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Aos funcionários da biblioteca da Faculdade de Odontologia de 

Araçatuba da UNESP, Ana Cláudia, Luzia, Ivone, Cláudio, Maria Cláudia, Luiz, Denise 

e Izamar pela atenção e disponibilidade com que nos recebem. 

 

Ao Frigorífico Friboi, que permitiram a coleta dos dentes bovinos. 

 

Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Científico e Tecnológico-

CNPq(140467/2018-1), CAPES, CAPES-PROCAD(88881.068437/2014-
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À todos que, de alguma forma contribuíram para a elaboração e conclusão deste trabalho... 
 

Minha eterna gratidão... 
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A arte de ser feliz 

 

Houve um tempo em que minha janela se abria 

sobre uma cidade que parecia ser feita de giz. 

Perto da janela havia um pequeno jardim quase seco. 

Era uma época de estiagem, de terra esfarelada, 

e o jardim parecia morto. 

Mas todas as manhãs vinha um pobre com um balde, 

e, em silêncio, ia atirando com a mão umas gotas de água sobre as plantas. 

Não era uma rega: era uma espécie de aspersão ritual, para que o jardim não morresse. 

E eu olhava para as plantas, para o homem, para as gotas de água que caíam de seus dedos 

magros e meu coração ficava completamente feliz. 

Às vezes abro a janela e encontro o jasmineiro em flor. 

Outras vezes encontro nuvens espessas. 

Avisto crianças que vão para a escola. 

Pardais que pulam pelo muro. 

Gatos que abrem e fecham os olhos, sonhando com pardais. 

Borboletas brancas, duas a duas, como refletidas no espelho do ar. 

Marimbondos que sempre me parecem personagens de Lope de Vega. 

Ás vezes, um galo canta. 

Às vezes, um avião passa. 

Tudo está certo, no seu lugar, cumprindo o seu destino. 

E eu me sinto completamente feliz. 

Mas, quando falo dessas pequenas felicidades certas, 

que estão diante de cada janela, uns dizem que essas coisas não existem, 

outros que só existem diante das minhas janelas, e outros, 

finalmente, que é preciso aprender a olhar, para poder vê-las assim. 
Cecília Meireles 

 

Epígrafe 

http://pensador.uol.com.br/autor/cecilia_meireles/
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Caiaffa KS. Efeito isolado ou combinado de flavonoides e peptídeos catiônicos sobre 

biofilme endodôntico e sua influência na viabilidade celular, capacidade de migração e 

inibição de citocinas em fibroblastos. 115 f. [Tese] Doutorado em Ciência Odontológica, 

área Endodontia, Araçatuba: Universidade Estadual Paulista, 2019. 

 

Resumo Geral 

 

Este trabalho foi dividido em dois capítulos que objetivou avaliar: 1) o efeito isolado ou 

combinado do flavonoide epigallocatechin-3-gallate (EGCG) em associação com o 

peptídeo LL-37  e seu análogo KR-12-a5 sobre a viabilidade celular de fibroblastos e 

sobre cultura planctônica, biofilme simples, dual-espécies e túbulos dentináios e 2) as 

interações sinérgicas do EGCG e proantocianidina do oxicoco (A-type cranberry 

proanthocyanidins, AC-PAC), quando usado em combinação com LL-37 ou KR-12-a5 

sobre a viabilidade celular, a capacidade de migração e inibição das citocinas em cultura 

de fibroblastos (HGF-1), quando estimuladas ou não pelo lipopolissacarídeo de A. 

actinomycetencomitans (LPS). No capítulo 1, a concentração inibitória mínima (MIC), a 

concentração bactericida mínima (MBC) e concentração inibitória fracionária (FIC) de 

EGCG, LL-37 e KR-12-a5 foram determinadas a partir de valores decrescentes dos 

compostos por meio dos métodos de microdiluição e checkerboard contra Streptococcus 

mutans, Enterococcus faecalis, Actinomyces israelii e Fusobacterium nucleatum após 24 

horas de tratamento. Fibroblastos da linhagem L-929 foram expostos a combinações de 

EGCG com peptídeos em diferentes concentrações e o metabolismo celular avaliado por 

ensaios de MTT. Os compostos com melhor efeito antimicrobiano e citotóxico foram 

avaliados por 24-36h, isoladamente ou em combinação, em biofilmes individuais ou 

biofilmes de dual-espécies com E. faecalis formados em placas de poliestireno por 48h 

por meio de contagem bacteriana. Os biofilmes de E. faecalis também foram cultivados 

em túbulos dentinários por 2 semanas, tratados com EGCG, KR-12-a5 e EGCG + KR-12-a5 

e a porcentagem de células mortas foi determinada pela análise de imagens usando 

Microscopia Confocal. No capítulo 2, a linhagem celular de fibroblastos gengivais 

humanos primários HGF-1 foi pré-tratada durante 2 h com EGCG ou AC-PAC a 25 e 12,5 

µg / mL, LL-37 ou KR-12-a5 a 0,06 e 0,03 µM ou com uma combinação de EGCG + AC-

PAC; AC-PAC + KR-12-a5; AC-PAC + LL-37; EGCG + KR-12-a5 ou EGCG + LL-37, nas 
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mesmas concentrações. As culturas celulares foram então estimuladas com 50 µg/mL de 

LPS por 24-48h. A viabilidade celular e migração foram analisadas usando ensaios 

colorimétricos e fluorescentes, respectivamente. A quantificação de citocinas foi 

determinada por ensaios multiplex ELISA. Os resultados mostraram que em condições 

planctônicas, EGCG + KR-12-a5 apresentaram efeito sinérgico ou aditivo contra todas as 

bactérias testadas, com FIC menor que os valores de MIC obtidos pelos compostos 

isolados. As combinações de EGCG e peptídeos testados não foram tóxicas para os 

fibroblastos, uma vez que o crescimento celular foi superior a 70%. Em condições de 

biofilme simples, EGCG + KR-12-a5 eliminou S. mutans e A. israelii e reduziu E. faecalis e 

F. nucleatum. Para biofilmes de duas espécies, quando E. faecalis foi combinado com S. 

mutans, EGCG + KR-12-a5 teve efeito sinérgico eliminando S. mutans e reduzindo 

estatisticamente as contagens de E. faecalis. Em biofilmes associando E. faecalis e A. 

israelii ou F. nucleatum, EGCG + KR-12-a5 eliminaram E. faecalis e promoveram redução 

de A. israelii e F. nucleatum, embora não tenha sido observada diferença estatística entre 

os compostos. EGCG + KR-12-a5 reduziu mais de 80% dos biofilmes de E. faecalis nos 

túbulos dentinários. Dentre os grupos experimentais estudados, o EGCG, principalmente 

a 25 e 12,5 µg/mL estimulou o crescimento de fibroblastos, protegendo-os dos efeitos 

do LPS. Efeito sinérgico entre EGCG + AC-PAC, EGCG + LL-37 e EGCG + KR-12-a5 no 

metabolismo celular também foi observado na presença de LPS. Combinações do EGCG 

com AC-PAC ou KR-12-a5 e AC-PAC com LL-37 foram capazes de aumentar 

estatisticamente a migração celular. EGCG, AC-PAC, LL-37 e KR-12-a5 promoveram a 

redução de citocinas individualmente ou em combinação (EGCG + AC-PAC e EGCG + KR-

12-a5) mais especificamente para IL-6, IL-8, GM- CSF e TNF-α. Conclui-se que a 

associação de EGCG e KR-12-a5 é citocompatível e promove um efeito sinérgico contra 

bactérias associadas a infecções endodônticas, sob condições planctônicas e de biofilme. 

O EGCG, isoladamente ou associado ao AC-PAC e ao KR-12-a5, aumenta a viabilidade e 

migração celular, bem como a inibição de citocinas por fibroblastos estimulados por LPS.  

A associação de EGCG com KR-12-a5 poderia ser uma opção de princípio ativo em 

medicações para fins endodônticos. 

 

Palavras-chave: Peptídeos Catiônicos Antimicrobianos, Flavonoides, Biofilmes, 

Citocinas.  
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Caiaffa KS. Effect of flavonoids and cationic peptides, alone or in combination, on 

endodontic biofilm and their influence on cell viability, migration capacity and inhibition 

of cytokines in fibroblasts. 115 f. [Tese] Doutorado em Ciência Odontológica, área 

Endodontia, Araçatuba: Universidade Estadual Paulista, 2019. 

 

General Abstract 

 

This study was divided in two chapters that aimed to evaluate: 1) the effect of flavonoid 

epigallocatechin-3-gallate (EGCG), cationic peptide LL-37 peptide and its analogue KR-

12-a5, alone or in combination, on fibroblast cell viability and on bacteria in planktonic 

and single/dual-species biofilms/dentin tubules; 2) the synergistic interactions of EGCG 

and cranberry proanthocyanidins (A-type cranberry proanthocyanidins, AC-PAC), when 

used in combination with LL-37 or KR-12-a5 on cell viability, the ability to induce cell 

migration and inhibit cytokines in culture of fibroblasts (HGF-1) when stimulated or not 

by the lipopolysaccharide of A. actinomycetencomitans (LPS). For the chapter 1, 

Minimum inhibitory concentration (MIC), minimum bactericidal concentration (MBC) 

and fractional inhibitory concentration (FIC) of EGCG, LL-37 and KR-12-a5 were 

determined from decreasing values of the compounds by Streptococcus mutans, 

Enterococcus faecalis, Actinomyces israelii and Fusobacterium nucleatum against 

microdilution and checkerboard after 24 hours of treatment. L-929 fibroblasts were 

exposed to combinations of EGCG with peptides at different concentrations and cell 

metabolism assessed by MTT assays. The compounds if the best antimicrobial and 

cytotoxic effect were also evaluated for 24-36h, alone or in combination, in 48h single- 

or dual-species biofilms with E. faecalis formed on polystyrene plates by bacterial 

counting. E. faecalis biofilms were also cultured in dentin tubules for 2 weeks and 

treated with EGCG, KR-12-a5 and EGCG + KR-12-a5 to determine the percentage of dead 

cells by analysis of images using Confocal Microscopy. For the chaper 2, primary human 

gingival fibroblast HGF-1 cell line was pretreated for 2 h with either EGCG or AC-PAC at 

25 and 12.5 μg/mL, LL-37 or KR-12-a5 at 0.03 and 0.06 μM or with a combination of 

EGCG + AC-PAC; AC-PAC + KR-12-a5; AC-PAC + LL-37; EGCG + KR-12-a5 or EGCG + LL-

37, at the same concentrations. Cell cultures were then stimulated with 50 μg/mL LPS 

for 24-48h. Cell viability and migration were analyzed using colorimetric and 
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fluorescent assays, respectively. Quantification of cytokines was determined by 

multiplex ELISA assays. The results show that in planktonic conditions, EGCG + KR-12-

a5 showed a synergistic or additive effect against all the bacteria tested, with FIC lower 

than the MIC values obtained by the compounds alone. Combinations of EGCG and 

peptides tested were not toxic to fibroblasts, since cell growth was higher than 70%. 

Under single biofilm conditions, EGCG + KR-12-a5 eliminated S. mutans and A. israelii 

and reduced E. faecalis and F. nucleatum. For dual- species biofilms, when E. faecalis was 

combined with S. mutans, EGCG + KR-12-a5 had a synergistic effect by eliminating S. 

mutans and statistically reducing E. faecalis counts. In biofilms associated with E. faecalis 

and A. israelii or F. nucleatum, EGCG + KR-12-a5 eliminated E. faecalis and promoted 

reduction of A. israelii and F. nucleatum, although no statistical difference was observed 

between the compounds. EGCG + KR-12-a5 reduced more than 80% of the E. faecalis 

biofilms in the dentin tubules. Among the experimental groups studied, EGCG, mainly at 

25 and 12.5 μg/mL stimulated the growth of fibroblasts, protecting them from the 

effects of LPS. Synergistic effect between EGCG + AC-PAC, EGCG + LL-37 and EGCG + KR-

12-a5 on cell metabolism was also observed in the presence of LPS. Combinations of 

EGCG with AC-PAC or KR-12-a5 and AC-PAC with LL-37 were able to increase 

statistically cell migration. EGCG, AC-PAC, LL-37 and KR-12-α5 promoted cytokine 

reduction individually or in combination (EGCG + AC-PAC and EGCG + KR-12-a5) more 

specifically for IL-6, IL-8, GM-CSF and TNF-α. The association of EGCG and KR-12-a5 was 

cytocompatible and promoted a synergistic effect against bacteria associated with 

endodontic infections under planktonic and biofilm conditions. EGCG, alone or in 

combination with AC-PAC and KR-12-a5, increases cell viability and migration, as well as 

inhibition of cytokines by LPS-stimulated fibroblasts. The association of EGCG with KR-

12-a5 could be an option as active principle for medications to be used for endodontic 

purposes. 

 

Key words: Antimicrobial Cationic Peptides, Flavonoids, Biofilms, Cytokines. 
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Introdução Geral 

 

O tratamento de dentes permanentes jovens que sofreram danos irreversíveis 

devido à infecção ou trauma local antes do fechamento fisiológico normal do ápice 

radicular representa um verdadeiro desafio clínico. Após a erupção completa do dente 

na cavidade bucal ainda são necessários 3 a 4 anos para que ocorra o desenvolvimento 

completo dos canais e o fechamento dos ápices radiculares (Bhasker, 1991). Durante 

este período, se ocorrer algum tipo de trauma ou infecção, esses processos são 

interrompidos e o fechamento natural do ápice não acontece. As paredes dentinárias 

finas divergentes ou paralelas do dente imaturo dificultam a desinfecção e a execução 

dos procedimentos endodônticos convencionais, comprometendo o resultado a longo 

prazo (Rafter, 2005; Wang et al., 2010; Iglesias-Linares et al., 2013). Além disso, devido à 

complexa malha de canais secundários e acessórios e a persistência de algumas espécies 

microbianas, o preparo químico-mecânico não possibilita a total desinfecção do sistema 

de canais radiculares, levando à necessidade do uso de medicação intracanal (Byström e 

Sundqvist, 1981; Chávez De Paz et al., 2003).  

Bactérias Gram-negativas, membros comuns das infecções primárias, são 

geralmente eliminadas após procedimento de tratamento químico-mecânico. Exceções 

podem incluir alguns bacilos anaeróbios como Fusobacterium nucleatum, Prevotella 

species e Campylobacter rectus, que estão entre as espécies encontradas em amostras 

após instrumentação/medicação. Entretanto, a maioria dos estudos tem revelado que as 

bactérias Gram-positivas são as mais frequentementes presentes nestes casos, incluindo 

estreptococos (S. mitis, S. gordonii, S. anginosus, S. sanguinis, S. oralis), P. micra, 

Actinomyces species (A. israelii e A. odontolyticus), Propionibacterium species (P. acnes e 

P. propionicum), P. aeruginosa, P. alactolyticus, lactobacilos, Enterococcus faecalis, etc 

(Siqueira e Rôças, 2009).  

Mesmo eliminando as bactérias, diversas toxinas são liberadas no canal radicular 

durante a infecção e quando em contato com as células do hospedeiro levam a resposta 

inflamatória. Entre esses fatores de virulência, está o lipopolissacarídeo (LPS). Embora o 

mecanismo exato de como o LPS atua não esteja completamente elucidado, ele é 

reconhecido e age ativando fagócitos mononucleares (monócitos e macrófagos), que 

consequentemente aumentam sua atividade fagocítica e a secreção de citocinas pró-

inflamatórias, tais como, fator de necrose tumoral (TNF-α), interleucinas (IL-1β, IL-6, 
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entre outras), além das prostaglandinas (PGE2). Sabe-se que a resposta inflamatória é 

uma aliada ao processo de reparo, entretanto, a secreção descontrolada dessas citocinas 

induz a expressão de RANKL (ligante do receptor de NF-κβ), um crítico fator de 

diferenciação dos osteoblastos em osteoclastos, podendo levar à destruição tecidual 

(Raetz e Whitfield, 2002; Walsh et al., 2006). Assim, uma importante característica para 

uma medicação intracanal é a neutralização dessas toxinas bacterianas, pois somente o 

preparo químico-mecânico (com hipoclorito de sódio, por exemplo) não tem se 

mostrado efetivo em eliminar LPS (De Oliveira et al., 2007).  

Idealmente, a medicação intracanal deve promover a eliminação e impedir a 

proliferação de microrganismos remanescentes, atuar como barreira físico-química 

contra a infecção ou a reinfecção por microrganismos, reduzir a inflamação 

perirradicular, neutralizar produtos tóxicos, controlar a reabsorção dentinária 

inflamatória externa, além de estimular a reparação por tecido mineralizado (Siqueira e 

Lopes, 1999). Em casos onde o comprometimento pulpar evolui para necrose pulpar o 

tratamento mais indicado é realizado através da técnica de apicificação, que se baseia na 

indução do fechamento do forame apical, por meio da deposição de uma barreira de 

tecido duro, na região apical ou ainda pela indução do desenvolvimento apical, o que se 

encontra diretamente relacionado à manutenção da bainha epitelial de Hertwig 

(American Association of Endodontics 2004; Rafter 2005; Soares et al., 2008).  

 Os materiais sintéticos mais indicados para o tratamento de dentes permanentes 

com comprometimento pulpar/periapical são o hidróxido de cálcio (HC) e agregado de 

trióxido mineral (MTA). Diversos trabalhos têm mostrado que estes materiais 

apresentam biocompatibilidade e atividade antimicrobiana, além de estimular a 

apicificação em dentes permanentes jovens (Sheehy e Roberts, 1997; Shabahang e 

Torabinejad, 2000; Rafter, 2005, Parirokh e Torabinejad, 2010, da Silva et al., 2010). 

Porém, na técnica de apicificação com o hidróxido de cálcio (HC) ocorre um processo 

chamado de selamento biológico originando a formação de um tecido duro, semelhante 

ao cemento. Entretanto, a capacidade indutora de mineralização do HC é dependente da 

manutenção de sua alcalinidade durante todo o período de tratamento, onde são 

necessária trocas periódicas deste material para que ocorra constante renovação de 

suas propriedades, principalmente de sua propriedade alcalina, o tratamento pode varia 

de 8 – 12 meses (Soares et al., 2008). O fato da necessidade de múltiplas sessões pode 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Shabahang%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11404920
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Shabahang%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11404920
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Torabinejad%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11404920
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aumentar o risco de contaminação, além da formação de paredes dentinárias delgadas e 

raiz encurtadas, tornando o dente suscetível à fratura (Hargreaves et al., 2013).  

 Outra técnica utilizada para alcançar a apicificação é através de materiais à base 

de agregado de trióxido mineral (MTA) sendo empregada por meio da colocação de uma 

barreira apical artificial (plug de MTA) que permite a obturação do canal radicular na 

mesma sessão (American Association of Endodontists, 2004). A indicação do MTA tem 

sido preoconizada principalmente em casos onde há a impossibilidade de 

acompanhamento a longo prazo, e seu efeito tem mostrado induzir a formação da 

barreira apical, semelhante ao HC (Shabahang et al., 1999). O emprego do MTA também 

tem sido associado a um menor número de fraturas (Jeeruphan et al., 2012), devido à 

redução no número de sessões durante o tratamento (Damle et al., 2012; Marí-Beffa et 

al., 2017).  

 A técnica de apicificação, seja com HC ou plug de MTA não pode ser considerada 

completamente biológica, pois não permite a regeneração pulpar e o desenvolvimento 

radicular completo, tanto em largura quanto em comprimento (Jeeruphan et al., 2012). 

Independente do material, a apicificação leva ao encurtamento da raiz e à manutenção 

das paredes dentinárias finas, o que aumenta o risco de fratura radicular no dente 

permanente jovem (Andreasen et al., 2002; Doyon et al., 2005).  Além disso, o contato 

desses materiais sintéticos com o tecido periapical vital residual pode causar impacto 

negativo sobre a viabilidade das células da bainha epitelial de Hertwig, o que 

indubitavelmente inibirá sua capacidade de estimular as células indiferenciadas da 

papila apical em se diferenciar em odontoblastos (Banchs e Trope, 2004). Embora esses 

tratamentos frequentemente conduzam à resolução dos sinais e sintomas das doenças 

pulpares (Sheehy e Roberts, 1997; Bose et al., 2009; Parirokh e Torabinejad, 2010), 

promovem pouco benefício para a continuidade do desenvolvimento radicular, 

manutenção da nocicepção pulpar normal e defesa imune esperada para um dente 

permanente jovem (Ruparel et al., 2012; Althumairy et al., 2014). 

Atualmente estão surgindo novas propostas para tratamento de dentes imaturos 

como alternativas aos tratamentos convencionais, visando a resolução da periodontite 

apical e mantendo as funções fisiológicas pulpares normais. Uma pasta tripla de 

antibióticos (metronidazol, ciprofloxacina, minociclina) vem sendo utilizada em diversos 

estudos clínicos (Banchs e Trope, 2004; Thibodeaud et al., 2007; Jung et al., 2008; Ding 

et al., 2009; Taneja et al., 2010) alcançando bons resultados clínicos, com a eliminação 
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das bactérias e promoção do reparo dos tecidos periapicais. O primeiro estudo com esta 

pasta triantibiótica foi realizado por Hoshino et al. (1996) que verificaram que nenhuma 

dessas drogas isoladamente foi eficaz em eliminar bactérias de dentina infectada, polpas 

infectadas e lesões periapicais, entretanto, em combinação foram capazes de esterilizar 

todas as amostras. Metronidazol é um composto nitroimidazol que exibe ampla 

atividade antiprotozoária, antibacteriana contra bacilos Gram-negativos anaeróbios, 

bacilos Gram-positivos esporulados e cocos anaeróbios. Ciprofloxina é uma 

fluoroquinolona que apresenta ação bactericida, principalmente contra Gram-negativas. 

Minociclina é um derivado semi-sintético da tetraciclina com amplo espectro de ação, 

similar ao metronidazol (Vijayaraghavan et al., 2012). Uma crítica sobre o uso da pasta 

de antibióticos refere-se à sua resistência bacteriana. Em amostras de infecções 

endodônticas crônicas ou agudas, genes de resistência antibiótica foram detectados 

antes e após tratamento. Os genes mais prevalentes foram blaTEM (24%) (beta-

lactâmicos) e ermC (24%) (eritromicina) nos abscessos e tetM (42%) e tetW (29%) 

(tetraciclinas) em casos assintomáticos. Outra crítica em relação ao uso da pasta tripla 

antibiótica é em relação ao uso da minociclina, que causa manchamento do dente, 

devido à sua reação com o cálcio via quelação formando um complexo insolúvel (Tanase 

et al., 1998) e ainda foi observada uma significativa redução na viabilidade de 

fibroblastos do ligamento periodontal após sua utilização (Yadlapati et al., 2014).  

Produtos naturais derivados de plantas medicinais são fontes abundantes de 

compostos biologicamente ativos que poderiam ser base para o desenvolvimento de 

novos medicamentos. Em Odontologia, produtos derivados de plantas estão sendo 

incorporados em dentifrícios, enxaguatórios e materiais dentários, devido às suas 

propriedades anti-inflamatórias, antibacterianas e antifúngicas, além de não 

promoverem resistência antibiótica e serem biocompatíveis em concentrações 

terapêuticas, criando novas perspectivas biológicas integrando o tratamento 

odontológico (Hotwani et al., 2014). Estudos têm demonstrado a eficácia antimicrobiana 

e anti-inflamatória de extratos de plantas isolados e/ou combinados com outras 

substâncias naturais ou sintéticas contra patógenos da cárie dentária e periodontais 

(Chandra et al., 2015; Panche et al., 2016).  No caso de tratamento de dentes 

permanentes jovens, fitoterápicos poderiam auxiliar no controle da infecção microbiana 

e inflamação, estimulando a regeneração tecidual e a completa formação radicular.  
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 Devido à natureza polimicrobiana e a consequente liberação de componentes 

inflamatórios nas infecções endodônticas, a combinação de drogas poderia tornar 

possível alcançar melhores resultados de tratamento com doses mais baixas de agentes 

terapêuticos (Bedran et al., 2014 e 2015). Fitoquímicos são moléculas promissoras que 

estão sendo estudadas na prevenção e tratamento de doenças bucais, pois atuam tanto 

na eliminação dos patógenos quanto no controle da resposta inflamatória do organismo 

(Palaska et al., 2013).  Flavonoides são compostos fenólicos encontrados em células 

vegetais, detectados nas frutas, sementes, nozes, caules e flores, bem como nos 

derivados das plantas, como chás, vinho, própolis e mel e representam um constituinte 

comum da dieta humana (Cushnie e Lamb, 2005).  Os flavonoides apresentam estrutura 

química comum, sendo constituídos por dois anéis aromáticos (A e B) unidos por três 

carbonos que formam um anel heterocíclico, denominado de anel C. De acordo com as 

variações no anel C, os flavonoides são divididos em seis classes principais: flavonóis, 

flavonas, flavanonas, flavanóis (ou catequinas), isoflavonoides e antocianidinas. 

Substituições dos anéis A e B originam diferentes compostos dentro de cada classe de 

flavonoides (Cushnie e Lamb, 2005). Diversas são as propriedades clínicas dos 

flavonoides já relatadas na literatura, entre elas, atividade antioxidante, inibição 

enzimática, atividade anti-inflamatória, atividade vascular, estrogênica, anti-tumor e 

atividade antimicrobiana. Assim, não é surpresa que o interesse pela pesquisa com essas 

substâncias tem crescido na área biomédica (Harborne e Willians, 2000).  

O chá verde é composto por 24 a 40% de flavonoides, incluindo flavanóis, 

flavonols, flavanonas, e ácidos fenólicos (Nkhili et al., 2009). O galato de 

epigalocatequina (epigallocatechin-3-gallate, EGCG) é uma das mais abundantes e 

importantes catequinas, componente bioativo do chá verde (Harborne e Williams, 

2000). O EGCG é produzido a partir da folha da planta Camellia sinensis e tem sido 

consumido por humanos há muitos anos (Saito et al., 2009). Pesquisas mostram os 

variados efeitos benéficos do EGCG incluindo ação anti-inflamatória, anti-tumoral, 

diminuição da absorção de gordura, anti-envelhecimento, prevenção e proteção de 

doenças cardiovasculares, efeitos imunoreguladores e neuroprotetores, além da inibição 

de infecção por vírus e bactérias (Chacko et al., 2010; Steinmann et al., 2013; Legeay et 

al., 2015), bem como efeito anticariogênico, auxílio no tratamento da halitose, prevenção 

e regressão de tumores bucais (Nawrotzki et al., 2012; Morin et al., 2015). Apresentando 

ainda atividade antimicrobiana contra Enterococcus faecalis, tanto em células 
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planctônicas como em biofilme (Lee e Tan, 2015). EGCG também pode inibir a adesão de 

Streptococcus mutans de maneira dose-dependente e suprimir a expressão de genes 

relacionados com a formação de biofilme (Xu et al., 2012). Além de inibir o crescimento 

de agentes patogênicos bucais, o EGCG reduz a secreção de citocinas pró-inflamatórias 

por fibroblastos gengivais, células epiteliais, e por células endoteliais (Wheeler et al., 

2004; Lee et al., 2009; Hosokawa et al., 2010a e 2010b; Asahi et al., 2014). A presença de 

EGCG tem reduzido significativamente, de modo dependente da concentração, a 

expressão de IL-6 e IL-8 em células de polpa dentária expostas ao LPS (Nakanishi et al., 

2010). EGCG demonstrou capacidade para inibir a produção citocinas e quimiocinas em 

fibroblastos, impedindo a fosforilação da MAPK / ERK e vias JNK, componentes chave na 

transdução de sinais celulares (Hosokawa et al., 2009, 2010a e 2010b).   

 O American Cranberry (Vaccinium macrocarpon), também conhecido como 

oxicoco, é um fruto/planta que apresenta metabolismo secundários bioativos com 

implicação importante à saúde humana. O Cranberry é um flavonoide polifenólico 

conhecido por possuir atividade farmacológica e largo potencial terapêutico composto 

por tipos flavonóis, antocianidinas e de proantocianidinas, bem como ácidos fenólicos 

(Wang et al., 2017). As Protocianidinas de Cranberry (PAC) são oligômeros de Flavan-3-

ols que apresentam, além da reconhecida atividade antioxidante, propriedades 

imunoestimulantes, anti-carcinogênicas, antialérgicas, anti-inflamatórias, 

antimicrobianas e efeitos cardioprotetores (Fine, 2000). Estudos têm relatado a ação de 

de proantocianidinas de cranberry na inibição da secreção de citocinas inflamatórias 

pelas células imunes e das mucosas (Bodet et al., 2006; La et al., 2010). 

 A Protocianidina de Cranberry do tipo A (PAC) apresenta efeito inibitório sobre a 

adesão e proliferação de bactérias formadoras de biofilme dental (Koo et al., 2010; Feng 

et al., 2013). Essa atividade biológica foi atribuída à atividade de PAC sobre fatores de 

virulência específicos de Streptococcus mutans, como a inibição da atividade de 

glicosiltransferases (Gtf) (Gregoire et al., 2007; Yoo, Murata e Duarte, 2011). Outros 

estudos apontam também benefícios do Cranberry na prevenção e tratamento da 

periodontite, uma doença inflamatória de origem bacteriana que afeta os tecidos de 

suporte dentário, exercendo potente ação inibitória na formação de biofilme por 

Porphyromonas gingivalis e impedindo significativamente a ligação de P. gingivalis a 

superfícies revestidas com colágeno tipo I, fibrinogênio ou soro humano. Dentre os 

mecanismos de ação dos PAC de cranberry estão a inibição de enzimas proteolíticas 
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bacterianas, da resposta inflamatória do hospedeiro e da diferenciação e atividade de 

osteoclastos (Feghali et al., 2011). 

 Outros agentes biológicos que também apresentam efeito terapêutico são os 

peptídeos catiônicos antimicrobianos (PCAM) quem vêm sendo estudados em diversos 

campos da Medicina e, atualmente, na Odontologia (Hölzl et al., 2008; Gorr e 

Abdolhosseini, 2011; Caiaffa et al., 2017; Sierra et al., 2017). Dentre os PCAMs, o 

peptídeo catiônico humano (hCAP-18) é a única catelicidina identificada em seres 

humanos isolada primeiramente em grânulos de neutrófilos. hCAP-18 é produzida 

também por células epiteliais do pulmão, intestino, cavidade bucal e trato urogenital, 

sendo encontrada no plasma seminal e plasma sanguíneo. Após a secreção, ocorre a 

quebra de hCAP-18 pela ação de proteases em pequenos fragmentos de peptídeos RK-31 

e KS-30 e em um peptídeo ativo de cadeia longa LL-37, todos com ação antimicrobiana. 

Esse último fragmento do peptídeo hCAP-18, o LL-37, é um modulador multifuncional da 

imunidade inata, envolvendo a função antibacteriana, estímulo de angiogênese, 

cicatrização cutânea e quimiotaxia de células inflamatórias e do sistema imune. LL-37 

atenua a produção de citocinas induzidas por LPS e a expressão de quimiocinas por 

fibroblastos (Jönsson e Nilsson, 2012). A ação antimicrobiana de LL-37 está relacionada 

à formação de poros na membrana das bactérias e a lise celular, entretanto em altas 

concentrações (>13μM) pode se tóxica para as células eucarióticas (Johansson et al., 

1998; Zhang et al., 2008; Mccormick e Weinberg, 2010). LL-37 tem mostrado excelente 

ação antimicrobiana contra patógenos orais, incluindo bactérias Gram-positivas e Gram-

negativas facultativas ou estritas, como A. actinomycetemcomitans, P. gingivalis, P. 

intermedia, F. nucleatum, S. mutans, S. sobrinus, S. salivarius, S. sanguis, S. mitis e L. casei 

(Ouhara et al., 2005) e fungos, como C. albicans (Harder et al., 2001; Wong et al., 2011). 

Além disso, esses PCAM tem mostrado ação antimicrobiana e atividade neutralizante de 

LPS de A. actinomycetemcomitans, P. gingivalis, P. intermedia e F. nucleatum para LL-37 

(Suphasiriroj et al., 2013).  

Devido à dificuldade e alto custo da sua síntese, diversos estudos têm proposto 

reduções e/ou modificações na estrutura dos PCAMs. KR-12 é o menor fragmento com 

similar atividade antimicrobiana do seu original LL-37 (Wang, 2008). Análogos de KR-12 

foram propostos por Jacob et al., (2013) e apresentaram potente ação antimicrobiana 

contra cepas de S. aureus meticilina-resistentes e mantiveram a ação neutralizante 

contra LPS, sem causar toxicidade às células eucarióticas. Destes, o fragmento KR-12-a5 
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apresentou a maior atividade antiendotóxica, bastante similar à do próprio LL-37. 

Caiaffa et al., (2017) mostraram reduzido efeito citotóxico do fragmento KR-12-a5 sobre 

a viabilidade de fibroblastos da linhagem L-929 e reduzidos valores de MIC/MBC, 

mostrando sua excelente ação antimicrobiana, além de efeito sobre biofilme de S. 

mutans e E. faecalis, importantes microrganismos associados às infecções endodônticas. 

Estudos têm apontado que a associação entre os flavonoides ou peptídeos 

antimicrobianos e flavonoides melhoram seus efeitos antimicrobianos e anti-

inflamatórios (Harasstani et al., 2010; Feldman e Grenier, 2012; Bedran et al., 2015). A 

ação sinérgica entre proantocianidinas e licocalcona A, ambos os flavonoides de 

cranberry e alcaçuz, respectivamente, levou a uma redução do crescimento de biofilme 

de P. gingivalis, bem como a redução da secreção de mediadores pró-inflamatórios em 

macrófagos induzidos por LPS (Feldman e Granier, 2012).  O único estudo encontrado 

que avaliou sinergismo entre flavonoides e peptídeos antimicrobianos foi conduzido por 

Bedran et al., (2015) mostrando que a combinação de LL-37 e EGCG ou 

proantocianidinas reduziu a secreção de várias citocinas induzida por LPS em modelo de 

co-cultura de células da mucosa bucal. 

Baseado na filosofia de se utilizar materiais biocompatíveis com propriedades 

antimicrobianas, anti-inflamatórias e ainda que possam estimular a completa formação 

apical, novos protocolos de tratamento estão surgindo para dentes permanentes jovens 

(Iglesias-Linares et al., 2013; Moreno-Hidalgo et al., 2013). Assim, o presente trabalho 

pretende avaliar: 1) o efeito isolado ou combinado do flavonoide galato de 

epigalocatequina (epigallocatechin-3-gallate, EGCG) em associação aos peptídeos LL-37 

ou KR-12-a5 sobre a viabilidade de fibroblastos da linhagem L-929, sobre cultura 

planctônica e biofilme simples e misto de bactérias de interesse endodôntico e 2) 

investigar o efeito sinérgico do galato de epigalocatequina (epigallocatechin-3-gallate, 

EGCG) e proantocianidinas do oxicoco (A-type cranberry proanthocyanidins, AC-PAC) 

em combinação com LL-37 ou KR-12-a5 sobre a viabilidade celular, a capacidade de 

migração e inibição das citocinas em cultura de fibroblastos da linhagem HGF-1, quando 

estimuladas ou não com LPS. 
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