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Resumo

Embora o tratamento endodontico convencional reduza significativamente a microbiota
presente no interior dos canais radiculares, a permanéncia de microrganismos devido a
complexidade anatomica do sistema de canais radiculares e a resisténcia destes ao
tratamento quimico-mecanico pode ocasionar infec¢Ges persistentes ou secundarias.
Muitos estudos tém explorado o uso de fitoquimicos, buscando obter novos compostos
gue apresentem propriedades farmacoldgicas. A curcumina, pigmento amarelo isolado
dos rizomas da Curcuma longa (Zingiberaceae), e o cinamaldeido, substancia volatil
responsavel pelo odor e sabor das cascas dos caules de plantas do género Cinnamomum
(Lauraceae) sdo possiveis substancias promissoras. O objetivo do estudo foi avaliar o
efeito citotdoxico e agdo antimicrobiana/antibiofilme de compostos hibridos de
curcumina e cinamaldeido sobre microrganismos de interesse endoddéntico. Foram
realizados ensaios para determinagdao da Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) e
Concentracdo Bactericida Minima (CBM) do cinamaldeido, da curcumina e dos 23
hibridos sobre Enterococcus faecalis, Streptococcus mutans, Lactobacillus casei,
Actinomyces israelii e Fusobacterium nucleatum. Os melhores compostos foram
avaliados em ensaios de biofilme simples (cada cepa bacteriana isoladamente) e dual-
espécies (E. faecalis + L. casei, E. faecalis + S. mutans, E. faecalis + A. israelii, E. faecalis
+ F. nucleatum) em placas de poliestireno objetivando-se determinar o efeito sobre o
metabolismo bacteriano utilizando o ensaio de XTT e sua viabilidade através da
contagem das Unidades Formadoras de Col6nias (UFCs), apds 24 ou 48 horas de
exposicdo ao composto. A toxicidade também foi avaliada sobre fibroblastos (linhagem
L-929) utilizando o ensaio de methyltetrazolium (MTT). Além disso, biofilmes mistos com
as mesmas espécies bacterianas selecionadas e multiespécies com amostras de biofilme
humano foram formados em dentina radicular de dentes bovinos e apds tratamento de
48 horas com o composto/controle, foram avaliados por microscopia confocal. Os dados

apresentaram distribuicdo normal e as diferencas entre grupos (antimicrobianos e
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tempos de crescimento — 1 ou 2 semanas) foi analisada por ANOVA (One-way ou Two-
way) seguido pelo teste de Tukey. Dos 25 compostos testados, 9 deles apresentaram
efeito inibitdrio para, no minimo, uma das espécies bacterianas testadas com valores de
MIC/MBC variando entre 0,009 a 0,625 mg/mL. O composto LA1l e o controle
clorexidina (CHX) apresentaram o melhor efeito inibitério para todas as espécies
bacterianas testadas e, por este motivo, foram selecionados para os ensaios
subsequentes. LA11 apresentou compatibilidade em fibroblastos em concentracao
superior a da Clorexidina (CHX) e teve efeito superior ou semelhante a CHX, reduzindo
estatisticamente o metabolismo e viabilidade bacteriana nos biofilmes simples e dual-
espécies, sendo que biofilmes de S. mutans foram os mais afetados. Para os biofilmes
formados em dentina radicular, LA11 teve efeito significante sobre os biofilmes mistos
com reducdo de 85,93%, enquanto que nos biofilmes multiespécies, a reducdo
microbiana foi de 33,76%. Conclui-se que o composto hibrido LA11 apresentou
citocompatibilidade e efeito antimicrobiano e contra biofilme de espécies bacterianas
relacionadas as infec¢des radiculares e poderia ser uma opc¢do de agente antimicrobiano

para aplicacdo no tratamento endodontico.

Palavras-chave: Curcumina, Cinamaldeido, Atividade antimicrobiana, Biofilme,

Citotoxicidade
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Abstract

Although conventional endodontic treatment significantly reduces the microbiota present
inside the root canals, the permanence of microorganisms due to the anatomical
complexity of the root canal system and their resistance to chemical-mechanical
treatment can lead to persistent or secondary infections. Many studies have explored
the use of phytochemicals, seeking to obtain new compounds that present
pharmacological properties. Curcumin, a yellow pigment isolated from Curcuma longa
rhizomes (Zingiberaceae), and cinnamaldehyde, the volatile substance responsible for
the odor and taste of plant stems of the genus Cinnamomum (Lauraceae) are possible
promising substances. The objective of the study was to evaluate the cytotoxic effect
and antimicrobial action / antibiofiim of hybrid compounds of curcumin and
cinnamaldehyde on microorganisms of endodontic interest. The minimum inhibitory
concentration (MIC) and minimum bacterial concentration (MBM) of cinnamaldehyde,
curcumin and 23 hybrids on Enterococcus faecalis, Streptococcus mutans, Lactobacillus
casei, Actinomyces israelii and Fusobacterium nucleatum were determined. The best
compounds were evaluated on single biofilms (single bacterial strain) and dual-species
biofilms (E. faecalis + L. caseli, E. faecalis + S. mutans, E. faecalis + A. israelii, E. faecalis
+ F. nucleatum) in polystyrene plates to determine the effect on bacterial metabolism
using the XTT assay and its viability by counting Colony Forming Units (CFUSs) after 24
or 48 hours of exposure to the compound. Toxicity was also evaluated on fibroblasts
(L929 cell line) using the methyltetrazolium (MTT) assay. In addition, mixed biofilms with
the same bacterial species selected and multispecies with human biofilm samples were
formed in the dentinal root of bovine teeth and after 48 hours treatment with the

compound / control, they were evaluated by confocal microscopy. The data presented
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normal distribution and the differences between groups (antimicrobials and growth times
- 1 or 2 weeks) were analyzed by ANOVA (One-way or Two-way) followed by the Tukey
test. Of the 25 compounds tested, 9 of them had inhibitory effect for at least one of the
bacterial species tested with MIC / MBC values ranging from 0.009 to 0.625 mg / mL.
The LA11 compound and the chlorhexidine control (CHX) had the best inhibitory effect
for all bacterial species tested and were therefore selected for subsequent assays. LA11
showed a higher concentration of chlorhexidine (CHX) in the fibroblasts and had a CHX-
like or higher effect, reducing bacterial metabolism and viability in single and dual-
species biofilms, with S. mutans biofilms being the most affected. For biofilms formed in
root dentin, LA11 had a significant effect on mixed biofilms with a reduction of 85.93%,
whereas in the multispecies biofilms, the microbial reduction was 33.76%. It is concluded
that the hybrid compound LA11 presented cytocompatibility and antimicrobial effect and
against biofilm of bacterial species related to root infections and could be an option of

antimicrobial agent for application in endodontic treatment.

Keywords: Curcumin, Cinnamaldehyde, Antimicrobial activity, Biofilm, Cytotoxicity
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Resumo

Objetivos: avaliar o efeito citotoxico e agdo antimicrobiana/antibiofilme de compostos
hibridos de curcumina e cinamaldeido sobre microrganismos de interesse endodoéntico.
Métodos: Foram realizados ensaios para determinagdao da Concentragdo Inibitéria
Minima (CIM) e Concentragdo Bactericida Minima (CBM) dos compostos sobre
Enterococcus faecalis, Streptococcus mutans, Lactobacillus casei, Actinomyces israelii e
Fusobacterium nucleatum. Os melhores compostos foram avaliados em ensaios de
biofilme simples e dual-espécies em placas de poliestireno para determinar o efeito
sobre o metabolismo e a viabilidade de espécies bacterianas apds exposicdo aos
compostos. A toxicidade também foi avaliada sobre fibroblastos humanos. Além disso,
biofilmes mistos com as mesmas espécies bacterianas selecionadas e multiespécies com
amostras de biofilme humano foram formados em dentina radicular e os compostos
avaliados por microscopia confocal.

Resultados: Dos 25 compostos testados, 9 deles apresentaram efeito inibitério para, no
minimo, uma das espécies bacterianas testadas. O composto LA11l e o controle
clorexidina (CHX) apresentaram o melhor efeito inibitério para todas as espécies
bacterianas testadas e, por este motivo, foram selecionados para os ensaios
subsequentes. LA11 apresentou compatibilidade em fibroblastos em concentracdo
superior a da CHX e teve efeito superior ou semelhante a CHX, reduzindo o metabolismo
e a viabilidade bacteriana nos biofilmes simples e dual-espécies. Para os biofilmes
formados em dentina radicular, LA11 teve efeito significante sobre os biofilmes mistos
com reducdao de 85,93%, enquanto que nos biofilmes multiespécies, a redugao
microbiana foi de 33,76%.

Conclusdes: Conclui-se que o composto hibrido LA11 apresentou citocompatibilidade e
efeito antimicrobiano e contra biofilme de espécies bacterianas relacionadas as
infeccdes radiculares e poderia ser uma opc¢do de agente antimicrobiano para aplicagao

no tratamento endodontico.
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Introduc¢do

Embora o tratamento endodéntico convencional reduza significativamente a
microbiota presente no interior dos canais radiculares (Siqueira et al., 2007), a
permanéncia de microrganismos devido a complexidade anatomica do sistema de
canais radiculares e a resisténcia destes ao tratamento quimico-mecanico pode
ocasionar infeccdes persistentes ou secundarias (Siqueira & RoOgas, 2009). A
manutencdo ou o desenvolvimento de lesGes periapicais apdés o tratamento
endodontico tem sido atribuido a fatores relacionados com a presenca e viruléncia de
bactérias e fungos no sistema de canais radiculares e/ou tecidos periapicais (Sundqvist
et al., 1998; Hancock et al., 2001; Nair et al., 1999; Estrela et al., 2014).

Estudos tem revelado que as bactérias Gram-positivas facultativas sdo mais
frequentes nesses casos, incluindo Streptococcus spp., Actinomyces spp. (A. israelii e A.
odontolyticus), Propionibacterium spp., Lactobacilos spp., Enterococcus faecalis, entre
outros (Siqueira & Rocas, 2009). Entretanto algumas bactérias Gram-negativas, como
Fusobacterium nucleatum, comuns nas infec¢cbes primarias, também podem ser
detectadas apds o tratamento quimico-mecanico (Sakamoto et al.,, 2008),
principalmente devido a membrana externa da sua parede celular, composta de
lipopolissacarideo - LPS. Essas endotoxinas dificultam a penetragao de antimicrobianos,
além de apresentarem citotoxicidade e estimularem a reabsorc¢do éssea (Jacinto et al.,
2005).

A acdo antimicrobiana deve ser considerada uma propriedade primordial de
substancias que sao empregadas na endodontia, sejam elas irrigantes ou medicamentos
intracanal. Diversas pesquisas relatam uma média de 1 a 5 espécies bacterianas,
atingindo aproximadamente de 10%a 10° células/canal, mesmo apds o preparo quimico-
mecanico, seguido ou ndo de medicacdo intracanal. (Bystrom & Sundqvist, 1985;
Sjogren et al., 1997; Vianna et al., 2006; Sakamoto et al., 2007; Siqueira et al., 2007). O
hipoclorito de sédio é ainda o agente irrigante mais amplamente utilizado em
Endodontia principalmente por sua a¢do antimicrobiana e sua capacidade de dissolver
tecidos organicos (Haapasalo et al., 2014; Borsini et al., 2016). Entretanto, o hipoclorito
de sédio ndo possui toxicidade seletiva, ou seja, especialmente nas concentracdes mais
altas, ele dissolve tanto tecido vital quanto remanescentes pulpares necréticos, sendo

tdxico para os tecidos periapicais em casos de extrusao acidental do irrigante do forame
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apical para o espaco perirradicular, além de apresentar efeitos genotdxicos e potencial
alérgico (Kaufman & Keila, 1989; Kuruvilla & Kamath, 1998; Serper et al., 2004; Giil et
al.,, 2009). Outro agente utilizado como irrigante endodontico é a clorexidina, um
detergente cationico da classe das bisbiguanidas, encontrado na forma de diacetato,
hidrocloreto e digluconato, sendo a uUltima a mais utilizada. Apresenta amplo espectro
de agdo contra bactérias Gram-positivas, Gram-negativas, fungos, entre outros
(Mohammadi et al., 2014). Entretanto, potencial citotdxico e genotdxico também ja foi
descrito na literatura para clorexidina (Lessa et al., 2010; Botton et al., 2016), além de
risco sistémico, quando associada a hipoclorito de sédio, pela sua decomposicdao em
bioprodutos reativos, como a para-chloroanilina (Basrani et al., 2007).

Uma pasta tripla de antibidtico (TAP) contendo Metronidazol, Ciprofloxacina e
Minociclina, idealizada inicialmente por Hoshino et al. (1996) foi utilizada como
medicacdo intracanal com o intuito de regeneracdo endodontica. Entretanto, as
tetraciclinas como a Minociclina podem causar manchamento no dente, devido a sua
reagdo com o calcio via quela¢do, formando um complexo insoluvel; sendo assim a pasta
a TAP foi modificada para uma pasta dupla de antibiético (DAP) composta apenas por
Metronidazol e Ciprofloxacina (Tanase et al., 1998). O Metronidazol é um composto
nitroimidazol que exibe ampla atividade antiprotozodria, antibacteriana contra bacilos
Gram-negativos anaerdébios, bacilos Gram-positivos esporulados e cocos anaerdébios.
Ciprofloxacina é uma fluoroquinolona que apresenta acdo bactericida, principalmente
contra espécies Gram-negativas. Em virtude das infeccbes bacterianas serem
polimicrobianas e essas medicagdes ndo possuirem um largo espectro de a¢dao, o uso da
pasta DAP se torna limitado, além da possibilidade de resisténcia bacteriana. Estudos
demonstram seu efeito tdxico sobre as células-tronco da papila apical, afetando
negativamente sua proliferacdo sobre a dentina, interrompendo a liberacdo de fatores
de crescimento (Martin et al., 2014, Kim et al., 2015, Galler et al., 2015).

Atualmente ha uma corrente de pesquisadores estudando materiais bioldgicos
gue possam promover a desinfeccdo e estimular a regeneracdo tecidual natural
preservando a bainha epitelial de Hertwig, a fim de permitir a diferenciacdo de células
da papila apical em odontoblastos (Thibodeau et al., 2007; Jung et al., 2008; Ding et al.,
2009; Iglesias-Linares et al.,, 2013). Embora os tratamentos convencionais

frequentemente conduzam a resolucdo dos sinais e sintomas dos processos patoldgicos
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pulpares (Sheehy & Roberts, 1997; Bose et al., 2009; Parirokh & Torabinejad, 2010),
estes promovem pouco ou nenhum beneficio para a continuidade do desenvolvimento
radicular, manutencdo da nocicep¢ao pulpar normal e defesa imune esperada para um
dente permanente jovem (Diogenes et al., 2013, 2014). Sendo assim, a avaliagdo de
novas alternativas de tratamento se faz necessaria, principalmente no que diz respeito
aos dentes permanentes imaturos, e poderda favorecer o aprimoramento e/ou
substituicdo das técnicas e materiais ja existentes.

Muitos autores tem explorado o uso de fitoquimicos, buscando obter novos
compostos que apresentem propriedades terapéuticas. A curcumina é um pigmento
amarelo isolado dos rizomas da Curcuma longa (Zingiberaceae), uma espécie vegetal de
amplo emprego culinario e medicinal, sendo comumente conhecida como “agafrao-da-
india”, “acafrao-da-terra”, “circuma”, “turmérico” (Anand et al., 2008). Dependendo da
origem e das condi¢des do solo em que o tumérico cresce, ele contém de 2 a 9% de
curcuminodides. Esses curcumindides indicam um grupo de compostos tais como
curcumina, demethoxycurcumina, bis-demethoxycurcumina e curcumina ciclica. A
curcumina é o maior desses compostos e apresenta amplo espectro de atividade
antimicrobiana, incluindo fungos, como espécies do género Candida (Neelofar et al.,
2011) e 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 (De et
al., 2009; Selvakumar e Venkataraman, 2010).

Em Odontologia, a curcumina tem sido estudada para diversas finalidades, como
aplicacdo tdpica, enxaguatdrio e irrigacdo de sitios inflamados como terapia
coadjuvante no tratamento de gengivite e periodontite por sua acdo antimicrobiana e
anti-inflamatdéria (Waghmare et al., 2011; Stoyell et al., 2016), inibindo importantes alvo
da reacdo inflamatdria como fator de necrose tumoral (TNF) e interleucinas (Aggarwall
et al.,, 2013); para potencializar o efeito da quimioterapia ou radioterapia por suas
propriedades antimutagéncias (Wilken et al.,, 2011), no tratamento de lesdes pré-
cancerosas, como fibroses de submucosa oral, leucoplasias e liquen plano (Deepa et al.,
2010). Em Endodontia, estudo comparou o efeito de solucGes irrigadoras contra

biofilme de E. faecalis formado sobre substrato dentinario, e demonstrou que a
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curcumina teve acdo superior a clorexidina. Embora o hipoclorito de sédio (3%), tenha
tido maior atividade antibacteriana que a curcumina, devido seu potencial citotdxico, a
curcumina poderia ser uma alternativa natural interessante para propdsitos
endododnticos (Neelakantan et al., 2013).

Outro fitoquimico também conhecido por suas propriedades terapéuticas é o
cinamaldeido, uma substancia volatil responsavel pelo odor e sabor das cascas dos
caules de plantas do género Cinnamomum (Lauraceae). Dentre essas, as cascas dos
caules de C. zeylanicum sao popularmente conhecidas como “canelas”, uma especiaria
de amplo emprego culinario e medicinal (Ranasinghe et al., 2013). O cinamaldeido é um
aldeido aromatico a,B-insaturado, caracterizado por um esqueleto fenilpropanoidico do
tipo CeCs. Apresenta amplo espectro de acdo antibacteriana, incluindo bactérias de
relevancia médica, odontoldgica e veterinaria, tais como; Mycobacterium avium subsp.
paratuberculosis (Wong et al., 2008), H. pylori (Ali et al., 2005), Salmonella enteritidis,
Campylobacter jejuni (Johny et al., 2010), Prevotella bryantii e Prevotella rumnicola
(Ferme et al., 2008), Streptococcus mutans e Streptococcus sanguinis (Didry, Dubreuil &
Pinkas, 1994).

A hibridagdo molecular é uma estratégia utilizada no planejamento de
substancias biologicamente ativas. Compreende a unido de caracteristicas estruturais
parciais de duas ou mais substancias bioativas em uma Unica estrutura. Apds a jungao
dessas duas subunidades, por meio de uma ligacdo covalente, obtém-se uma nova
substancia, a qual pode apresentar as propriedades farmacodindmicas e
farmacocinéticas diferentes das subunidades parentais (Viegas-Junior et al., 2007). Zhi
et al. (2006) sintetizaram uma série de hibridos com atividade antibacteriana,
empregando como substancias parentais; um derivado 6-anilinouracilicos, inibidores
potentes de DNA polimerase Il de bactérias Gram-positivas e uma fluoroquinolona,
farmacos que atuam contra espécies bacterianas Gram-positivas e Gram-negativas,
tendo como alvo topoisomerases e girases bacterianas. O hibrido apresentou potente
atividade contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, demonstrando poténcia
antibacteriana e espectro de acdo similares as substancias parentais.

Embora a curcumina seja um potente agente antimicrobiano e que nao causa
toxicidade aos humanos, sendo tolerado até uma dose didria de 10 g 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 disponibilidade in vivo (Mishra et al., 2005; Cao et al., 2014). Assim,
a sintese de hibridos de curcumina com outro agente com similar poténcia
antibacteriana, como o cinamaldeido, seria uma estratégia interessante para aumentar
seu potencial terapéutico e reduzir as limitagées do uso da curcumina isoladamente.
Feng et al. (2015) sintetizaram 16 derivados da combinagdo de curcuminoides e acidos
cinamicos e observaram que quase todos os compostos tiveram boa solubilidade,
melhor atividade antioxidante que a vitamina C e ac¢do antibacteriana superior a da
ampicilina contra S. aureus, S. viridans, E. coli e Enterobacter cloacae. Com base no
exposto, o objetivo do estudo foi avaliar o efeito citotoxico e acdo
antimicrobiana/antibiofilme de compostos hibridos de curcumina e cinamaldeido sobre
microrganismos de interesse endodontico. A hipotese nula é que hibridos de curcumina
e cinamaldeido ndo serdo citocompativeis e ndo apresentarao efeito antimicrobiano e

antibiofilme sobre microrganismos de interesse endodontico.
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