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Resumo Geral
O objetivo do tratamento endodoéntico é manter a integridade da raiz, bem como,
prevenir ou resolver doengas periapicais, pela erradicagdo dos microrganismos e de
suas fontes de nutrientes provenientes do sistema de canais radiculares. A
complexidade da anatomia dos canais radiculares e dos biofilmes multiespécies
aumenta a dificuldade em eliminar os microrganismos e controlar a inflamagdo por
procedimentos quimico-mecanicos convencionais, o que justifica o uso de medicacdes
intracanais. Novos compostos com amplo efeito antimicrobiano e potencial
antiinflamatério, como os acidos fendlicos, poderiam ser explorados como principios
ativos de medicamentos intracanais. Entretanto, para aumentar a solubilidade,
controlar a liberacdo e estender os efeitos biolégicos dos acidos fendlicos, seria
interessante incorpora-los em carreadores de medicamentos como os hidrogéis de
quitosana. Este estudo foi dividido em dois capitulos que apresentaram como
objetivos: 1) avaliar as atividades antimicrobiana, antibiofilme e antiinflamatéria e a
citotoxicidade do &cido cindmico e seus derivados; 2) sintetizar e caracterizar as
propriedades quimicas e fisico-mecanicas de hidrogéis termossensiveis de quitosana e
poloxamer contendo &acidos fendlicos, e avaliar o efeito desses hidrogéis sobre
biofilmes multiespécies e na viabilidade de macréfagos e fibroblastos. No capitulo 1, a
atividade antimicrobiana do acido cindmico (Cl) e seus derivados acido cumarico (CO),
acido cafeico (CA), acido ferulico (FE) e 4cido sindpico (SI) foi avaliada pela
determinacdo da concentragdo inibitéria e bactericida minima (CIM/CBM) e
Concentracao Inibitéria Fracionada (CIF) sobre Enterococcus faecalis, Streptococcus
mutans, Lactobacillus casei, Actinomyces israelii e Fusobacterium nucleatum. Os acidos
fendlicos foram selecionados e seu efeito em biofilmes dual-espécies e multiespécies
com as mesmas cepas padrdao ou cepas clinicas foram avaliados por contagem
bacteriana, microscopia eletronica de varredura e microscopia confocal. A viabilidade

de fibroblastos L929 e macrofagos RAW 264.7 na presenca desses acidos fendlicos foi
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avaliada por ensaios de resazurina. Além disso, os niveis de mRNA dos marcadores
pro-inflamatérios TNF-a, IL-1B, iINOS e COX-2 foram determinados por PCR
guantitativo TagMan apds exposicdo de macrofagos aos acidos fendlicos e ao
lipopolissacarideo (LPS). No capitulo 2, foi realizada a sintese e caracterizagao fisico-
mecanica de hidrogéis de quitosana-poloxamer (CPH) contendo acidos fendlicos e
avaliado seus efeitos no biofilme multiespécies e na viabilidade de macréfagos e
fibroblastos. Os dados foram analisados estatisticamente considerando p<0,05. O
acido cinamico e o acido cafeico apresentaram efeito inibitdrio e bactericida contra
todas as espécies bacterianas testadas, com os menores valores de CIM e CBM.
Entretanto, ndo houve efeito sinérgico entre eles (FICI>0,5). Ambos os compostos (5x a
CIM mais alta) foram eficazes na eliminacdo de biofilmes dual-espécies e na reducao
significativa de biofilmes multiespécies, especialmente o acido cindmico. O &cido
cindmico causou toxicidade minima para ambas as culturas celulares nas
concentragdes de CIM e o acido cafeico nao foi citotdxico em concentragdes abaixo de
0,125 mg/mL. Ambos os compostos reduziram significativamente TNF-a, IL-1B, iNOS e
COX-2, de maneira dose-dependente. Os CPH foram caracterizados como
termorreversiveis e com propriedades mecanicas e bioadesivas desejdveis. O efeito
dos hidrogéis CPH+CA (77,8%) e CPH+Cl (73,2%) em reduzir os biofilmes multiespécies
foi superior ao CPH+ hidroxido de calcio (CH) (53,6%) e CPH+ clorexidina (CHX) (39,9%).
Em geral, CPH + Cl causou menor citotoxicidade quando comparado a CPH + CA, para
ambas as linhagens celulares. Conclui-se que o dacido cinamico e dacido cafeico
apresentaram efeito bactericida e contra biofilmes formados por bactérias associadas
com infeccdes endoddnticas, causando baixa citotoxicidade. Ambos os compostos
apresentaram efeito antiinflamatério, inibindo a expressdo de marcadores pré-
inflamatdérios em macréfagos estimulados por LPS. Os hidrogéis de quitosana-
poloxamer foram termorreversiveis e apresentaram adequadas propriedades
mecanicas e adesivas para aplicacdo clinica, e quando combinados principalmente com
acido cindmico, promoveram a reducdo de biofilmes multiespécies formados nos

tubulos dentindrios, causando baixa toxicidade em fibroblastos e macréfagos.

Palavras-chave: Cinamatos, Acidos cafeicos, Anti-infecciosos, Biofilmes, Anti-

inflamatorios, Quitosana
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General Abstract
The objective of endodontic treatment is to maintain the integrity of the root, as well
as to prevent or resolve periapical diseases, by eradicating microorganisms and their
sources of nutrients from the root canal system. The complexity of root canal anatomy
and multispecies biofilms increases the difficulty in eliminating microorganisms and
controlling inflammation by conventional chemical-mechanical procedures, which
justifies the use of intracanal medications. New compounds with broad antimicrobial
effect and anti-inflammatory potential, such as phenolic acids, could be explored as
active principles of intracanal medications. However, to increase the solubility, control
the release and extend the biological effects of phenolic acids, it would be interesting
to incorporate them into drug carriers such as chitosan hydrogels. This study was
divided into two chapters with the following objectives: 1) to evaluate the
antimicrobial, antibiofilm and anti-inflammatory activities and the cytotoxicity of
cinnamic acid and its derivatives; 2) synthesize and characterize chemical and physico-
mecanical properties of thermosensitive chitosan and poloxamer hydrogels containing
phenolic acids and evaluate the effect of these hydrogels on multispecies biofilms and
on the viability of macrophages and fibroblasts. In chapter 1, the antimicrobial activity
of cinnamic acid (Cl) and its derivatives coumaric acid (CO), caffeic acid (CA), ferulic
acid (FE) and sinapic acid (SI) was evaluated by determining the minimum inhibitory
and bactericidal concentration (MIC/MBC) and Fractional Inhibitory Concentration
(FIC) on Enterococcus faecalis, Streptococcus mutans, Lactobacillus casei, Actinomyces
israelii and Fusobacterium nucleatum. Phenolic acids were selected and their effect on
bispecies and multispecies biofilms with the same standard or clinical strains were
evaluated by bacterial counts, scanning electron microscopy and confocal microscopy.
The viability of L929 fibroblasts and RAW 264.7 macrophages in the presence of these
phenolic acids was evaluated by resazurin assays. In addition, mRNA levels of the pro-

inflammatory markers TNF-a, IL-1f3, iNOS and COX-2 were determined by quantitative
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TagMan PCR after macrophage exposure to phenolic acids and lipopolysaccharide
(LPS). In chapter 2, the synthesis and physical-mechanical characterization of chitosan-
poloxamer (CPH) hydrogels containing phenolic acids were performed and their effects
on multispecies biofilm and on the viability of macrophages and fibroblasts were
evaluated. Data were statistically analyzed considering p<0.05. Cinnamic acid and
caffeic acid showed an inhibitory and bactericidal effect against all bacterial species
tested, with the lowest MIC and MBC values. However, no synergistic effect was
observed between the compounds (FICI>0.5). Both compounds (at 5x the highest MIC)
were effective in eliminating dual-species biofilms and significantly decreasing
multispecies biofilms, especially cinnamic acid. Cinnamic acid caused minimal toxicity
to both cell cultures at MIC concentrations and caffeic acid was not cytotoxic at
concentrations below 0.125 mg/mL. Both compounds significantly reduced TNF-a, IL-
1B, INOS and COX-2, in a dose-dependent manner. CPH were characterized as
thermoreversible and with adequate mechanical and bioadhesive properties. The
effect of CPH+CA (77.8%) and CPH+CI (73.2%) hydrogels against multispecies biofilms
was superior to CPH + calcium hydroxide (CH) (53.6%) and CPH + chlorhexidine (CHX)
(39.9%). In general, CPH + Cl caused less cytotoxicity when compared to CPH + CA, for
both cell lines. In conclusion, cinnamic acid and caffeic acid showed bactericidal effect
and against biofilms of bacteria associated with endodontic infections, causing minimal
cytotoxicity. In addition, both compounds showed an anti-inflammatory effect,
inhibiting the expression of pro-inflammatory markers in LPS-stimulated macrophages.
The chitosan-poloxamer hydrogels were thermoreversible and presented adequate
mechanical and bioadhesive properties for clinical application, and when combined
specially with cinnamic acid, they promoted the reduction of multispecies biofilms

formed in the dentinal tubules, causing low toxicity to fibroblasts and macrophages.

Keywords: Cinnamates, Caffeic Acids, Anti-infectives, Biofilms, Anti-inflammatories,

Chitosan.
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Lista de figuras
Figura 1 Estrutura quimica do acido cinamico e seus derivados 28

hidroxicinamicos

Capitulo 1

Figure 1 Effect of phenolic acids and controls on 2 weeks dual- 50
species biofilms of oral bacteria combined with E.
faecalis after 48h of treatment. Graphics represent
total bacterial counts in Log CFU/mL+1. Values are
presented as means and standard deviations.
Figure 2 Representative scanning electron microscopy images 51
of 7 days multispecies biofilms under 1000x
magnification. Biofilms were treated for 48 hours with
A: Cinnamic acid (Cl) - 5 mg/mL; B — Caffeic acid (CA) —
5 mg/mL, C — Calcium hydroxide (CH) — 1 mg/mL, D -
CHX - 0.5 mg/mL, and E - Control — Culture medium
without antimicrobial agents. F. Mean (SD) of the
total bacterial counts detected after 48h of the
biofilm treatment with the compounds.
Figure 3 Representative confocal microscopy images of bovine 52
root dentin specimens contaminated for 14 days with
multispecies biofilms isolated from necrotic human
pulps and treated for 48 hours. The groups of the
study were: A - Cinnamic acid (Cl) - 5 mg/mL; B —
Caffeic acid (CA) — 5 mg/mL, C - Calcium hydroxide
(CH) = 1 mg/mL, D - CHX - 0.5 mg/mL, and E - Control
— Culture medium without antimicrobial agents. F.
Mean (SD) of the percentages of dead cells of
multispecies biofilms after 48h of treatment with
phenolic acids and controls. Bacterial counts were
obtained by Image J analysis.

Figure 4 Effect of the cinnamic acid (Cl) and caffeic acid (CA) 53
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and controls calcium hydroxide (CH) and
chlorhexidine (CHX) on the viability of fibroblasts
(L929) (A) and macrophages (B) after 24h of exposure,
using staining with resazurin. Concentrations in

mg/mL.

Figure 5 Effect of cinnamic acid (Cl) and caffeic acid (CA) and 54
control dexamethasone (DEX) on the expression of
pro-inflammatory cytokines in macrophages (RAW
264.7) after 8 h of exposure to LPS. Concentrations in

mg/mL.

Capitulo 2

Figure 1 Continuous rheological behavior of chitosan- 76
poloxamer hydrogels. Empty symbols indicate an
upward curve, and full symbols, a downward curve.

Figure 2 Frequency sweep profile of storage modulus G’ 77
(opened symbols) and loss modulus G” (closed
symbols) of chitosan-poloxamer hydrogels. (A)
Analyzes performed at 25°C, (B) Analyzes performed
at 37 °C.

Figure 3 Temperature sweep analyses demonstrating of 78
storage modulus G’ (blue symbol) and loss modulus
G” (green symbol) and loss tangent (Tan d) (red
symbol) of chitosan-poloxamer hydrogels.

Figure 4 Scanning electron microscopy representative images 79
of chitosan-poloxamer hydrogels. A — 1000x; B —
2.500x and C - 5000x.

Figure 5 Representative confocal microscopy images of bovine 80
root dentin specimens contaminated for 14 days with

multispecies biofilms and treated for 48 hours with
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the following groups with A: Hydrogel (CPH) with
cinnamic acid (Cl) at 5 mg/mL, B — CPG with caffeic
acid (CA) at 5 mg/mL, C — CPG with calcium hydroxide
(CH) at 1mg/mL, D — CPG with chlorhexidine (CHX) at
0.5 mg/mL, E — CPH without antimicrobial agents, F -
Control — Bacterial growth without antimicrobial
agents. G. Mean (SD) of the percentages of dead cells
of multispecies biofilms after 48h of treatment with
hydrogels and controls. Bacterial counts were
obtained by Image J analysis.

Figure 6 Effect of the 48h (A) and 7 days (B) extracts of 81
chitosan-poloxamer hydrogels (CPH) containing
cinnamic acid (Cl) or caffeic acid (CA) and controls
calcium hydroxide (CH) and chlorhexidine (CHX) on
the viability of fibroblasts (3T3) after 24h of exposure,
using staining with resazurin. Concentrations in
mg/mL.

Figure 7 Effect of the 48h (A) and 7 days (B) extracts of 82
chitosan-poloxamer hydrogels (CPH) containing
cinnamic acid (Cl) or caffeic acid (CA) and controls
calcium hydroxide (CH) and chlorhexidine (CHX) on
the viability of macrophage (RAW 264.7) after 24h of
exposure, using staining with resazurin.

Concentrations in mg/mL.
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Lista de Tabelas

Capitulo 1
Table 1 Flavonols and controls used in the present study. 39
Table 2 Minimal inhibitory concentration - MIC and minimal 48

bactericidal concentration - MBC in mg/mL for the
phenolic acids and chlorhexidine against the oral
bacteria tested.
Tabela 3 Fractional inhibitory concentration (FIC) in mg/mL and 49
FIC index (FICI) for the phenolic acids against the oral
bacteria tested.

Capitulo 2

Table 1 Flow behavior (n) and consistency index (K), 78
mechanical properties (hardness, compressibility,
adhesiveness, and cohesiveness) and bioadhesion in

vitro of chitosan-poloxamer hydrogels.
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Introdugao Geral

O tratamento endodoéntico convencional envolve procedimentos de preparo
biomecanico (instrumentacdo associada a irrigantes antimicrobianos) e aplicacdo de
medicagdo intracanal entre as consultas, seguida pela obturagdo do canal e
restauracdo do dente (Jena et al.,, 2015; Haapasalo et al.,, 2014). O objetivo desse
tratamento é manter a integridade da raiz, bem como, prevenir ou resolver doencas
periapicais, pela erradicacdo dos microrganismos e de suas fontes de nutrientes
provenientes do sistema de canais radiculares (Young et al.,, 2007). Embora o
tratamento endodOntico convencional reduza significativamente a microbiota
presente no interior dos canais radiculares (Siqueira et al., 2007), a permanéncia de
microrganismos devido a complexidade anatémica do sistema de canais radiculares e a
resisténcia destes ao tratamento quimico-mecanico pode ocasionar infeccoes
persistentes ou secundarias (Siqueira e R6¢as, 2009).

A manutencdo ou o desenvolvimento de lesdes periapicais, apds o tratamento
endodontico tem sido atribuido a fatores relacionados com a viruléncia e capacidade
de sobrevivéncia de algumas espécies de microrganismos no sistema de canais
radiculares e/ou tecidos periapicais (Sundqvist et al., 1998; Hancock et al., 2001; Nair
et al., 1999; Estrela et al., 2014). Estudos tem revelado que as bactérias Gram-positivas
anaerdbias facultativas sdo mais frequentes nesses casos, incluindo Streptococcus spp.,
Actinomyces spp. (A. israelii e A. odontolyticus), Propionibacterium spp., Lactobacilos
spp., Enterococcus faecalis, entre outros (Siqueira e Rocas, 2009). Espécies bacterianas
Gram-negativas, comuns nas infecgdes primarias, também podem permanecer apds o
tratamento quimico-mecanico, como Fusobacterium nucleatum, ou ainda liberar a
endotoxina lipopolissacarideo (LPS) da sua membrana externa (Sakamoto et al., 2008).

A persisténcia de endotoxinas no sistema de canais radiculares pode levar a
injurias nos tecidos periapicais. Isso ocorre porque o LPS estimula a producdo de
enzimas que induzem o estresse oxidativo, como a iNOS (inducible nitric oxide
synthase) que em macréfagos modula a producdo de dxido nitrico (NO, nitric oxide).
Grandes quantidades de NO produzida por iNOS tem sido diretamente relacionada
com a patofisiologia de uma variedade de doencas e na inflamacdo (Marletta, 1993).
Além disso, essas endotoxinas aumentam a atividade fagocitica de células

polimorfonucleares e a secrecdo de citocinas pré-inflamatdrias, tais como, fator de
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necrose tumoral (TNF-a), interleucinas (IL-1B, IL-6, entre outras), prostaglandinas
(PGE2). A enzima ciclooxigenase-2 (COX-2) também ¢é induzida por estimulos
inflamatdrios, como endotoxinas bacterianas e citocinas e estd elevada quando ha
lesdo tecidual (Desai et al., 2018). Sabe-se que a resposta inflamatdria é uma aliada ao
processo de reparo, entretanto, a secrecdo descontrolada dessas citocinas induz a
expressao de ligante do receptor de NF-kP (RANKL) e a reabsorgdo éssea (Walsh et al.,
2006).

Todas as dificuldades de controlar a infeccdo e a inflamacdo nos tecidos
periapicais se complicam ainda mais no caso de dentes permanentes imaturos, pois a
ampla abertura do forame apical promove ainda mais contato dos produtos
bacterianos ou substancias quimicas de uso endodontico com o tecido vital residual.
Isso indubitavelmente tera impacto sobre a bainha epitelial de Hertwig que inibira sua
capacidade de estimular as células indiferenciadas da papila apical em se diferenciar
em odontoblastos e continuar a formacao radicular (Banchs e Trope, 2004). Embora os
tratamentos convencionais frequentemente conduzam a resolu¢do dos sinais e
sintomas das patologias pulpares (Sheehy e Roberts, 1997; Bose et al., 2009; Parirokh e
Torabinejad, 2010) em dentes permanentes maduros, promovem pouco ou nenhum
beneficio para a continuidade do desenvolvimento radicular, manutencdo da
nocicepc¢do pulpar normal e defesa imune esperada para um dente permanente jovem
(Diogenes et al., 2013, 2014). A pasta de hidroxido de célcio é muito utilizada como
medicacdo, em procedimentos de terapia pulpar vital como pulpotomia e em casos de
pulpite irreversivel/necrose pulpar. Essa medicacdo também é indicada para dentes
permanentes jovens em procedimentos de apicificacdo. No entanto, a necessidade de
multiplas sessdes de troca da pasta de hidréxido de calcio leva ao aumento da
citotoxicidade do medicamento que interfere na proliferagdo das células
remanescentes e a completa formacdo das raizes. Como consequéncia, esses
tratamentos convencionais aumentam o risco de reinfeccdes e de fraturas dentarias
nos dentes imaturos (Khoshkhounejad et al., 2019). A clorexidina (CHX) tem sido
recomendada como alternativa de medicacdo pelo seu amplo potencial
antimicrobiano, geralmente associada ao hidroxido de célcio, para casos de reabsor¢cao

radicular e perfuracdao radicular, porém seu uso é limitado devido a sua alta
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citotoxicidade (Gomes et al. 2003; Basrani et al. 2004; Lessa et al. 2010; Vasudeva et al.
2017).

Compostos fendlicos ou polifendlicos sdo metabdlitos secundarios produzidos
por plantas de grande porte e possuem multiplas fungbes essenciais na fisiologia da
planta, como na sua defesa contra patégenos e na resposta a condi¢bes de estresses
ambientais. Além disso, apresentam potencial terapéutico para o organismo humano,
principalmente como agentes antimicrobianos, antioxidantes, antialérgicos, anti-
inflamatdrios, anticancer, anti-hipertensivos, osteogénica e antiosteoclastogénica
(Pietta, 2000; Tripoli et al., 2007; Daglia, 2012). Sua atividade protetora foi atribuida
inicialmente as propriedades antioxidantes, neutralizantes de radicais livres, quelantes
de metais e a habilidade de inibir ou reduzir a fungdo de diferentes enzimas, como
telomerases, ciclooxigenases, ou lipoxigenases, e recentemente, pela interacdo com
receptores celulares e vias de transducgao de sinais (Daglia, 2012).

Dependendo da sua estrutura quimica, os compostos fendlicos e polifendlicos
podem ser classificados em vdrias classes incluindo os acidos fendlicos, flavondides,
estilbenos, cumarinas, ligninas e taninos (Shahidi & Yeo, 2018). Os acidos fenélicos sao
encontrados em fontes naturais, como grdaos, sementes, leguminosas e cereais, e
formam pontes com macromoléculas como a celulose, hemicelulose e pectina para a
construcdo das estruturas da parede celular da planta. Podem ocorrer em formas
conjugadas ou livres. Eles sdao divididos em dois grupos, os acidos hidroxibenzdicos,
como os acidos p-hidroxibenzdico, protocatecuico, vanilico, siringico e gélico e os
acidos hidroxicinamicos, incluindo os acidos p-cumarico, cafeico, ferulico e sindpico
(Shahidi & Yeo, 2018). Os acidos hidroxicinamicos sao também moléculas precursoras
de polifendis como estilbenos, chalconas, flavonoides, ligninas e antocianidinas (El-
Seedi et al., 2012).

Dentro do grupo dos acidos fenélicos, os acidos cindmicos e seus derivados tém
recebido especial atencdo dos pesquisadores devido ao seu potencial para aplicacao
médica, destacando seu amplo espectro antimicrobiano e antifungico (Guzman, 2014).
O termo “cindmico” é proveniente da especiaria canela (Cinnamomum zeilanicum) que
vem sendo usada desde a antiguidade como um agente flavorizante e por suas
propriedades estimulantes, carminativas, antissépticas e inseticidas. A casca de varias

espécies de Cinnamomum contém quantidades consideraveis de (E)-cinnamaldeido,
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um aldeido volatil responsével pelo sabor pungente e doce da canela. Acidos cinamicos
também sdo encontrados em graos de café, chd, mate, cacau, magas e peras, bagas,
frutas citricas, uva, legumes, espinafre, beterraba, alcachofra, batata, tomate, aipo,
fava e cereais. Acidos cindmicos frequentemente aparecem como conjugados de éster
com acido quinico, conhecidos como acidos clorogénicos, mas também podem formar
ésteres com outros acidos, agucares ou lipidios, ou formar amidas com aminas
aromaticas e alifaticas (Guzman, 2014). Os derivados naturais dos acidos cinamicos
mais abundantes na natureza e que tem apresentado consideravel potencial
antimicrobiano sdo: acido p-cumadrico, acido cafeico, acido ferulico e acido sinapico. A
figura 1 mostra a estrutura quimica dos principais derivados do acido cinamico ou

acidos hidroxicinamicos.

Acidos
R1 R2 R3 R4
Fendlicos
Acido cinamico H H H H
R! 0
2 -,
R N on Acido p-cumidrico H H OH H
R Acido cafeico H H OH OH
R4
Acido ferulico H OCH; H H
Acido sinapico H OCHj3 OH OCHj;

Figura 1. Estrutura quimica do acido cinamico e seus derivados hidroxicinamicos

O é&cido p-cumarico (p-CA, 4-hydroxycinnamic acid)) é um acido fendlico da
familia dos acidos hidroxicinamicos, biologicamente sintetizado através da via do
chiquimato com fenilalanina e tirosina como precursores (El-Seedi et al., 2012). O p-CA
desempenha um papel central no metabolismo secundario, porque pode ser
subsequentemente transformado em outros acidos fendlicos, como por exemplo,
acido cafeico, acido ferulico, acido clorogénico e acido sindpico, em flavonoides, lignina
e outros metabolitos secundarios (El-Seedi et al., 2012). O p-CA livre ou ligado é

amplamente distribuido em frutos, legumes e cereais. Pesquisas mostraram que esses

Vanessa Ro/ﬁ"guey dos Santos



29

acidos (especialmente quando conjugados) exibem varias bioatividades, incluindo
antioxidante, anti-inflamatdria, antimutagénica, anti-ulcera, anti-plaquetaria e
atividades anticancerigenas (El-Seedi et al., 2012; Pragasam et al., 2013). O p-CA tém
apresentado comparativamente maior potencial antibacteriano que o préprio acido
cindmico, com amplo espectro de acdo contra bactérias Gram positivas e Gram
negativas. Estudo mostrou que p-CA rompe a membrana externa das bactérias Gram-
negativas aumentando a permeabilidade, além de interagir com o DNA e, portanto,
inibindo processos bioquimicos essenciais relacionados aos acidos nucleicos (Lou et al.,
2012).

O 4dcido cafeico (3,4-Dihydroxycinnamic acid, 3-(3,4-Dihydroxyphenyl) -2-
propenoic acid) é um metabdlito secundario vegetal da via fenilpropandide,
classificado como um acido hidroxicinamico contendo grupos funcionais fendlicos e
acrilicos e seus derivados incluem amidas, ésteres, ésteres de acglUcar e
glicosideos. Pode ser encontrado em muitos produtos vegetais como bebidas de café,
aveia, trigo, arroz e azeite (Fu et al., 2010, Stojkovi¢ et al., 2014). Tem sido relatado
gue o acido cafeico mostrou potencial antimicrobiano e efeito sinérgico com
antibidticos contra S. aureus, S. epidermidis, K. pneumoniae, S. marcescens, P.
mirabilis, E. coli, P. aeruginosa, B. cereus, M. luteus, L. monocytogenes e C.
albicans (Cushnie et al., 2005, Loes et al., 2014, dos Santos et al., 2018). A atividade
antibacteriana do acido cafeico contra diferentes cepas de S. aureus foi avaliada em
um estudo de Kepa et al. (2018) e apresentou valores de CIM de 256 a 1024 pg/mL. O
acido cafeico nao teve influéncia significativa no crescimento de fibroblastos para
concentrag¢des entre 0,06 e 1,26 mg/mL (Pinho et al.,2014). Também atua como um
inibidor especifico do fator nuclear-kB (NF-kB), um fator de
transcricdo heterodimérico que desempenha um papel central na inflamacdo (Liang et
al., 2015)

O acido ferdulico (trans-4-Hydroxy-3-methoxycinnamic acid) pertence ao grupo
acido fendlico comumente encontrado em tecidos vegetais (Mattila et al., 2002). O
acido ferdlico é mais comumente encontrado em graos integrais, espinafre, salsa, uvas,
ruibarbo e sementes de cereais, principalmente trigo, aveia, centeio e cevada. Tem
apresentado efeito inibitério contra espécies como S. aureus, S. pyogenes, P.

aeruginosa, E. faecalis, C. albicans, com valores de CIM entre 515 e 695 uM (Ergiin et
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al.,, 2011; Georgiev et al., 2012). A atividade anti-inflamatdria do acido ferulico foi
determinada, in vitro, em modelo de macréfagos THP-1, tanto em repouso (ndo
estimulado) como em modelo inflamatério (por acdo de fator de necrose tumoral ou
lipopolissacarideo). Os autores verificaram que o acido ferulico limita a formagdo de
espécies reativas de oxigénio (ROS) e reduz a liberacdo de interleucina-1p e
interleucina-6 proé-inflamatdrias por macréfagos tratados com lipopolissacarideos
(Szulc-Kielbikl et al., 2017).

O 4cido sindpico (3,5-dimethoxy-4-hydroxycinnamic acid) pode ser encontrado
em forma livre, como outros acidos hidroxicindamicos e também é encontrado na forma
de ésteres. Esteres hidroxicinamicos sdo encontrados como glicosideos (ésteres de
acucar) ou como ésteres de uma variedade de compostos organicos. O acido sinapico é
uma substancia identificada em vdrias frutas, legumes, cereais, oleaginosas, algumas
especiarias e plantas medicinais de uma variedade de compostos organicos. O acido
sindpico apresentou atividade inibitdria contra diversas espécies bacterianas incluindo
S. aureus e S. pyogenes (Georgiev et al., 2012). Também apresentou efeito anti-
inflamatdrio inibindo ROS como radicais hidroxila, superdxido, NO e peroxinitrito
(Niciforovic e Abramovic, 2014).

Diversos hidrogéis injetdveis biocompativeis e biodegraddveis vém sendo
desenvolvidos para aplicacées biomédicas com o objetivo de superar as limitacdes dos
produtos naturais, especialmente como veiculos terapéuticos. Hidrogéis apresentam
uma transicao do estado liquido para o gel pela formacdo de uma rede tridimensional
em resposta a estimulo externo, como temperatura ou pH. Particularmente, os
hidrogéis termossensiveis submetem-se a uma transicdo de estado em uma
temperatura especifica devido o balanco energético das interagcdes hidrofilicas-
hidrofdbicas entre as cadeias de polimeros e moléculas de agua (Ponce-Vargas et al.,
2013; Ramos et al., 2012). Hidrogéis injetaveis termossensiveis podem ser produzidos
a partir de quitosana, um polissacarideo de origem animal obtido da quitina do
exoesqueleto de crustdceos, e indicados para aplicacbes biomédicas. Outro polimero,
o poloxamer 407 (mistura de éxido de etileno e 6xido de propileno), também foi
adicionado ao hidrogel de quitosana, para promover propriedades termorreversiveis e
aperfeicoar a formulacdo do medicamento, como facilitar a preparagdo do gel, a

solubilizacdo de biomoléculas, prolongando assim o efeito farmacoldgico (Dumortier et
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al., 2006; Giuliano et al., 2018; Yu et al., 2018). Estudos tém demostrado que a
introducao de grupos fendlicos em estruturas de quitosana ndo somente altera as
propriedades estruturais e fisico-quimicas (solubilidade, estabilidade térmica,
cristalinas e propriedades reoldgicas) da quitosana, mas também aumentam
notavelmente suas propriedades antioxidantes, antimicrobiana, antitumoral, anti-
inflamatdria, entre outras (Liu et al., 2013; Liu et al., 2017).

Sendo assim, o estudo de novas alternativas de tratamento endodoéntico para
dentes permanentes imaturos é primordial visando favorecer o aprimoramento e/ou
substituicdo das técnicas e dos materiais ja existentes. Dessa forma, esse estudo teve
como objetivos avaliar in vitro 1) os efeitos antimicrobiano, antibiofilme, citotdxicico e
anti-inflamatorio de acidos fendlicos derivados do acido cindmico e 2) o efeito
antibiofilme e a citotoxicidade de hidrogéis termossensiveis de quitosana e poloxamer
407 contendo 4acidos fendlicos como proposta de medicagdo para aplicagdo

endodontica.
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