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SOUZA, A.C.A. A¢do antimicrobiana/antibiofilme de flavondis isolados ou incorporados em
hidrogéis termossensiveis e sua influéncia sobre marcadores de mineralizacio em células
odontoblastéides para aplicacio em Endodontia. 2022. 149f. Tese (Doutorado) em Ciéncia
Odontologica - area Endodontia, Faculdade de Odontologia, Universidade Estadual Paulista, Aragatuba,

2022.

RESUMO

Ainda ndo foi encontrado um medicamento capaz de desinfetar os canais radiculares e permitir a
recuperagdo celular e a regeneracdo tecidual em dentes permanentes jovens com comprometimento
endodontico. Dois importantes flavondis detectados no vinho tinto, morina (MO) e miricetina (MY), sdo
atualmente estudados por suas amplas propriedades bioldgicas, incluindo atividade antimicrobiana. No
entanto, o desenvolvimento de sistemas de liberagdo controlada pode ser util para a liberacdo desses
flavondis para fins de terapia endodontica. Este estudo avaliou a citocompatibilidade e os efeitos
antimicrobianos/antibiofilme de MO e MY, isolados ou incorporados em hidrogéis termorreversiveis de
quitosana-poloxamer-f-glicerofosfato de soédio (CPG), além dos efeitos de MO e MY, isolados e
combinados sobre a viabilidade, atividade de ALP e producdo de ndédulos de mineralizagdo em células
MDPC-23. A atividade antimicrobiana dos compostos foi avaliada em Streptococcus mutans,
Enterococcus faecalis, Actinomyces israelii e Fusobacterium nucleatum em condigdes planctdnicas, em
biofilmes dual-espécies e multiespécies e analisadas por contagem bacteriana e microscopia de varredura.
Os hidrogéis CPG foram caracterizados por reometria de fluxo e oscilatdria, temperatura de gelificacao,
perfil de textura e analise de bioadesdo em espécimes de dentina. MO, MY e controles (hidroxido de calcio
— CH e clorexidina — CHX) foram incorporados em hidrogéis de CPG e o efeito do antibiofilme sobre
biofilmes multiespécies formados em amostras de dentina radicular foi avaliado por microscopia confocal.
O efeito de toxicidade dos compostos isolados ou incorporados em hidrogéis de CGP foi determinado em
cultura de fibroblastos por ensaios de resazurina. Os dados foram analisados estatisticamente pelos testes
ANOVA e Tukey considerando p < 0,05. A combinagdo de MO e MY foi sinérgica ou aditiva contra
bactérias endodonticas testadas a partir de concentragdes de 0,03 mg/mL MO + 0,06 mg/mL MY e ndo
foram toxicas para fibroblastos até 0,125mg/mL. MO + MY apresentou melhor efeito sobre biofilmes
dual-espécies e multiespécies considerando suas menores concentragdes quando comparados com os
flavonois isolados. Os hidrogéis CPG foram caracterizados como termorreversiveis € com propriedades
mecanicas e bioadesivas adequadas. Hidrogéis de CPG carregados com MO+MY, CH e CHX
apresentaram efeitos inibitorios semelhantes quando aplicados em biofilmes multiespécies formados no
interior dos tiibulos dentindrios radiculares por 48h e seus extratos apresentaram citotoxicidade acima de
50% de diluicdo. As células semelhantes a odontoblastos (MDPC-23) foram expostas a diferentes

concentragdes de MO, MY, isoladamente ou em combinagdo e CH como controle positivo por 24h e 48h,



e troca continua de meio osteogénico por 8 dias e 14 dias. As combina¢des de MO+MY ou CH também
foram incorporadas em hidrogéis de quitosana-poloxamer-f3-glicerofosfato e seus extratos em meio de
cultura celular foram coletados ap6s 48h e 7 dias. Viabilidade celular, atividade de fosfatase alcalina
(ALP) e ensaios de deposi¢ao de nédulos mineralizados (MN) foram realizados pelo método de resazurina,
ensaios de monofosfato de timolftaleina e coloracdo com vermelho de alizarina, respectivamente. Todos
os compostos ndo causaram citotoxicidade nas concentragdes testadas em 24h e 8§ dias e 0,5 mg/mL MO
e MY isolados reduziram a viabilidade celular em 48h. A atividade de ALP e a deposi¢do de MN foram
aumentadas para a combinagdo MO+MY e CH em células MDPC-23. Extratos de hidrogel de 7 dias
contendo ou ndo MO+MY nao foram citotoxicos até dilui¢ao de 25% em 48h e em baixas concentragdes
estimularam a atividade de ALP e deposicdo de MN aos 8 e 14 dias de avaliagdo. Em conclusdo, a
combina¢cdo de morina e miricetina incorporada ou ndo em hidrogéis de CPG apresentou efeito
antibiofilme sobre patdgenos orais e baixa toxicidade sobre fibroblastos. Morina e miricetina em baixas
concentragdes, isoladas, em combinagao ou em hidrogéis CPG ndo foram citotdxicas e foram eficazes na

inducdo de marcadores de mineralizagdo em células semelhantes a odontoblastos.

Palavras-chave: flavondis, atividade antimicrobiana, biofilmes, hidrogel, citotoxicidade, odontoblastos,

mineralizacdo dentindria.
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SOUZA, A.C.A. Antimicrobial/antibiofilm action of flavonols alone or incorporated in
thermosensitive hydrogels and their influence on mineralization markers in odontoblast-like cells
for endodontic applications. 2022. 149f. Tese (Doutorado) em Ciéncia Odontolédgica - area Endodontia,

Faculdade de Odontologia, Universidade Estadual Paulista, Aragatuba, 2022.

ABSTRACT

A drug capable of disinfecting the root canals and allow cell recovery and tissue regeneration in permanent
young teeth with endodontic problems has not been found yet. Two important flavonols detected in red
wine, morin (MO) and myricetin (MY), are currently studied for their wide biological properties including
antimicrobial activity. However, the development of controlled release systems could be useful for the
delivery of these flavonols for endodontic therapies. This study evaluated the cytocompatibility and
antimicrobial/antibiofilm effects of MO and MY, alone or incorporated in thermoreversible chitosan-
poloxamer hydrogels containing sodium B-glycerophosphate (CPG), in addition to the effects of isolated
and combined morin and myricetin flavonols on viability, ALP activity and production of mineralization
nodules in MDPC-23 cells. Antimicrobial activity of the compounds was evaluated on Streptococcus
mutans, Enterococcus faecalis, Actinomyces israelii, and Fusobacterium nucleatum under planktonic
conditions, on dual-species and multispecies biofilms and analyzed by bacterial counts and scanning
microscopy. CPG hydrogels were characterized by flow and oscillatory rheometry, gelation temperature,
texture profile and bioadhesion analysis in dentin specimens. MO, MY and controls (calcium hydroxide
— CH and chlorhexidine — CHX) were incorporated in CPG hydrogels and antibiofilm effect on
multispecies biofilms formed in radicular dentin samples were evaluated by confocal microscopy.
Cytotoxicity of the compounds alone or incorporated in CGP hydrogels was determined on fibroblasts
culture by resazurin assays. Data were statistically analyzed by ANOVA and Tukey considering p < 0.05.
The combination of MO and MY had synergistic or additive against oral bacteria tested starting at
concentrations of 0.03 mg/mL MO + 0.06 mg/mL MY and they were not toxic to fibroblasts up to
0.125mg/mL. MO + MY had better effect on dual-species and multispecies biofilms considering their
lower concentrations when compared with the flavonols alone. CPG hydrogels were characterized as
thermoreversible and with adequate mechanical and bioadhesive properties. CPG hydrogels loaded with
MO+MY, CH and CHX have similar inhibitory effects when applied on multispecies biofilms formed
inside root dentin tubules for 48h and their extracts were cytotoxicity above 50% dilution. Furthermore,
the effects of morin, myricetin, alone or in combination or incorporated in chitosan-based hydrogels on
cytotoxicity and expression of mineralization markers in odontoblast-like cells. The MDPC-23 cells were
exposed to different concentrations of morin (MO), myricetin (MY), alone or in combination and calcium
hydroxide (CH) as a positive control for 24h and 48h, and continuous osteogenic medium changing for 8

days and 14 days. The combinations of MO+MY or CH were also incorporated in chitosan-poloxamer-f3-



glycerophosphate hydrogels and their extracts in cell culture media were collected after 48h and 7 days.
Cell viability, alkaline phosphatase (ALP) activity and assays mineralized nodules (MN) deposition were
performed using resazurin method, thymolphthalein monophosphate assays and alizarin red staining,
respectively. Data were statistically analyzed considering p<0.05. All compounds were non-toxic at the
concentrations tested at 24h and 8 days and 0.5 mg/mL MO and MY alone reduced cell viability at 48h.
ALP activity and deposition of MN were increased for MO+MY combination and CH in MDPC-23 cells.
7 days hydrogel extracts containing or not MO+MY were not cytotoxic up to 25% dilution at 48h and at
low concentrations stimulated ALP activity and MN deposition at 8§ and 14 days of evaluation. In
conclusion, the combination of morin and myricetin incorporated or not in CPG hydrogels presented
antibiofilm effect on oral pathogens and low cytotoxicity on fibroblasts. Morin myricetin at low
concentrations, alone, in combination or in CPG hydrogels were not cytotoxic and were effective in

inducing mineralization markers in odontoblast-like cells.

Key words: flavonols, antimicrobial activity, biofilms, hydrogel, cytotoxicity, odontoblasts, dentin

mineralization.
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Continuous rheological behavior of hydrogels composed of chitosan,
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with calcium hydroxide (CH) — 1 mg/mL, C — CPG with CHX - 0.5
mg/mL, D — CPG alone, E - Control — Bacterial growth without
antimicrobial agents. F. Mean (SD) of the percentages of dead cells of
multispecies biofilms after 48h of treatment with flavonoids and
controls. Bacterial counts were obtained by Image J analysis.
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hydrogels with glycerophosphate (CPG) containing morin and myricetin
in combination (MO+MY) and controls calcium hydroxide (CH) and
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Figure 3

Figure 4

Figure 5

Figure 6

chlorhexidine (CHX) on the viability of fibroblasts (3T3) after 24h of

exposure, using staining with resazurin. Concentrations in mg/mL.

Experimental design of the study. A. MDPC-23 treatments with MO,
MY, combination of MO+MY and CH. B. MDPC-23 treatments with
48h and 7 days extracts of hydrogels containing MO+MY and CH
Percentage of MDPC-23 viability after 24 and 48h of treatment with
morin (MO), myricetin (MY), combinations of MO + MY and calcium
hydroxide (CH).

Percentage of MDPC-23 viability at 8 and 14 days of evaluation after
48h treatment with morin (MO), myricetin (MY), combinations of MO
+ MY and calcium hydroxide (CH).

ALP activity of MDPC-23 cells at 8 days of evaluation after 48h of the
treatment with morin (MO), myricetin (MY), combinations of MO +
MY and calcium hydroxide (CH).

Mineralized nodules deposition of MDPC-23 cells at 14 days of
evaluation after 48h of the treatment with morin (MO), myricetin
(MY), combinations of MO + MY and calcium hydroxide (CH).
Percentage of MDPC-23 viability after 48 h treatments with 48h and 7
days hydrogels extracts containing or not morin (MQO) + myricetin

(MY) or calcium hydroxide (CH).
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Percentage of MDPC-23 viability after 48 h treatments with 48h and 7
days hydrogels extracts containing or not morin (MQO) + myricetin
(MY) or calcium hydroxide (CH).

Percentage of MDPC-23 viability at 14 days of evaluation after 48h
treatments with 48h and 7 days hydrogels extracts containing or not
morin (MO) + myricetin (MY) or calcium hydroxide (CH

ALP activity of MDPC-23 cells at 8 days of evaluation after 48h
treatments with 48h and 7 days hydrogels extracts containing or not
morin (MO) + myricetin (MY) or calcium hydroxide (CH).
Mineralized nodules deposition by MDPC-23 cells at 14 days of
evaluation after 48h treatments with 48h and 7 days hydrogels extracts
containing or not morin (MO) + myricetin (MY) or calcium hydroxide
(CH). The values are expressed in means/standard deviations. CPG -

Quitosan, poloxamer and [-glicerophosphate hydrogels.

Suppl.1. Images of alizarin red staining obtained by inverted light
microscope, indicating the bioactive effect of flavonols on the MDPC-
23 cells relative to mineralized nodules formations. The greatest
nodules deposition can be seen in the groups MY, MO+MY and CH,
compared to the control (DMEM).

Images of alizarin red staining obtained by inverted light microscope,
indicating the bioactive effect of 7 days-CPG hydrogels extracts
containing the flavonols and controls on the MDPC-23 cells relative to
mineralized nodules formations. All groups (CPG + MOMY, CPG CH
and CPG presented greater nodules deposition when compared to the

control (DMEM).
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INTRODUCAO GERAL

Ap6s a erupcdo de um dente permanente na cavidade bucal, ainda sdo necessarios
por volta de quatro anos para o desenvolvimento completo dos canais e o fechamento dos
apices radiculares. Dessa forma, o tratamento de dentes permanentes jovens que sofreram
danos pulpares, por vezes irreversiveis, antes do fechamento fisiolégico normal do &pice
radicular ¢ um desafio em Endodontia, pois além de eliminar a infec¢do, o medicamento
deve permitir ou até estimular o fechamento do 4pice e a estimula¢do da mineralizagdo
do local da lesdo periapical (Iglesias-Linares et al., 2013; Andreasen & Kahler, 2015).

Quando ocorre uma infec¢do endodontica, as bactérias no canal radicular ficam
aderidas as paredes dentinarias formando biofilmes e certos fatores como ambiente
anaerobio, interagdes entre microrganismos e disponibilidade de nutrientes estabelecem
a composicao dessa microbiota residente (Ricucci e Siqueira, 2010 a,b; Swimberghe et
al., 2019). Devido as irregularidades anatémicas do sistema de canais radiculares, as
bactérias podem se proliferar para as ramificagdes apicais, canais laterais, istmos, tibulos
dentinarios o que dificulta o desbridamento e a desinfeccdo durante o tratamento
endodontico (Ricucci e Siqueira, 2010 a,b; Swimberghe et al. , 2019). Consequentemente,
uma alta frequéncia e abundincia das mesmas espécies de bactérias comumente
encontradas em infec¢cdes primdrias, como estreptococos € actinomyces, foram
encontradas em infecgdes pos-tratamento. Uma das espécies mais prevalentes
encontradas nessas condig¢des ¢ Enterococcus faecalis, um coco Gram-positivo aerobio,
considerado um patégeno oportunista associado a cavidade oral, trato gastrointestinal e
vagina humanos conhecido por sua capacidade de se estabelecer em ambientes hostis com
baixos niveis de oxigénio e complexas comunidades microbianas (Lee e Tan, 2014;
Alghamdi e Shakir 2020). A capacidade de E. faecalis de se proliferar rapidamente e
formar biofilme nas paredes do canal radicular e a grande resisténcia a agentes
antimicrobianos, torna esse patdogeno um dos mais dificeis de ser eliminado durante o
tratamento endodontico (Estrela et al., 2008; Murad et al. 2012).

A pasta de hidroxido de célcio ¢ largamente utilizada para o tratamento de dentes
permanentes imaturos, seja em situacdes de pulpite reversivel, em procedimentos de
terapia pulpar vital (como capeamento pulpar direto ou pulpotomia) em que se busca a
apicigénese ou completa formacdo da raiz, seja em casos de dentes com pulpite

irreversivel/necrose pulpar em que se tradicionalmente realiza-se procedimentos de
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apicificagdo para induzir a formag¢ao de barreira apical de tecido duro (Rafter, 2005; AAE,
2022). As desvantagens da apicificacdo residem nas multiplas sessdes de troca da
medicac¢do ao longo de um extenso periodo, a citotoxicidade do medicamento que impede
a proliferacdo de células remanescentes e a incompleta formacdo das raizes que
consequentemente aumentam o risco de reinfecgdes e de fraturas dentarias (Rafter et al.,
2005; Andreasen et al; 2002; Khoshkhounejad et al., 2019).

A busca por tratamentos capazes de bioestimular as células remanescentes
(fibroblastos, odontoblastos, entre outras) ou induzir a diferenciac¢ao de células tronco da
polpa dentaria (Asgary et al., 2014; Chen et al., 2015; Huang et al., 2008; Yuan et al.,
2011), promover uma desinfec¢do eficaz sem causar citotoxicidade (Bottino et al., 2013;
Kim et al., 2008; Park et al., 2008), ou ainda criar um arcaboug¢o capaz de manter a
liberagdo adequada de biomoléculas e também ser suporte para proliferagdo e
diferenciagdo celular (Bottino et al., 2015) tem sido alvo de diversos estudos no campo
da terapia endodontica regenerativa (RET). Diferentes abordagens da RET estdo sendo
estudadas como alternativas aos procedimentos de apicificacdo, comumente realizados
em dentes permanentes jovens, pois visam continuar a deposicdo de tecido duro nas
paredes dentinarias e dessa forma, permitir o adequado comprimento e resisténcia a raiz
evitando fraturas (Banchs e Trope, 2004; Pulyodan et al., 2020).

A andlise de marcadores de mineralizagdo em células diferenciadas ou
indiferenciadas tem sido amplamente realizada com o intuito de analisar a capacidade
bioestimulatoria de diferentes materiais, visando induzir o processo de reparo ou
regeneracdo (Da Silva et al., 2010; Wang et al., 2017). Dentre esses marcadores de
mineralizacdo estdo a enzima fosfatase alcalina (ALP) e as proteinas nao-colagenosas
denominadas de proteina da matriz dentinaria (DMP-1) e sialofosfoproteina dentinaria
(DSPP), que participam da mineralizacdo da dentina e matura¢ao das fibras coldgenas
durante o processo de dentinogénese. Essas proteinas permanecem no interior do
substrato dentinario, sendo liberadas em resposta as injurias teciduais, para estimular
odontoblastos primdrios a produzirem dentina tercidria reacional, ou ainda para estimular
a diferenciacdo de células pulpares em células semelhantes a odontoblastos que irdo
produzir dentina tercidria reparadora (De Souza et al., 2014; Douglas et al., 2014).

Compostos bioativos derivados de plantas como os flavonoides, tém recebido
destaque na literatura devido a sua amplitude terapéutica. Flavonoides constituem as
classes mais importantes de polifenois, com mais de 5.000 compostos ja descritos na

literatura (Shi et al., 2006; Ponce-Vargas et al., 2013). Estdo presentes em pequenas
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quantidades em frutas e vegetais, geralmente como metabolitos secundarios e apresentam
papel importante para defesa das plantas contra agentes externos. Estudos tem apontado
diversas propriedades farmacoldgicas dos polifendis, como acdo antimicrobiana,
antioxidante, anti-inflamatoria, osteogé€nica e anti-osteoclastogénica (Rafter et al., 2005;
Shi et al., 2006; Domitrovic et al., 2011; Ponce-Vargas et al., 2013). Eles apresentam
uma estrutura comum (flavona), sendo constituidos por um nucleo 2-phenyl-1,4-
benzopyrone consistindo de dois anéis benzénicos ou aromaticos (A e B) unidos por trés
carbonos que formam um anel heterociclico, denominado de anel C. De acordo com as
variagdes no anel C, os flavonoides sdo divididos nas seguintes classes: flavonas,
flavonois, flavanonas (3-hidroxi-flavona), flavanonol (2,3-dihydroflavonol), flavondis
(ou catequinas), antocianidinas e chalconas.

Dois importantes flavonoéis detectados no vinho tinto, a morina e a miricetina, t€m
sido estudado atualmente por sua biodisponibilidade e propriedades bioldgicas (Fang et
al., 2007). A morina (3,5,7,2',4'-pentahidroxiflavona) ¢ um flavonol encontrado em
Morus alba L (amoreira branca), vinho tinto, améndoa (Prunus dulcis, familia Rosaceae),
castanha (Castanea sativa), Acridocarpus orientalis, e outras frutas (Gopal, 2013). A
miricetina (3,5,7-Trihidroxi-2-(3,4,5-trihidroxifenil)-4-cromenona) ¢ um flavonol
presente em muitos vegetais, bagas e frutas, chas e vinho tinto, principalmente na forma
de glicosideos, ao invés de agliconas livres (Song et al., 2021). Estudos demonstraram o
potencial in vitro da morina e seus complexos na diferenciacdo de osteoblastos e no
aumento dos niveis de marcadores génicos osteogénicos (Vimalraja et al., 2019), bem
como a prevengdo in vivo de defeitos 6sseos (Wan et al., 2020). A miricetina também
estimula a diferenciagdo osteobléstica de células mesenquimais da medula 6ssea com
aumento na atividade de ALP, na deposi¢do de colageno e mineralizagdo 6ssea (Hsu et
al., 2007) e também aumentou a proliferagdo e expressio de DMP-1 em células
odontoblastoéides (Baldion et al., 2021).

Polimeros naturais ou sintéticos e materiais inorganicos tém sido utilizados para o
desenvolvimento de sistemas de liberacdo controlada para engenharia endoddntica
(Rahmanian-Devin et al., 2021). Esses carreadores poliméricos podem ser utilizados em
diferentes formas: scaffolds, hidrogéis e nanoparticulas ou combinagdes dessas formas
(Yao et al., 2016; Tentor et al., 2017; Serna et al., 2021). Os hidrogéis sdo um tipo de
polimero poroso tridimensional com alta flexibilidade, baixa toxicidade, adequada
biocompatibilidade e biodegradabilidade e podem ser usados como scaffolds ou sistemas

injetaveis de liberagdo de moléculas (Dhivya et al 2015; Rahmanian-Devin et al., 2021).
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Um dos polimeros naturais mais utilizados ¢ a quitosana, uma mistura de d-glucosamina
ligada a B-1,4 N-acetilglucosamina, adquirida pela desacetilagdo da quitina. A quitosana
tem sido aplicada em curativos de lesdes, implantes 0sseos e sistemas de carreamento de
moléculas (Ito & Hidaka, 1997; Felt et al., 1998; Jarry et al., 2001). Possui amplo espectro
de aplicagdo e atividade bioldgica, como biocompatibilidade, biodegradacdo a
bioprodutos nio toxicos, atividade de reparo tecidual, funcionalidade e propriedades
antimicrobianas (Peers et al., 2021).

A quitosana ¢ um dos polimeros mais naturais usados para o desenvolvimento de
sistemas de liberacdo lenta de fairmacos. Outro polimero, o poloxamer 407(mistura de
oxido de etileno e 6xido de propileno), também foi adicionado ao hidrogel a base de
quitosana, para promover propriedades termorreversiveis e otimizar a formula¢do do
medicamento (Dumortier et al., 2006; Giuliano et al., 2018). Outras vantagens desse
copolimero sdo a baixa toxicidade, biocompatibilidade, facilidade de preparacao de gel,
boa compatibilidade com uma ampla gama de biomoléculas, incluindo flavonodides,
aumentando sua solubilizacdo e prolongando seu perfil de liberagao para muitos tipos de
aplicagdes (Dumortier et al., 2006; Giuliano et al., 2018; Yu et al., 2018).

Hidrogéis a base de quitosana contendo flavondides foram desenvolvidos como
curativos no tratamento de feridas (Soares et al., 2020), como hidrogéis injetdveis para
atividade antibacteriana e regeneragdo dssea (Liskova et al., 2015; Arpornmaeklong et
al., 2021) e outros aplicagdes médicas e sdo considerados uma fonte sustentada para
liberagdo desses compostos. Esta combinagdo de flavondis foi incorporada em hidrogéis
de quitosana-poloxamer 407-beta-glicerofosfato e foi avaliada sua citocompatibilidade e
efeitos antibiofilme em canais radiculares. Este estudo avaliou os efeitos da morina,
miricetina, isoladamente ou em combinagdo ou incorporada em hidrogéis a base de
quitosana na citotoxicidade e expressdo de marcadores de mineralizacdo em células

semelhantes a odontoblastos
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1. A combinacdo dos flavondis apresenta efeito antimicrobiano/antibiofilme sobre
patdgenos orais e baixa citotoxicidade. Esta foi incorporada com sucesso em hidrogéis de
poloxamer 407-quitosana contendo beta-glicerofosfato, caracterizado como
termorreversivel e com propriedades mecéanicas e bioadesivas adequadas, e reduziu
biofilmes multiespécies formados em tabulos dentinarios, bem como, afetou

minimamente a viabilidade dos fibroblastos.

2. A combina¢do de morina e miricetina em baixas concentracdes, isoladamente ou em
hidrogéis a base de quitosana, ndo apresentou citotoxicidade e foi eficaz na indugdo de

marcadores de mineraliza¢do em células semelhantes a odontoblastos.
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