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"Feliz agquele que transfere a gue salle e aprende a que ensina.” (Cova Covalina)
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Dedico este trabalho,

Aos meus pais Irani, Paulo, Gerson e Ana, meus avés (Irany e

Octacilio - in memoriam) e a minha orientadora Cristiane Dugque.

Por estarem comigo em todos os momentos, principalmente os mais dificeis,
me apoiando e dando forca para continuar... Pelo exemplo de simplicidade,
perceveranga e carinho. Agradeco por todos os momentos que estiveram juntos
comigo e por todas as palavras de conforto e de incentivo que me mostraram
que os momentos mais felizes que passei foram aqueles que tive forca para

lutar.

Sem vocés, esse dia tdo especial em minha vida ndo estaria se realizando,
pois muitas vezes o cansago e a vontade de desistir surgiram, e foram nesses
momentos que me lembrava de ndo estar sozinha, e que existiam pessoas como

VOCES;
Meus amores, vocés sdo tudo para mim!

Amo voces!

“O amay naa vé com os clhos, vécom a mente; pex isse é alada, é cega e
tao paterte.”
Witlian Staftespeare
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A Deuws,

Obrigada meu queride amige, pex tude que tens me prapercicnade, pox
tados as sanfios alcangades e per me acempanfiar em tedes os
mamentos da minfa vida, cuidande da minfia maiox siqueza, minfia
familia, enquante estava lenge... O senfior é o meu guia e nada me
Ugradega-te imensamente.

A0S MEUS QUERIDOS AVOS OCTACILIO E IRANY (IN MEMORIAM),

Sou eternamente grata pelos maiores ensinamentos que tive com voceés, acredito
que boa parcela do que sou hoje devo aos conselhos e palavras sabias, por mais simples
que fossem... Agradeco pelas oragdes diarias, e a Deus por ter me dado os avlés mais
doces do mundo, mesmo que a vida tenha sido tdo dura com vocés! Agradeco por terem
me ensinado o que é honestidade, sinceridade e fé. Tenho muito orgulho das minhas
raizes no interior... Recentemente meus queridos avos nos deixaram nesta vida, ficando
um vazio em meu corag¢do, porém sei que onde quer que eles estejam, estardo sempre

olhando por nossa familia. Amo tanto vocés dois!!

“Uprenda a viver dentra das suas pessibiilidades. Buscar uma vida de
aparéncias, fora da sua realidade, sd o levard para e abiisme sem velta. Constuua
a sua vida ass peuces, lutande a cada dia e extrainde da vida o gue ela tem de
melhor: a Simplicidade.” Chice Lavier
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A minha querida Mie e Esposo

Mae, cada dia que passa mais pareco com vocé, mesmo que isso parece bem
estranho, pois somos completamente diferente, isto porque, somos guerreiras e fortes.
Tenho orgulho da minha criacdo e imensa gratidao por tudo que fez por mim. Hoje sinto-
me aliviada em saber que tem felicidade em seu coragao por ter o Eduardo em sua vida,
e ele acaba me ajudando muito pois, esta ai do seu lado nos momentos de minha
auséncia. Por isso, muito obrigada Eduardo por estar conosco hoje e sempre. E mae,

obrigada por me ensinar que carater é aquilo que vocé é quando ninguém esta olhando...

Ao meu querido Pai (Tio Paulao - Pai do coracao)

Por todo amor, ensinamentos, carinho, incentivo e respeito que tem por mim.
Agradeco todos os dias por existirem pessoas como o senhor, porque mesmo nao
havendo lacos genéticos, existem langos irreversiveis que sdo os do coracdo, e que
permitem-se doar como pais inteiramente. Deus ndo poderia ter me dado presente
maior. Muitas coisas bonitas ndo podem ser vistas ou tocadas, elas sdo apenas sentidas.
0 que o senhor faz por mim é uma delas. Obrigada por estar sempre ao meu lado e

nunca deixar que meus sonhos sejam esquecidos. Te amo muito!

Ao meu querido Pai Gerson e Esposa (Tia Ana)

Sinto-me honrada e agradecida por ter pais como vocés, pessoas simples,
honestas e de enorme coragdo. Adoro quando chego de visita e sou recebida de forma
tdo especial por vocés e quando parto para mais uma jornada, vejo que vocés ficam
tristes porém com confianca de que tudo vai dar certo. Agradego imensamente o apoio,

compreensao e amor que me oferecem todos os dias. Amo muito voceés!!
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Ao meu irmao Marcos Paulo,

Obrigada meu pequeno grande homem, pelo carinho e torcida por minha
felicidade.... Ver vocé crescendo e amadurencendo é um privilégio e espero que papai do
céu permita que um dia eu consiga te ajudar nos seus estudos e que vocé se torne um

homem honrado e feliz em suas escolhas. Te amo muito.
Ao meu querido Namorado Franci,

Hoje sei que nao é por a caso que Deus nos uniu. Somos companheiros, sempre
torcendo pela felicidade um do outro, mesmo que a distancia nos separe fisicamente,
nossas mentes sdo unidas por lacos jamais conhecidos por mim. Acredito que os planos
de Deus nunca falham, apesar de nos depararmos com momentos bastante dificeis, sei

que tudo vai ficar bem, pois tenho vocé comigo. Obrigada por ser assim, do jeitinho que

é... Te amo muito!
“Fundamental é mesma o amex, é impassivel sex feliz sozinko.” Tom Jobim

A minha querida Orientadora e Amiga

Profa. Dra. Cristiane Duque,

O meu maior orgulho é dizer que sou sua orientada e principalmente amiga.
Conquistei muitas coisas na vida gracas ao seu apoio, mas uma delas foi mais importante
de todas, nossa amizade, construida por longo destes quase 8 anos de convivio. Sei que
as escolhas que fazemos durante a vida nao sdo, nem de longe, faceis. Mas muitas
escolhas que fiz foram inspiradas em sua garra e foco. Vocé é um espelho pra mim e para
muitos que conhego! Por sua dedicagdo ao seu trabalho e carinho com seus alunos.
Espero, torna-me um pouquinho semelhante ao seu espirito iluminado e bondoso. Entre

meus amigos, contumamos nos referir a senhora com um “ser evoluido”, e brincadeiras a
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parte, sei o quanto vocé se empenha para dar seu melhor e tonar as pessoas ao seu lado
mais felizes. Muito obrigada pelos ensinamentos e acolhida! Cresci muito como pessoa
nestes ultimos anos e sei que nossa amizade seguird sempre em frente. Muito obrigada e

voceé sabe o quanto significa pra mim!
“Ninguém cuvza nosse caminfic pexr acase
e nds nao entramas na vida de ninguém sem nenfiuma wazae.”
“Embiora ninguém possa veltar atids e fazer wm nove comege,

gualguer um paode camecar agora e fazer um nove fim.” Chice Xavier

A querida Familia Duque Talora

Luiz Fernando, Doraci, Sonia, Edenizia e ao meu querido Felipe. Agradeco tudo
que fizeram por mim... Pelo acolhimento dentro de suas casas e por todo carinho que
sempre tiveram comigo... Sem vocés tudo teria sido muito mais dificil, principalmente
pela distancia da minha familia de sangue, pois hoje posso dizer que ganhei uma nova
familia... Vocés significam muito para mim... Ensinaram-me muitas coisas boas e sou

muito grata por tudo. Adoro vocés!

As queridas Familias Sampaio e Caiaffa

Ao apoio dado, carinho e torcida para que tudo desse certo nos meus estudos.
Por tudo o que ja fizeram por mim, minha eterna gratidao. Minha admiragdo por vocés é
imensa, assim como a alegria de té-los sempre por perto. Obrigado por existirem em

minha vida. Amo vocés!

A Familia Alves da Costa,

Jusemar, Antdonio Loren¢o, Wanderléia e Vanusa.. Agradeco minha segunda
familia por todo apoio e carinho e por terem me recebido tdo bem em sua casa, e

principalmente por terem criado o grande amor da minha vida com tanta dedicacao e
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carinho, tornando-o um homem honesto e tdo especial.. Conhecendo vocés é facil

entender que pessoas boas e honestas existem. Obrigada por tudo! Adoro todos vocés!
A minha amiga Vanessa R. dos Santos

Agradeco por todo apoio, carinho e amizade... Nos momentos que me sentia triste,
ansiosa ou mesmo desanimada, lembrava-me que vocé estava comigo, e isso ajudou-me
a seguir em frente e conquista o tdo sonhado dia da defesa de doutorado, pois sabemos o
quao dificil é a distdncia de nossas familias e as incertezas de nossas escolhas.
Aprendemos muitas coisas juntas, no laboratério (pelo seu companheirismo e ajuda em
todas as fases da realizacdo deste trabalho), em nossas viagem (pelas risadas e
conversas) e principalmente no dia a dia (pelo fato de sermos tao diferentes uma da
outra e mesmo assim nos compreendermos tao bem). Agradec¢o tudo que fez por mim.
Seremos eternamente amigas e tenha certeza que vocé sempre estara em meu coragao,
mesmo quando estivermos longe. Muito obrigada Van! (Obs. Queria colocar as carinhas

do whats app mas ndo tem aqui, infelizmente, combinam muito com vocé).

“Depais de um tempe vocé aprende que verdadeinas amizades continuam a crescer
mesme a longas distancias”.
Wiltian Stiaftespeare

As minhas amigas Thayse Hosida, Mariana Nagata e Marjully

O que dizer destas amigas lindas? Na verdade tenho muitas coisas para dizer, pois
somos grandes amigas. Muitas conversas e risadas, coisas que irdo ficar para sempre na
memoria e no coragdo. Mulheres completamente diferentes e que eu admiro do jeitinho
que sdo. Sou muito grata pelo companheirismo e for¢a que me dao, pois sabemos bem
que as coisas na pods-graduacdo ndo sao faceis, envolvem muitas abdica¢des e
perseveranga para continuarmos e alcagarmos nossos objetivos. Adoro estar no
laboratdrio com vocés, adorava quando eu ia na casa de vocés, quamdo a gente saia para
lanchar ou mesmo caminhar e jogar conversa fora. Deus coloca em nossos caminhos

pessoas muito especiais e certeza que ele colocou vOces nestes momentos longe da
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minha familia, pois sabia o quanto iriam me dar apoio e que eu ndo estava sozinha nesta.

Muito obrigada pela amizade!! Adoro vocés!!

Ao meu grande Amigo José Antonio

Este menino nao é mole ndo, mas ele nem imagina o quanto é importante para
mim. Adoro sua companhia, fico muito mais contente quando escuto sua risada
caracteristica dentro do laboratoério, avisando que ele ja esta na area. Em 2012, ainda
como aluna de iniciacao cientifica, vinha para Aracatuba fazer parte do meu TCC e foi
quando conheci esta figura doce (mas nem tanto) e “santinho” (mas nem tanto). Foi
afinidade a primeira vista, desde entdo construimos uma amizade sincera, leve e de
grande valor para mim. Muito obrigada meu amigo, espero que possamos sempre
manter essa alegria e relagdo quando nos encontrarmos. Te adoro meu amigo do
coracao!

A minha grande amiga Marcelle Danelon

Mesmo longe, ela sempre esteve presente na minha vida, me ajudando de todas
as formas, seja dando for¢a para a realizagdo deste trabalho ou mesmo me incentivando
profissionalmente e pessoalmente. Te adoro amiga, tenho muito orgulho de vocé e de

nossa amizade.

Aos amigos Caio, Leonardo e Igor

Amigos que alegram meus dias no laboratério e na vida! Cada um com seu jeitinho
particular e que me cativaram por serem pessoas adoraveis! Vocés sempre estardo em

meu cora¢do. Meu muito Obrigada!

Aos alunos Colaboradores do trabalho: Bruno, Thainara, Jesse,

Rafaela, Gabriela, Warlley, Norival e Gabriel Abuna.

Obrigada amigos pelo companheirismo no laboratério e por acreditarem que o

projeto daria certo, vocés foram fundamentais em minha jornada no doutorado.
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As alunas e alunos de Iniciac¢io Cientifica, Mestrado, Doutorado e

Pos-Doutorado

Aos meus amigos que sempre me acompanham na Odontopediatria: Thamires,
Sara, Gabriel, Marjuly, Carla Mendes, Priscila, Francienne, Nayara, Mayra, Isabel, Lais,

Jorge, Heitor, Isabela, Ana Paula, Gabriela Fernandes.

Aos amigos da Endodontia: Amanda, Leopoldo, Francine, Carlos, Camila, Renan.

A amizads ¢ colaboragdo dz cadx um foram asencizis para & condlusiio
diesta pesquisa. Admiro tods vocds!

Aos docentes da Disciplina de Endodontia da Faculdade de

Odontologia de Aracatuba, UNESP

Prof. Dr. Roberto Holland, Prof. Dr. Mauro Juvenal Nery, Prof. Dr. José Arlindo Otoboni
Filho, Prof. Dr. El6i Dezan Junior, Prof. Dr. Jodo Eduardo Gomes Filho, Prof. Dr. Gustavo
Sivieri Araujo, Prof. Dr. Rogerio Castilho Jacinto e ao meu coorientador que tanto admiro
Prof. Dr. Luciano Tavares Angelo Cintra (Obrigada por toda colaboragao).

Por todos os ensinamentos a mim transmitidos, contribuindo na minha formacao

profissional.

Aos docentes da Disciplina de Odontopediatria da Faculdade de

Odontologia de Aracatuba, UNESP

Prof. Dr. Alberto Carlos B. Delbem, Prof. Dr. Célio Percinoto, Prof. Dr. Robson Federico

Cunha, Prof. Dr. Juliano Pelim Pessan e Prof2 Dra. Sandra M. H. C. Avila de Aguiar, pela
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agradavel convivéncia, acolhimento no departamento e conhecimentos transmitidos.

Muito obrigada!

Aos professores e alunos colaboradores: Prof2 Dra. Juliana Nascimento
Santos, Prof° Dr. Daniel Grenier, a aluna Amel Benlagha da
Universidade de Laval (UL) - Canada (PDSE) e ao Prof. Dr. Eduardo M.
Cilli pelo desenvolvimento dos peptideos estudados e por toda

colaboracao no trabalho

Obrigada por toda confian¢a gentilmente cedida ao trabalho e por toda ajuda que
foi de fundamental importancia para o andamento e finalizacdo do trabalho. Muito

obrigada!

Aos colegas do laboratodrio da UL - Québec - Canada: Amel Benlagha,

Jabrane (técnico do lab. da UL), Phillip e Eve.

Agradeco imensamente toda a ajuda e apoio que me deram no laboratério da
universidade de Laval no Canada, sem vocés seria impossivel a realizacdo desta etapa do

trabalho.

Aos amigos Alessandra, Jéssica, Murilo, Fernando, Niedjna, Fernanda,

Mariana, Salvador, Hany Geagea, Cas Mosterd, Iness e Victor

Obrigada pelo companheirismo e apoio durante minha estadia em Québec, sem vocés
tudo seria mais dificil. Foram muitas descobertas juntos e uns dos melhores momentos

que passei em minha vida. Foi um prazer conhece-los e ter a amizade de vocés.
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Aos queridos Técnicos dos laboratdrios da UNESP - Aracatuba,

Araraquara e UNICAMP - Piracicaba: Ricardo, Mario e Flavia.

Obrigada por toda ajuda e ensinamentos, aprendi muito com vocés. Todos que

ajudaram, foram pecgas importantissimas deste trabalho. Muito obrigada!!

‘KNawo carinho ¢ gratidio, a vocds; que além de transmitirom sous
CONRBaIMENtas ¢ SUas Experiencias, Souberam apoiarnas em nossas
Affouldades”
Aos funcionarios do Departamento de Odontopeiatria

Ricardo, Mario e Luizinho. Por manterem a organiza¢do no laboratério; Por toda a ajuda

e dedicagdo. Muito Obrigada!

Aos funcionarios do Departamento de Endodontia

Nelci, Claudia, Elaine, Peterson, Kazu e Grazi. Mesmo nos poucos momentos que passei

com vocés, agradeco a ajuda e sei o quanto profissionais dedicados sao.

A Banca do Exame Geral de Qualificaciio e a Banca de Defesa
Muito obrigada por toda contribui¢do no trabalho e pelos conhecimentos trocados.
A Faculdade de Odontologia de Aracatuba, na pessoa dos professores Dr.

Wilson Roberto Poi, dignissimo Diretor e Dr. Jodo Eduardo Gomes Filho, dignissimo

Vice-Diretor.
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Ao Curso de Pds-Graduac¢ao em Ciéncia Odontologica da Faculdade de

Odontologia de Aracatuba-UNESP, na pessoa do coordenador Prof. Dr. Luciano

Tavares Angelo Cintra.

A Valéria, Cristiane e Lilian da Secio de P6s-Graduacio da Faculdade

de Odontologia de Aragatuba-UNESP, pelo profissionalismo e atengio sempre

carinhosa.

Aos funcionarios da biblioteca da Faculdade de Odontologia de

Aracatuba da UNESP, Ana Claudia, Luzia, Ivone, Claudio, Maria Claudia, Luiz, Denise

e [zamar pela atencao e disponibilidade com que nos recebem.

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

Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico-
CNPq(140467/2018-1), CAPES, CAPES-PROCAD(88881.068437/2014-
01) e CAPES - PDSE(88881.135824/2016-01) pela concessao de recursos

que possibilitaram a realizacdo deste Curso de Doutorado.

A, todss que, de aljuma forma contribuiram para a dlaboragis ¢ condusis deste tabatho..
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U axte de sex feliz

FHouve um tempo em que minka janela se abria
sabe uma cidade que parecia sex feita de giz.
Peste da janela havia um pequene jardim quase sece.
Eva uma época de estiagem, de tevia esfarelada,

e e jardim parecia moxte.

Mas tedas as manhas vinfia um pebre com um balde,

e, em siléncie, ia ativande com a mae umas getas de dgua solire as plantas.
Nae exa wma rega: exa uma espécie de aspewsae ritual, para que o jardim nao moviesse.
€ eu clhava para as plantas, para ¢ homem, para as gotas de dgua que caiam de seus dedos
magres e meu coragdo ficava completamente feliz.
@suma&wajmw@aemcanbmajmminebmemﬂu.

Outras vezes encontro nuvens espessas.

Uviste criancas que vie para a escela.

Pardais que pulam pele mure.

Gatos que abem e fecham os alhos, senfiande com pardais.
Barboletas brancas, duas a duas, cema efletidas no espelhe do ax.
Marimbiendas que sempre me parecem pensenagens de Lope de Vega.
s vezes, um gale canta.
(‘I/Jue/ze/.s,umauidapaooa.

Jude estd cento, ne seu bugar, cumprinde o sew destina.
€ eu me sinte completamente feliz.

Mas, guande falo dessas pequenas felicidades centas,
que estie diante de cada janela, uns dizem que essas coisas nio existem,
autras que sd existem diante das minhas janelas, e cutres,
finalmente, que é preciso aprender a clhar, para poder vé-las assim.

Kplgrafs
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Caiaffa KS. Efeito isolado ou combinado de flavonoides e peptideos catidénicos sobre
biofilme endodontico e sua influéncia na viabilidade celular, capacidade de migracao e
inibicao de citocinas em fibroblastos. 115 f. [Tese] Doutorado em Ciéncia Odontolégica,
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Resumo Geral

Este trabalho foi dividido em dois capitulos que objetivou avaliar: 1) o efeito isolado ou
combinado do flavonoide epigallocatechin-3-gallate (EGCG) em associacdo com o
peptideo LL-37 e seu andlogo KR-12-a5 sobre a viabilidade celular de fibroblastos e
sobre cultura planctonica, biofilme simples, dual-espécies e tibulos dentinaios e 2) as
interacdes sinérgicas do EGCG e proantocianidina do oxicoco (A-type cranberry
proanthocyanidins, AC-PAC), quando usado em combina¢do com LL-37 ou KR-12-a5
sobre a viabilidade celular, a capacidade de migracao e inibicdo das citocinas em cultura
de fibroblastos (HGF-1), quando estimuladas ou ndo pelo lipopolissacarideo de A.
actinomycetencomitans (LPS). No capitulo 1, a concentragdo inibitéria minima (MIC), a
concentracdo bactericida minima (MBC) e concentracao inibitéria fracionaria (FIC) de
EGCG, LL-37 e KR-12-a5 foram determinadas a partir de valores decrescentes dos
compostos por meio dos métodos de microdilui¢do e checkerboard contra Streptococcus
mutans, Enterococcus faecalis, Actinomyces israelii e Fusobacterium nucleatum apo6s 24
horas de tratamento. Fibroblastos da linhagem L-929 foram expostos a combinac¢des de
EGCG com peptideos em diferentes concentragdes e o metabolismo celular avaliado por
ensaios de MTT. Os compostos com melhor efeito antimicrobiano e citotéxico foram
avaliados por 24-36h, isoladamente ou em combinacao, 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 tubulos dentinarios por 2 semanas, tratados com EGCG, KR-12-a5 e EGCG + KR-12-a5
e a porcentagem de células mortas foi determinada pela analise de imagens usando
Microscopia Confocal. No capitulo 2, a linhagem celular de fibroblastos gengivais
humanos primarios HGF-1 foi pré-tratada durante 2 h com EGCG ou AC-PACa 25e 12,5
ug / mL, LL-37 ou KR-12-a5 a 0,06 e 0,03 uM ou com uma combinacao 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 concentragdes. As culturas celulares foram entdo estimuladas com 50 pg/mL de
LPS por 24-48h. A viabilidade celular e migracdo foram analisadas usando ensaios
colorimétricos e fluorescentes, respectivamente. A quantificacdo de citocinas foi
determinada por ensaios multiplex ELISA. Os resultados mostraram que em condig¢des
planctonicas, 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 combinagcoes de EGCG e peptideos testados nao foram tdxicas para os
fibroblastos, uma vez que o crescimento celular foi superior a 70%. Em condic¢des 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 redu¢ao
de A. israelii e F. nucleatum, embora ndo tenha sido observada diferenca estatistica entre
os compostos. EGCG + KR-12-a5 reduziu mais de 80% dos biofilmes de E. faecalis nos
tubulos dentinarios. Dentre os grupos experimentais estudados, o EGCG, principalmente
a 25 e 12,5 pg/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 presenca de LPS. Combina¢des do EGCG
com AC-PAC ou KR-12-a5 e AC-PAC com LL-37 foram capazes de aumentar
estatisticamente a migracdo celular. EGCG, AC-PAC, LL-37 e KR-12-a5 promoveram a
reducdo de citocinas individualmente ou em combinag¢do (EGCG + AC-PAC e EGCG + KR-
12-a5) mais especificamente para IL-6, IL-8, GM- CSF e TNF-a. Conclui-se que a
associacdao de EGCG e KR-12-a5 é citocompativel e promove um efeito sinérgico contra
bactérias associadas a infec¢cdes endodonticas, sob condi¢des planctonicas e de biofilme.
0 EGCG, isoladamente ou associado ao AC-PAC e ao KR-12-a5, aumenta a viabilidade e
migracao celular, bem como a inibi¢ao de citocinas por fibroblastos estimulados por LPS.
A associacao de EGCG com KR-12-a5 poderia ser uma op¢do de principio ativo em

medicagdes para fins endoddnticos.

Palavras-chave: Peptideos Cationicos 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 Ciéncia Odontoldgica, area

Endodontia, Aracatuba: 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 pg/mL, LL-37 or KR-12-a5 at 0.03 and 0.06 uM 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 pg/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 pg/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-a5 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-a. 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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Introducao Geral

O tratamento de dentes permanentes jovens que sofreram danos irreversiveis
devido a infeccao ou trauma local antes do fechamento fisiolégico normal do apice
radicular representa um verdadeiro desafio clinico. Apds a erup¢do completa do dente
na cavidade bucal ainda sdo necessarios 3 a 4 anos para que ocorra o desenvolvimento
completo dos canais e o fechamento dos apices radiculares (Bhasker, 1991). Durante
este periodo, se ocorrer algum tipo de trauma ou infecgdo, esses processos sao
interrompidos e o fechamento natural do dpice ndo acontece. As paredes dentinarias
finas divergentes ou paralelas do dente imaturo dificultam a desinfec¢do e a execucgao
dos procedimentos endoddnticos convencionais, comprometendo o resultado a longo
prazo (Rafter, 2005; Wang et al., 2010; Iglesias-Linares et al., 2013). Além disso, devido a
complexa malha de canais secundarios e acessorios e a persisténcia de algumas espécies
microbianas, o preparo quimico-mecanico nao possibilita a total desinfeccdo do sistema
de canais radiculares, levando a necessidade do uso de medicag¢do intracanal (Bystrom e
Sundgqvist, 1981; Chavez De Paz et al., 2003).

Bactérias Gram-negativas, membros comuns das infec¢des primadrias, sao
geralmente eliminadas ap6s procedimento de tratamento quimico-mecanico. Exceg¢des
podem incluir alguns bacilos anaerébios como Fusobacterium nucleatum, Prevotella
species e Campylobacter rectus, que estdo entre as espécies encontradas em amostras
ap6s instrumentacdo/medicagdo. Entretanto, a maioria dos estudos tem revelado que as
bactérias Gram-positivas sdo 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 Rogas, 2009).

Mesmo eliminando as bactérias, diversas toxinas sao liberadas no canal radicular
durante a infeccao e quando em contato com as células do hospedeiro levam a resposta
inflamatdria. Entre esses fatores de viruléncia, esta o lipopolissacarideo (LPS). Embora o
mecanismo exato de como o LPS atua nao esteja completamente elucidado, ele é
reconhecido e age ativando fagécitos mononucleares (mondcitos e macroéfagos), que
consequentemente aumentam sua atividade fagocitica e a secrecao de citocinas pro-

inflamatérias, tais como, fator de necrose tumoral (TNF-a), interleucinas (IL-1f, IL-6,
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entre outras), além das prostaglandinas (PGE2). Sabe-se que a resposta inflamatoéria é
uma aliada ao processo de reparo, entretanto, a secrecao descontrolada dessas citocinas
induz a expressdo de RANKL (ligante do receptor de NF-kf3), um critico fator de
diferenciacao dos osteoblastos em osteoclastos, podendo levar a destruicao tecidual
(Raetz e Whitfield, 2002; Walsh et al., 2006). Assim, uma importante caracteristica para
uma medica¢do intracanal é a neutralizacao dessas toxinas bacterianas, pois somente o
preparo quimico-mecanico (com hipoclorito de so6dio, por exemplo) ndao tem se
mostrado efetivo em eliminar LPS (De Oliveira et al.,, 2007).

Idealmente, a medicagdo intracanal deve promover a eliminacao e impedir a
proliferacdo de microrganismos remanescentes, atuar como barreira fisico-quimica
contra a infeccdo ou a reinfec;do por microrganismos, reduzir a inflamacao
perirradicular, neutralizar produtos téxicos, controlar a reabsorcio dentindria
inflamatdria externa, além de estimular a reparacao 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 apicificacdo, que se baseia na
inducdo do fechamento do forame apical, por meio da deposicdo de uma barreira de
tecido duro, na regido apical ou ainda pela indu¢ao do desenvolvimento apical, o que se
encontra diretamente relacionado a manutencdo 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 sdo o hidréxido de calcio (HC) e agregado de
trioxido mineral (MTA). Diversos trabalhos tém mostrado que estes materiais
apresentam biocompatibilidade e atividade antimicrobiana, além de estimular a
apicificacdo em dentes permanentes jovens (Sheehy e Roberts, 1997; Shabahange
Torabinejad, 2000; Rafter, 2005, Parirokh e Torabinejad, 2010, da Silva et al., 2010).
Porém, na técnica de apicificacdo com o hidréxido de calcio (HC) ocorre um processo
chamado de selamento bioldgico originando a formagao de um tecido duro, semelhante
ao cemento. Entretanto, a capacidade indutora de mineralizacao do HC é dependente da
manutencdo de sua alcalinidade durante todo o periodo de tratamento, onde sao
necessaria trocas periodicas deste material para que ocorra constante renovacao 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 multiplas sessdes pode
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aumentar o risco de contaminacao, além da formacgdo de paredes dentinarias delgadas e
raiz encurtadas, tornando o dente suscetivel a fratura (Hargreaves et al., 2013).

Outra técnica utilizada para alcancar a apicificacao é através de materiais a base
de agregado de triéxido mineral (MTA) sendo empregada por meio da colocagdo de uma
barreira apical artificial (plug de MTA) que permite a obturagdo do canal radicular na
mesma sessdo (American Association of Endodontists, 2004). A indicacdo do MTA tem
sido preoconizada principalmente em casos onde ha a impossibilidade de
acompanhamento a longo prazo, e seu efeito tem mostrado induzir a formacdo da
barreira apical, semelhante ao HC (Shabahang et al,, 1999). O emprego do MTA também
tem sido associado a um menor nimero de fraturas (Jeeruphan et al., 2012), devido a
reducdo no nimero de sessdes durante o tratamento (Damle et al., 2012; Mari-Beffa et
al., 2017).

A técnica de apicificacao, seja com HC ou plug de MTA nao pode ser considerada
completamente bioldgica, pois ndo permite a regeneracdo pulpar e o desenvolvimento
radicular completo, tanto em largura quanto em comprimento (Jeeruphan et al.,, 2012).
Independente do material, a apicificacdo leva ao encurtamento da raiz e a manutengao
das paredes dentindrias 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 inibira sua capacidade de estimular as células indiferenciadas da
papila apical em se diferenciar em odontoblastos (Banchs e Trope, 2004). Embora esses
tratamentos frequentemente conduzam a resolucao dos sinais e sintomas das doengas
pulpares (Sheehy e Roberts, 1997; Bose et al., 2009; Parirokh e Torabinejad, 2010),
promovem pouco beneficio para a continuidade do desenvolvimento radicular,
manutencdo da nocicep¢ao pulpar normal e defesa imune esperada para um dente
permanente jovem (Ruparel et al,, 2012; Althumairy et al, 2014).

Atualmente estdo surgindo novas propostas para tratamento de dentes imaturos
como alternativas aos tratamentos convencionais, visando a resolucao da periodontite
apical e mantendo as fungdes fisiolégicas pulpares normais. Uma pasta tripla de
antibioticos (metronidazol, ciprofloxacina, minociclina) vem sendo utilizada em diversos
estudos clinicos (Banchs e Trope, 2004; Thibodeaud et al., 2007; Jung et al., 2008; Ding

et al., 2009; Taneja et al., 2010) alcangando bons resultados clinicos, com a eliminagao
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das bactérias e promocao do reparo dos tecidos periapicais. O primeiro estudo com esta
pasta triantibiética 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 lesdes periapicais, entretanto, em combinac¢do foram capazes de esterilizar
todas as amostras. Metronidazol é um composto nitroimidazol que exibe ampla
atividade antiprotozoaria, antibacteriana contra bacilos Gram-negativos anaerobios,
bacilos Gram-positivos esporulados e cocos anaerdbios. Ciprofloxina é uma
fluoroquinolona que apresenta acdo bactericida, principalmente contra Gram-negativas.
Minociclina é um derivado semi-sintético da tetraciclina com amplo espectro de acao,
similar ao metronidazol (Vijayaraghavan et al., 2012). Uma critica sobre o uso da pasta
de antibioticos refere-se a sua resisténcia bacteriana. Em amostras de infecc¢des
endodonticas cronicas ou agudas, genes de resisténcia antibidtica foram detectados
antes e apos tratamento. Os genes mais prevalentes foram blaTEM (24%) (beta-
lactamicos) e ermC (24%) (eritromicina) nos abscessos e tetM (42%) e tetW (29%)
(tetraciclinas) em casos assintomaticos. Qutra critica em relacdo ao uso da pasta tripla
antibiotica é em relacdo ao uso da minociclina, que causa manchamento do dente,
devido a sua reacao com o calcio via quelacao formando um complexo insoluvel (Tanase
et al, 1998) e ainda foi observada uma significativa redu¢do na viabilidade de
fibroblastos do ligamento periodontal apds sua utilizacao (Yadlapati et al.,, 2014).
Produtos naturais derivados de plantas medicinais sao fontes abundantes de
compostos biologicamente ativos que poderiam ser base para o desenvolvimento de
novos medicamentos. Em Odontologia, produtos derivados de plantas estdo sendo
incorporados em dentifricios, enxaguatérios e materiais dentarios, devido as suas
propriedades anti-inflamatorias, antibacterianas e antifingicas, além de ndo
promoverem resisténcia antibiotica e serem biocompativeis em concentracées
terapéuticas, criando novas perspectivas biologicas integrando o tratamento
odontolégico (Hotwani et al., 2014). Estudos tém demonstrado a eficacia antimicrobiana
e anti-inflamatéria de extratos de plantas isolados e/ou combinados com outras
substancias naturais ou sintéticas contra patégenos da carie dentaria e periodontais
(Chandra et al, 2015; Panche et al, 2016). No caso de tratamento de dentes
permanentes jovens, fitoterapicos poderiam auxiliar no controle da infec¢do microbiana

e inflamacao, estimulando a regeneracao tecidual e a completa formagao radicular.
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Devido a natureza polimicrobiana e a consequente liberagdo de componentes
inflamatoérios nas infec¢des endodonticas, a combinacdo de drogas poderia tornar
possivel alcangar melhores resultados de tratamento com doses mais baixas de agentes
terapéuticos (Bedran et al., 2014 e 2015). Fitoquimicos sao moléculas promissoras que
estdo sendo estudadas na prevengdo e tratamento de doencas bucais, pois atuam tanto
na eliminag¢do dos patégenos quanto no controle da resposta inflamatoéria do organismo
(Palaska et al.,, 2013). Flavonoides sao compostos fenolicos encontrados em células
vegetais, detectados nas frutas, sementes, nozes, caules e flores, bem como nos
derivados das plantas, como chas, vinho, propolis e mel e representam um constituinte
comum da dieta humana (Cushnie e Lamb, 2005). Os flavonoides apresentam estrutura
quimica comum, sendo constituidos por dois anéis aromaticos (A e B) unidos por trés
carbonos que formam um anel heterociclico, denominado de anel C. De acordo com as
variacdes no anel C, os flavonoides sdo divididos em seis classes principais: flavondis,
flavonas, flavanonas, flavandis (ou catequinas), isoflavonoides e antocianidinas.
Substituicdes dos anéis A e B originam diferentes compostos dentro de cada classe de
flavonoides (Cushnie e Lamb, 2005). Diversas sao as propriedades clinicas dos
flavonoides ja relatadas na literatura, entre elas, atividade antioxidante, inibicao
enzimdtica, atividade anti-inflamatoéria, atividade vascular, estrogénica, anti-tumor e
atividade antimicrobiana. Assim, ndo é surpresa que o interesse pela pesquisa com essas
substancias tem crescido na area biomédica (Harborne e Willians, 2000).

O cha verde é composto por 24 a 40% de flavonoides, incluindo flavanois,
flavonols, flavanonas, e acidos fendlicos (Nkhili et al, 2009). O galato de
epigalocatequina (epigallocatechin-3-gallate, EGCG) é uma das mais abundantes e
importantes catequinas, componente bioativo do cha verde (Harborne e Williams,
2000). O EGCG é produzido a partir da folha da planta Camellia sinensis e tem sido
consumido por humanos ha muitos anos (Saito et al, 2009). Pesquisas mostram os
variados efeitos benéficos do EGCG incluindo a¢do anti-inflamatéria, anti-tumoral,
diminuicdo da absorcao de gordura, anti-envelhecimento, prevenciao e protecdo de
doencas cardiovasculares, efeitos imunoreguladores e neuroprotetores, além da inibicao
de infeccao por virus e bactérias (Chacko et al., 2010; Steinmann et al.,, 2013; Legeay et
al., 2015), bem como efeito anticariogénico, auxilio no tratamento da halitose, prevencao
e regressdo 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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plancténicas como em biofilme (Lee e Tan, 2015). EGCG também pode inibir a adesao de
Streptococcus mutans de maneira dose-dependente e suprimir a expressao de genes
relacionados com a formacao de biofilme (Xu et al, 2012). Além de inibir o crescimento
de agentes patogénicos bucais, o EGCG reduz a secrecao de citocinas pro-inflamatorias
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 presenca de
EGCG tem reduzido significativamente, de modo dependente da concentragdo, a
expressao de IL-6 e IL-8 em células de polpa dentaria expostas ao LPS (Nakanishi et al,
2010). EGCG demonstrou capacidade para inibir a producdo citocinas e quimiocinas em
fibroblastos, impedindo a fosforilagao da MAPK / ERK e vias JNK, componentes chave na
transducdo 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 secundarios bioativos com
implicacdo importante a saide humana. O Cranberry é um flavonoide polifendlico
conhecido por possuir atividade farmacolégica e largo potencial terapéutico composto
por tipos flavondéis, antocianidinas e de proantocianidinas, bem como acidos fendlicos
(Wang et al., 2017). As Protocianidinas de Cranberry (PAC) sdo oligdbmeros de Flavan-3-
ols que apresentam, além da reconhecida atividade antioxidante, propriedades
imunoestimulantes, anti-carcinogénicas, antialérgicas, anti-inflamatorias,
antimicrobianas e efeitos cardioprotetores (Fine, 2000). Estudos tém relatado a agdo de
de proantocianidinas de cranberry na inibicdo da secrecdo de citocinas inflamatérias
pelas células imunes e das mucosas (Bodet et al., 2006; La et al., 2010).

A Protocianidina de Cranberry do tipo A (PAC) apresenta efeito inibitério sobre a
adesao e proliferacao de bactérias formadoras de biofilme dental (Koo et al., 2010; Feng
et al., 2013). Essa atividade biolégica foi atribuida a atividade de PAC sobre fatores de
viruléncia especificos de Streptococcus mutans, como a inibicdo da atividade de
glicosiltransferases (Gtf) (Gregoire et al., 2007; Yoo, Murata e Duarte, 2011). Outros
estudos apontam também beneficios do Cranberry na prevencdo e tratamento da
periodontite, uma doenca inflamatdria de origem bacteriana que afeta os tecidos de
suporte dentdrio, exercendo potente acao inibitéria na formacao de biofilme por
Porphyromonas gingivalis e impedindo significativamente a ligacdo de P. gingivalis a
superficies revestidas com colageno tipo I, fibrinogénio ou soro humano. Dentre os

mecanismos de acdo dos PAC de cranberry estdo a inibicdo de enzimas proteoliticas
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bacterianas, da resposta inflamatéria do hospedeiro e da diferenciacao e atividade de
osteoclastos (Feghali et al, 2011).

Outros agentes bioldgicos que também apresentam efeito terapéutico sdo os
peptideos catidnicos antimicrobianos (PCAM) quem vém sendo estudados em diversos
campos da Medicina e, atualmente, na Odontologia (Ho6lzl et al., 2008; Gorr e
Abdolhosseini, 2011; Caiaffa et al, 2017; Sierra et al, 2017). Dentre os PCAMs, o
peptideo cationico humano (hCAP-18) é a tunica catelicidina identificada em seres
humanos isolada primeiramente em granulos de neutroéfilos. hCAP-18 é produzida
também por células epiteliais do pulmao, intestino, cavidade bucal e trato urogenital,
sendo encontrada no plasma seminal e plasma sanguineo. Apés a secre¢do, ocorre a
quebra de hCAP-18 pela a¢do de proteases em pequenos fragmentos de peptideos RK-31
e KS-30 e em um peptideo ativo de cadeia longa LL-37, todos com ag¢do antimicrobiana.
Esse ultimo fragmento do peptideo hCAP-18, o LL-37, € um modulador multifuncional da
imunidade inata, envolvendo a funcdo antibacteriana, estimulo de angiogénese,
cicatrizacdo cutdnea e quimiotaxia de células inflamatérias e do sistema imune. LL-37
atenua a produgdo de citocinas induzidas por LPS e a expressao de quimiocinas por
fibroblastos (Jonsson e Nilsson, 2012). A a¢do antimicrobiana de LL-37 esta relacionada
a formacdo de poros na membrana das bactérias e a lise celular, entretanto em altas
concentragdes (>13uM) pode se toxica para as células eucarioticas (Johansson et al,
1998; Zhang et al., 2008; Mccormick e Weinberg, 2010). LL-37 tem mostrado excelente
acdo antimicrobiana contra patdgenos 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 a¢do antimicrobiana e atividade neutralizante de
LPS de A. actinomycetemcomitans, P. gingivalis, P. intermedia e F. nucleatum para LL-37
(Suphasiriroj et al., 2013).

Devido a dificuldade e alto custo da sua sintese, diversos estudos tém proposto
reducdes e/ou modificagdes na estrutura dos PCAMs. KR-12 é o menor fragmento com
similar atividade antimicrobiana do seu original LL-37 (Wang, 2008). Analogos de KR-12
foram propostos por Jacob et al., (2013) e apresentaram potente acdo antimicrobiana
contra cepas de S. aureus meticilina-resistentes e mantiveram a ac¢do neutralizante

contra LPS, sem causar toxicidade as células eucariéticas. Destes, o fragmento KR-12-a5
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apresentou a maior atividade antiendotdxica, bastante similar a do préprio LL-37.
Caiaffa et al.,, (2017) mostraram reduzido efeito citotoxico do fragmento KR-12-a5 sobre
a viabilidade de fibroblastos da linhagem L-929 e reduzidos valores de MIC/MBC,
mostrando sua excelente acdo antimicrobiana, além de efeito sobre biofilme de S.
mutans e E. faecalis, importantes microrganismos associados as infec¢des endodonticas.

Estudos tém apontado que a associacdo entre os flavonoides ou peptideos
antimicrobianos e flavonoides melhoram seus efeitos antimicrobianos e anti-
inflamatdérios (Harasstani et al., 2010; Feldman e Grenier, 2012; Bedran et al,, 2015). A
acdo sinérgica entre proantocianidinas e licocalcona A, ambos os flavonoides de
cranberry e alcaguz, respectivamente, levou a uma redugdo do crescimento de biofilme
de P. gingivalis, bem como a reducdo da secrecao de mediadores pré-inflamatérios em
macrdéfagos induzidos por LPS (Feldman e Granier, 2012). O dnico estudo encontrado
que avaliou sinergismo entre flavonoides e peptideos antimicrobianos foi conduzido por
Bedran et al, (2015) mostrando que a combinacdo de LL-37 e EGCG ou
proantocianidinas reduziu a secrec¢do de varias citocinas induzida por LPS em modelo de
co-cultura de células da mucosa bucal.

Baseado na filosofia de se utilizar materiais biocompativeis com propriedades
antimicrobianas, anti-inflamatdrias e ainda que possam estimular a completa formacao
apical, novos protocolos de tratamento estdo 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 associacdo aos peptideos LL-37
ou KR-12-a5 sobre a viabilidade de fibroblastos da linhagem L-929, sobre cultura
planctdnica e biofilme simples e misto de bactérias de interesse endoddntico 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 combina¢do com LL-37 ou KR-12-a5 sobre a viabilidade celular, a capacidade de
migracao e inibicao das citocinas em cultura de fibroblastos da linhagem HGF-1, quando

estimuladas ou ndo com LPS.
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