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RESUMO 

 
 
Este trabalho foi dividido em dois capítulos que apresentaram como objetivo: 1) avaliar a ação 

antibiofilme e citotoxicidade de hidrogéis termorreversíveis de poly-n-vinylcaprolactama (PNVCL) 

carreados com flavonoides e 2) avaliar o efeito de flavonoides isolados               ou incorporados em hidrogéis 

de PNVCL sobre a viabilidade e na indução de marcadores de mineralização em células 

odontoblastóides. No capítulo 1 foram determinadas as concentrações inibitórias mínimas (CIM) e a 

concentrações bactericidas mínimas (CBM) dos flavonoides ampelopsina (AMP), isoquercitrina (ISO) 

e rutina (RUT) sobre Streptococcus mutans, Enterococcus faecallis, Actinomyces israelli, Lactobacillus 

casei e Fusobacterium nucleatum. O flavonoide que obteve os menores valores de CIM/CBM foi 

avaliado quanto a toxicidade em fibroblastos e foi incorporado em hidrogel de PNVCL para análises 

posteriores. A síntese do hidrogel de PNVCL foi realizada a partir da polimerização radicalar dos 

monômeros N-vinilcaprolactama e acetato de vinila e sua caracterização por transmitância e ensaios 

de liberação dos compostos. Como controles positivos foram avaliados hidrogéis de PNVCL contendo 

clorexidina (CHX) e hidróxido de cálcio (HC) e controle negativo o hidrogel de PNVCL sem 

antimicrobianos. Os hidrogéis de PNVCL, PNVCL+AMP, PNVCL+CHX, PNVCL+HC foram avaliados 

quanto ao seu efeito sobre biofilmes multiespécies por microscopia confocal de varredura a laser 

(MCVL) e por microscopia eletrônica de varredura (MEV). Os extratos dos hidrogéis foram coletados 

após 48h e 7 dias em meio de cultura e avaliados quanto a toxicidade sobre os fibroblastos L-3T3 por 

meio do ensaio colorimétrico com resazurina. Os resultados do capítulo 1 mostraram que AMP 

apresentou os menores valores de CIM/CBM contra os microrganismos avaliados e reduziu o 

metabolismo das células L-3T3 em concentrações acima de 0,125 mg/mL. A análise de MEV mostrou 

que PNVCL+AMP causou redução bacteriana significativa e desorganização do biofilme multiespécie, 

similar ao obervado para o PNVCL+CH. Na análise de MCVL, PNVCL+AMP levou à significativa redução 

das células bacterianas viáveis no interior dos túbulos dentinários, superior aos demais grupos. 

Baseado nos resultados do capítulo 1, conclui-se que dentre os flavonóides testados, AMP apresentou 

o melhor efeito antimicrobiano e quando incorporada no hidrogel de PNVCL mostrou ação contra os 

biofilmes multiespécies avaliados, com efeito superior ou semelhante ao PNVCL+CH.  

 

 



No capítulo 2, células odontoblastóides (MDPC-23) foram tratadas com flavonoides AMP, ISO e RUT, 

em três concentrações diferentes (100 µM, 50 µM e 25 µM) e avaliada sua citotoxicidade em 48 h, 8 

dias e 14 dias. Após 48h de tratamento e trocas de meio osteogênico por 8 e 14 dias, foram 

determinadas a atividade de fosfatase alcalina (ALP), produção de proteína total (PT) e deposição de 

nódulos mineralizados (NM). Os resultados mostraram que AMP, ISO e RUT não afetaram a viabilidade 

celular em nenhum dos períodos avaliados. A atividade de ALP foi superior ao controle meio 

osteogênico quando MDPC-23 foram tratadas com AMP a 100 e 50 µM, ISO a 50 µM e RUT a 100 µM. 

Maior deposição de NM em comparação ao controle foi observada nas concentrações 100 a 25 µM 

para AMP, 25 µM para ISO e entre 100 e 25 µM para RUT. Após 48 h de exposição, os extratos de 48 

h de PNVCL+AMP e de PNVCL+HC, independente da diluição, não afetaram a viabilidade das células, o 

que não foi observado para os extratos de 7 dias, que  causaram citotoxicidade entre as diluições 1/2 e 

1/8. Após 8 e 14 dias de exposição, somente os extratos de 7 dias dos hidrogéis causaram redução da 

viabilidade celular, porém, não diferiram entre si. A atividade de ALP foi superior ao controle para os 

extratos de 48 h e 7 dias de PNVCL+AMP e PNVCL+HC, independente da diluição. Para a produção de 

NM, efeito superior de ambos os extratos (48 h e 7 dias) de PNVCL+AMP foi observado em 

comparação ao PNVCL+HC. A partir dos resultados do capítulo 2, pode-se concluir que a AMP isolada 

ou incorporada ao hidrogel de PNVCL apresentou citocompatibilidade e capacidade de induzir 

marcadores de mineralização em células odontoblastóides. Este estudo demonstrou que AMP 

carreada em hidrogel de PNVCL apresentou efeito antibiofilme e capacidade de estimular marcadores 

de mineralização dentinária, propriedades interessantes para aplicação como medicação intracanal. 

 

Palavras-chaves: Flavonoides; Antimicrobianos; Biofilmes; Células cultivadas; Hidrogel; Fosfatase 

Alcalina. 
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ABSTRACT 

 
This dissertation was divided into two chapters that aimed to: 1) evaluate the antibiofilm action and 

cytotoxicity of thermoreversible poly-n-vinylcaprolactam hydrogels (PNVCL) containing flavonoids and 

2) evaluate the effect of flavonoids alone or incorporated in PNVCL hydrogels on the viability and 

induction of mineralization markers in odontoblast-like cells. In chapter 1, the Minimum Inhibitory 

Concentrations (MIC) and Minimum Bactericidal Concentrations (MBC) of the flavonoids ampelopsin 

(AMP), isoquercitrin (ISO) and rutin (RUT) were determined on Streptococcus mutans, Enterococcus 

faecallis, Actinomyces israelli, Lactobacillus casei and Fusobacterium nucleatum. The flavonoid that had 

the lower MIC/MBC values was evaluated for fibroblast toxicity and was incorporated into PNVCL 

hydrogel for further analysis. The synthesis of the PNVCL hydrogel was carried out from the radical 

polymerization of the monomers N-vinylcaprolactam and vinyl acetate and its characterization by 

transmittance and release assays of the compounds. As positive controls were evaluated PNVCL 

hydrogels containing chlorhexidine (CHX) or calcium hydroxide (CH) and PNVCL hydrogel without 

antimicrobials as negative control. PNVCL, PNVCL+AMP, PNVCL+CHX, PNVCL+HC hydrogels were 

evaluated for their effect on multispecies biofilms by confocal laser scanning microscopy (CLSM) and 

scanning electron microscopy (SEM). The hydrogel extracts were collected after 48h and 7 days in 

culture medium and evaluated for toxicity on L-3T3 fibroblasts by colorimetric assay with resazurin. 

The results of chapter 1 showed that AMP presented the lowest MIC/MBC values against the evaluated 

microorganisms and reduced the metabolism of L-3T3 cells at concentrations above 0.125 mg/mL. SEM 

analysis showed that PNVCL+AMP caused significant bacterial reduction and disorganization of the 

multispecies biofilm, similar to what was observed for PNVCL+CH. CLSM analysis demonstrated that 

PNVCL+AMP led to a significant reduction of viable bacterial cells inside the dentinal tubules, higher 

than the other groups. Based on the results of chapter 1, it is concluded that among the flavonoids 

tested, AMP showed antimicrobial activity and effect against multispecies biofilms when incorporated 

into the PNVCL hydrogel, and this effect was superior or similar to PNVCL+CH. In chapter 2, 

odontoblastoid cells (MDPC-23) were treated with flavonoids AMP, ISO and RUT at three different 

concentrations (100 µM, 50 µM and 25 µM) and their cytotoxicity was evaluated at 48 h, 8 days and 14 

 

 



 days. After 48 h of treatment and changes of osteogenic medium for 8 and 14 days, alkaline 

phosphatase (ALP) activity, total protein production (PT) and mineralized nodule deposition (NM) were 

determined. The results showed that AMP, ISO and RUT did not affect cell viability in any of the periods 

evaluated. ALP activity was superior to the osteogenic medium control when MDPC-23 were treated 

with AMP at 100 and 50 µM, ISO at 50 µM and RUT at 100 µM. Higher NM deposition compared to the 

osteogenic control medium was observed at concentrations 100 to 25 µM for AMP, 25 µM for ISO and 

between 100 and 25 µM for RUT. After 48 h of exposure, the 48 h extracts of PNVCL+AMP and 

PNVCL+HC, regardless of dilution, did not affect the viability of MDPC-23 cells, which was not observed 

for the 7 days extracts, which caused cytotoxicity between 1/2 and 1/8 dilutions. After 8 and 14 days 

of exposure, only the 7 days extracts of the hydrogels caused a reduction in cell viability, but they did 

not differ from each other. The ALP activity was superior to the control for the 48 h and 7 days extracts 

of PNVCL+AMP and PNVCL+CH, regardless of the dilution. For NM production, a higher effect of both 

(48 h and 7 days) extracts of PNVCL+AMP compared to PNVCL+CH. From the results of chapter 2, it can 

be concluded that AMP alone or incorporated into the PNVCL hydrogel showed cytocompatibility and 

the ability to induce mineralization markers in odontoblastoid cells. In general, this study demonstrated 

that AMP carried in PNVCL hydrogel presents antibiofilm effect and the ability to stimulate dentinal 

mineralization markers, interesting properties for application as intracanal medication. 

Keywords: Flavonoids; Antimicrobials; Biofilms; Cell culture; Hydrogel; Alkaline Phosphatase. 
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19  
Introdução Geral 

 
O tratamento endodôntico de dentes permanentes jovens que sofreram danos 

pulpares ainda é um desafio clínico, visto que o dente ainda não completou a formação 

radicular e existe a necessidade de preservar as células remanescentes, 

principalmente as células da bainha epitelial de Hertwig, responsáveis por guiar a 

formação das raízes, e também células adjacentes a ela como  odontoblastos recém-

diferenciados, que sintetizam dentina, o que remete à necessidade do uso de materiais 

e soluções biocompatíveis e que possam estimular a regeneração tecidual (Rafter et 

al., 2005; Iglesias-Linares et al., 2013). 

Para o preparo químico-mecânico tradicional são utilizadas substâncias 

químicas irrigadoras como o hipoclorito de sódio ou a clorexidina que, nas altas 

concentrações indicadas, não são consideradas biocompatíveis, podendo                  inviabilizar 

as células remanescentes presentes do tecido pulpar ou periapical, interrompendo a 

proliferação celular e posterior secreção de dentina e continuação da formação da 

raiz (Ring et al., 2008). Além disso, embora o preparo químico-mecânico reduza 

significativamente os microrganismos presentes nos canais radiculares, bactérias 

residuais podem permanecer no interior de túbulos dentinários, canais secundários e 

istmos devido à dificuldade de limpeza desse complexo sistema de canais radiculares 

e a resistência microbiana ao tratamento, o que pode gerar infecções persistentes ou 

secundárias (Siqueira et al., 2007a; Siqueira et al., 2007b).  

As bactérias Gram-positivas facultativas têm sido consideradas as mais 

resistentes ao preparo químico-mecânico, dentre elas, espécies de Streptococcus, 

Actinomyces (A. israelii e A. odontolyticus), Propionibacterium, Lactobacillus, e 

Enterococcus faecalis. Entretanto, algumas espécies Gram-negativas como 

Fusobacterum spp, Prevotella spp. também podem ser detectadas, mostrando que 

ainda há certa diversidade microbiana, mesmo após o uso das soluções 

antimicrobianas de rotina (Sakamoto et al., 2007; Siqueira et al., 2007a; Siqueira & 

Rôças, 2009). Por este motivo, medicações intracanais são frequentemente utilizadas 

visando eliminar a microbiota remanescente, sendo que a pasta de hidróxido de cálcio 

(HC) é a mais indicada, principalmente para dentes permanentes jovens, por suas 
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propriedades biológicas e físico-químicas (Sheehy & Roberts, 1997; Da Silva et al., 

2010). 

Os tratamentos endodônticos convencionais preconizados para dentes 

permanentes jovens frequentemente conduzem à resolução dos sinais e sintomas das 

patologias pulpares/periapicais (Parirokh et al., 2010), porém, promovem pouco ou 

nenhum benefício para a continuidade da apicigênese, processo de desenvolvimento 

radicular (Diogenes et al., 2014). Dessa forma, novos protocolos biológicos vêm sendo 

estudados buscando combinar materiais que que possam reduzir          substancialmente a 

microbiota residual e permitir a regeneração tecidual natural preservando as células 

remanescentes e a continuação da formação radicular (Iglesias-Linares et al., 2013). 

Um desses protocolos biológicos é baseado no conceito de revascularização 

pulpar que combina a irrigação passiva com hipoclorito de sódio em baixa 

concentração (1,5%) e a aplicação de medicação intracanal com uma pasta antibiótica 

(1-5mg/mL) ou pasta de hidróxido de cálcio (1mg/mL) (AAE, 2018) em uma primeira 

sessão. Essa técnica propõe a indução de sangramento intracanal, formação de 

coágulo sanguíneo e aplicação de matriz de colágeno reabsorvível em uma segunda 

sessão (até um mês depois) para estimular a revascularização pulpar e o reparo 

periapical (AAE, 2018).  O uso de antibióticos apresenta algumas limitações como           o 

desenvolvimento de resistência bacteriana, descoloração da coroa (Kim et al., 2010), 

além de toxicidade sobre as células indiferenciadas (Althumairy et al., 2014). Além 

disso, esses medicamentos são mais efetivos quando os microorganismos estão em 

estado ativo de síntese das paredes celulares, proteínas e DNA, do que em fase 

estacionária, como ocorre no interior dos espaços radiculares quando bacterias 

resistem ao preparo químico-mecânico (Saoud et al., 2016). O hidróxido de cálcio 

também apresenta limitações para eliminar as bactérias intracanais e parte está 

relacionada aos efeitos inibitórios da dentina e hidroxiapatita sobre a sua atividade 

antimicrobiana (Haapasalo et al., 2007).  

O princípio do revascuralização embora tenha se mostrado favorável em alguns 

estudos clínicos promovendo o reparo dos tecidos periapicais em dentes 

permanentes imaturos com periodontite apical (Banchs & Trope, 2004; Thibodeaud 
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et al., 2007; Jung et al., 2008; Ding et al., 2009; Reynolds et al., 2009; Kim et al., 2010; 

Taneja et al., 2010; Iwaya et al., 2011), tem sido considerado de baixa previsibilidade 

desde que o desenvolvimento radicular pode  variar de 21% a 100%, e existem algumas 

controvérsias quanto ao tecido formado no canal radicular que consistiria em um 

tecido conjuntivo com cemento associado à bactéria residual (Schmalz et al., 2020). 

Assim, embora a técnica de revascularização pulpar pareça promissora, ainda são 

necessários novos medicamentos que possam permanecer dentro do canal radicular 

reduzindo as bactérias residuais aos procedimentos de irrigação passiva e ainda 

consigam estimular as células remanescentes a continuarem a síntese das paredes 

dentinárias e completarem a formação radicular (Iglesias-Lineares et al., 2013). 

Flavonoides são metabólitos secundários responsáveis pela cor, fragância e 

sabor de diversas  espécies vegetais. Além disso, eles regulam o crescimento celular, 

protegem as plantas contra espécies bióticas e abióticas, atuam como moléculas de 

sinalização, e são sequestradores de espécies reativas de oxigênio, entre outras 

funções (Dias et al., 2021). A ampelopsina (2,3-dihydrochromen- 4-one), também 

conhecida como dihidromiricetina, é um flavanonol extraído das folhas da Ampelopsis 

grossendata. Dentre as suas propriedades biológicas e farmacológicas, foram 

relatados efeitos anti- inflamatórios, antimicrobianos, antioxidantes, anti-tumores, 

cardioprotetores, neuroprotetores, dermoprotetores, além de atuar na regulação da 

insulina e colesterol (Zhang et al., 2016; Ran et al., 2019; Chen et al., 2020; Liang et 

al., 2020). A ampelopsina também aumenta a atividade da fosfatase alcalina, a 

deposição mineral e a expressão de genes específicos de osteoblastos, sem 

apresentar citotoxicidade e efeito negativo sobre a proliferação celular (Zhang et al., 

2016; Weng et al., 2017). Outro flavonoide, a isoquercitrina (quercetin 3-O-beta-

Dglucofuranoside), é um composto fenólico encontrado em                plantas como Mangifera 

indica (Wu et al., 2020) e ervas como a Camellia sinensis (Sakakibara et al.,  2003) 

apresentando propriedades terapêuticas, como ação anti-inflamatória, antioxidante, 

antialérgica, antifúngica e antibacteriana (Yun et al., 2018). A rutina (quercetin-3-O-

rutinoside), um  biflavonoide presente em algumas hortaliças e frutas cítricas tem sido 

indicado como um promissor  agente antibiofilme (Al-Shabib et al., 2017). Além disso, 
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possui propriedades antioxidante, anti-inflamatória, anticancerígena, antialérgica, 

entre outras (Yong et al., 2020). Embora os flavonoides são promissores biomoléculas 

devido a sua amplitude terapêutica, seu uso clínico é limitado, desde que apresentam 

baixa solubilidade, baixa estabilidade e degradação em ambientes ácidos o que reduz 

sua biodisponibilidade ao longo do tempo (Ferreira et al., 2022).  

Polímeros naturais ou sintéticos têm sido usado como carreadores de 

biomoléculas desde que promovem a liberação controlada desses compostos e 

prolongam seu efeito biológico. No caso da atividade antimicrobiana, por exemplo, 

esses carreadores reduzem a necessidade de doses excessivas, exposição frequente e 

probabilidade de resistência bacteriana (Li et al., 2018). Os principais carreadores 

poliméricos atualmente estão sendo empregados em diferentes formas: scaffolds, 

hidrogéis e nanopartículas ou combinações dessas formas. Hidrogéis são capazes de 

transitar do estado líquido para o estado gel pela formação de uma rede 

tridimensional polimérica como resultado de estímulos externos e interações físicas, 

como calor, pH ou ligações químicas (Li et al., 2018; Chenite et al., 2000). 

Os hidrogéis termossensíveis transitam do estado físico em temperatura 

específica, baseada nas interações hidrofílicas-hidrofóbicas entre as cadeias de 

polímeros e moléculas de água (Ponce- Vargas et al., 2013). Além de termossensíveis, 

alguns polímeros podem ser considerados termorreversíveis, como o poly(N-

vinylcaprolactam) (PNVCL), pois apresentam valores críticos de temperatura de 

conversão similares à temperatura fisiológica corporal humana podendo transitar do 

estado líquido para gel quando injetados dentro do corpo humano e retornar ao 

estado líquido quando resfriados (Sala et al., 2017; Chenite et al., 2000). Além disso, 

esses hidrogéis quando sofrem hidrólise não produzem compostos tóxicos e têm 

apresentado boa compatibilidade celular, quando comparados a outros géis de similar 

característica química, podendo ser um adequado veículo para o carreamento de 

medicamentos (Liang et al., 2012). O hidrogel PNVCL também tem mostrado 

aumentar a solubilidade de alguns fármacos em solução aquosa, facilitando seu 

carreamento, além de minimizar os efeitos colaterais associados a eles 

(Paramenswara-Thankam et al., 2018). O presente estudo foi dividido em dois 
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capítulos e tem por objetivos: 1) avaliar a ação antibiofilme e citotoxicidade de 

hidrogéis termorreversíveis de poly-n- vinylcaprolactama (PNVCL) contendo 

flavonoides e 2) avaliar o efeito de flavonoides isolados ou incorporados em hidrogéis 

de PNVCL sobre a viabilidade e na indução de marcadores de mineralização em células 

odontoblastóides. 
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