collection process
Data of interest from the included studies were tabulated and interpreted by two

independent reviewers (MAB and HTS) in an Excel spreadsheet (Microsoft Corporation,
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Redmond, WA, USA). The other reviewers (AFS and WLOR) crosschecked all the recovered
information. For each included study, the following general data were systematically recorded:
publication details (authors and year); methodological details (scaffold material, exposure
[drug delivery] and trial type [in vitro/ in vivo]); and outcome assessment effect (antimicrobial,
antibacterial and anti-inflammatory) over hDPSCs. If it was not possible to find any information
regarding these parameters, the corresponding author of the included study was contacted via
email to retrieve the missing data. If the authors did not receive any answer in two weeks, then
a second email was sent, and only after a month since the first contact, if no response was

received, the decision to exclude the study was made.

2.7.  Risk of bias assessment

The methodological quality of each included study was assessed by two reviewers
according to the parameters published elsewhere (CUEVAS-SUAREZ et al., 2020). Studies
included in the present review were independently assessed for inner methodological risk of
bias using Review Manager Software version 5.4.1 (The Nordic Cochrane Center, The
Cochrane Collaboration; Copenhagen, Denmark). The risk of the article bias was evaluated
according to the description given of the following parameters: blinding of outcome
assessment; incomplete outcome data; the use of reference standards; information on the cell
medium; information on the cell passage; and other biases. The studies were finally scored as
having low risk of bias when attending to at least five items; moderate risk of bias when

attending from three to four items; and high risk of bias when attending two or less items.
3. Results

3.1.  Search strategy

Figure 2 shows the PRISMA flowchart criteria summarizing the study selection process
and the reasons for exclusions. A total of 1,804 potentially relevant articles were initially
identified, and after exclusion of 364 duplicates, 1,399 were considered ineligible based on the
inclusion criteria. After screening, 41 articles remained and were pre-selected for the full-text

analysis by two independent reviewers (k = 0.89). The reasons for exclusion are described in
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Figure 2. Finally, only 13 articles were selected for this review (k = 0.90). The included articles

were all published in English and they were published from 2013 to 2021.

3.2.  Study selection

The characteristics of the 13 included studies are summarized in Tables 1 and 2. They
were categorized as per the type of scaffold as natural (AFAMI et al., 2021a; AKSEL et al.,
2020; DUCRET et al.,, 2019; MCINTYRE et al., 2019), synthetic (AFAMI et al., 2021a;
BOTTINO et al., 2013; KAMOCKI; NOR; BOTTINO, 2015a; PALASUK et al., 2014) and hybrid
(ALIPOUR et al., 2021a, 2021b; BEKHOUCHE et al., 2020; COLOMBO; JIA; D’SOUZA,
2020a; EZELDEEN et al., 2021; KWON et al., 2017). Eleven studies evaluated the scaffolds
antimicrobial effect (AFAMI et al., 2021b; AKSEL et al., 2020; ALIPOUR et al., 2021b, 2021a;
BEKHOUCHE et al., 2020; BOTTINO et al.,, 2013; DUCRET; FABRE; FARGES, 2015;
EZELDEEN et al., 2021; KAMOCKI; NOR; BOTTINO, 2015a; MCINTYRE et al., 2019),
whereas only three investigated the anti-inflammatory effect (ALIPOUR et al., 2021b, 20214a;
COLOMBO; JIA; D’'SOUZA, 2020a). Concerning the microorganisms tested in the studies, the
most frequently reported was Enterococcus faecalis (E. faecalis) (Aksel et al.,, 2020;
Bekhouche et al., 2020; Bottino et al., 2013; Ducret et al., 2019; Kamocki et al., 2015; Kwon
et al., 2017; Mclntyre et al., 2019; Palasuk et al., 2014), followed by Porphyromonas gingivalis
(P. gingivalis) and Fusobacterium nucleatum (F. nucleatum) (BOTTINO et al., 2013; PALASUK
et al., 2014), Prevotella intermedia (P. intermedia) (MCINTYRE et al., 2019) and Streptococcus
mutans (S. mutans) (KWON et al., 2017). Six studies incorporated drugs in the scaffolds
(AKSEL et al., 2020; BEKHOUCHE et al., 2020; BOTTINO et al., 2013; KAMOCKI; NOR;
BOTTINO, 2015b; MCINTYRE et al., 2019; PALASUK et al., 2014), one article used hydrogen
peroxide (H20-) to simulate hypoxia (COLOMBO; JIA; D’'SOUZA, 2020a), and one article used
chlorite-oxidized oxyamylose (COAM) macromolecule cross-linking agent (EZELDEEN et al.,
2021), and two articles verified the anti-inflammatory effect through the production of TNFa with
the use of lipopolysaccharides of Escherichia coli as an inflammation-inducing agent

(ALIPOUR et al., 2021b, 2021a).
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Most studies verified if the scaffolds were cytotoxic against pulp stem cells, with the
exception of one study (COLOMBO; JIA; D’'SOUZA, 2020a). In general, scaffolds did not show
cytotoxicity to the cells evaluated, resulting in cell viability within the range from 77 to 90%
(BEKHOUCHE et al., 2020; BOTTINO et al., 2013; DUCRET et al., 2019; EZELDEEN et al.,
2021; KAMOCKI; NOR; BOTTINO, 2015b; KWON et al., 2017; MCINTYRE et al., 2019;
PALASUK et al., 2014), as shown in Table 2. Two articles presented the results of cytotoxicity
in absorbance values, and none were cytotoxic to the cells (AKSEL et al., 2020; KWON et al.,

2017).

3.3.  Risk of bias of included studies

The results for the risk of bias for each included study are shown in Figure 3.
Information on cell passage and cell environment were the items most reported by the studies
(92.3%). Most studies did not use reference standards (~54%). Regarding incomplete
reporting of outcome data, most studies had dubious scores (53.9%) and information about
blinding of outcome assessment was not clearly identified in all thirteen studies. The studies
scored ideally in terms of other biases (84.6%). Overall, most studies scored as having

moderate risk of bias (46.2%), followed by high (23.1%) and low (30.7%) risk of bias.

4. Discussion

Endodontic therapeutic processes linked to tissue engineering and designed for dental
pulp regeneration are increasingly under investigation, so materials with biocompatible and
antimicrobial properties are necessary to improve the predictability of regenerative endodontic
treatment (KWON; LIM; MIN, 2015; KWON et al., 2017; WIGLER et al., 2013). The present
scope review gathered information on a small number of possible materials options that could
be used as scaffolds, thus representing an alternative to conventional treatment. Amongst the
different types of scaffolds identified in the article herein, while some demonstrated a natural
composition, the others were composed of synthetic or hybrid origins, and the latter derived
from the union of natural and synthetic products. No less important, some of the gathered types

of scaffolds were added with a variety of drugs and/or bioactive molecules.
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One of the key elements in dental pulp tissue engineering is the development and
application of scaffolds with biocompatible properties that do not induce any cytotoxic effect to
the pulp stem cells. Several review studies have already given a list of scaffolding materials
for tissue regeneration, although without attempting for the optimal structural and functional
characteristics of the DP complex, thereby highlighting the need for a straightforward
investigation on the field towards the best match between scaffold material and cellular
response (ERAMO et al., 2018; RADDALL; MELLO; LEUNG, 2019; ULUSOY et al., 2019).
Notably, cellular activation of a scaffold leads to the stimulation of specific intracellular signaling
pathways that may drive blood clot formation and extracellular matrix remodeling, suggesting
that cell adhesion to a scaffold matrix is a key step in triggering tissue regeneration (DUCRET

et al., 2017).

Regenerative endodontic methods face several challenges (DUCRET et al., 2017;
MOUSSA; APARICIO, 2019). For instance, the induction of dentin secretion by odontoblasts
is a difficult task, as well as the preparation of scaffolds with important antibacterial activity
without unbalancing biocompatibility (FARGES et al., 2015; MOUSSA; APARICIO, 2019). This
is commonly considered an important obstacle to the clinical use of scaffolds during endodontic
regenerative treatment. Worth mentioning, studies using an animal model show that persistent
microorganisms remaining into the root canal system can hinder the DP regeneration (VERMA
et al., 2017). Also, other relevant challenges that must be considered in the future are the
scaffolds biological properties, their easiness of handling and storage, and last but not least,

their effective costs (DUCRET et al., 2017; DUCRET; FABRE; FARGES, 2015).

Concerning the antimicrobial properties of irrigating solutions typically used during root
canal disinfection in conventional endodontics, the use of chlorhexidine or sodium hypochlorite
may be tricking for the complete intracanal bacteria elimination. This is firstly due to the
complex anatomy of the endodontic intracanal space and due to the deep bacteria penetration
into dentinal tubules and bacterial organization in the form of biofilms. Furthermore, studies

carried out in animal models have shown that residual bacteria prevent DP regeneration (REDL
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et al., 1983; VISHWANAT et al., 2017). Therefore, other strategies should be advocated in
order to improve the decontamination of infected root canals. According to the findings herein,
this obstacle could be overcome with the loading of antimicrobials drugs or molecules with
antibacterial/antimicrobial properties during scaffold projection. In this review the following
ingredients added into varying scaffolds were identified with the foregoing target:
metronidazole and ciprofloxacin (AKSEL et al., 2020; BOTTINO et al., 2013; KAMOCKI; NOR;
BOTTINO, 2015b; MCINTYRE et al., 2019; PALASUK et al., 2014), and minocycline (AKSEL
et al., 2020) or clindamycin (AKSEL et al., 2020; BEKHOUCHE et al., 2020). Some scaffolds
were also based on fibrin/chitosan (AKSEL et al., 2020) or fibrin/poly-(DL)-lactic acid (PLA)
nanoparticles (NPs) (BEKHOUCHE et al., 2020), which may demonstrate antimicrobial activity
even under the absence of specific drugs. Last, other scaffolds were prepared using
polydioxanone (PDSII) (BOTTINO et al., 2013; KAMOCKI; NOR; BOTTINO, 2015b; PALASUK

et al., 2014) or methylcellulose (MCINTYRE et al., 2019).

Overall, a considerable bacterial reduction was demonstrated within the fibrin/chitosan
hydrogel prepared in the study by (AKSEL et al., 2020), regardless of the antibiotic content. In
particular, the scaffold loaded with clindamycin nanoparticles resulted in highly drug-
dependent dosages against E. faecalis (BEKHOUCHE et al., 2020). Another study also
inhibited the growth of E. faecalis for up to 3 weeks with the use of ciprofloxacin on scaffolding
(BOTTINO et al.,, 2013). Antibiotic paste concentrations based on ciprofloxacin and
metronidazole (1, 5 and 10 mg/mL) demonstrated significant antibiofilm effects when
compared to the control (drug-free scaffold). However, dentin infected by two species and
treated with the scaffolds containing 5 and 10 mg/mL of the drugs had better results than the
specimens treated with the less concentrated scaffold (1 mg/mL) (MCINTYRE et al., 2019).
Scaffolds containing only metronidazole did not inhibit the growth of E. faecalis, P. gingivalis,
and F. nucleatum, although those containing ciprofloxacin resulted in greater inhibition zones,
with those created against E. faecalis being considerably smaller than the counterparts in P.

gingivalis and F. nucleatum bacteria (PALASUK et al., 2014).
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Despite the use of drugs to induce antimicrobial properties, they may affect cell viability
and proliferation events. Thus, it would be important to verify the use of these biomaterials
without drug loading to investigate their effects on dental pulp stem cells. Amidst the
biomaterials without modification with drugs, i.e., the control groups as considered in this
review, the fibrin-chitosan framework strongly inhibited the growth of E. faecalis without
affecting the hDPSCs viability (AKSEL et al., 2020; DUCRET et al., 2019). Moreover, synthetic
scaffolds based on polydioxanone (KAMOCKI; NOR; BOTTINO, 2015b) resulted in
antimicrobial effects (e.g., the growth of E. faecalis was inhibited) without affecting the cell
viability, which values ranged from 82 to 100% (KAMOCKI; NOR; BOTTINO, 2015b;
PALASUK et al., 2014). Another biomaterial that brought positive results was based on
methylcellulose (MCINTYRE et al., 2019), reducing the growth of E. faecalis and P. intermedia

and concomitantly showing cell viability results.

From the studies that did not incorporate antimicrobial drugs into the scaffolds, the
study by (EZELDEEN et al., 2021) evaluated a specific type of macromolecule, namely
chlorite-oxidized oxyamylose (COAM), which is a polyanionic polysaccharide-derived that acts
as a broad-spectrum antibacterial, antiviral, and immunomodulator agent (LI et al., 2008). The
previous study found a significant effect of COAM in the hDPSCs viability (EZELDEEN et al.,
2021). Of note, the use of these macromolecules did not affect neither the fibrin microstructures
nor the cell morphology, probably because fibrin is a natural hydrogel, promoting natural
adhesion outcomes (LI et al., 2015). The study by (KWON et al., 2017) evaluated the efficacy
of epigallocatechin gallate (EGCG) on the hDPSCs viability and proliferation. EGCC is an
antibacterial crosslinking agent, especially with collagen structures. Its effects were derived
from concentration levels as minimum as 0.1 and 10 pmol/L. In addition, those minimum
concentrations did not reduce the biomaterial antibacterial capacity, and it also allowed
adequate proliferation events of hDPSCs within the scaffold. In turn, collagen is one of the
most popular materials due to its favorable biocompatibility and biodegradability properties

(MA et al., 2004; XU et al., 2013), and it can be used in the form of a hydrogel, which is suitable
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for application in the complex structure of the root canal delimited by rigid dentin tissue (ROSA

et al., 2013).

Another limitation that may occur with the current scaffolds used for endodontic
regeneration is their undefined ability to resolve pulp inflammation, representing a challenge
for researchers. Even though the DP complex naturally reacts to injury, forming the so-called
restorative dentin bridge that protects the pulp from further damage, this process can be
harmful if inflammation persists over time (COLOMBO et al., 2014; COLOMBO; JIA; D'SOUZA,
2020a; FARGES et al., 2015). In addition, inflammation can also cause tissue damage at the
host material-tissue interface (WILLYARD, 2018). Thus, a timely reduction of pulp
inflammation becomes an essential task, as the secretion of inflammatory cytokines by
damaged cells can cause significant pain and discomfort to the patient, creating an unfavorable
microenvironment for pulp healing and reparative dentin (STASHENKO; TELES; D’'SOUZA,

1998).

The emerging field of regenerative endodontics has encouraged the development and
application of targeted therapies that take advantage of the intrinsic healing capabilities of host
cells within the dental pulp and the periapical complexes (ALBUQUERQUE et al., 2014;
STASHENKO; TELES; D’SOUZA, 1998). The use of hypoxia may be an alternative vehicle,
since it is a powerful inducer of repair cues in all types of tissues, including the dental pulp.
Remarkably, a trauma- or inflammation-derived injury caused by bacteria incursion may
usually cause damage to the tissue vasculature and a reduction in the level of oxygen (NAUTA;
HINSBERGH; KOOLWIJK, 2014). This event may specifically induce some populations like
the mesenchymal progenitor cells to respond to the hypoxic condition, which could initiate
directly the repair process by differentiating into various repair effectors as well as indirectly by
promoting resolution through their secretariat modulation of the inflammatory response

(COLOMBO; JIA; D’'SOUZA, 2020a; NAUTA; HINSBERGH; KOOLWIJK, 2014).

An in vitro study evaluated the use of Multidomain Peptides (MDPSs) cultivated with

human exfoliated deciduous tooth stem cells (SHEDs) with the addition of hydrogen peroxide



52

(H202) to induce the hypoxia environment and to verify an anti-inflammatory response
(COLOMBO; JIA; D'SOUZA, 2020a). Their results showed that SHEDs formed in three-
dimensional low-density MDP constructs were able to respond to simulated hypoxia and to
secret bioactive molecules in their surrounding matrix. The SHEDs formed within the
encapsulated constructs showed the ability to modulate inflammation through factors
deposited in their encapsulation matrix, even with those that were not exposed to simulated
hypoxia conditions. The results demonstrated the ability to convert the phenotype of
lipopolysaccharide-stimulated macrophages from a pro-inflammatory to a pro-resolution state,

thereby reducing pro-inflammatory markers.

The development of different types of scaffolds is fundamental in tissue engineering
procedures, as they provide a three-dimensional environment in which cells can adhere,
proliferate, migrate and differentiate (NAKASHIMA; AKAMINE, 2005). The findings gathered
form this scope review reveals that the currently used biomaterials, such as fibrin hydrogels
and the natural-, synthetic- and hybrid-based scaffolds, incorporated with macromolecules or
not, can be used as alternative strategies for endodontic regeneration, promoting the DP
complex regeneration. Nevertheless, it is still important to better elucidate the mechanisms by
which the hDPSCs regulate hydrogel/scaffold degradation, as well as the events necessary
for the replacement of biomaterials with a well-differentiated DP complex, providing structural
and functional properties similar to the tissue of origin. Further studies are warranted to
investigate the efficiency of such antimicrobial and anti-inflammatory scaffolds, especially

against endodontic bacteria housed in the dentinal tubules shelter.

Concerning the quality analysis of the included studies, three items presented a high
risk of bias: blinding of outcome assessment, incomplete outcome data, and absence of using
reference standards. This high risk of bias results is probably due to the high heterogeneity of
the included studies and because they have all an in vitro experimental design. In this review
the use of reference standards was considered as an important risk of bias item, which means

whether the articles refer to technical standards or other works; of note, this item may be
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related to the methodological quality of the included studies. Therefore, this result in question
may lead to the non-replicability of studies, showing that it is important to verify their
methodological quality. Another important factor was the scarcity of studies that present or

verify anti-inflammatory scaffolds, which need to be further investigated in the future.

5. Conclusion

The use of drugs or bioactive molecules with antimicrobial properties during scaffolding
reduces bacterial growth according to the dosage. However, to preserve the cellular viability
of human dental pulp stem cells, minimal doses of these drugs are necessary, which in some
studies ended up in keeping adequate the antibacterial effect. Natural structures based on
fibrin and collagen as well as hybrid scaffolds without drug loading can work as antimicrobial
structures, preventing the growth of endodontic bacteria; moreover, these biomaterials can
induce even an anti-inflammatory response, reducing pulp inflammation. Lastly, the verified
scaffolds are not toxic to pulpal cells, contributing to a favorable environment for tissue

regeneration of the dentin pulp complex.
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Captions for the Figures

Figure 1 — Chemical composition, types, and forms of biomaterials used in scaffold

composition.

Figure 2 — Search flowchart according to the PRISMA statement.
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Figure 3 — Review authors’ judgments about each risk of bias item for each included study. If
the study reported the information requested, it was scored a “+”; if the information was not
reported, the study was scored with a “-*; lastly, if the information was not clearly informed,

the study was scored a “?”.
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Table 1. Antimicrobial/antibacterial and anti-inflammatory effects of evaluated scaffolds

67

Author/year Country Type of Control Concentration Microorganism Test type of specimens Effect
scaffold (biomaterial) off the drug Antimicrobial  Anti-inflammatory
Afami et al., 2021 UK Synthetic  BiogelxTM- Yes E.faecalis Biofilm and agar diffusion + /
S/RGD S. aureaus assays/CFU
F. nucleatum
Alipour et al, 2021 Iran Hybrid Poli-e- _ E. faecalis Agar diffusion assay + +
caprolactona/ S. aureaus
chrysin A. baumanii
P. aeruginosa
Alipour et al., 2021 Iran Hybrid Poli-e- . E. faecalis Agar diffusion assay + +
caprolactona/ S. aureaus
P. aeruginosa
Aksel et al., 2020 USA Natural Fibrin/chitosan Yes E. faecalis CFU/biofilm-infected dentin + /
(BHI)
Bekhouche et al., 2020 France Hybrid Fibrin/PLA Yes E. faecalis Agar diffusion assay/BHI - /
agar plates
Bottino et al., 2013 USA Synthetic  Polydioxanone Yes P. gingivalis Biofilm and agar diffusion - /
E. faecalis assays
Colombo et al., 2020 USA Hybrid Multi-domain — — Treated with H202 to simulate / +
pedtides hypoxia
Ducret et al., 2019 France Natural Fibrin/chitosan — E. faecalis BHI agar plates/ CFU + /
EzEldeen M et al., 2021  Belgium  Hybrid Fibrin Yes — — + /
Kamocki et al., 2015 USA Synthetic  Polydioxanone Yes E. faecalis Agar diffusion assay/ BHI + /
agar plates
Kwon et al., 2017 Korea Hybrid Collagen Yes S. mutans Disc diffusion / BHI + /
F. nucleatum
E. faecalis
Mclntyre et al., 2018 USA Natural Methylcellulose  Yes E. faecalis BHI/Biofilm infected dentin + /
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P. intermedia

Palasuk et al., 2014 USA Synthetic  Polydioxanone Yes E. faecalis Agar diffusion/ BHI agar - /
P. gingivalis plates
F. nucleatum
Wu et al., 2021 China Hybrid Calcium Yes E.faecalis Agar diffusion assay/BHI + /
Phosphate agar plates/ Biofilm infected
cement/chitosan dentin/CFU

/graphene oxide

+ = scaffold showed antimicrobial or anti-inflammatory activity; — = scaffold had no antimicrobial or anti-inflammatory activity; / = not verified; PLA = poly-lactic acid; CFU= colony
forming unit; BHI = brain heart infusion agar; H202: hydrogen peroxide.



Table 2. Cytotoxicity and cell viability/proliferation effects of the tested scaffolds allocated by type.
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Author, Year Country Type of scaffold Type of cells Control Biological analyses Effect (%)
Afami et al., 2021 UK Synthetic DPSCs Cell viability 40-60
Alipour et al. 2021 Iran Hybrid DPSCs DPSCs Cell viability 60-80
Alipour et al., 2021 Iran Hybrid hDPSC hDPSC Cell viability 40-60
Aksel et al., 2020 USA Natural hDPSC DPSCs on monolayer Cell viability 0-20
Bekhouche et al., 2020 France Hybrid hDPSC Hydrogel fibrin Cell viability 60-80
Bottino et al., 2013 USA Synthetic hDPSC UHMWPE Cell viability 80-100
Ducret et al., 2019 France Natural hDPSC DP-MSCs/fibrina Cell viability 60-80
EzEldeen M et al., 2021 Belgium Hybrid hDPSC Cell viability 80-100
Kamocki et al., 2015 USA Synthetic hDPSC Hydrogel fibrin, hydrogel Cell viability 60-80
SAP
Kwon et al., 2017 Korea Hybrid hDPSC UHMWPE Cell viability 60-80
Mcintyre et al., 2018 USA Natural hDPSC hDPSCs;GA Cell viability 60-80
Palasuk et al., 2014 USA Synthetic hDPSC DAP-Free Hydrogel, Cell viability 60-80
Ca(OH), past.
Wu et al., 2021 China Hybrid hDPSC Phenol solution Cell viability 80-100

hDPSC = human dental pulp stem cells; DPSCs = dental pulp stem cells; UHMWPE = Extracts of sterile ultra high molecular; GA = glutaraldehyde;

Values for cell viability:

+ = up to 20%

++ = from 20 to 40%

+++ = from 40 to 60%
++++ = from 60 to 80%
+++++ = from 80 to 100%
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Lista of tables
Tabela suplemtentar 1. Tabela suplementar de vocabulério controlado e palavras-chave da

busca em cada base de dados

Database Search terms

#5 Search #1 AND #2 AND #3 AND #4

#4 Search “endodontic, regenerative” OR “endodontics, regenerative” OR “regenerative
endodontic” OR “pulp dentin regeneration” OR “pulp vitality” OR “pulpa dental vitality” OR
“tooth pulp vitality” OR “dental pulp regeneration” OR “endodontic regeneration” OR “dental
tissue regeneration” OR “root canal regenerative” OR “endodontic revascularization” OR
“regenerative endodontic treatment” OR “revascularization, endodontic” OR “revitalization,
endodontic” OR “endodontic revitalization” OR “pulp capping, dental” OR “pulp capping” OR
“capping, pulp” OR “cappings, pulp” OR “pulp cappings” OR “capping, dental pulp” OR
“cappings, dental pulp” OR “dental pulp cappings” OR “pulp cappings, dental” OR “pulpitis” OR
“inflammation, endodontic” OR “endodontic inflammation” OR “endodontic inflammations” OR
“inflammations, endodontic” OR “dental pulp” OR “pulp-dentine complex” OR “acute dental
pulpitis” OR “dental pulp inflammation” OR “endodontal infections” OR “endodontal
inflammation” OR “endodontic infection” OR “pulp infection” OR “pulpal infection” OR “pulpal
inflammation” OR “tooth pulp infection” OR “tooth pulp inflammation” OR “tooth pulpitis” OR
“pulp, tooth” OR “dental pulpa” OR “tooth pulp” OR “tooth, pulp” OR “pulpal tissue” OR “tooth
pulp” OR “pulp necrosis” OR “root canal infection”

#3 Search “scaffold” OR “scaffolds” OR “scaffold, tissue” OR “scaffolds, tissue” OR “tissue
scaffold” OR “tissue scaffolding” OR “scaffolding, tissue” OR “scaffoldings, tissue” OR “tissue
scaffoldings” OR “natural scaffold” OR “natural scaffolds” OR “polymeric scaffolds” OR
“bioceramic scaffolds” OR “nanoadhesive scaffolds” OR “adhesive scaffold” OR ‘scaffold
biomimetic” OR “nanocomposite scaffold” OR “nanocellulose-based scaffolds” OR “nc-based
scaffolds” OR “scaffolding approach” OR “based-scaffold” OR “based scaffold” OR “based
scaffolds” OR “tissue scaffolds” OR “scaffold blood clot” OR “polysaccharides” OR
“polysaccharide” OR “xanthan” OR “alginate” OR “dextran” OR “chitosan” OR “celulose” OR
“extracellular matrix” OR “hyaluronic acid” OR “hyaluronan” OR ‘“hyaluronate” OR
“proteoglycans” OR “peptides” OR “proteins” OR “silk protein” OR “rhcollagen” OR “collagen”
PubMed | OR “gelatina” OR “fibrina” OR “polymer” OR “polymers natural” OR “biopolymers” OR
“biopolymer” OR “polymers synthetic” OR “polylactic acid” OR “pla” OR “pla-peo-pla” OR
“pla-peg-pla” OR “polyglycolic acid” OR “pga” OR “polylactide-co-glycolide” OR “plga “ OR
“poly-3-hydroxybutyrate-co-3-hydroxyhexanoate” OR “poly-dto carbonate” OR “poly-1,8-
octanediol-co-citrate” OR “peo-phb-peo” OR “gamma-pga” OR “gamma-polyglutamate” OR OR
“polymethacrylic acids” OR “methacrylate” OR “calcium phosphates” OR 'tricalcium phosphate”
OR “biphasic calcium phosphate” OR "’poly-aspartamide” OR “poly-ethylene-glycol-co-
glycolic-acid” OR “polymer-cyclodextrin” OR “poly-glycerol-dodecanoate” OR “polystyrenes”
OR “polyurethanes” OR “interpenetrating polymer” OR “mineral trioxide aggregate” OR “mta”
OR “mta,pcl” OR “mta cement” OR “theracal” OR “mta aggregate” OR “aggregate proroot” OR
“proroot aggregate” OR “tricalcium silicate” OR “slow-release artificial tears” OR “fibrin sealant
system” OR “sealant system, fibrina” OR “autologous fibrin tissue” OR “fibrin sealant” OR
“sealant fibrina” OR “fibrin seal” OR “seal, fibrina” OR “polymeric electrospun nanofibers” OR
“electrospun” OR “nanofibers” OR “biomineralization” OR “cell therapy” OR “therapy, cell” OR
“biofilms” OR “active biomolecules” OR “cellulose pharmacology” OR “nanostructures
chemistry” OR “nanofibrillated celulose” OR ‘“nanocrystalline celulose” OR “biomimetic
materials” OR “hydroxyapatite composite” OR “hydroxyapatite” OR “dental regeneration
membranes” OR “dental tissue regeneration membrane” OR “hydrogel dental regeneration
membrane” OR “puramatrix” OR “chitosan-enriched” OR “collagen synthesis” OR “tissue
engineering” OR “fibrin hydrogel”

#2 Search “anti-infection” OR “anti-infective” OR “anti-infective agentes” OR “agents, anti-
infective “OR “anti infective agentes” OR “antiinfective agentes” OR “agents, antiifective” OR
“antiinfective agente” OR “antiinfective agente” OR “microbicides” OR “antimicrobial” OR
“antimicrobial ability” OR “antimicrobial cationic peptides” OR “antimicrobial agentes” OR
“agents, antimicrobial” OR “anti-microbial agentes” OR “agents, anti-microbial” OR “anti
microbial agentes” OR “antimicrobial agente” OR “antimicrobial agente” OR ‘“‘antimicrobial
compound” OR “anti-bacterial agentes” OR ““agents, anti-bacterial” OR “anti bacterial agentes”




OR “anti bacterial agentes” OR 'anti bacterial agente' OR 'antibacterial agents' OR 'antibacterial
agente” OR “antibacterial agente” OR “antibacterial activity” OR “antibiotic” OR “microbicidal
agente” OR ‘'microbicidal agent' OR “microbicidal substance” OR “microbicide” OR
“microbiological agent” OR “antibacterial effect”

#1 Search “stem cell, mesenchymal” OR “stem cell, mesenchymal” OR “stem cells,
mesenchymal” OR “mesenchymal stem cell” OR “mesenchymal stem cell” OR “mesenchymal
stromal cells” OR “mesenchymal stromal cell” OR “stromal cell, mesenchymal” OR “stromal
cells, mesenchymal” OR “multipotent mesenchymal stromal cells”OR “mesenchymal stromal
cells, multipotente” OR “mesenchymal progenitor cells” OR “progenitor cell, mesenchymal” OR
“shed” OR “sheds” OR “dpscs” OR “mscs” OR “dental pulp stem cells” OR “dental pulp stem
cell” OR “dpsc” OR “stem cells from human exfoliated deciduous teeth” OR “stem cells from
human exfoliated deciduous teeth” OR “dental pulp mesenchymal”

Embase

#5 Search #1 AND #2 AND #3 AND #4

#4 Search ‘endodontic, regenerative' OR ‘endodontics, regenerative’ OR 'regenerative endodontic'
OR 'pulp dentin regeneration' OR 'pulp vitality'/exp OR 'pulp vitality' OR 'pulpa dental vitality'
OR 'tooth pulp vitality'/exp OR 'tooth pulp vitality' OR 'dental pulp regeneration' OR ‘endodontic
regeneration' OR 'dental tissue regeneration' OR 'root canal regenerative’ OR ‘endodontic
revascularization' OR 'regenerative endodontic treatment' OR 'revascularization, endodontic' OR
'revitalization, endodontic' OR 'endodontic revitalization' OR 'pulp capping, dental' OR 'pulp
capping'/exp OR 'pulp capping' OR 'capping, pulp' OR ‘cappings, pulp' OR 'pulp cappings' OR
‘capping, dental pulp' OR 'cappings, dental pulp' OR 'dental pulp cappings' OR 'pulp cappings,
dental’ OR ‘pulpitis/exp OR pulpitis OR ‘inflammation, endodontic’ OR ‘endodontic
inflammation'/exp OR ‘endodontic inflammation' OR ‘endodontic inflammations’ OR
‘inflammations, endodontic’ OR ‘dental pulp’/exp OR 'dental pulp' OR 'pulp-dentine complex’ OR
‘acute dental pulpitis’/exp OR "acute dental pulpitis' OR 'dental pulp inflammation‘/exp OR 'dental
pulp inflammation' OR ‘endodontal infections/exp OR ‘endodontal infections’ OR ‘endodontal
inflammation'/exp OR ‘endodontal inflammation' OR ‘endodontic infection'/exp OR ‘endodontic
infection' OR 'pulp infection'/exp OR 'pulp infection' OR ‘pulpal infection/exp OR ‘pulpal
infection' OR ‘pulpal inflammation'/exp OR ‘pulpal inflammation' OR 'tooth pulp infection'/exp
OR 'tooth pulp infection' OR 'tooth pulp inflammation'/exp OR 'tooth pulp inflammation' OR
'tooth pulpitis'/exp OR 'tooth pulpitis' OR 'pulp, tooth'/exp OR 'pulp, tooth' OR 'dental pulpa'’/exp
OR 'dental pulpa' OR 'tooth pulpa‘/exp OR 'tooth pulp' OR 'tooth, pulp'/exp OR 'tooth, pulp' OR
‘pulpal tissue'/exp OR ‘pulpal tissue' OR 'tooth pulp’/exp OR 'tooth pulp’ OR 'pulp necrosis' OR
'root canal infection'/exp OR 'root canal infection'

#3 Search 'scaffold’/exp OR scaffold OR scaffolds OR 'scaffold, tissue'/exp OR 'scaffold, tissue'
OR 'scaffolds, tissue' OR 'tissue scaffold'/exp OR 'tissue scaffold' OR 'tissue scaffolding'/exp OR
‘tissue scaffolding' OR 'scaffolding, tissue' OR 'scaffoldings, tissue' OR 'tissue scaffoldings' OR
'natural scaffold’ OR 'natural scaffolds' OR 'polymeric scaffolds' OR ‘bioceramic scaffolds' OR
'nanoadhesive scaffolds' OR 'adhesive scaffold’" OR 'scaffold biomimetic' OR 'nanocomposite
scaffold' OR 'nanocellulose-based scaffolds' OR 'nc-based scaffolds' OR 'scaffolding approach'
OR 'based-scaffold’ OR 'based scaffold' OR ‘'based-scaffolds' OR 'based scaffolds' OR 'tissue
scaffolds/exp OR 'tissue scaffolds' OR 'scaffold blood clot' OR ‘polysaccharides’/exp OR
polysaccharides OR 'polysaccharide'/exp OR polysaccharide OR 'xanthan'/exp OR xanthan OR
‘alginate'/exp OR alginate OR 'dextran/exp OR dextran OR '‘chitosan'/exp OR chitosan OR
‘cellulose'/exp OR cellulose OR ‘extracellular matrix'/exp OR ‘extracellular matrix' OR ‘hyaluronic
acid/exp OR ‘hyaluronic acid' OR ‘hyaluronan’/exp OR hyaluronan OR ‘hyaluronate'/exp OR
hyaluronate OR ‘proteoglycans’/exp OR proteoglycans OR ‘peptides/exp OR peptides OR
‘proteins'’/exp OR proteins OR 'silk protein'/exp OR 'silk protein' OR rhcollagen OR ‘collagen'/exp
OR collagen OR 'gelatin'/exp OR gelatin OR ‘fibrin'/exp OR fibrin OR 'polymer'/exp OR polymer
OR ‘'polymers natural' OR ‘biopolymers’/exp OR biopolymers OR ‘biopolymer/exp OR
biopolymer OR ‘polymers synthetic' OR 'polylactic acid'/exp OR 'polylactic acid' OR pla OR 'pla-
peo-pla’' OR 'pla-peg-pla’ OR 'polyglycolic acid'/exp OR 'polyglycolic acid' OR ‘pga'/exp OR pga
OR 'polylactide-co-glycolide'/exp OR 'polylactide-co-glycolide' OR 'plga‘/exp OR plga OR 'poly-
3-hydroxybutyrate-co-3-hydroxyhexanoate' OR 'poly-dto carbonate' OR 'poly-1,8-octanediol-co-
citrate’ OR 'peo-phb-peo’ OR 'gamma-pga’ OR ‘gamma-polyglutamate’ OR ‘polymethacrylic
acids'/exp OR 'polymethacrylic acids' OR 'methacrylate’/exp OR methacrylate OR ‘calcium
phosphates'/exp OR ‘calcium phosphates’ OR ‘tricalcium phosphate/exp OR ‘tricalcium
phosphate' OR 'biphasic calcium phosphate’/exp OR ‘biphasic calcium phosphate’ OR 'poly-
aspartamide’ OR 'poly-ethylene-glycol-co-glycolic-acid'’ OR 'polymer-cyclodextrin' OR 'poly-




glycerol-dodecanoate’ OR 'polystyrenes/exp OR polystyrenes OR ‘polyurethanes/exp OR
polyurethanes OR 'interpenetrating polymer' OR 'mineral trioxide aggregate'/exp OR 'mineral
trioxide aggregate’ OR mta OR 'mta,pcl' OR 'mta cement' OR theracal OR 'mta aggregate’ OR
‘aggregate proroot' OR 'proroot aggregate' OR 'tricalcium silicate'/exp OR 'tricalcium silicate' OR
'slow-release artificial tears' OR 'fibrin sealant system' OR 'sealant system, fibrin' OR 'autologous
fibrin tissue' OR ‘fibrin sealant'/exp OR ‘fibrin sealant' OR 'sealant fibrin' OR ‘fibrin seal'/exp OR
fibrin seal' OR 'seal, fibrin' OR ‘'polymeric electrospun nanofibers' OR electrospun OR
'nanofibers/exp OR nanofibers OR ‘biomineralization'/exp OR biomineralization OR ‘cell
therapy'/exp OR 'cell therapy' OR 'therapy, cell'/exp OR 'therapy, cell’ dressings' OR 'biofilms‘/exp
OR biofilms OR ‘"active biomolecules’ OR 'cellulose pharmacology' OR 'nanostructures chemistry'
OR 'nanofibrillated cellulose'/exp OR 'nanofibrillated cellulose’ OR 'nanocrystalline cellulose'/exp
OR 'nanocrystalline cellulose’ OR ‘biomimetic materials'/exp OR ‘biomimetic materials' OR
'hydroxyapatite composite' OR 'hydroxyapatite'/exp OR hydroxyapatite OR 'dental regeneration
membranes/exp OR 'dental regeneration membranes' OR 'dental tissue regeneration
membrane'/exp OR 'dental tissue regeneration membrane’ OR ‘hydrogel dental regeneration
membrane'/exp OR 'hydrogel dental regeneration membrane' OR 'puramatrix’/exp OR puramatrix
OR ‘chitosan-enriched' OR 'collagen synthesis/exp OR 'collagen synthesis' OR 'tissue
engineering'/exp OR 'tissue engineering' OR ‘fibrin hydrogel'

#2 Search ‘anti-infection' OR ‘anti-infective' OR ‘anti-infective agents'/exp OR ‘anti-infective
agents' OR 'agents, anti-infective' OR ‘"anti infective agents’/exp OR ‘anti infective agents’ OR
‘antiinfective agents' OR ‘agents, antiifective' OR ‘antiinfective agent'/exp OR ‘antiinfective agent’
OR microbicides OR ‘"antimicrobial/exp OR antimicrobial OR ‘antimicrobial ability'/exp OR
‘antimicrobial ability' OR "antimicrobial cationic peptides'/exp OR 'antimicrobial cationic peptides'
OR "antimicrobial agents' OR 'agents, antimicrobial' OR 'anti-microbial agents' OR ‘agents, anti-
microbial' OR 'anti microbial agents' OR ‘antimicrobial agent/exp OR ‘antimicrobial agent’ OR
‘antimicrobial compound'/exp OR 'antimicrobial compound' OR ‘'anti-bacterial agents'/exp OR
‘anti-bacterial agents' OR 'agents, anti-bacterial' OR 'anti bacterial agents'/exp OR ‘"anti bacterial
agents' OR ‘'anti bacterial agente’ OR ‘antibacterial agents' OR ‘antibacterial agent/exp OR
‘antibacterial agent' OR ‘'antibacterial activity'/exp OR ‘antibacterial activity' OR 'antibiotic'/exp
OR antibiotic OR 'microbicidal agent/exp OR 'microbicidal agent’ OR 'microbicidal
substance'/exp OR 'microbicidal substance’ OR 'microbicide/exp OR microbicide OR
'microbiological agent/exp OR 'microbiological agent’ OR ‘antibacterial effect/exp OR
‘antibacterial effect’

#1 Search ‘stem cell, mesenchymal’/exp OR ‘'stem cell, mesenchymal' OR 'stem cells,
mesenchymal' OR 'mesenchymal stem cell'/exp OR 'mesenchymal stem cell' OR 'mesenchymal
stromal cells/exp OR 'mesenchymal stromal cells' OR 'mesenchymal stromal cell/exp OR
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‘antibacterial agent'/exp OR 'antibacterial agent' OR ‘antibacterial activity'/exp OR 'antibacterial
activity' OR 'antibiotic'/exp OR antibiotic OR 'microbicidal agent’/exp OR 'microbicidal agent'
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microbicide OR 'microbiological agent/exp OR 'microbiological agent' OR ‘antibacterial
effect'/exp OR ‘antibacterial effect'
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'mesenchymal stromal cell' OR ‘'stromal cell, mesenchymal’ OR ‘stromal cells, mesenchymal’ OR
'multipotent mesenchymal stromal cells' OR 'mesenchymal stromal cells, multipotent'
'mesenchymal progenitor cells' OR ‘progenitor cell, mesenchymal' OR shed OR sheds OR dpscs
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#4 Search TS= ((endodontic, regenerative) OR (endodontics, regenerative) OR (regenerative
endodontic) OR (pulp dentin regeneration) OR (pulp vitality) OR (pulpa dental vitality) OR (tooth
pulp vitality) OR (dental pulp regeneration) OR (endodontic regeneration) OR (dental tissue
regeneration) OR (root canal regenerative) OR (endodontic revascularization) OR (regenerative
endodontic treatment) OR (revascularization, endodontic) OR (revitalization, endodontic) OR
(endodontic revitalization) OR (pulp capping, dental) OR (pulp capping) OR (capping, pulp) OR
(cappings, pulp) OR (pulp cappings) OR (capping, dental pulp) OR (cappings, dental pulp) OR
(dental pulp cappings) OR (pulp cappings, dental) OR (pulpitis) OR (inflammation, endodontic)
OR (endodontic inflammation) OR (endodontic inflammations) OR (inflammations, endodontic)
OR (dental pulp) OR (pulp-dentine complex) OR (acute dental pulpitis) OR (dental pulp
inflammation) OR (endodontal infections) OR (endodontal inflammation) OR (endodontic
infection) OR (pulp infection) OR (pulpal infection) OR (pulpal inflammation) OR (tooth pulp
infection) OR (tooth pulp inflammation) OR (tooth pulpitis) OR (pulp, tooth) OR (dental pulpa)
OR (tooth pulp) OR (tooth, pulp) OR (pulpal tissue) OR (tooth pulp) OR (pulp necrosis) OR (root
canal infection))

#3 Search TS= ((scaffold) OR (scaffolds) OR (scaffold, tissue) OR (scaffolds, tissue) OR (tissue
scaffold) OR (tissue scaffolding) OR (scaffolding, tissue) OR (scaffoldings, tissue) OR (tissue
scaffoldings) OR (natural scaffold) OR (natural scaffolds) OR (polymeric scaffolds) OR
(bioceramic scaffolds) OR (nanoadhesive scaffolds) OR (adhesive scaffold) OR (scaffold
biomimetic) OR (nanocomposite scaffold) OR (nanocellulose-based scaffolds) OR (nc-based
scaffolds) OR (scaffolding approach) OR (based-scaffold) OR (based scaffold) OR (based
scaffolds) OR (tissue scaffolds) OR (scaffold blood clot) OR (polysaccharides) OR
(polysaccharide) OR (xanthan) OR (alginate) OR (dextran) OR (chitosan) OR (celulose) OR
(extracellular matrix) OR (hyaluronic acid) OR (hyaluronan) OR (hyaluronate) OR
(proteoglycans) OR (peptides) OR (proteins) OR (silk protein) OR (rhcollagen) OR (collagen) OR
(gelatina) OR (fibrina) OR (polymer) OR (polymers natural) OR (biopolymers) OR (biopolymer)
OR (polymers synthetic) OR (polylactic acid) OR (pla) OR (pla-peo-pla) OR (pla-peg-pla) OR
(polyglycolic acid) OR (pga) OR (polylactide-co-glycolide) OR (plga) OR (poly-3-
hydroxybutyrate-co-3-hydroxyhexanoate) OR (poly-dto carbonate) OR (poly-1,8-octanediol-co-
citrate) OR (peo-phb-peo) OR (gamma-pga) OR (gamma-polyglutamate) OR (polymethacrylic
acids) OR (methacrylate) OR (calcium phosphates) OR (tricalcium phosphate) OR (biphasic
calcium phosphate) OR (poly-aspartamide) OR (poly-ethylene-glycol-co-glycolic-acid) OR
(polymer-cyclodextrin) OR (poly-glycerol-dodecanoate) OR (polystyrenes) OR (polyurethanes)
OR (interpenetrating polymer) OR (mineral trioxide aggregate) OR (mta) OR (mta,pcl) OR (mta
cement) OR (theracal) OR (mta aggregate) OR (aggregate proroot) OR (proroot aggregate) OR
(tricalcium silicate) OR (slow-release artificial tears) OR (fibrin sealant system) OR (sealant
system, fibrina) OR (autologous fibrin tissue) OR (fibrin sealant) OR (sealant fibrina) OR (fibrin
seal) OR (seal, fibrina) OR (polymeric electrospun nanofibers) OR (electrospun) OR (nanofibers)
OR (biomineralization) OR (cell therapy) OR (therapy, cell) OR (biofilms) OR (active
biomolecules) OR (cellulose pharmacology) OR (nanostructures chemistry) OR (nanofibrillated
celulose) OR (nanocrystalline celulose) OR (biomimetic materials) OR (hydroxyapatite
composite) OR (hydroxyapatite) OR (dental regeneration membranes) OR (dental tissue
regeneration membrane) OR (hydrogel dental regeneration membrane) OR (puramatrix) OR
(chitosan-enriched) OR (collagen synthesis) OR (tissue engineering) OR (fibrin hydrogel))




#2 Search TS= ((anti-infection) OR (anti-infective) OR (anti-infective agentes) OR (agents, anti-
infective) OR (anti infective agentes) OR (antiinfective agentes) OR (agents, antiifective) OR
(antiinfective agente) OR (antiinfective agente) OR (microbicides) OR (antimicrobial) OR
(antimicrobial ability) OR (antimicrobial cationic peptides) OR (antimicrobial agentes) OR
(agents, antimicrobial) OR (anti-microbial agentes) OR (agents, anti-microbial) OR (anti
microbial agentes) OR (antimicrobial agente) OR (antimicrobial agente) OR (antimicrobial
compound) OR (anti-bacterial agentes) OR (agents, anti-bacterial) OR (anti bacterial agentes) OR
(anti bacterial agentes) OR (anti bacterial agente) OR (antibacterial agentes) OR (antibacterial
agente) OR (antibacterial agente) OR (antibacterial activity) OR (antibiotic) OR (microbicidal
agente) OR (microbicidal agente) OR (microbicidal substance) OR (microbicide) OR
(microbiological agente) OR (antibacterial effect))

#1 Search TS= ((stem cell, mesenchymal) OR (stem cell, mesenchymal) OR (stem cells,
mesenchymal) OR (mesenchymal stem cell) OR (mesenchymal stem cell) OR (mesenchymal
stromal cells) OR (mesenchymal stromal cell) OR (stromal cell, mesenchymal) OR (stromal cells,
mesenchymal) OR (multipotent mesenchymal stromal cells) OR (mesenchymal stromal cells,
multipotente) OR (mesenchymal progenitor cells) OR (progenitor cell, mesenchymal) OR (shed)
OR (sheds) OR (dpscs) OR (mscs) OR (dental pulp stem cells) OR (dental pulp stem cell) OR
(dpsc) OR (stem cells from human exfoliated deciduous teeth) OR (stem cells from human
exfoliated deciduous teeth) OR (dental pulp mesenchymal))




5 Consideracdes Finais

Considerando a escassez de estudos sobre o tema, que utilizem o desenho de
inclusdo do presente trabalho para avaliar desfechos em relacdo aos scaffolds
carregados com farmacos ou moléculas bioativas e, seus possiveis efeitos
antimicrobianos/anti-inflamatérios sobre as células-tronco pulpares nédo foi possivel
estabelecer um grupo como padréo de testes entre eles, o que impossibilitou uma
meta-analise.

Entretanto, levando em conta essa limitacdo, e apesar do uso de drogas ou
moléculas bioativas com propriedades antimicrobianas incorporados ao scaffold
estruturas naturais a base de fibrina e colageno, bem como scaffolds hibridos sem
carregamento de farmacos mostraram-se ser 0os biomaterias mais eficazes e assim,
demonstraram reduzir o crescimento bacteriano de acordo com a dosagem guando
usada, e preservaram a viabilidade celular das células-tronco da polpa dentaria
humana em doses minimas. Especificos scaffolds demonstram um grande potencial
para continuarem a ser estudados.

A introducéo de biomateriais que tém sido usados com sucesso na engenharia
tecidual para endodontia rengenerativa pode ser promissora, enquanto a combinacéo
de biomateriais complexos também pode pavimentar o caminho para fornecer uma
fonte pontencial de scaffolds. E com o rapido desenvolvimento da tecnologia 3D,
bioimpressdo e nanotecnologia, a fabricacdo precisa desses biomateriais com
estrutura e propriedades desejadas, pode se tornar cada vez mais frequente,
estimulando assim o progresso e desenvolvimento de estratégias que facilitem a

transicéo das pesquisas endodonticas regenerativas dos laboratérios para as clinicas.
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