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Massunari, L. Efeito de flavonoides sobre microrganismos de interesse endodontico e
sua influéncia na expressao de marcadores de mineralizagdo. [Tese] Universidade

Estadual Paulista (Unesp), Faculdade de Odontologia de Aragatuba. Aracatuba, 2018.

Resumo

O tratamento endoddntico de dentes permanentes jovens representa um grande
desafio clinico devido a presenca de paredes dentindrias finas, divergentes ou
paralelas e dpice aberto, o que dificulta a desinfec¢do e a execugdo dos procedimentos
convencionais. Terapias de regenera¢cdo endoddntica envolvem o uso de materiais
capazes de promover uma desinfeccdo eficaz sem causar citotoxicidade, além de
induzir a diferenciacdo de células-tronco ou bioestimular células remanescentes do
tecido pulpar mesmo apds a injuria. Nesse contexto, os flavonoides, polifendis
presentes em frutas e vegetais, poderiam ser agentes interessantes para o tratamento
endododntico de dentes imaturos devido a sua amplitude terapéutica. Dessa forma, o
objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito antimicrobiano, citotdxico e indutor
de mineralizacdo de flavonoides com finalidade de aplicacdo endodontica. Este
trabalho de tese foi dividido em trés capitulos. O capitulo 1 avaliou a toxicidade dos
flavonoides taxifolina, crisina, pinocembrina e galangina sobre fibroblastos pelo ensaio
de MTT, a atividade antimicrobiana pela determinacdo da concentragdo inibitéria e
bactericida minima, e a acdo antibiofime do flavonoide com melhor efeito
antimicrobiano, por meio de ensaios em placas de poliestireno e em dentina radicular
bovina por meio da analise por microscopia confocal. Os resultados mostraram que o
flavonoide taxifolina ndo foi tdxico para os fibroblastos em nenhuma das
concentracdes analisadas, enquanto que os flavonoides crisina, pinocembrina e
galangina apresentaram efeitos citotdxicos. Crisina, pinocembrina e galangina nao
apresentaram efeito antimicrobiano frente E. faecalis and S. mutans nas
concentracdes testadas. A taxifolina foi capaz de inibir todas as bactérias testadas,
eliminar biofilmes de E. faecalis e S. mutans em placas de poliestireno e reduzir
significantemente o biofilme de E. faecalis em tubulos dentinarios. O capitulo 2 avaliou
a citotoxicidade do flavonoide taxifolina e o seu potencial sobre a inducdo de
marcadores de mineralizagdo dentindria (producdo de fosfatase alcalina - ALP, nddulos

de mineralizacdo — NM e expressdo dos genes DSPP — sialofosfoproteina dentinaria e
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DMP-1 — proteina da matriz dentindria - 1) em células semelhantes a odontoblastos
MDPC-23, apds tratamentos de 24, 72h e continuo. A taxifolina ndo apresentou
citotoxicidade em nenhum dos trés tipos de tratamento analisados. Todas as
concentracdes do tratamento de 24h e as concentra¢des de 10 e 5uM do tratamento
de 72h aumentaram a atividade de ALP. A formacdo de NM aumentou com os
tratamentos de taxifolina a 10uM em ambos os tratamentos de 24 e 72h, e a 5uM no
tratamento de 24h. A expressdao de DMP-1 aumentou com o tratamento de taxifolina
em ambos os tratamentos de 24 e 72h, enquanto que a de DSPP aumentou apenas
com o tratamento de 72h na concentracdo de 5uM. O capitulo 3 avaliou a
citotoxicidade da taxifolina, e o seu potencial sobre a inducdo de marcadores de
mineralizacdo 6ssea (ALP, NM e expressdao dos genes ALP e colageno 1 - Col-1) em
células semelhantes a osteoblastos Saos-2, apds tratamentos de 24, 72h e continuo. Os
resultados mostraram que os tratamentos com taxifolina nas concentra¢des de 10, 5 e
1uM ndo foram citotéxicos em nenhum dos periodos analisados. O tratamento de 72h
da taxifolina a 10uM foi capaz de aumentar a atividade de ALP e a formacdo de NM,
além de aumentar a expressdo de Col-1 apds 13 dias. O tratamento de 24h da
taxifolina na concentracdo de 10uM aumentou a expressdao de ALP apds 6 dias.
Conclui-se que a taxifolina é um flavonoide com potencial uso para o tratamento
endodontico de dentes permanentes jovens, devido a sua acdo
antimicrobiana/antibiofilme, baixa citotoxicidade e capacidade de estimular a

mineralizagdo em odontoblastos e osteoblastos.

Palavras-chave: Flavonoides, testes de sensibilidade microbiana, dentinogénese,

osteogénese, técnicas de cultura de células.
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Massunari, L. Effect of flavonoids on endodontic microorganisms and their influence
on the expression of mineralization markers. [Thesis] Sdo Paulo State University

(Unesp), School of Dentistry, Aragatuba, 2018.

Abstract

The endodontic treatment of young permanent teeth represents a great clinical
challenge due to the presence of thin, divergent or parallel dentin walls and the open
apex that makes it difficult to disinfect and perform conventional endodontic
procedures. Endodontic regeneration therapies involve the use of materials capable of
promoting effective disinfection without causing cytotoxicity, in addition to inducing
differentiation of stem cells or biostimulating remaining pulp tissue cells even after
injury. In this context, the flavonoids, polyphenols present in fruits and vegetables,
could be interesting agents for the endodontic treatment of immature teeth due to the
wide therapeutic use. Thus, the objective of the present study was to evaluate the
antimicrobial, cytotoxic effects and capacity of mineralization induction of flavonoids
for endodontic application. This thesis was divided into three chapters. The chapter 1
evaluated the toxicity of taxifolin, chrysin, pinocembrin and galangin flavonoids on
fibroblasts by the MTT method, antimicrobial activity by determining the minimum
inhibitory and bactericidal concentrations and analyzed the antibiofilm action of the
flavonoid with the best antimicrobial effect, by means of the biofilm assays in
polystyrene plates and in bovine root dentin and confocal microscopy analysis. The
results showed that the flavonoid taxifolin was not toxic on fibroblasts in any tested
concentration, while chrysin, pinocembrin and galangin flavonoids showed cytotoxic
effects. Chrysin, pinocembrin and galangin showed no antimicrobial effect against E.
faecalis and S. mutans in any tested concentrations. Taxifolin was able to inhibit all
tested bacteria, to eliminate E. faecalis and S. mutans biofilms on polystyrene plates
and significantly reduce E. faecalis biofilms from the dentin tubules. The chapter 2
evaluated the cytotoxicity of taxifolin and its potential on the induction of dentin
mineralization markers (alkaline phosphatase production - ALP, mineralization nodules
- MN and expression of genes DSPP - dentin sialophosphoprotein and DMP-1 - dentin
matrix protein - 1) on odontoblast-like cells MDPC-23, after treatments of 24, 72h and

continuous. Taxifolin did not present cytotoxicity at any of the three types of
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treatments analyzed. All concentrations of 24h-treatment and 10 and 5uM of 72h-
treatment increased ALP activity. NM formation increased with taxifolin treatments at
10uM in both 24 e 72h treatments, and at 5uM in the 24h-treatment. Expression of
DMP-1 increased with taxifolin in both 24 e 72h-treatments, whereas DSPP expression
increased only with 72h-treatment at 5uM. The chapter 3 evaluated the cytotoxicity of
taxifolin and its potential on the induction of bone mineralization markers (ALP, NM
and expression of ALP and collagen 1 -Col-1 genes) on Saos-2 osteoblast-like cells, after
treatments of 24, 72h and continuous. The results showed that taxifolin treatments at
10, 5 and 1uM were not cytotoxic in any of the periods analyzed. The 72h-treatment of
taxifolin at 10uM was able to increase ALP activity and NM formation, in addition to
increasing Col-1 expression after 13 days. The 24h-treatment of taxifolin at 10uM
increased ALP expression after 6 days. It is concluded that taxifolin is a flavonoid with
potential use for endodontic treatment of young permanent teeth due to its
antimicrobial/antibiofilm action, low cytotoxicity and ability to stimulate

mineralization in odontoblasts and osteoblasts.

Keywords: Flavonoids, microbial sensitivity tests, dentinogenesis, osteogenesis, cell

culture techniques.
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Introdugdo geral

Ap6s a erupcdo do dente permanente na cavidade bucal ainda sdo necessarios
aproximadamente 3 anos para o desenvolvimento completo das raizes e o fechamento
dos respectivos apices radiculares (Bhasker 1991). Desta forma, durante esta fase, a
ocorréncia de traumatismos dentdrios ou lesGes de cdrie que comprometam a
vitalidade do tecido pulpar, podem interromper a formacdo da raiz, resultando na
presenca de paredes dentindrias finas, divergentes ou paralelas e apice aberto, o que
dificultara a execucdo dos procedimentos endodonticos convencionais, vindo a
comprometer o resultado do tratamento a longo prazo (Rafter 2005, Iglesias-Linares et
al. 2013). Além disso, nesses casos de dentes permanentes jovens, além da
necessidade de um tratamento que promova a descontaminagao do sistema de canais
radiculares, é desejavel que esse permita a continuacdo do desenvolvimento radicular,
bem como a recuperacao dos tecidos periapicais quando ja estiverem comprometidos

(Hargreaves et al. 2013).

Durante muitos anos, o tratamento de dentes permanentes com rizogénese
incompleta baseou-se na vitalidade do tecido pulpar afetado. Assim, para dentes que
apresentam vitalidade pulpar tem se indicado procedimentos, como a pulpotomia, que
consiste na remocao da polpa infectada e manutencao da polpa radicular, estimulando
o desenvolvimento fisioldgico continuo e o término da formacdo radicular pelo
processo de apicogénese. Os casos de dentes que apresentam vitalidade pulpar,
porém o tecido pulpar encontra-se inflamado irreversivelmente, bem como os casos
de dentes que apresentam necrose pulpar indica-se a técnica de apicificagcdo, 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¢cdo do desenvolvimento
apical, o que se encontra diretamente relacionado a manutencado da bainha epitelial
de Hertwig (American Association of Endodontics 2003; Rafter 2005; Soares et al.
2008).

Na técnica de apicificacdo, o hidréxido de célcio (HC) ainda é o material mais
empregado, permitindo que ocorra o selamento biolégico pela formacado de um tecido

duro, semelhante ao cemento. Entretanto, a capacidade indutora de mineraliza¢ao do
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HC é dependente da manutencdo da alcalinidade do mesmo, durante todo o periodo
de tratamento, que varia de 8 — 12 meses (Soares et al. 2008). Sendo assim, sdo
necessarias trocas periddicas do material, visando renovar a sua propriedade alcalina.
Além da necessidade de multiplas sessGes, o que aumenta o risco de contaminacao; a
apicificacdo resulta na formacdo de paredes dentindrias delgadas e desenvolvimento

radicular incompleto, tornando o dente suscetivel a fratura (Hargreaves et al. 2013).

A técnica de apicificagdo também pode ser empregada por meio da colocacao
de uma barreira apical artificial - constituida por materiais a base de agregado de
trioxido mineral (MTA) - que permite a obturacdo do canal radicular logo apds o
protocolo de descontaminacdo (American Association of Endodontists, 2003). O MTA
tem sido indicado principalmente em casos onde had a impossibilidade de
acompanhamento a longo-prazo, e tem se mostrado capaz de induzir a formagdo da
barreira apical, semelhantemente ao HC (Shabahang et al. 1999). Além da redugdo no
nuimero de sessGes durante o tratamento (Damle et al. 2012, Mari-Beffa et al. 2017), o
emprego do MTA também tem sido associado a um menor numero de fraturas
(Jeeruphan et al. 2012). Entretanto, a técnica de apicificacdo, seja com HC ou plug de
MTA, ndo permite o desenvolvimento radicular completo, tanto em espessura quanto
em comprimento (Jeeruphan et al. 2012), além de ndo restabelecer funcionalmente o

tecido pulpar (Hargreaves et al. 2013).

Recentemente, terapias bioldgicas denominadas de regeneracdo endoddntica
(RE), que visam recuperar as funcdes fisioldgicas de estruturas do complexo dentino-
pulpar e permitir a formacdo radicular completa estdo sendo estudadas (Hargreaves et
al. 2013, Mari-Beffa et al. 2017). Banchs e Trope (2004) trouxeram o conceito de RE
pela técnica de revascularizacdo, por meio da inducdo do sangramento apical apds o
emprego de uma pasta triantibidtica, observando entdo o desenvolvimento continuo
da raiz, evidenciado ndo sd pelo aumento do seu comprimento, mas também pelo
espessamento das paredes do canal radicular. Embora a técnica de revascularizacdo
tenha se mostrado eficaz na continuacdo da formacdo radicular (Petrino et al. 2010)
alguns estudos avaliaram o tecido neoformado no espaco do canal radicular e
observaram que o mesmo corresponde a um tecido conjuntivo semelhante ao

ligamento periodontal, e a um tecido semelhante ao cemento ou cemento - dsseo
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(Becerra et al. 2014, Torabinejad et al. 2015). Dessa forma, do ponto de vista clinico, a
regeneracdo do tecido perdido ndao pode ser alcancada, visto que ndo ha o
restabelecimento da vascularizacdo, inervacao e deposicdo de dentina como no tecido
pulpar normal. Técnicas da bioengenharia tém sido propostas visando a formacdo de
um tecido semelhante a polpa, bem como a diferenciacdao odontoblastica, por meio do
uso de “scaffolds” - estruturas tridimensionais que permitem a adesdo, proliferagdo e
diferenciacdo de células tronco mesenquimais - associado ao emprego de biomateriais
ou moléculas de sinalizacdo que estimulem esses processos (Hargreaves et al. 2008),
como o fator de crescimento fibroblastico basico (bFGF) (Chang et al. 2017), fator de
crescimento derivado de plaquetas (PDGF) (Cai et al. 2016), plasma rico em plaquetas
(PRP) (Torabinejad & Faras 2012, Torabinejad et al. 2015), fibrina rica em plaquetas
(PRF) (Subash et al. 2016), entre outros.

A RE em dentes permanentes jovens apresenta um progndstico favoravel
devido a ampla comunicacdo entre o canal radicular e os tecidos periapicais. Essa
vascularizagdo tem se mostrado capaz de manter a viabilidade celular mesmo apds
danos aos tecidos pulpar e/ou periapicais (Tsukiboshi et al. 2017). Células-tronco sdo
células progenitoras que apresentam ampla capacidade de auto-renovacdo e
diferenciacdo (Gronthos et al. 2002, Huang et al. 2006, Limjeerajarus et al. 2014,
Maglione et al. 2017), podendo ser classificadas em totipotentes - apresentam a
capacidade de originar qualquer tipo celular, inclusive tecidos extraembriondrios como
a placenta; pluripotentes — originam todas as células de um organismo, exceto de
tecidos extraembrionarios; e multipotentes — originam linhagens especificas de células
(Rodriguez-Lozano et al. 2011). Células-tronco mesenquimais apresentam grande
potencial em procedimentos de RE, uma vez que estdo presentes na prépria polpa
dentaria - DPSCs (Gronthos et al. 2002), dentes deciduos — SHED (Miura et al. 2003),
ligamento periodontal - PDLSCs (Jo et al. 2007) e papila apical - SCAP (Huang et al.
2008). Mesmo na presenca de processo inflamatério, células da polpa dentéaria e da
regido periapical, apresentaram alta expressdo de marcadores de células-tronco

mesenquimais (Alongi et al. 2010, Liao et al. 2011).

A busca por tratamentos capazes de induzir a diferenciacdo de células (Asgary

et al. 2014, Chen et al. 2015, Huang et al. 2016), bioestimular células remanescentes
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em concentra¢bes ndo toxicas (Washington et al. 2011, Kuang et al. 2016, Chen et al.
2015), promover uma desinfeccdo eficaz sem citotoxicidade (Bottino et al. 2013,
Palasuk et al. 2014, Kamocki et al. 2015), ou ainda criar um scaffold que permita a
proliferacdo e diferenciacdo celular, além de oferecer suporte adequado para
biomoléculas (Bottino et al. 2015, Kuang et al. 2016) tem sido alvo de diversos estudos
no campo da RE. A andlise de marcadores de diferenciacdo osteogénica apds
determinado tratamento proposto em células indiferenciadas (d'Aquino et al. 2007,
Wang et al. 2017), ou ainda em células diferenciadas que poderiam ser remanescentes
a determinada injuria (Satué et al. 2013, Zeng et al. 2013, Liu et al. 2017) tem sido
amplamente realizada com o intuito de analisar a capacidade bioestimulatéria de
diferentes materiais, visando induzir o processo de reparo. Dentre esses marcadores
de mineralizacdo estdo a fosfatase alcalina (ALP — enzima responsdvel pela
mineralizacdo da matriz dentindria ou éssea); cuja expressdo ocorre em células
envolvidas no processo de mineralizagdo, como os odontoblastos e osteoblastos, a
proteina da matriz dentinaria (DMP-1) e a sialofosfoproteina dentinaria (DSPP) que sdo
proteinas nao-colagenosas que participam da mineralizagdo da dentina e maturagao
das fibras coldgenas durante o processo de dentinogénese. Essas proteinas
permanecem no interior do substrato dentinario, sendo liberadas em resposta as
injurias teciduais, para estimular odontoblastos primarios a produzirem dentina
tercidria reacional, ou ainda para estimular a diferenciacdo de células pulpares em
odontoblastos que irdo produzir dentina terciaria reparadora (Ferracane et al. 2010, de

Souza Costa et al. 2014).

A desinfec¢do do sistema de canais radiculares também representa um desafio
dentro das terapias de RE, uma vez que esses dentes permanentes jovens apresentam
canal radicular e apice amplos, além de paredes dentinarias delgadas, inviabilizando o
preparo biomecanico convencional. A pasta triantibidtica (metronidazol, ciprofloxacina
e minociclina) tem se mostrado eficaz em tratamentos de RE para dentes imaturos
(Windley et al. 2005, Petrino et al. 2010); entretanto, foi observada uma significativa
reducdo na viabilidade de células-tronco da papila apical (Ruparel et al. 2012) e
fibroblastos do ligamento periodontal (Yadlapati et al. 2014) apds a sua aplicagdo. Esse

efeito citotoxico também foi demostrado em células da polpa humana, onde a pasta
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na concentragdo de 2,5mg/mL, ou seja bem menor do que aquelas empregadas
durante as terapias de RE (aproximadamente 1g/mL), foi capaz de reduzir a
proliferagcdo celular (Labban et al. 2014). Devido a algumas desvantagens, como a
descoloracdo dentinaria (Kim et al. 2010), a minociclina — antibidtico semisintético
derivado da tetraciclina — foi removida da pasta triantibidtica. A pasta biantibidtica
(metronidazol e ciproflofaxacina) tem apresentado bons resultados frente a infecgdo
endodontica (lwaya et al. 2001), porém com maior efeito citotoxico, reduzindo a
viabilidade de células pulpares a partir da concentracdo de 0,5mg/mL (Labban et al.
2014). De maneira semelhante, o hidréxido de calcio também ndo demonstrou
toxicidade em baixas concentra¢des (até 2,5mg/mlL), entretanto a concentracdo

utilizada clinicamente é de aproximadamente 0,7g/mL (Labban et al. 2014).

Compostos biativos derivados de plantas como os flavonoides, tém recebido
destaque na literatura devido a sua amplitude terapéutica. Os flavonoides sdo
moléculas polifendlicas presentes em frutas e vegetais (Panche et al. 2016) que
apresentam propriedades  antimicrobiana, antioxidante,  osteogénica e
antiosteoclastogénica (Pietta 2000, Tripoli et al. 2007, Sharan et al. 2009, Pilsakova et
al. 2010, Domitrovic 2011). Dentre eles, a taxifolina, um flavonoide tipo catecol,
isolado de diversas plantas (da Costa et al. 2014, Wang et al. 2015, Park et al. 2016 ), e
mais recentemente do cha verde (Wang et al. 2017), tem apresentado ampla acdo
terapéutica, entre as quais, atividade antimicrobiana contra Enterococcus faecalis
resistente a vancomicina (Jeong et al. 2009), Acinetobacter hemolyticus (Chatzopoulou
et al. 2010); atividade antifungica (Kanwal et al. 2010); capacidade de estimular o
aumento da expressao génica de osteocalcina, osteoprotegerina e sialoproteina 6ssea,
além de diminuir a expressdo de RANKL (marcador de reabsorcdo dssea) em
osteoblastos (Satué et al. 2013) e estimular a diferenciacdo de células-tronco

mesenquimais em osteoblastos (Cordoba et al. 2015, Wang et al. 2017).

Prépolis, substancia resinosa produzida por abelhas por meio da mistura de
suas secrecdes com produtos obtidos de diversas plantas, tem sido amplamente
estudada devido as suas propriedades terapéuticas (Yokoyama et al. 2014, Aral et al.
2015, Asawahame et al, 2015). Dentre essas, a sua atividade antimicrobiana tem sido

relatada por alguns autores (Uzel et al. 2005, de Luca et al. 2014), inclusive frente a
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microrganismos de interesse endodéntico, como Enterococcus faecalis, Candida
albicans, Streptococcus mutans e Pseudomonas aeruginosa (Uzel et al. 2005). Dentre
os principais compostos isolados da prépolis estdo os flavonoides galangina, crisina e

pinocembrina.

Huh et al. (2013) observou que a galangina reduziu as citocinas inflamatdrias IL-
1B, TNF-a e IL-17; inibiu a formacdo de osteoclastos e fatores osteoclastogénicos; além
de aumentar a expressdo génica de osteoprotegerina em osteoblastos. Liu et al. (2017)
também observaram um aumento na expressdo de marcadores de diferencia¢do
osteogénica, como colageno, fosfatase alcalina (ALP), osteocalcina e osteopontina em
células derivadas de osteosarcoma apds o tratamento com galangina. Esse flavonoide
mostrou ainda atividade inibitdria contra S. aureus e Enterococcus (Li et al. 2012),
apresentando como possivel mecanismo de acdo um dano direto a membrana
citoplasmatica ou indireto a parede celular, por provocar a perda de ions potassio
(Cushnie e Lamb 2005). O flavonoide crisina também demonstrou atividade contra
bactérias Gram positivas e Gram negativas, incluindo S. aureus e E. coli com
concentracdes inibitdrias minimas (CIM) que variaram de 50 a 6,25 pug/mL (Liu et al.
2010) e promoveu aumento da expressdo de marcadores osteogénicos, como
colageno, osteocalcina e osteopontina em osteoblastos (Zeng et al. 2013). A
pinocembrina apresentou atividade antimicrobiana contra C. albicans e S. aureus, com
CIMs de 6.25 e 12.5 pg/ml respectivamente (Katerere et al. 2012), além de atenuar a
resposta inflamatéria induzida por lipopolissacarideos (Giri et al. 2016). Assim, os
flavonoides apresentam diversas propriedades desejaveis nas terapias de regeneracao

endodontica devido as suas multiplas fungdes bioldgicas.
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