RESSALVA

Atendendo solicitacao do (a) autor
(a), o texto completo desta tese sera
disponibilizado a partir de

05/06/2018



\V
iég UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
u nes 490LIO DE MESQUITA FILHO”
Campus de Sao José dos Campos
Instituto de Ciéncia e Tecnologia

LIVIA APARECIDA PROCOPIO GOMES

AVALIACAO DA BIOCOMPATIBILIDADE E ATIVIDADE

ANTIMICROBIANA in vitro DA MATRIZ DE HIDROGEL
ASSOCIADA AO EXTRATO GLICOLICO DE Punica granatum L

(ROMA)

2017



LIVIA APARECIDA PROCOPIO GOMES

AVALIACAO DA BIOCOMPATIBILIDADE E ATIVIDADE
ANTIMICROBIANA in vitro DA MATRIZ DE HIDROGEL
ASSOCIADA AO EXTRATO GLICOLICO DO Punica granatum L.
(ROMA)

Dissertacdo apresentada ao Instituto de Ciéncia e Tecnologia, Universidade
Estadual Paulista (Unesp), Campus de Sdo José dos Campos, como parte dos
requisitos para obtencdo do titulo de MESTRE, pelo Programa de Pos-Graduagéo
em BIOPATOLOGIA BUCAL, Area de Microbiologia e Imunologia.

Orientadora: Profa. Adj. Samira Esteves Afonso Camargo

S&o José dos Campos
2017



Instituto de Ciéncia e Tecnologia [internet]. Normalizacao de tese e dissertagao
[acesso em 2018]. Disponivel em http://www.ict.unesp.br/biblioteca/normalizacao

Apresentacao gréafica e normalizacéo de acordo com as normas estabelecidas pelo Servi¢o de
Normalizacdo de Documentos da Secéo Técnica de Referéncia e Atendimento ao Usuario e
Documentacédo (STRAUD).

Gones, Livia Aparecida Procopio

Aval i acdo da bi oconpati bilidade e atividade antim crobiana in vitro da
matriz de Hi drogel associada ao extrato glicdlico do Punica granatum L.
(romé) / Livia Aparecida Procopio Gones. - Sdo José dos Canpos : [s.n.],
2017.

43 f. : il.

Di ssertacdo (Mestrado em Bi opatol ogi a Bucal) - Pds-graduacdo em Bi opat ol ogi a
Bucal - Universidade Estadual Paulista (Unesp), Instituto de G éncia e
Tecnol ogi a, Sao José dos Canpos, 2017.

Oientadora: Samira Esteves Afonso Camargo.

1. Hdrogel. 2. Matriz. 3. Punica granatumL. 4. Citotoxicidade. 5.

Genot oxi ci dade. |. Camargo, Samira Esteves Afonso, orient. |l. Universidade
Estadual Paulista (Unesp), Instituto de Ci éncia e Tecnol ogi a, Sd8o José dos
Canpos. |ll. Universidade Estadual Paulista 'Julio de Mesquita Fil ho'

Unesp. |IV. Universidade Estadual Paulista (Unesp). V. Tituloo.

Ficha catalogréafica elaborada pela Biblioteca Profa Leila Novaes - Secéo Técnica de Aquisicéo e
Tratamento da Informagéo (STATI) do ICT/UNESP. Dados fornecidos pelo autor
Ana Paula Mattozo Durante CRB8/6141



BANCA EXAMINADORA

Prof® Adj. Luciane Dias de Oliveira
Universidade Estadual Paulista (Unesp)
Instituto de Ciéncias e Tecnologia

Campus de Séo José dos Campos

Prof® Dr® Luana Marotta Reis de Vasconcelos
Universidade Estadual Paulista (Unesp)
Instituto de Ciéncias e Tecnologia

Campus de Séo José dos Campos

Prof. Dr. Jonatas Rafael de Oliveira
Universidade Estadual Paulista (Unesp)
Instituto de Ciéncias e Tecnologia

Campus de Séo José dos Campos

S&o José dos Campos, 05 de dezembro de 2017.



DEDICATORIA

Aoy meus pais, Rosangela e Sebaustido- (v memorion), que emv
nenhuwuwm momento- medivam esforcos pawar realigacio- dos meus
sonhos; que me guiowroun pelos cominhoy corretos; e ensinauwom ov
fager as melhoves escolhas, me mostraram que a honestidade e o-
respeito sao-essenciaisy o viday, e que devemos sempre litowr pelo- que
queremos. A eles devo- av pessor que me tornei; sow extremamente
felig e tenho- muito- orgulho-por chamd-los de pai e mae.

Aoy meus rmdoy Luciona, Junior e Patricia, pelo- carinho; pela
ajuda, pela compreensdo- e por estarenm sempre do- mew lado- me
dando-forcaw e apoio-em todos oy momentos, obrigada pelo- amor e
amizade.

Ao mew wmowido- Fabrvicio; pelo- companheirismo; cowinhos
compreensiio- e por estowr sempre ao- mew lado- me dando- apoio- e
incentivo- parav me tornow wmav pessoaw melhor av cadaw diov.  Sow
muito-felig ao- sew lado-

A minha flhinha Isis, o melhor presente que Deus poderiav me
daw!



AGRADECIMENTOS

A Deus, mew refugio e forcay, onde sempre encontireis respostas poawrow
oy meus problemas.

A minha orientadora, Profou. Samirow Esteves Afonso- Counawrgo; pelo-
carinho, atencio, paciéncinv e disposicio semv medida pora
ajudar, pelay valiosasy sugestdes paraw o elaboracdo e
evwiquecimento- desse trabalho-

A todoy oy professoves do programa de pOs-graduacio emw
Biopatologiow  Bucal, pelar colaboracdo- e conhecimentoy
travusmitidos, emv especiall av professorar Luciane pelo- apoio- e por
toda ajuda pavraw que ew conseguisse concluwir o- mestrado. Por
estovenmv sempre dispostos o atender, ensinow e ajudor oy alunos
sempre com muitow dedicacio, paciénciow e amigade.

Aoy colegas do Programa de Péy-Graduacio, peloy bong
momentos, covwersas e aprendizados.

Infum av todoy que divetow ow indivetoumente fizeram porte dessa
historio. Mew cawrinho- e muito- obrigado!



"De tudo ficam trés coisas:

A certeza de que estamos sempre comegando

A certeza de que é preciso continuar

E a certeza de que podemos ser interrompidos antes de
terminarmos.

Devemos fazer da interrupcao um novo caminho,

Da queda uma danca

Do medo uma escada

Do sonho uma ponte

Da procura um encontro.”

(Fernando Sabino)



SUMARIO

1 1 1Y L SRR 7
N S 3 I o S RS 8
LT INTRODUGAO ...ttt 10
2 PROPOSICAOD ..ottt 15
3 MATERIAL E METODOS.........ooooieteiieeeieeeisseeee s seeesssesss s ssessssenesans, 16
3.1 Confeccdes dos grupos eXperimentais.........cccoceeveevieiieeneesee e 16

3.2 Preparo e plagueamento do HydroMatrix Peptide Cell Culture Matriz..16

3.3 Avaliacdo da Atividade Antimicrobiana.............cccoocvviiiiiciieiiccce e, 17
3.3.1 Determinacao da CIM e CBM do extrato de roma...........cccoceeevvevrnne. 18
3.3.2 Avaliacao da atividade antimicrobiana em biofilme de E. faecalis.....20
3.4 Anélises de Biocompatibilidade ...........c.ccoceevveiiiiiiieee e, 21
3.4.1 Cultura celular de macrofagos (RAW 264.7) .....ccccceveiveeseeieesnsnennnnn, 22
3.4.2 Citotoxicidade - ENsaio de MTT ......ccoocviiiiniiniieeseee e 23
3.4.3 Genotoxicidade - Ensaio de MicronUcleo..........cccccvvvevviieeivciieseciennnen, 25
4 RESULTADOS ...ttt r e e e e e e e 26
4.1 CIM e CBM do extrato de rOMA&..........ccooevieiiieienieerie e 26
4.2 Atividade antimicrobiana em biofilme de E. faecalis ..........cccccceevvennnnee. 28
4.3 Ensaio de CitotoXiCIdade ..........ccovvviiiiiieiieric e 29
4.4 Ensaio de GenotoxXiCidade..........ccooveiiiieniiiniieie e 31
B DISCUSSAQ .....ooiiiiiiiiesisee et 32
B CONCLUSAD ...ttt 39

REFERENCIAS ..ot e ee e e e e et ee e e e er e e e enan s 40



Gomes LAP. Avaliacdo da biocompatibilidade e atividade antimicrobiana in
vitro da matriz de Hidrogel associada ao extrato glicélico do Punica granatum
L. (romd) [dissertacdo]. Sdo José dos Campos (SP): Universidade Estadual
Paulista (Unesp), Instituto de Ciéncia e Tecnologia; 2017.

RESUMO

A matriz de hidrogel é um biomaterial de nanofibra peptidica tridimensional que
induz o crescimento, migracdo e proliferacdo celular, assim favorecendo a
regeneracao tecidual. O objetivo deste trabalho foi avaliar a biocompatibilidade
e a atividade antimicrobiana da matriz de hidrogel associado ao extrato roma e
ao antimicrobiano ciprofloxacino. Para isso, foram realizadas analises
microbiolégicas sobre Enterococcus faecalis (ATCC 4083) em cultura
planctdnica, por meio d ensaio de microdiluicdo em caldo e em biofilme pelo
teste de MTT. Para os ensaios da biocompatibilidade, foi utilizada cultura de
macréfagos (RAW 264.7). A citotoxicidade foi avaliada pelo ensaio de MTT e a
genotoxicidade foi realizado pelo teste de micronucleo. A analise estatistica foi
realizada pelos testes ANOVA e Tukey, adotando o nivel de significancia 5%.
Os resultados demonstraram que a matriz de hidrogel associado ao extrato de
roma ndo apresentou atividade antimicrobiana para a cultura planctonica como
para o biofilme de E. faecalis. Porém, ndo foi citotoxico e genotdxico para RAW
264.7. Por outro lado, o antimicrobiano ciprofloxacino apresentou atividade
antimicrobiana sobre E. faecalis,além de ter apresentado efeitos citotoxico e
genotdxico para os macréfagos. Com isso, foi possivel concluir que o extrato de
roma associado ou ndo a matriz de hidrogel apresenta auséncia de citotoxico,
genotodxico e efeito antimicrobiano.

Palavras-chave: Hidrogel. Matriz. Celulas. Punica granatum. Enterococcus
faecalis. Citotoxicidade. Genotoxicidade.



Gomes LAP. Evaluation of biocompatibility and antimicrobial action in vitro of
a hydrogel scaffolds Hydromatrix associated to glycolic extract of Punica
granatum (pomegranate) [dissertation]. Sdo José dos Campos (SP): Sdo Paulo
State University (Unesp), Institute of Science and Technology; 2017.

ABSTRACT

The hydrogel matrix is a three-dimensional peptide nanofiber biomaterial that
induces cell growth, migration and proliferation, thus favoring tissue
regeneration. The objective of this work was to evaluate the biocompatibility
and antimicrobial activity of the hydrogel matrix associated with the
pomegranate extract and the antimicrobial ciprofloxacin. For this,
microbiological analyzes on Enterococcus faecalis (ATCC 4083) were carried
out in planktonic culture, by means of the microdilution test in broth and in
biofilm by the MTT test. For the biocompatibility assays, macrophage culture
(RAW 264.7) was used. Cytotoxicity was assessed by the MTT assay and
genotoxicity was performed by the micronucleus test. Statistical analysis was
performed by the ANOVA and Tukey tests, adopting the significance level 5%.
The results showed that the hydrogel matrix associated with the pomegranate
extract did not show antimicrobial activity for the planktonic culture as for the
E. faecalis biofilm. However, it was not cytotoxic and genotoxic for RAW 264.7.
On the other hand, the antimicrobial ciprofloxacin showed antimicrobial
activity on E. faecalis, besides having cytotoxic and genotoxic effects for the
macrophages. With this, it was possible to conclude that the pomegranate
extract associated or not with the hydrogel matrix shows absence of cytotoxic,
genotoxic and antimicrobial effect.

Keywords: Hydrogel. Scaffold. Cells. Punica granatum. Enterococcus faecalis.
Cytotoxicity.Genotoxicity.



1 INTRODUCAO

A engenharia de tecidos emergiu recentemente como uma estratégica
alternativa para reparo e regeneracdo de defeitos dsseos. Nesta estratégia, um
andaime ou matriz biodegradavel é frequentemente utilizado juntamente com
celulas osteogénicas e / ou fatores indutores de osso. Uma matriz para
regeneracdo 0ssea deve satisfazer requisitos basicos, tais como
biocompatibilidade, estrutura de poros interligada para crescimento de tecido, e
degradacdo controlada com produtos de degradacdo fisiologicamente
compativeis. Para satisfazer essas necessidades, varios polimeros biodegradaveis
naturais vem sendo estudados e desenvolvidos (Igwe, Mikael, Nukavarapu,
2014).

Estudos recentes tem se esforcado para desenvolver biomateriais com
capacidade de interagir com o ambiente bioldgico, para melhorar a resposta
biologica e a interacdo do tecido/superficie, bem como pelo desenvolvimento de
materiais bio-absorviveis que sofram uma degradacdo progressiva, enquanto
regeneram e tratam os tecidos. Os polimeros biodegradaveis de natureza
sintética como poliglicolido (PGA), poliacido (PLA), polidioxanona (PDS), poli
(3-caprolactona) (PCL), poli-hidroxibutirato (PHB), poliortoéster, quitosano,
poli (2-hidroxietil-metacrilato) (PHEMA), acido hialurénico e outros hidrogéis
foram estudados e usados extensivamente em muitas aplicacdes na engenharia
tecidual, tais como substituicdo 0ssea, reparacdo de fraturas 0sseas, cartilagens,
meniscos e disco intervertebral. Em particular, os polimeros sintéticos
biodegradaveis estdo sendo bastante estudados uma vez que permitem um
melhor controle das suas propriedades fisico-quimicas e também tém sido

utilizados com sucesso em aplicacdes clinicas (Fukushima, 2012).
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Na engenharia tecidual, as células e os fatores de crescimento sdo
combinados com um suporte (ou matriz) biodegradavel poroso para reparar e
regenerar o tecido. Este suporte atua como uma matriz temporaria enquanto as
células segregam a matriz extracelular que € necessaria para a regeneracdo do
tecido. Os suportes podem ser utilizados para induzir a formagdo do tecido
desejado apds o crescimento de células a partir de areas circundantes e como
transportadores para células autdgenas semeadas que sdo cultivadas em
biorreatores e subsequentemente reimplantadas para o hospedeiro como um
material que promove o funcionamento das células (Hayashi et al., 2016).

HydroMatrix™ é uma matriz de nanofibra peptidica tridimensional que
promove o crescimento e migracdo celular. O HydroMatrix utiliza peptideos
especificos que formam uma matriz de hidrogel peptidica a partir de fluidos
precursores em materiais altamente reticulados em resposta a aumentos da
temperatura ou forca ibnica. A transformacéo rapida desta solucdo em gel de
peptideo gera uma matriz de nanofibras peptidicas para cultura de células na
engenharia de tecidos (Technical Bulletin, Sigma Aldrich).

Na Odontologia, novos produtos sdo langados constantemente no
mercado. Tais produtos séo utilizados em intimo contato com tecidos biologicos
como polpa, dentina, tecido periodontal e osso alveolar. Dessa forma, o0s
biomateriais devem ser utilizados com cautela e sua indicagcdo nas diversas
situacdes clinicas deve ser sempre bem avaliada, levando em consideracédo
critérios clinicos e éticos quanto aos riscos e beneficios do tratamento. Para isso,
existe a necessidade de o cirurgido-dentista conhecer as caracteristicas e
propriedades dos biomateriais.

A alta prevaléncia de Enterococcus faecalis em periodontites apicais
secundarias vem sendo amplamente relatado (Stuart et al., 2006; Chavez de Paz
et al., 2010). O E. faecalis € uma bactéria gram-positiva, anaerobia facultativa,

ndo esporulada e altamente resistente a acdo de antimicrobianos. Isso pode ser
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atribuido a sua habilidade de resistir por longos periodos sem nutrientes,
sobreviver em mono espécies e invadir tibulos dentinarios (Cheng et al., 2012).
Esta bactéria tem capacidade de formar biofilme, que fica aderido em superficies
como a dentina. Além disso, produzem polissacarideos extracelulares que agem
como adesivo natural que imobiliza células, e que o torna altamente resistente,
em funcdo da variacdo fenotipica e genotipica proporcionada pelo biofilme
(Garcez et al., 2006; Bergmans et al., 2008; George; Kishen, 2008; Chaves de
Paz, 2010; Souza et al., 2010).

O uso de plantas medicinais no tratamento de doencas vem aumentando,
sendo que no Brasil, tanto nos grandes centros comerciais quanto no interior, 0
comeércio e a utilizacdo de plantas medicinais sdo atividades muito difundidas, as
quais sdo atribuidas diversas causas, sejam de ordem médica, social, cultural,
econdmica ou filosofica (Peron et al., 2008). Segundo Veiga Jr. et al. (2005), a
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) define planta medicinal como sendo
qualquer vegetal que possui substancias que podem ser utilizadas com fins
terapéuticos ou que sejam utilizadas na producédo de farmacos semi-sintéticos.

Os fitoterapicos sdo medicamentos produzidos a partir de plantas
medicinais, sendo utilizados com finalidade no tratamento de doencas.
Entretanto, pesquisas com plantas medicinais devem ser realizadas, com o
propdsito da verificacdo de sua efetividade, bem como auséncia de toxicidade
(ANVISA, 2004).

Uma planta medicinal bastante estudada € a Punica granatum L. (romd),
classificada como um arbusto originario do Ird, atualmente é cultivado pelo
Mediterraneo, China, india, Africa do Sul e América (Abdollahzadeh et al.,
2011; Glazer et al., 2012; Janani, Estherlydia, 2013; Dastjerdi et al., 2014;
Betanzos-Cabrera et al., 2015; Shaygannia et al., 2016), pertence a familia
Punicaceae e é composta por flores, cascas, frutos, raizes e sementes (Dastjerdi

et al., 2014). O arbusto apresenta de 1,5 a 5 m de altura com ramos espinhosos
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(Shaygannia et al., 2015). As folhas séo brilhantes e possuem cerca de 7,6 cm de
comprimento (Qnais et al., 2007; Janani, Estherlydia, 2013) e as flores podem
ser vermelhas, laranjas ou rosas (Zarfeshany, 2014). A fruta madura possui de 5
a 20 cm de diametro, uma casca vermelho escuro, o formato de uma granada e o
peso varia de menos de 200 g a mais de 800 g (Janani, Estherlydia, 2013;
Shaygannia et al., 2016). A fruta contém muitas sementes que armazenam
pequenas quantidades de suco vermelho e sdo separadas por uma regido branca
conhecida por pericarpo membranoso (Janani, Estherlydia, 2013).

P. granatum L. tem um amplo espectro de acdo devido a seus fito-
constituintes tais como taninos, polifendis, alcalbides, flavonodides, antocianinas,
acido ascorbico, acidos graxos e acido ursélico. O 06leo da semente contém
estrogénios que podem atuar no céancer de pele e pulmao, as frutas e brotos
podem ser usados no tratamento de disenteria, parasitas intestinais e em casos de
diarreia. JA 0 suco e as sementes podem ser utilizados no tratamento de
hemorrdidas e sangramentos de nariz e gengiva, bem como tdnico para garganta
(Shaygannia et al., 2016). Apresenta ainda propriedades anti-aterogénicas, anti-
hipertensivas podendo ser utilizado na prevencao e tratamento de diversos tipos
de cancer, doencas cardiovasculares, osteoartrite e artrite reumatdide, atua na
cicatrizacdo de feridas e no sistema reprodutor (Zarfeshany, 2014), além de ter
propriedades bactericida, antifngica, antiviral, apresentar modulacdo imune,
antioxidante, antinflamatéria, antiaterosclerética, e combater infeccdes
bacterianas inclusive com microrganismos multiresistentes (Abdollahzadeh et
al., 2011; Choi et al., 2011; Anibal, 2012; Fawole, 2012; Bakkiyaraj et al.,
2013; de Oliveira et al., 2013; Qabaha, 2013; Dastjerdi et al., 2014; Zarfeshany
2014; Betanzos-Cabrera et al., 2015; Shaygannia et al. 2016).

Diante do exposto, o desenvolvimento e a investigacdo de novos
materiais, associando propriedades de plantas medicinais, como a P. granatum,

com biomateriais pode originar novos produtos com propriedades fisicas,
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quimicas e bioldgicas adequadas para aplicacdes em engenharia tecidual sendo
uma alternativa aos tratamentos convencionais. Assim, este estudo in vitro
avaliou a matriz de hidrogel associada ao extrato roma verificando sua agéo
sobre a proliferacdo celular e sua atividade antimicrobiana, objetivando sua

utilizacdo na Odontologia.
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2 PROPOSICAO

O objetivo do presente estudo foi avaliar in vitro a biocompatibilidade,
proliferagdo celular e atividade antimicrobiana da associacdo da matriz de

hidrogel com diferentes concentracdes do extrato de roma.

Os objetivos especificos foram:

a) Determinar a Concentracdo Inibitoria Minina (CIM) e a
Concentracdo Bactericida Minima (CBM) para a cepa de
Enterococcus faecalis (ATCC 4083) na forma
planctbnica;

b) Avaliar a acdo antimicrobiana do biomaterial sobre
cultura planctbnica e biofilme de Enterococcus faecalis
(ATCC 4083);

c¢) Analisar sua citotoxicidade através do teste de MTT em
macréfagos (RAW 264.7);

d) Avaliar sua genotoxicidade pelo teste de microndcleo em
macrofagos (RAW 264.7);
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6 CONCLUSAO

Conclui-se que nas condigdes deste estudo, a associacdo da matriz
hidrogel ao extrato de roma foi biocompativel para macréfagos, uma vez que
ndo apresentou citotoxicidade e genotoxicidade. No entanto, esta associa¢cdo ndo

apresentou atividade antimicrobiana para E. faecalis.
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