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Pereira JA. Efeito de analogos de curcumina, irradiados ou ndo por LED, como agentes
antimicrobianos e indutores de proliferacio e migracdo celular. [Dissertacao].
Aracatuba: Universidade Estadual Paulista; 2020.

Resumo Geral

O tratamento endodbntico de dentes permanentes jovens com infeccOes
pulpares/periapicais antes de completar a rizogénese ainda é um desafio para a
Endodontia e a Odontopediatria. Relatos cientificos tém mostrado que a curcumina
(CUR), um fitoquimico polifendlico, apresenta diversas propriedades terapéuticas,
entre as quais, amplo espectro de agao antimicrobiana e a capacidade de induzir a
proliferacdo e migracdo celular. Além disso, devido a sua capacidade excitatéria na
presenca de luz, a CUR também tem sido utilizada como fotossensibilizante em terapia
fotodinamica associada ao LED (light emitting diode), promovendo aumento dos seus
efeitos bioldgicos. Uma forma de aumentar seu potencial terapéutico e reduzir
algumas limitagcdes do uso da CUR é a sintese de analogos a partir de pequenas
modificacbes quimicas na estrutura original, entretanto, mantendo sua capacidade
fotossensibilizante. O objetivo desse estudo foi avaliar a agdo antimicrobiana e
antibiofilme de analogos de curcumina sob a influéncia ou n3ao do LED sobre
microrganismos de interesse endododntico e sua influéncia sobre a viabilidade,
proliferacdo e migracdo de fibroblastos da linhagem L-929. Uma série de compostos
andlogos de CUR (PCR-4 H, PCR-3 OH, PCR-4 OH, PCR-3 OCHs;, PCR-4 OCHs, PCR-3
acetil, PCR-4 acetil) foram sintetizados pela metodologia de Pabon. A atividade
antimicrobiana da CUR e seus andlogos foi determinada pelo ensaio de Concentracao
Inibitéria Minima (CIM) e Concentragdo Bactericida Minima (CBM) sobre Streptococcus
mutans, Lactobacillus casei, Actinomyces israelii, Enterococcus faecalis e
Fusobacterium nucleatum, sob a a¢do ou ndao do LED InGaN (nitreto de galio e indio,
com poténcia de saida de 100 mW/cm?, ponta do LED com area de 0,78 cm?, 60 s). A
curcumina e seu andlogo com melhor efeito antimicrobiano (PCR-3 OH) foi avaliado
sobre o biofilme inicial (72h) e maduro (1 semana) dessas espécies em microplacas e
sobre biofilmes multiespécies formados em tubulos dentinarios por contagem das
UFC/mL e por microscopia confocal, respectivamente, sob a¢do ou ndo do LED.
Também foram avaliados quanto a citotoxicidade e a capacidade de induzir
proliferacdo e migracdao em fibroblastos, por meio de ensaios de metiltetrazdlio, azul
de tripan e azul de Coomassie, respectivamente. Os dados foram avaliados
estatisticamente (p<0,05). Dos 7 analogos de curcumina sintetizados, PCR-3 OH foi o
Unico composto que apresentou atividade bactericida quando testado sobre as
bactérias de interesse endododntico selecionadas. Seu efeito foi potencializado na
presenca do LED, variando entre as espécies bacterianas. A curcumina teve efeito
bactericida para as espécies S. mutans, A. israelii, L. casei e F. nucleatum, e em
algumas delas, foi independente do LED. Ambos os compostos reduziram o



crescimento dos biofilmes iniciais ou maduros, independente do LED. Entretai
quando irradiados, o efeito dos compostos variou de acordo com a espécie bacteriana,
sendo que A. israelii e S. mutans foram os mais afetados. Ambos os compostos
reduziram significativamente os biofilmes multiespécies quando comparados ao
controle sem tratamento, sendo que melhor efeito foi observado para PCR-3 OH. A
curcumina foi considerada citocompativel a partir de 0,039ug/mL e PCR-3 OH a partir
de 0,019 pg/mL. Houve reducdo significativa na viabilidade celular quando os
compostos foram irradiados com LED nas concentragdes 0,039 e 0,019 pg/mL. O LED,
dentro dos parametros testados, reduziu significativamente a viabilidade, a
proliferacdo e a migracdo celular, independente do composto ou tempo de exposicdo.
Conclui-se que PCR-3 OH apresentou atividade bactericida e sobre biofilmes simples e
multiespécies de bactérias de interesse endodéntico superior a CUR, principalmente
sob agdo do LED. Entretanto, sua citocompatiblidade foi inferior a da CUR. A presencga
do LED afetou a viabilidade, proliferacdo e migracao dos fibroblastos, mostrando que
os parametros utilizados para fins antimicrobianos ndo foram adequados para
aplicacdo em células eucariéticas.

Palavras-chave: curcumina, biofilmes, anti-infecciosos, testes de toxicidade.



Pereira JA. Effect of curcumin analogues, irradiated or not by LED, as antimicrobial
agents and inducers of cell proliferation and migration. [Dissertacdo]. Aracatuba:
Universidade Estadual Paulista; 2020.

General Abstract

Endodontic treatment of young permanent teeth with pulp / periapical infections
before completing rhizogenesis is still a challenge for Endodontics and Pediatric
Dentistry. Scientific reports have shown that curcumin (CUR), a polyphenolic
phytochemical, has several therapeutic properties, including a broad spectrum of
antimicrobial action and the ability to induce cell proliferation and migration. In
addition, due to its excitatory capacity in the presence of light, CUR has also been used
as a photosensitizer in photodynamic therapy associated with LED (light emitting
diode), promoting an increase in its biological effects. One way to increase its
therapeutic potential and reduce some limitations of the use of CUR is the synthesis of
analogues from small chemical modifications in the original structure, however,
maintaining its photosensitizing capacity. The aim of this study was to evaluate the
antimicrobial and antibiofilm action of curcumin analogues under the influence or not
of LED on microorganisms of endodontic interest and their influence on the viability,
proliferation and migration of L-929 fibroblasts. A series of CUR analog compounds
(PCR-4 H, PCR-3 OH, PCR-4 OH, PCR-3 OCHs, PCR-4 OCHs, PCR-3 acetyl, PCR-4 acetyl)
were synthesized by Pabon's methodology. The antimicrobial activity of CUR and its
analogs was determined by the Minimum Concentration Inhibitory (CIM) and
Minimum Bactericidal Concentration (CBM) assay on Streptococcus mutans,
Lactobacillus casei, Actinomyces israelii, Enterococcus faecalis and Fusobacterium
nucleatum, with or without the InGaN LED (gallium and indium nitride, with output
power of 100 mW / cm?, LED tip with an area of 0.78 cm?, 60 sec). Curcumin and its
analog with the best antimicrobial effect (PCR-3 OH) were evaluated on the initial
(72h) and mature (1 week) biofilm of these species in microplates and on multispecies
biofilms formed in dentinal tubules by counting CFU / mL and by confocal microscopy,
respectively, under the action or not of the LED. They were also evaluated for
cytotoxicity and the ability to induce proliferation and migration in fibroblasts, using
methyltetrazolium, trypan blue and Coomassie blue assays, respectively. The data
were evaluated statistically (p <0.05). Of the 7 curcumin analogues synthesized, PCR-3
OH was the only compound that showed bactericidal activity when tested on selected
bacteria of endodontic interest. Its effect was enhanced in the presence of LED,
varying between bacterial species. Curcumin had a bactericidal effect for the species S.
mutans, A. israelii, L. casei and F. nucleatum, and in some of them, it was independent
of the LED. Both compounds reduced the growth of the initial or mature biofilms,
regardless of the LED. However, when irradiated, the effect of the compounds varied
according to the bacterial species, with A. israelii and S. mutans being the most
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affected. Both compounds significantly reduced multispecies biofilms when compared
to the untreated control, with the best effect being observed for PCR-3 OH. Curcumin
was considered cytocompatible from 0.039 ug / mL and PCR-3 OH from 0.019 pg / mL.
There was a significant reduction in cell viability when the compounds were irradiated
with LED at concentrations of 0.039 and 0.019 pg / mL. The LED, within the parameters
tested, significantly reduced cell viability, proliferation and migration, regardless of the
compound or time of exposure. It is concluded that PCR-3 OH showed bactericidal
activity and on simple and multispecies biofilms of bacteria of endodontic interest
superior to CUR, mainly under the action of LED. However, its cytocompatibility was
lower than that of the CUR. The presence of the LED affected the viability, proliferation
and migration of fibroblasts, showing that the parameters used for antimicrobial
purposes were not suitable for application in eukariotic cells.

Keywords: curcumin, biofilms, anti-infective agents, toxicity tests.
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Resumo

Objetivos: Avaliar a a¢do antimicrobiana/antibiofilme de analogos de curcumina (CUR),
sob a influéncia ou ndo do LED, sobre microrganismos de interesse endodontico e sua
influéncia sobre a viabilidade, proliferagcdo e migragao de fibroblastos.

Material e Métodos: Analogos de CUR foram sintetizados pela metodologia de Pabon
e determinadas as Concentragao Inibitéria Minima (CIM) e Concentragao Bactericida
Minima (CBM) sobre Enterococcus faecalis, Streptococcus mutans, Lactobacillus casei,
Actinomyces israelii e Fusobacterium nucleatum. O efeito da CUR e seus analogos foi
avaliado sobre o biofilme inicial (72h) e maduro (1 semana) dessas espécies em
microplacas e sobre biofilmes multiespécies formados em tibulos dentinarios (a partir
de amostras de biofilme supra/subgengival ou de canais radiculares com necrose
pulpar) por contagem das UFC/mL e por microscopia confocal, respectivamente, sob a
acdo ou ndo do LED. A CUR e seu andlogo com melhor efeito antimicrobiano (PCR-3
OH) foram avaliados quanto a citotoxicidade e a capacidade de induzir proliferacdo e
migracdao em fibroblastos, por meio de ensaios de metiltetrazdlio, azul de tripan e azul
de Coomassie, respectivamente. Os dados foram avaliados estatisticamente (p<0,05).
Resultados: Dos 7 andlogos de CUR, PCR-3 OH foi o Unico que apresentou atividade
bactericida sobre todas as bactérias testadas. Seu efeito foi potencializado na presenca
do LED, variando entre as espécies bacterianas. CUR e PCR-3 OH reduziram o
crescimento dos biofilmes simples iniciais ou maduros, independente da presenca do
LED, porém, quando irradiados, A. israelii e S. mutans foram os mais sensiveis. Ambos
os compostos reduziram significativamente os biofilmes multiespécies nos tubulos
dentinarios. A CUR foi considerada citocompativel a baixo de 0,039ug/mL e PCR-3 OH a
partir de 0,019 pg/mL. O LED, dentro dos parametros testados, reduziu
significativamente a viabilidade, a proliferacdo e a migracdo celular, independente do
composto ou tempo de exposicao.

Conclusdo: PCR-3 OH apresentou atividade bactericida e sobre biofilmes simples e
multiespécies de bactérias de interesse endodoéntico superior a CUR, principalmente
sob acdo do LED. Entretanto, sua citocompatiblidade foi inferior a da CUR. A presenca
do LED reduziu a viabilidade, proliferacdo e migracdo dos fibroblastos, mostrando que
os parametros utilizados para fins antimicrobianos ndao foram adequados para

aplicacdo em células eucaridticas.
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1. Introdugao

Um grande desafio clinico para a Odontopediatria e a Endodontia é o
tratamento de dentes permanentes jovens que sofreram danos pulpares irreversiveis.
Mesmo completando a erup¢do na cavidade bucal, os canais e apices radiculares do
dente permanente ainda ndo estdo completos e se ocorrer um trauma ou infeccao,
esses processos podem ser interrompidos. O tratamento endododntico objetiva manter
a integridade da raiz e também prevenir ou resolver doengas periapicais pela
eliminagao dos microrganismos, toxinas e de suas fontes de nutrientes provenientes
do sistema de canais radiculares (Young et al., 2007). Tratando-se dos dentes
permanentes jovens, o tratamento endodoéntico deve utilizar substancias que auxiliem
na resolucdo dos sinais e sintomas das doencas pulpares/periapicais e ndo apresentem
toxicidade permitindo a continuidade do desenvolvimento radicular, por meio da
preservacao da bainha epitelial de Hertwig (Hargreaves et al., 2008; Iglesias-Linares et
al., 2013).

Mesmo que a instrumentacdo associada as solugdes irrigadoras, durante o
preparo quimico-mecanico endodobntico convencional, reduza drasticamente a
microbiota presente no interior dos canais radiculares, a permanéncia de
microrganismos em razdo da complexidade anatdbmica do sistema de canais
radiculares e em consequéncia da resisténcia destes ao tratamento quimico-mecanico
pode levar ao desenvolvimento de infec¢des persistentes ou secundarias (Siqueira et
al., 2007; Siqueira e Rocgas, 2009). O desenvolvimento ou a persisténcia de lesdes
periapicais apds o tratamento endoddntico tem sido atribuido a viruléncia de bactérias
e fungos no sistema de canais radiculares e/ou tecidos periapicais (Nair et al., 1999;
Hancock et al., 2001). Muitos estudos tém revelado que as bactérias Gram-positivas
anaerdbias facultativas sdo mais frequentes nesses casos, incluindo Streptococcus spp.,
Lactobacilos spp., Actinomyces spp. (A. israelii e A. odontolyticus), Enterococcus
faecalis, entre outros (Sakamoto et al., 2008; Siqueira e Rogas, 2009). Barbosa-Ribeiro
et al. (2016) detectaram 70 espécies de bactérias Gram-positivas em canais infectados,
com destaque para E. faecalis nos casos de insucesso endodoOntico. Espécies
bacterianas Gram-negativas, comuns nas infeccdes primarias, também podem
permanecer apds o tratamento quimico-mecanico, como Fusobacterium nucleatum

(Siqueira e Rogas, 2009).
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Visando obter novos compostos que apresentem amplitude terapéutica, as
propriedades dos fitoquimicos vém sendo largamente estudadas. A curcumina é um
pigmento amarelo isolado dos 5 rizomas da Curcuma longa (Zingiberaceae), uma
espécie vegetal de amplo emprego culindrio e medicinal, sendo comumente conhecida
como “acafrdo-da-india”, “acafrdo-da-terra”, “cdrcuma”, “turmérico” (Anand et al.,
2008). Tem sido relatado que a curcumina é um potente agente anti-inflamatdrio e
antioxidante, e vem sendo empregada no tratamento de uma variedade de desordens
hepaticas, sinusite e até em tumores (Receno et al., 2015; Wang et al., 2015). Além
disso, a curcumina apresenta amplo espectro de atividade antimicrobiana, incluindo
fungos, como espécies do género Candida (Neelofar et al., 2011) e demonstrando agao
contra espécies bacterianas Gram-positivas, Bacillus cereus, Bacillus subtilis,
Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis, bem como Gram-negativas,
Escherichia coli, Helicobacter pylori, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella
choleraesuis, Salmonella tiphymurium, Vibrio cholerae e Yersinia enterocolitica
(Selvakumar & Venkataraman, 2010).

Estudo comparou o efeito de solucdes antimicrobianas contra biofiime de E.
faecalis formado sobre substrato dentdrio, demonstrou que a curcumina teve agao
superior a clorexidina, e embora tenha tido menor atividade antibacteriana que o
hipoclorito de sddio (3%), entretanto, devido ao potencial citotdxico dos outros
antimicrobianos, a curcumina poderia ser um alternativa natural interessante para
propésitos endodoénticos (Neelakantan et al.,, 2013). Devido a sua capacidade
excitatéria na presenca de luz, em amplo espectro de 300-500 nm, a curcumina tem
sido utilizada como fotossensibilizante em diversas terapias fotodinamicas (PDT,
photodynamic therapy) (Theodoro et al., 2017). A PDT apresenta algumas vantagens
como pelo fato de sua aplicacdo ser local, limita a acdo das espécies reativas de
oxigénio (ROS) e evita efeitos sistémicos ou a microbiota normal, além disso, ndo
apresenta alvos especificos para atingir a célula microbiana, podendo causar danos
multiplos nas estruturas celulares, reduzindo risco de cepas resistentes (Konopka &
Goslinki, 2007). Alguns relatos mostram que a curcumina gera oxigénio singleto e
outras espécies reativas de oxigénio (ROS) capazes de causar danos a membrana ou ao
DNA celular e consequentemente a morte celular bacteriana (Chignell et al., 1994;

Bruzell et al., 2005).
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Em Odontologia, a PDT tem sido indicada para promover a desinfec¢do
microbiana no tratamento de periodontite, cdrie dentaria, doen¢as endodonticas,
entre outras enfermidades odontolégicas (Paschoal et al., 2013; Garcez et al., 2015;
Theodoro et al., 2017). Pode-se utilizar laser de comprimento de onda especifico ou
LED (blue light emitting diode) como ativador do fotossensibilizante. Recentemente,
Neelakantan et al. (2015) avaliaram o efeito de vdrios agentes antimicrobianos contra
biofilme de E. faecalis cultivado em canais radiculares e observaram que em as ambas
as profundidades de 200 e 400 microns, nenhum crescimento foi observado para o
grupo de curcumina ativada pela luz, produzindo maior efeito que quando ativada por
agitacdo ultrassonica. Além das propriedades antimicrobianas, é importante que um
agente para aplicacdo endodontica, seja para irrigacdo ou como medicamento
intracanal, ndo apresente efeito citotéxico e se possivel, estimule a proliferacdo e
migracdao de células remanescentes em procedimentos de regeneracdo em dentes
permanentes jovens (Schneider et al., 2014).

A ampla comunica¢dao entre o canal radicular e os tecidos periapicais nestes
dentes imaturos, via forame apical, pode fornecer a vascularizacdo necessaria para
manter a viabilidade de células, como fibroblastos, células pulpares remanescentes,
células tronco e até células epiteliais da bainha de Hertwig, desde que os agentes
utilizados para tratamento endoddntico ndao sejam citotdxicos ou até promovam a sua
proliferacdo (Tsukiboshi et al.,, 2017). Mandrol et al. (2016) mostraram que a
curcumina foi capaz de manter a viabilidade celular e promover a proliferacdo de
fibroblastos da polpa dental mesmo em altas concentra¢gdes. Outros curcuminoides
também tem promovido efeito na re-epitelizacdo, aumento da neovascularizacdo e
aumento do padrao de migracdao de células, como fibroblastos e macréfagos em
modelos em animais (Sidhu et al., 1999). Quando atua como fotossensibilizante em
terapia fotodinamica, os parametros do LED influenciam diretamente na citotoxicidade
da curcumina. Estudo demonstrou que a citotoxidade da curcumina aumentou quando
fibroblastos gengivais humanos foram tratados mais de uma vez (2x de 30s) com PDT,
embora em menor tempo (Pourhajibagher et al., 2016).

Embora a curcumina seja um potente agente antimicrobiano e que ndo causa
toxicidade aos humanos, sendo tolerada até uma dose didria de 10g sem causar efeitos

adversos (Aggarwal et al., 2003), seu uso é limitado pela cor, falta de solubilidade na
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agua e relativa baixa absorc¢do e disponibilidade in vivo (Mishra et al., 2005; Cao et al.,
2014). Além disso, muito esforco tem sido feito para desenvolver drogas mais
potentes, eficientes e bem tolerado pelo organismo. Desta forma, modificacdes
quimicas sintéticas tem promovido o desenho de novos compostos a partir de
fitoterdpicos com potente atividade antibacteriana e minimos efeitos toxicos
(Polaquini et al., 2016; Polaquini et al., 2017). A diacetilcurcumina, um derivado da
curcumina sintetizado a partir da conversdo dos grupos hidroxila (—OH) por grupos
acetila (—OCOCH3) foi avaliado contra Mycobacterium tuberculosis (Changtam et al.,
2010) e contra biofilme de cepas resistentes de Staphylococcus aureus, apresentando
baixa toxicidade em Galleria mellonella larvae (Sardi et al.,, 2017). Outro estudo
demonstrou potente efeito inibitério de um andlogo de curcumina carboxilico
chamado 2d sobre diversas espécies Gram positivo, incluindo S. aureus resistente a
meticilina. Além disso, 2d apresentou menor efeito inibitério sobre células humanas
guando comparado as bactérias (Groundwater et al., 2017). Nao foram encontrados
estudos avaliando andlogos de curcumina, como agentes fotossensibilizantes em
terapia com LED, quanto ao seu potencial antimicrobiano, citotdxico ou indutor de
proliferacdo/migracdo celular. O objetivo desse estudo foi avaliar a acgdo
antimicrobiana e antibiofilme de analogos de curcumina, sob a influéncia ou ndo do
LED, sobre microrganismos de interesse endoddntico e sua influéncia sobre a

viabilidade, proliferacdo e migracao de fibroblastos.

2. Material e Métodos

Os experimentos descritos foram aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Odontologia de Aragatuba - FOA/UNESP. Processo (CAAE
#92946918.7.0000.5420) e (CEP 01195-2017).

2.1. Compostos quimicos e controles

Neste presente estudo, foram avaliados quanto a atividade antimicrobiana a
curcumina e 7 compostos analogos de curcumina cedidos pelo Prof. Dr. Luis Octavio
Regasini, coordenador do Laboratério de Quimica Verde e Medicinal, Departamento
de Quimica e Ciéncias Ambientais, do Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas

(IBILCE), UNESP, S3o José do Rio Preto. A sintese, purificacdo e identificacdo dos
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compostos foi realizada pela equipe do referido professor (principalmente pelo aluno
Ms. Carlos Roberto Polaquini) com apoio da FAPESP, processo 2016/06401-5. Os
andlogos de curcumina (curcuminoides) foram planejados como mostra a Figura 1, de
modo a verificar a influéncia da posicao de grupos doadores de elétrons sobre a
atividade antimicrobiana. Foram selecionados os grupos hidroxila (-OH) e metoxila (—
OCH3), os quais estdo presentes na estrutura da curcumina e o grupo acetila (-
OCOCHS3).

Os andlogos de curcumina foram sintetizados pela metodologia de Pabon com
pequenas modificacdos (Pabon, 1964; Konno et al., 2004, Polaquini, 2016). Para a
purificagdo dos compostos foram utilizadas técnicas de cromatografia em coluna de
fase normal e de permeacdo em gel. As estruturas dos analogos de curcumina foram
confirmadas por meio de técnicas espectroscépicas de Ressonancia Magnética Nuclear
de Hidrogénio (RMN de 1H) e Carbono Treze (RMN de 13C) em Espectrometro Bruker
Avance Il de 14,0 Tesla do Centro Multiusudrio de Inovacdo Biomolecular -
IBILCE/UNESP. A Figura 2 mostra a estrutura quimica dos analogos de curcumina e

seus analogos.

2.1.1. Preparo dos compostos e controles

A curcumina e seus andlogos foram diluidos em 5% de dimetilsulféxido, (DMSO
Sigma- Aldrich, St. Louis, MO, USA) na concentracdo de 30 mg/mL (solucdo estoque).
Como controle dos experimentos microbioldgicos foi utilizado o DMSO e o digluconato
de clorexidina (Farmacia Manipullis —Aragatuba, SP- Brasil) em dgua deionizada estéril
na concentracdo de 20 mg/mL (solucdo estoque) e posteriormente filtrada em filtro

Millipore 0.2 um (Kasvi, Curitiba-PR, Brasil).

2.2. Cepas microbianas padrao e condi¢des de crescimento

Para a avaliacdo das atividades antimicrobiana e antibiofilme dos compostos
foram utilizadas as seguintes cepas padrdo: Streptococcus mutans (ATCC 25175),
Lactobacillus casei (IAL#523), Actinomyces israelii (ATCC 12102), Enterococcus faecalis
(ATCC 51299) e Fusobacterium nucleatum (ATCC 25586). As cepas foram doadas pela
Fundacdo Oswaldo Cruz — FIOCRUZ, Rio de Janeiro. Os meios de cultura usados para

crescimento de cada espécie bacteriana foram os seguintes: Mitis Agar Salivarius Agar
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(Difco, Kansas City, MO, USA) com 0,2U/mL de bacitracina para S. mutans, MRS Rogosa
Agar (Difco) para L. casei, Brain Heart Infusion Agar — BHIA (Difco) para A. israelii e E.
faecalis. Para F. nucleatum, o meio utilizado foi BHIA contendo 5mg/L de hemina,
S5mg/mL de menadiona e 5% de sangue de carneiro desfibrinado. As placas foram
incubadas a 37°C em condicGes de anaerobiose para F. nucleatum (sistema de

anaerobiose AnaeroGen - Oxoid, Hampshire, UK) e para as demais a 37° C e 5% de CO,.

2.3. Coletas das amostras bioldgicas
2.3.1. Amostras clinicas de biofilme supra e subgengival

Amostras de biofilme supragengival e subgengival foram coletadas de 3 adultos
sauddaveis entre 20-30 anos, ap6s a devida aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa
em Humanos da FOA/UNESP. O biofilme supragengival foi coletado de dentes integros
(sem lesdes de carie ou presenca de doenca periodontal) seguindo metodologia
descrita por Yang et al. (2016), com o auxilio de alcas de plastico descartaveis estéreis
(Cral, Cotia, SP, Brasil) e o biofilme subgengival por meio de cones de papel estéreis (n°
25, Tanari, Manaus, AM, Brasil), nas faces mesial, distal, vestibular e lingual de
primeiros molares permanentes totalmente erupcionados. As amostras do biofilme
supra e subgengival do mesmo paciente foram inseridas em tubo contendo meio BHI

caldo e incubadas em condi¢des de anaerobiose a 37° C por uma semana.

2.3.2. Amostras clinicas de biofilme dos canais radiculares

Amostras de biofilme dos canais radiculares foram coletadas de 3 adultos
sauddveis entre 20-30 anos, apds a aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa em
Humanos da FOA/UNESP. O biofilme dos canais radiculares foi coletado de primeiros
molares permanentes com as paredes da cdmara pulpar intacta e estrutura dentdria
suficiente para realizacdo do isolamento absoluto, diagnosticados com periodontite
apical ou perirradicular (polpas necrosadas e presenca de lesdo radiolucida na regido
periapical e/ou perirradicular), seguindo a metodologia descrita por Rogas et al.
(2016). Apds o isolamento absoluto foi realizada uma desinfeccdo com clorexidina
0,12% do campo operatdrio. Os pacientes ja estavam sob tratamento endoddntico na
clinica de Endodontia da FOA - UNESP e foi realizada a coleta das amostras de todos os

canais radiculares com o auxilio de cones de papel estéreis (n° 25, Tanari, Manaus, AM,
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Brasil), uma Unica vez antes do inicio do tratamento, sem interferir no decorrer do
tratamento que estava sendo realizado. As amostras do biofilme dos canais radiculares
do mesmo paciente foram inseridas em tubo contendo BHI caldo e incubadas em

condi¢Oes de anaerobiose a 372 C por uma semana.

2.4. Triagem dos compostos quanto a atividade antimicrobiana
Determinacdo da Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) e Concentracdo Bactericida
Minima (CBM)

Cada analise descrita a seguir foi realizada em trés dias independentes.
Inicialmente, avaliaram-se todos os compostos sem a influéncia do LED e em seguida,
somente aqueles que apresentaram acao antibacteriana foram submetidos aos testes
de CIM e CBM novamente, porém sob acdo do LED. O controle positivo de cada
experimento foi o digluconato de clorexidina (CHX, Sigma-Aldrich, USA) e o controle
negativo foi o meio de cultura sem os compostos. Brevemente, curvas de crescimento
foram realizadas para cada microrganismo (S. mutans, E. faecalis, L. casei, A. israelii e
F. nucleatum) com a finalidade de identificar o nimero de horas necessarias para este
atingir sua fase de maior multiplicacdo celular (fase logaritmica ou exponencial). Os
ensaios de CIM foram medidos pelo método de microdiluicdo, baseados nas normas
do CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute - M7-A9, 2012) com algumas
modificacGes. Culturas das espécies bacterianas mencionadas no item 2.2 foram
repicadas em meio caldo BHI (Difco) por 24h ou mais, dependendo do tempo de
crescimento de cada microrganismo, a 37° C. Quando a cultura atingiu a metade da
fase logaritmica, as células foram separadas por centrifugacdo a 5000xg por 5 minutos
a 4° C. Estas foram lavadas e ressuspendidas em tampao fosfato de sédio — PB (10 mM,
pH. 6,8). Em seguida, o numero de células foi ajustado utilizando-se Mueller-Hinton
(MH) caldo 2x concentrado para obtenc¢do de 1-5 x10° UFC/mL (Unidades Formadoras
de col6nias/mL). Os compostos foram diluidos seriadamente em meio de cultura MH e
em seguida, inserida a cultura bacteriana com a concentracao ajustada.

Apds incubacdo por 24h a 37° C, as placas de microtitulacdo foram analisadas a
550nm em um leitor de Microplacas modelo 3550-UV (Biorad do Brasil) apés a
aplicacdo de uma solucdo de rezasurina (Sigma) a 5ug/mL por 3 horas. A CIM foi

definida como a menor concentracdo do composto ou clorexidina que ndo houve
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crescimento detectavel (coloracdo azul da viragem da resazurina). Os meios contendo
a CIM e duas concentragdes maiores foram diluidas seriadamente e plagueados em
MH &gar e incubados a 37° C por 48h para todos os microrganismos, exceto F.
nucleatum, incubado em anaerobiose por 5 dias. As colonias foram contadas com
auxilio de estereomicroscépio binocular (Labomed, USA) e determinado o niumero de
unidades formadoras de colénias (UFC)/mL. A CBM foi considerada quando o
composto eliminou mais de 99% das bactérias. Paralelamente, como mencionado,
todos esses ensaios foram repetidos em outras placas escuras com os compostos que
apresentaram CIM/CBM mantidos por 10 minutos (pré-irradiacdo) e em seguida,
expostos a irradiagdo com LED InGaN (nitreto de gdlio e indio (Kon-lux Kondortech
Dental Equipment Ltda., Sdo Carlos, SP, Brazil) com um comprimento de onda de 465-
485nm e poténcia de 600 mW/cm? (Neelakantan et al., 2015). A ponta do LED foi
posicionada perpendicularmente ao longo eixo dos pogos com area de 0,78 cm? com
poténcia de saida de 100mW/cm?, comprovada com medidor de poténcia (Power
meter Demetron Research Corp. Danbury, CT, EUA) e aplicado por 60 segundos,
totalizando uma densidade de energia de 7,69 J/cm?2. Houve uma distancia de dois
pocos (para cima/baixo/lados) para ndo haver a interferéncia do LED aplicado de um
poco para outro. Da mesma maneira, apds a irradiacdo do LED, as placas foram
incubadas por 24h e procedeu-se a determinagdao do CIM e CBM para os compostos,

sob a influéncia prévia do LED.

2.5. Efeito dos compostos sobre biofilme simples e misto
2.5.1. Avaliagdo da viabilidade do biofilme simples por contagem das UFC/mL

Os ensaios foram conduzidos em biofilmes isolados de E. faecalis, S. mutans, L.
casei, A. israelii e F. nucleatum. Todos os compostos foram avaliados na concentracao
de 0,625 mg/mL baseada nos resultados obtidos para CIM/CBM (a mais alta obtida).
Os ensaios de biofilme foram realizados de acordo com Massunari et al. (2017), com
n=5/experimento em trés dias independentes (n final=15). Inicialmente, as culturas
bacterianas foram centrifugadas a 5000xg a 4° C por 5 minutos e o sobrenadante
descartado. O pellet foi lavado duas vezes em solucdo salina e ressuspendido em BHI
caldo para ajuste da concentracdo inicial (1-5x10® UFC/mL). Microplacas de 96 pocos

de fundo em U foram pré-tratadas com 150 pL de saliva artificial (Composicdo: 800 mL
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de agua deionizada, 1,6 g de extrato de levedura, 4 g de peptona, 0,28 gde NaCl, 1,6 g
de glicose ou 3,2 g de sacarose, 0,16 g de CaCl,, 0,16 g de KCl e 0,8 g de mucina)
durante um periodo de 4 h a 37° C na estufa de 5% CO; (coating phase). Apbs o
periodo de incubacgao, a saliva foi removida e 20 uL de cada cultura bacteriana foram
inoculados em cada um dos pocos contendo 180 pL de caldo BHI suplementado com
0,5% de glicose. As placas foram incubadas a 37°C em uma atmosfera de 5% de CO,
por um periodo de 72h (biofilme inicial) ou por um periodo de uma semana (biofilme
maduro), havendo a troca do meio a cada 72h, nesse ultimo caso. E somente para F.
nucleatum, as placas foram incubadas em sistema de anaerobiose (Yang et al., 2016).

Ap0ds esse periodo, o meio de cultura foi removido e os pogos lavados com
solucdo salina estéril (NaCl a 0,9%) para subsequente adi¢cdo de 200 uL dos compostos
e controles em cada poco. Digluconato de clorexidina (10x CBM) foi considerada
controle positivo, bem como biofime em meio de cultura sem agentes
antimicrobianos como controle negativo. As microplacas foram incubadas durante
24h. Paralelamente, todos esses ensaios foram repetidos em outras placas com os
mesmos compostos sendo expostos a irradiacdo com LED por 60 segundos, com os
mesmos parametros descritos no item 2.5, seguida por incubagao por 24h. Apds esse
periodo, as solu¢des dos compostos/controles foram removidas, o biofilme foi lavado
com solugdo salina por 1 min e em seguida, 100 puL de nova salina foi inserida nos
pogos e o biofilme mecanicamente removido, diluido seriadamente e plaqueado em
meio BHI agar. As placas foram incubadas por 48h para posterior determinacdo do

numero de UFC/mL.

2.6. Avadliagdo da viabilidade dos biofilmes multiespécies por microscopia confocal
2.6.1. Preparo dos espécimes de dentina e contaminag¢do bacteriana

O ensaio de biofilme misto para analise em Microscopia Confocal foi realizado
de acordo com Ma et al. (2011). As amostras (n=3/grupo/tipo de biofilme) foram
preparadas a partir de raizes de incisivos bovinos. Esses dentes foram mantidos em
solucdo de NaOCl 0.01% antes do uso. Um bloco de dentina radicular com
comprimento de 4mm foi seccionado horizontalmente de cada dente a 1 mm de
distancia da juncdo cemento-esmalte com um disco de diamante de 0.6 mm (Isomet

5000; BuehlerLtd, LakeBluff, IL) a 1000 rpm sob irrigacdo com agua. Em cada bloco de
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dentina cilindrico foi realizado um pequeno sulco no meio do espécime com auxilio de
uma broca esférica pequena (Tulsa Dentsply) em baixa rota¢do e entao fraturados em
duas metades semi-cilindricas. As superficies externas das metades semi-cilindricas
foram desgastadas com lixa de papel carbide com gramatura de 600 (Carbine,
BuehlerLtda) até uma espessura padrdo de 2 mm e para remover o cemento da
superficie radicular. Os espécimes de dentina foram entdo desgastados com broca fina
a 300rpm até atingirem o seguinte tamanho: 4x4x2 mm. A camada de smear layer de
ambos os lados da espécie foi removida pela imersao em solu¢do com EDTA 17% por 4
minutos em banho ultrassénico. Em seguida, os espécimes foram lavados por 1 min
com agua destilada, esterilizados e inseridos em um microtubo com o lado do canal
(pulpar) para cima. Qualquer gap entre o espécime e a parede interna do microtubo
foi selado com resina composta e polimerizada por 20s. A contaminacdo dos
espécimes de dentina radicular foi realizada com: 1) o pool das culturas de biofilme
supra/subgengival (item 2.3.1) e 2) pool das culturas de biofilme dos canais radiculares
dos voluntdrios (item 2.3.2). As culturas foram centrifugadas e o nimero de UFC foi
ajustado em 3x 10° UFC/mL. Nos microtubos com os espécimes de dentina, foram
inoculados 500 pL da cultura microbiana em meio BHI caldo. Os microtubos foram
centrifugados em 1400xg, 2000xg, 3600xg e 5600xg nessa sequéncia, duas vezes cada,
por 5 minutos. Uma aliquota fresca da cultura microbiana foi adicionada entre cada
centrifugacdo e a antiga descartada. Todos os microtubos foram incubados a 37° C por
14 dias, em condi¢Oes de anaerobiose. A troca do meio de cultura foi realizada 1 vez

por semana.

2.6.2. Desinfecgdo dos espécimes de dentina

Os espécimes de dentina foram removidos dos microtubos e lavados com agua
destilada estéril por 1 minuto. As superficies externas (lado do cemento) dos
espécimes foram revestidas com esmalte para unha. Os espécimes foram
randomizados e divididos em grupos: 1) controle 1 - agua estéril; 2) controle 2 - CHX
(0,5 mg/mL), 3) Curcumina 0,625mg/mL; 4) Curcumina 0,625 mg/mL com LED; 5) PCR-3
OH 0,625 mg/mL; 6) PCR-3 OH 0,625mg/mL com LED. Cada espécime foi imerso em
350 pL de cada solugao por 48h, com agitac¢do inicial de 1h. Todos os grupos com LED

foram repetidos em placas diferentes seguindo os mesmos parametros descritos no
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item 2.5. Em seguida, os espécimes foram lavados com agua estéril por 1 minuto e
entdao fraturados em duas novas metades para observagdo da superficie

longitudinalmente aos canais dentinarios visiveis por Microscopia Confocal.

2.6.3. Andlise em Microscopia Confocal de Varredura a Laser

As anadlises em Microscopia Confocal foram realizadas na Faculdade de
Odontologia de Piracicaba — FOP/UNICAMP. Os espécimes de dentina fraturados foram
corados com o corante fluorescente LIVE/DEAD Bac Light Bacterial Viability stain
(Molecular Probes, Eugene, OR) contendo SYTO 9 e propidium iodide, de acordo com
as instrucdes do fabricante e entdo, lavados com solug¢do salina por 1 min. Os
comprimentos de excitagdo/emissdo foram 480/500 nm para SYTO 9 e 490/635 nm
parapropidiumiodide. Dois espécimes ndo infectados foram corados com o mesmo
protocolo e usados como controle negativo. A fluorescéncia das células coradas foi
avaliada em microscopia confocal (Leica TCS SP5, Microsystems GmbH) e as imagens
2D adquiridas pelo software LAS AF Leica Microsystems usando a resolugao de
1024x1024 pixels. A proporgao de células mortas nas imagens 2D foi determinada pela
contagem de células mortas (coradas em vermelho) sobre a contagem total de células
(vivas — em verde + mortas — em vermelho) utilizando o programa Image J 1.48 (NIH,

Bethesda, MA, USA).

2.7. Efeito dos compostos sobre a viabilidade de fibroblastos
2.7.1. Cultivo celular

Os fibroblastos da linhagem L-929 foram cedidos pelo Profa. Dra. Denise
Madalena Palomari Spolidorio da FOAr/UNESP e cultivados de acordo com Caiaffa et
al. (2017). Os fibroblastos foram cultivados em Meio de Eagle Modificado por Dulbecco
(DMEM; Gibco, Grand Island, NY, EUA) suplementado com 10% de soro bovino fetal
(FBS; Gibco) e 100 Ul/mL de penicilina, 100 pg/mL de estreptomicina e 2 mmol/L de
glutamina (Gibco) em incubadora umidificada com 5% de CO, e 95% de ar a 37° C
(Isotemp Fisher Scientific, Pittsburgh, PA, EUA). As culturas celulares foram
subcultivadas a cada 2 dias até atingir a formacdao de uma monocamada com um

numero adequado de células para os ensaios subsequentes.
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2.7.2. Andlise da viabilidade celular

Este ensaio foi conduzido conforme estudo de Caiaffa et al. (2017). As células
foram submetidas ao tratamento com tripsina (TrypLETM Express, Life Technologies
Inc.) por 5 min a 37° C. Em seguida, apds adicdo de DMEM, as células foram colhidas
por centrifugacdo (3000xg por 5 min), suspensas em meio DMEM fresco, semeadas em
uma microplaca de 96 pocos (200uL/poco, 5x10° células/mL) e incubadas por 24h a 37°
C numa atmosfera com 5% de CO, para permitir a aderéncia celular antes da
estimulacdo. Em seguida, as células foram estimuladas com os compostos curcumina e
seu analogo PCR-3 OH por 24h, em concentracdes decrescentes (0,625 — 0,004 pg/mL).
O controle do experimento foi o DMEM. Paralelamente, todos esses ensaios foram
repetidos em outras placas com os mesmos compostos expostos a irradiacdo com LED
com 0s mesmos parametros descritos no item 2.5. O ensaio colorimétrico de
metiltetrazélio (MTT) foi utilizado para avaliar o metabolismo celular pela
demonstracdo citoquimica da atividade da desidrogenase succinica (SDH), que é uma
medida da respiracdo mitocondrial das células.

Apds o periodo de 24h, o meio de cultura foi aspirado e 90uL de DMEM fresco
(sem soro fetal bovino) e 10uL de solugdo de MTT (5 mg/mL em solugdo salina
tamponada com fosfato) (Sigma-Aldrich) foram adicionados e incubados a 37° C por
4h. Posteriormente, o meio de cultura com solugcdo de MTT foi aspirado e os cristais de
formazan, resultantes da clivagem do anel de sal MTT pela enzima SDH, foram
solubilizados com solucdo de isopropanol acidificado (0,04 N HCI). Utilizou-se um leitor
de microplacas (BIO-RAD, modelo 3550-UV, Hercules, CA, EUA) para avaliar a
viabilidade celular proporcional ao valor de absorbancia determinado por
espectrofotometria a um comprimento de onda de 570nm. Os valores obtidos foram
calculados para fornecer um valor Unico para cada po¢o. As médias foram calculadas
para os grupos e transformadas em porcentagens de viabilidade celular em relacdo ao

controle negativo (DMEM), que foi definido como tendo 100% de metabolismo celular.

2.8. Efeito sobre a proliferacdo celular
Os ensaios de proliferacdo celular foram conduzidos como descrito no item
2.7.2., porém somente com os compostos nas concentragdes consideradas ndo

citotoxicas pelo teste de MTT (0,019; 0,009; 0,004ug/mL, com e sem LED). As células
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foram coletadas nos tempos 6h, 12h e 24h apds a exposi¢cdo e coradas com azul de
trypan (Life Technologies) e a contagem das células foi realizada por meio de uma

contadora digital (Biorad) (Gaudin et al., 2018).

2.9. Efeito sobre a migragao celular

Os ensaios de migracao celular foram conduzidos como descrito no item 2.7.2.,
porém, em uma placa contendo um dispositivo em forma de pino (VP Scientific VP-
408FH, San Diego, CA) inserido em cada po¢o e somente com os compostos nas
concentracdes consideradas ndo citotoxicas pelo teste de MTT (0,019; 0,009;
0,004pug/mL, com e sem LED). Esse dispositivo foi utilizado para criar dreas
padronizadas no centro dos pocos onde ndao houve crescimento celular (areas de
“feridas”). Apds 24h, o dispositivo foi removido de cada poco delicadamente e os
pocos foram expostos a acdao dos antimicrobianos por 24h. Apds esse periodo, os
pocos foram lavados com PBS e as células fixadas com solucdo de 3,7% de formaldeido
+ 0,2% de Tritox-X100, 1X PBS por 30 min. Em seguida, as células foram coradas com
0,25% azul de Coomassie + metanol 50% e acido acético a 10% e deixadas para secar.
As placas foram fotografadas e analisadas pela contagem de células que migraram a
partir da adrea da ferida para o centro dela por meio do programa NIH-Image J e os
valores expressos % de células em relagao ao controle (DMEM -100%) (San Miguel et

al., 2011).

2.10. Analise dos resultados

Os dados de contagem microbiana (UFC/mL) foram transformados em logaritmos
(log (UFC/mL) e adicionado +1 pois algumas amostras apresentaram valores iguais a
zero. Os dados obtidos para metabolismo celular (método MTT) e migragao foram
transformados em porcentagem (%), considerando a média do controle (sem
antimicrobianos) como 100%. Os dados que apresentaram distribuicdo normal foram
analisados por ANOVA (One-way/Two-ways ou Two-way) seguido pelo teste de Tukey.
Os dados de migracdo ndo apresentaram distribuicdo normal e foram analisados pelos

testes de Kruskal-Wallis seguido de Mann-Whitney.
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3. Resultados
3.1. Determinag¢do da Concentrag¢do Inibitéria Minima (CIM) e Concentragdo
Bactericida Minima (CBM)

A curcumina, seus sete andlogos e o controle CHX foram testados quanto a
sua ac¢ao antibacteriana por meio de ensaios de CIM e CBM para as espécies
bacterianas, conforme descrito no item 2.4. Destes, o composto PCR-3 OH foi o Unico
gue apresentou efeito bactericida para todas as cepas bacterianas deste estudo. O
controle CHX apresentou efeito bactericida para todos as bactérias, com CIM/CBM
variando entre 0,0006 e 0,005 mg/mL.

A Tabela 1 mostra os valores de CIM e CBM obtidos para a curcumina e seu
analogo PCR-3 OH contra as espécies bacterianas selecionadas. Os demais compostos
ndo apresentaram efeito bactericida contra as espécies avaliadas e nao foram incluidos
na tabela. Tanto a curcumina quanto o seu analogo PCR-3 OH apresentaram valores de
CIM/CBM variando entre 0,019 e 0,625 mg/mL, na presen¢a ou auséncia do LED.
Contudo, PCR-3 OH teve melhor efeito inibitério/bactericida para todas as espécies,
com valores de CIM/CBM menores que a curcumina. Apds a irradiacdo com LED, os
valores de CIM de PCR-3 OH foram reduzidos para todas as espécies, exceto para F.
nucleatum. Para os valores de CBM, PCR-3 OH teve melhor efeito quando irradiado
com LED contra S. mutans, L. casei e A. israelli. Os melhores efeitos antibacterianos do

composto PCR-3 OH foram observados contra E. faecalis, S. mutans e A. israelii.

3.2. A¢ao dos compostos sobre biofilme simples

As Figuras 3A-E mostram o efeito da curcumina e PCR-3 OH sobre a viabilidade
do biofilme inicial (72h) de todas as espécies testadas (S. mutans, E. faecalis, A. israelii,
L. casei e F. nucleatum). Ambos os compostos reduziram o crescimento dos biofilmes,
quando comparados ao controle (meio de cultura sem antimicrobianos), independente
da presenca do LED. Quando irradiados, melhor efeito de ambos os compostos foi
observado contra E. faecalis (reducdo de 2,6 a 3,1 logio) e F. nucleatum (reducdo de 1-
1,1 logio), com diferenca estatistica quando comparados com os mesmos compostos
nao irradiados (p<0,05). J& para o biofilme maduro (1 semana), representado nas
Figuras 4A-E, novamente ambos os compostos, na presenga ou ndo de LED, reduziram

estatisticamente o crescimento bacteriano, quando comparados ao controle. O
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biofilme de A. israelii foi completamente eliminado na presenca dos dois compostos,
irradiados ou nao por LED. Houve diferenca estatistica somente para PCR-3 OH quando
foi exposto ao LED contra as bactérias L. casei e F. nucleatum (reducdo de 1,24 — 1,34
logio), quando comparado ao mesmo composto sem exposi¢ao. Independente do tipo
de biofilme (inicial ou maduro), os compostos tiveram melhor efeito contra A. israelii,
seguido por S. mutans. O controle CHX (0,5 mg/mL) eliminou o biofilme de todas as

espécies testadas.

3.3. A¢ao dos compostos sobre biofilmes multiespécies

As Figuras 5A e 5B mostram o efeito da curcumina e PCR-3 OH sobre biofilmes
multiespécies formados por 14 dias no interior dos tubulos dentinarios radiculares, a
partir de amostras de biofilme supra+subgengival ou de canais radiculares necrosadas,
respectivamente. Na Figura 5A, ambos os compostos reduziram significativamente o
biofilme quando comparados ao controle sem tratamento, sendo que melhor efeito foi
observado para PCR-3 OH com 70,5% de células mortas comparada a curcumina com
54,1%. Houve diferenca estatistica comparando os compostos irradiados ou ndo por
LED, com melhor efeito na presenca do LED (76,5% de células mortas) para PCR-3 OH.
A Figura 5B mostra que os compostos também reduziram o biofilme multiespécies
obtidos a partir de amostras de canais radiculares, sendo que para ambos os
compostos, o melhor resultado foi verificado na presenca do LED (45,8% PCR-3 OH e
48,24% CUR de células mortas). O controle CHX teve efeito similar a curcumina. As
Figura 6 e Figura 7 mostram imagens 2-D de microscopia confocal representativas dos
biofilmes multiespécies formados a partir de biofilme supra/subgengival ou de canais
radiculares com polpa necrosada, respectivamente, e tratados com curcumina e PCR-3
OH (sob ac¢do ou ndo do LED), além do controles CHX (0,5 mg/mL) e espécimes sem

tratamento.

3.4. Efeito dos compostos sobre a viabilidade dos fibroblastos

A Figura 8 mostra a porcentagem (média/desvios-padrdo) de células vidveis da
linhagem L-929 frente a exposicdo aos compostos curcumina e PCR-3 OH, na presenca
ou ndo do LED, por 24h. Abaixo da concentragdo 0,039 ug/mL foi possivel observar

aumento da viabilidade celular na presenca dos compostos, sendo que a curcumina foi
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considerado citocompativel na concentracdo 0,039 pg/mL e PCR-3 OH na concentragdo
0,019 pg/mL. Houve reducdo significativa na viabilidade celular, quando os compostos
foram irradiados com LED nas concentragdes 0,039 e 0,019 pg/mL. Abaixo de 0,009
pg/mL ndo foram observadas diferengas estatisticas entre os compostos,

independente da presenca do LED.

3.5. Efeito dos compostos sobre a proliferacdo dos fibroblastos

A Figura 9 mostra a contagem de células (x10°) nos grupos apds 6, 12 e 24h de
exposicdo aos compostos. Nota-se primeiramente que ndo houve diferenca entre o
controle e os tratamentos realizados considerando cada tempo e irradiagdao com LED,
exceto PCR-3 OH 0,004 ug/mL e CUR 0,004 pg/mL sem LED, que estimularam maior
proliferacdo que no grupo controle. A presenca do LED reduziu estatisticamente a
proliferagdo celular, independente do composto ou concentragao, inclusive o controle

nas primeiras horas (6 e 12h).

3.5. Efeito dos compostos sobre a migragao dos fibroblastos

A Figura 10 apresenta a porcentagem de células em relagdo ao controle DMEM que
migraram apés 24h de exposicdo aos tratamentos. De forma geral, os compostos
reduziram a capacidade de migracdo dos fibroblastos (considerando que o controle foi
100%), sendo que as concentracdes mais altas de CUR (0,019 e 0,009 pg/mL)
reduziram estatisticamente a migracao celular quando comparadas ao composto PCR-
3 OH, independente da concentragao ou presencga de LED. A presenca do LED interferiu
negativamente no efeito do PCR-3 OH, mas o mesmo nao foi observado para a CUR. A
Figura 11 apresenta imagens representativas dos ensaios de migragcdao, mostrando o
efeito dos compostos sobre a capacidade de migrar para a area da “ferida”. Nota-se
gue PCR-3 OH teve efeito melhor comparado a CUR, porém, ambos n3dao foram
superiores ao controle DMEM. O LED, nos parametros testados, parece interferir na

migracao celular, principalmente de PCR-3 OH.

4. Discussao
O tratamento endodéntico tem por principio a eliminacado das bactérias presentes

nos canais radiculares por meio de um processo quimico-mecanico. Por vezes, é
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possivel ocorrer a persisténcia desses microrganismos, levando a ocorréncia ou a
recidiva de lesdes periapicais. O emprego de curcumina como medicamento em
Endodontia, seja para irrigacdo ou curativo de demora, poderia ser uma alternativa,
visto que muitos estudos tém mostrado suas multiplas fungdes, como agente
antimicrobiano, antioxidante, anti-inflamatério e ainda por apresentar capacidade de
induzir diferenciacdo e migracao celular, de estimular células osteoblasticas e induzir
mineralizacdo (Yamaguchi et al., 2012; Receno et al.,, 2015; Wang et al., 2015).
Contudo, devido a algumas limitagbes em suas propriedades, como a cor e a
solubilidade, pequenas alteracdes em radicais da estrutura quimica da curcumina
poderiam gerar andlogos que contornassem essas deficiéncias, tivessem suas
propriedades terapéuticas aumentadas, sem afetar sua capacidade como
fotossensibilizante, interessante para aplicagao em terapia fotodinamica (PDT).

No presente estudo, dos 7 compostos analogos de curcumina sintetizados, PCR-3
OH foi o Unico composto que apresentou atividade bactericida quando testado sobre
as bactérias de interesse endodontico selecionadas. Seu efeito foi potencializado na
presenca do LED, variando entre as espécies bacterianas. A curcumina teve efeito
bactericida para as espécies S. mutans, A. israelii, L. casei e F. nucleatum, e em algumas
delas, foi independente do LED. Merigo et al. (2019) detectaram reducdo da suspensdo
de S. mutans em 27,7% quando tratado com curcumina a 100 uM que aumentou para
78,92-99,26% quando associado ao LED azul (405nm) de 10 a 30 J/cm?2. Mahdi et al.
(2015) expuseram suspensdes de P. gingivalis e F. nucleatum a LED (440-480nm) em
combinagdo com eritrosina, curcumina (60 M) ou perdxido de hidrogénio por 5min e
observaram efeito superior da curcumina sobre F. nucleatum e similar ao peréxido de
hidrogénio para P. gingivalis, mostrando que a curcumina apresenta efeito semelhante
também sobre bactérias Gram negativas. Os principais mecanismos de acdo da
curcumina sdo a inibicdo do acumulo do protofilamento Z (FtsZ) que perturba a sintese
de parede celular e a producdo de perdéxido de hidrogénio que é tdéxico para as
bactérias (Rai et al.,, 2008). Os analogos de curcumina, diacetilcurcumina e
3,3’dihidroxicurcumina (PCR-3 OH), foram testados previamente e apresentaram
efeito bactericida contra S. aureus (Sardi et al., 2017) e E. faecalis/ S. aureus/ Bacillus
subtilis (Polaquini et al., 2019), respectivamente. Recentemente, Polaquini et al. (2019)

avaliaram o mecanismo de acdo da dihidroxicurcumina (ou PCR-3 OH) e notaram fraca
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inibicdo da divisdo celular e maior efeito sobre a membrana, levando a crer que esse
andlogo de curcumina pode levar a disruptura da membrana bacteriana.

Quando a curcumina e PCR-3 OH foram avaliados sobre biofilmes simples iniciais
(72h) ou maduros (uma semana), ambos os compostos reduziram o crescimento dos
biofilmes, independente da presenca do LED. Entretanto, quando irradiados, o efeito
dos compostos variou de acordo com a espécie bacteriana, sendo que A. israelii e S.
mutans foram os mais sensiveis. A diacetilcurcumina, um derivado da curcumina
sintetizado a partir da conversao dos grupos hidroxila (—OH) por grupos acetila (—
OCOCH3), causou reducdo significante do biofilme (de até 63% na concentracdao 100x
CIM) de cepas resistentes de Staphylococcus aureus (Sardi et al., 2017). Biofilmes de
espécies de Candida foram reduzidos significantemente quando tratados com
curcumina em associacdo com LED (com tempo de pré-irradiacdo de 4 a 8 minutos)
(Andrade et al., 2013).

No presente estudo, ambos os compostos reduziram significativamente o biofilme
dos tubulos dentindrios quando comparados ao controle sem tratamento, sendo que
melhor efeito foi observado para PCR-3 OH eliminando mais de 70% dos
microrganismos obtidos do biofilme supra/subgengival e 45,8% daqueles provenientes
do biofilme de canais radiculares com polpa necrética. Oda et al. (2019) avaliaram o
efeito dos seguintes tratamentos: PDT com azul de metileno + laser diodo (PDT
padrdo); curcumina, LED por 5 min e curcumina 20 uM com LED (k = 450-470 nm e
poténcia de 1200+200 mW/cm? ) por 5min sobre biofilme de E. faecalis formados em
tubulos dentinarios de incisivos bovinos por meio de corante Live/Dead e microscopia
confocal e notaram que uma reducado significativa na viabilidade bacteriana ocorreu na
seguinte ordem: somente LED (em torno de 25%) < somente curcumina (em torno de
50%) < curcumina + LED = PDT padrdo (em torno de 70%). Nao foram encontrados
trabalhos sobre o efeito de analogos de curcumina sobre biofilmes mistos.

A citocompatiblidade do composto PCR-3 OH foi observada em concentracao
inferior a curcumina e a presenc¢a do LED afetou a viabilidade dos fibroblastos para
ambos os compostos. Ribeiro et al. (2013) verificaram que a atividade metabdlica de
fibroblastos L929 foi reduzida em 68,1%, 75,1% e 80% na presenca de 5, 10 e 20uM de
curcumina em combinac¢do com LED a 37,5 J/cm?. Os autores observaram ruptura na

membrana citoplasmatica e morte celular possivelmente por necrose. Bruzel et al.
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(2005) notaram que a PDT usando curcumina a 13,5 uM em combina¢cdo com LED a 6
J/cm? resultou em 80% de morte celular e menos de 20% de morte celular por
apoptose. Pourhajibagher et al. (2016) avaliaram a viabilidade de fibroblastos gengivais
humanos expostos a diferentes concentragdes de curcumina (3, 4, 5, 10 e 20mM) e
tempos de exposicdo de LED (30s, 60s, 2x30s com intervalo de 1min, 5 min) e notaram
que a curcumina reduziu significantemente a Vviabilidade das células com
concentra¢des acima de 10 mM e quando expostas ao tempo de 2x30s, mostrando
que baixas concentragdes de curcumina e maior frequéncia de exposi¢ao, mesmo em
menor tempo, aumentam a toxicidade da PDT com curcumina. Em estudo recente,
3,3’dihidroxicurcumina apresentou efeito téxico moderado sobre diferentes células
humanas do figado e pulmao, similar a curcumina (Polaquini et al., 2019).

Estudos tém mostrado a capacidade da curcumina em auxiliar no reparo e
cicatrizacdo tecidual (Sidhu et al.,, 1998; 1999). Animais tratados com curcumina
apresentaram re-epitelizacdo mais precoce, melhoraram a neovascularizacao,
aumentaram o padrao de migracdo de células envolvidas na cicatrizacdo de feridas
como miofibroblastos, fibroblastos e macréfagos, além de apresentarem aumento no
conteudo de coldgeno (Sidhu et al., 1999). No presente estudo, CUR 0,004 pg/mL e seu
andlogo PCR-3 OH 0,004 pg/mL estimularam maior proliferagdo dos fibroblastos que
no grupo controle, entretanto, os demais grupos nao tiveram diferenca do controle.
Para a migracdo, nenhum grupo foi superior ao controle (DMEM — 100%), somente
PCR-3 OH (sem LED) se aproximou do controle (medianas entre 70,24% e 85,18%).
Corroborando com nosso estudo, San Miguel et al. (2011) avaliaram a migracdo de
fibroblastos gengivais humanos apds a aplicacdo de combinacdo de agentes
antioxidantes como resveratrol, acido ferulico, foretina e tetrahidrocurcumindides e
notaram diferenca no padrdo de migracdo celular somente entre as concentracdes dos
compostos, porém, nenhum grupo produziu maior migracdo que o controle.

De forma geral, neste estudo, a presenca do LED ndo teve efeito benéfico sobre
a proliferacdo e migracao celular, independente do composto ou de sua concentracao.
De maneira similar, Mamalis et al. (2015) investigaram o efeito do LED azul de 5 a 80
JJcm? sobre fibroblastos da pele humana e notaram que este reduziu
significativamente a proliferagdo celular (de 8,4 a 55,5%) e a velocidade de migragao

(de 95+7.0% a 32,3+1.9%) de maneira dose-dependente, em comparacdo ao
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controle. Os mesmos autores mostraram que a irradiagdo com LED azul resultou em
aumento na geracao de espécies reativas de oxigénio (ROS), de maneira também dose
dependente, o que pode acarretar em danos no DNA celular. Como visto no presente
estudo, Mamalis et al. (2015) também notaram uma reduc¢do na prolifera¢cdo, sem
necessariamente significante reducdo na viabilidade celular. Essas alteracbes na
contagem final das células pode ser resultado da modulagdo no ciclo celular, aumento
da autofagia e/ou apoptose. E possivel que a luz azul gerada pelo LED tem aspectos
biologicamente relevantes similares a luz UVA, tais como a gera¢do de ROS e efeitos
imunomodulatdrios, devido a proximidade da UVA e luz azul no espectro
eletromagnético (Mamalis et al., 2015). Neste estudo, as concentracdes testadas de
curcumina e seu analogo possivelmente ndo mostraram efeito antioxidante suficiente
para controlar ROS geradas pelo LED. Estudos futuros sdo necessarios para avaliar
outros parametros do LED e explorar a capacidade antioxidante dos curcuminoides de
forma que possam reverter ou prevenir os efeitos negativos do LED sobre a

proliferagcdo e migragao celular.

5. Conclusao

O andlogo PCR-3 OH apresentou atividade bactericida e efeito sobre biofilmes
simples e multiespécies de bactérias de interesse endodontico superior ao composto
original curcumina, principalmente sob a¢do do LED. Entretanto, sua
citocompatiblidade foi inferior a da curcumina. A presenca do LED afetou a viabilidade,
proliferacdo e migracao dos fibroblastos, mostrando que os parametros de uso para

fins antimicrobianos precisam ser adequados para aplicacdo em células eucaridticas.
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Tabelas

Tabela 1. Valores de CIM (CBM) (em mg/mL) para os compostos curcumina e PCR-3 OH

Curcumina PCR-3 OH
Bactérias CHX
Sem LED Com LED Sem LED Com LED
>0,625 >0,625 0,078 0,019 0,0025
E. faecalis
(>0,625) (>0,625) (0,078) (0,019) (0,0025)
0,625 0,625 0,078 0,019 0,0006
S. mutans
(0,625) (0,625) (0,156) (0,019) (0,0012)
0,019 0,019 0,625 0,039 0,0050
A. israelii
(0,039) (0,039) (>0,625) (0,039) (0,0050)
0,625 0,312 0,156 0,312 0,0025
L. casei
(0,625) (0,625) (0,625) (0,625) (0,0050)
0,156 0,156 0,156 0,156 0,0006

F. nucleatum
(0,312) (0,312) (0,156) (0,156) (0,0006)
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Figura 1. Planejamento das estruturas quimicas dos analogos de curcumina.
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46



47

E. faecalis A

12

10
8 -
4
2 -
0 T T

PCR-3 OH PCR-3 OH CUR Controle
LED LED

Contagem bacteriana
Log (UFC/mL)
o

Contagem bacteriana
Log (UFC/mL)
o

[
~

=
o

®

o

~

(=)

A. israelii

T T
PCR-3 OH PCR-3 OH CUR
LED

CUR
LED

Controle

S. mutans C

b
10
a
8,
a 2 i

4

2 4

0 T r T T

PCR-3 OH PCR-3 OH CUR CUR Controle
LED LED

-
~
-

Log (UFC/mL)
o
Contagem bacteriana
Log (UFC/mL)

Contagem bacteriana

~

=
o

Y

L. casei

PCR-3 OH PCR-3 OH
LED

CUR
LED

Controle

F. nucleatum

4
2 4
0

= -
© 15) ~

Contagem bacteriana
Log (UFC/mL)
o

PCR-3 OH PCR-3 OH
LED

CUR Controle
LED

Figura 3A-E. Efeito dos compostos PCR-3 OH e curcumina sobre biofilmes simples

iniciais (72h), na presenca ou ndo de LED. O controle foi realizado somente sem LED.

Concentragdo PCR-3 OH/curcumina = 0,625mg/mL.

Dados apresentados em médias/desvios-padrao.

2 Letras minusculas diferentes mostram diferencga estatistica entre os grupos, segundo

ANOVA e teste de Tukey (p<0,05)
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Figura 4A-E. Efeito dos compostos PCR-3 OH e curcumina (CUR) sobre biofilmes

simples maduro (1 semana), na presenca ou ndao de LED. O controle foi realizado

somente sem LED. Concentra¢do PCR3-OH/CUR =0,625mg/mL.

Dados apresentados em médias/desvios-padrao.

2 Letras minusculas diferentes mostram diferencga estatistica entre os grupos, segundo

ANOVA e teste de Tukey (p<0,05)
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Figura 5A-B. Efeito do composto PCR-3 OH e curcumina (CUR) sobre biofilme misto (a

partir de amostras de biofilme supra/subgengival humano) formado no interior dos

tubulos dentindrios. Concentragdo PCR3-OH/CUR = 0,625mg/mL.

Dados apresentados em médias/desvios-padrao.

@ Letras minusculas diferentes mostram diferencga estatistica entre os grupos, segundo

ANOVA e teste de Tukey (p<0,05)
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Figura 6A-F. Imagens 2-D obtidas em microscopia confocal representativas dos
biofilmes multiespécies formados no interior dos canais radiculares a partir de
amostras de biofilme supra e subgengival humano. A — controle; B — tratamento com
CHX 0,5 mg/mL; C — Tratamento com PCR-3 OH 0,625 mg/mL; D — Tratamento com
PCR-3 OH 0,625 mg/mL, sob acdo do LED; E — Tratamento com curcumina 0,625

mg/mL; F — Tratamento com curcumina 0,625 mg/mL, sob acdo do LED.



o1

Figura 7A-F. Imagens 2-D obtidas em microscopia confocal representativas dos
biofilmes formados no interior dos canais radiculares a partir de amostras de canais
radiculares humanos com necrose pulpar. A — controle; B — tratamento com CHX 0,5
mg/mL; C — Tratamento com PCR-3 OH 0,625 mg/mL; D — Tratamento com PCR-3 OH
0,625 mg/mL, sob acdo do LED; E — Tratamento com curcumina 0,625 mg/mL; F —

Tratamento com curcumina 0,625 mg/mL, sob a¢do do LED.
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Figura 8. Efeito dos compostos PCR-3 OH e curcumina (CUR) sobre viabilidade de
fibroblastos da linhagem L-929. Dados apresentados em médias/desvios-padrao.
@ Letras minusculas diferentes mostram diferenca estatistica entre os grupos,
considerando cada concentracdo separadamente, segundo ANOVA e teste de Tukey

(p<0,05)
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Figura 9. Efeito dos compostos PCR-3 OH e curcumina (CUR) sobre a proliferacdo de fibroblastos
da linhagem L-929. Dados apresentados em médias/desvios-padrido. Controle=DMEM
2 Letras minusculas diferentes mostram diferenca estatistica entre os grupos, considerando cada

concentragdo separadamente, segundo ANOVA e teste de Tukey (p<0,05).
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Figura 10. Box-plot representando as porcentagens de migracao celular (em relacdo ao
controle — DMEM 100%), apds estimulo com os compostos PCR-3 OH e Curcumina
(CUR) por 24h.

@ Letras minusculas diferentes mostram diferenca estatistica entre os grupos,
considerando cada concentracdo separadamente, segundo os testes de Mann-Whitney
(p<0,05).

Nota: Barras indicam valores minimos e maximo. Caixas indicam quartis menores e

maiores (25-75%). A linha do meio das caixas indica a mediana.
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0,019ug/mL 0,009ug/mL 0,004pg/mL

PCR-3 OH

PCR-3 OH LED

CUR

CUR LED

Figura 11A-N. Imagens representativas obtidas por microscopia de luz invertida e
coloracdo com azul de Coomassie de ensaios de migracdo com células L-929
submetidas aos tratamentos por 24h. A: PCR-3 OH 0,019ug/mL; B: PCR-3 OH
0,009ug/mL; C: PCR-3 OH 0,004pg/mL; D: PCR-3 OH 0,019ug/mL LED; E: PCR-3 OH
0,009pg/mL LED; F: PCR-3 OH 0,004pg/mL LED; G: CUR 0,019ug/mL; H: CUR
0,009ug/mL; I: CUR 0,004pug/mL; J: CUR 0,019ug/mL LED; K: CUR 0,009ug/mL LED; L:
CUR 0,004pg/mL LED; M: DMEM Oh; N: DMEM 24h.
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testes n&o parameétricos, como Kruskal-Wallis e Mann-Whitney. Todas as analises ser3o realizadas
considerando nivel de significancia de 5%.

Objetivo da Pesquisa:

Avaliar a ag&o antimicrobiana/antibiofiime de analogos ou hibridos de curcumina sobre microrganismos de
interesse endoddntico. _ '
Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

O projeto oferecera riscos minimos aos pacientes, uma vez que esta pesquisa tem por objetivo somente
coletar a placa bacteriana (supra ou subgengival) de pacientes saudaveis e coletar a placa do canal
radicular de dentes sem vitalidade, antes do inicio do tratamento endodéntico. Essas coletas serdo
realizadas na clinica de Odontopediatria da FOA, sem interferir no atendimento dos pacientes e rotina da
clinica. O diagnéstico, tratamento de canal e acompanhamento do caso sera realizado por alunos da
graduagdo, sob a supervisdo de equipe de professores especializados da area, como rotina da atividade
clinica. Assim, a participaca@o nesta pesquisa ocasionara minimo desconforto ao paciente, pelo uso da alga
de

plastico na superficie do dente ou dos cones de papel levemente abaixo da gengiva ou no canal dos dentes
(somente aqueles indicados para tratamento) para a coleta das amostras e a doag&o sera completamente
voluntaria. Os procedimentos adotados nesta pesquisa obedecem aos Critérios da Etica em Pesquisa com
Seres Humanos conforme Resolug@o n°. 466/12 do Conselho Nacional de Saide. Nenhum dos
procedimentos usados oferece riscos a sua dignidade

Beneficios:

Beneficios: ao participar desta pesquisa o paciente ndo tera nenhum beneficio direto. Entretanto,
pretendemos testar os compostos sobre os microrganismos que isolaremos do biofilme supra e subgengival
e do canal radicular de dentes com necrose pulpar que foram coletados com o objetivo de verificar se esses
compostos tem capacidade antibacteriana e assim se poderiam ser uma futura medicagéo para tratamento
endoddntico. A pesquisadora se compromete a divulgar os resultados obtidos, respeitando-se o sigilo das
informacdes coletadas, conforme previsto no item anterior.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:
Objetivos s@o claros e bem definidos.
A metodologia proposta é capaz de atender os objetivos do estudo.
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Consideragdes sobre os Termos de apresentagio obrigatéria:
Os termos obrigatérios foram apresentados.

Recomendacgdes:

Nao havendo pendéncias, recomenda-se a aprovagao do projeto.
Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Apés a avaliagdo da metodologia proposta bem como dos documentos anexos somos favoraveis a
execuc¢do do mesmo

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Nao havendo pendéncias, o CEP prop&e a aprovagao do projeto de pesquisa salientando que, de acordo
com a Resolugao 466 CNS de 12/12/2012 (titulo X, seg&o X.1., art. 3, item b, e, titulo XI, segao XI.2., item
d), ha necessidade de apresentagdo de relatérios semestrais, devendo o primeiro relatério ser enviado até
01/01/2019. O CEP reitera a necessidade de entrega de uma via (n3o cépia) do TCLE ao sujeito participante

da pesquisa e solicita ao pesquisador responsavel leitura da carta circular 003/2011 CONEP/CNS antes do
inicio do projeto.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo - Postagem  Autor Situagao
Informagdes Basicas PB_INFORMACGES_BASICAS_DO_P 04/07/2018 Aceito
do Projeto ROJETO 1173447.pdf 16:30:29
Informagdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 04/07/2018 Aceito
do Projeto ROJETO 1173447 pdf 16:28:15
Informagdes Basicas| PB_INFORMAGCOES_BASICAS_DO_P | 04/07/2018 Aceito
do Projeto ROJETO 1173447.pdf 16:25:53
Folha de Rosto folha_rosto.pdf 04/07/2018 |Cristiane Duque Aceito

16:22:58
Projeto Detalhado / | projeto_CEP_curcumina_analogos_hibri| 04/07/2018 |Cristiane Duque Aceito
Brochura dos.pdf 03:21:42
 Investigador
Outros Termo_de_assentimento_do_menor.doc| 04/07/2018 |Cristiane Duque Aceito
X 03:16:38
TCLE / Termos de | consentimento.pdf 04/07/2018 |Cristiane Duque Aceito
Assentimento / 03:14:18
Justificativa de
LAuséncia
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Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacdao da CONEP:
Né&o

ARACATUBA, 06 de Julho de 2018

\\\.w,. %\X.. Q»\u;NJ

Assinado por: N
Aldiéris Alves Pesqueira
(Coordenador)
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