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Resumo

Embora o tratamento endodontico convencional reduza significativamente a microbiota
presente no interior dos canais radiculares, a permanéncia de microrganismos devido a
complexidade anatomica do sistema de canais radiculares e a resisténcia destes ao
tratamento quimico-mecanico pode ocasionar infec¢Ges persistentes ou secundarias.
Muitos estudos tém explorado o uso de fitoquimicos, buscando obter novos compostos
gue apresentem propriedades farmacoldgicas. A curcumina, pigmento amarelo isolado
dos rizomas da Curcuma longa (Zingiberaceae), e o cinamaldeido, substancia volatil
responsavel pelo odor e sabor das cascas dos caules de plantas do género Cinnamomum
(Lauraceae) sdo possiveis substancias promissoras. O objetivo do estudo foi avaliar o
efeito citotdoxico e agdo antimicrobiana/antibiofilme de compostos hibridos de
curcumina e cinamaldeido sobre microrganismos de interesse endoddéntico. Foram
realizados ensaios para determinagdao da Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) e
Concentracdo Bactericida Minima (CBM) do cinamaldeido, da curcumina e dos 23
hibridos sobre Enterococcus faecalis, Streptococcus mutans, Lactobacillus casei,
Actinomyces israelii e Fusobacterium nucleatum. Os melhores compostos foram
avaliados em ensaios de biofilme simples (cada cepa bacteriana isoladamente) e dual-
espécies (E. faecalis + L. casei, E. faecalis + S. mutans, E. faecalis + A. israelii, E. faecalis
+ F. nucleatum) em placas de poliestireno objetivando-se determinar o efeito sobre o
metabolismo bacteriano utilizando o ensaio de XTT e sua viabilidade através da
contagem das Unidades Formadoras de Col6nias (UFCs), apds 24 ou 48 horas de
exposicdo ao composto. A toxicidade também foi avaliada sobre fibroblastos (linhagem
L-929) utilizando o ensaio de methyltetrazolium (MTT). Além disso, biofilmes mistos com
as mesmas espécies bacterianas selecionadas e multiespécies com amostras de biofilme
humano foram formados em dentina radicular de dentes bovinos e apds tratamento de
48 horas com o composto/controle, foram avaliados por microscopia confocal. Os dados

apresentaram distribuicdo normal e as diferencas entre grupos (antimicrobianos e
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tempos de crescimento — 1 ou 2 semanas) foi analisada por ANOVA (One-way ou Two-
way) seguido pelo teste de Tukey. Dos 25 compostos testados, 9 deles apresentaram
efeito inibitdrio para, no minimo, uma das espécies bacterianas testadas com valores de
MIC/MBC variando entre 0,009 a 0,625 mg/mL. O composto LA1l e o controle
clorexidina (CHX) apresentaram o melhor efeito inibitério para todas as espécies
bacterianas testadas e, por este motivo, foram selecionados para os ensaios
subsequentes. LA11 apresentou compatibilidade em fibroblastos em concentracao
superior a da Clorexidina (CHX) e teve efeito superior ou semelhante a CHX, reduzindo
estatisticamente o metabolismo e viabilidade bacteriana nos biofilmes simples e dual-
espécies, sendo que biofilmes de S. mutans foram os mais afetados. Para os biofilmes
formados em dentina radicular, LA11 teve efeito significante sobre os biofilmes mistos
com reducdo de 85,93%, enquanto que nos biofilmes multiespécies, a reducdo
microbiana foi de 33,76%. Conclui-se que o composto hibrido LA11 apresentou
citocompatibilidade e efeito antimicrobiano e contra biofilme de espécies bacterianas
relacionadas as infec¢des radiculares e poderia ser uma opc¢do de agente antimicrobiano

para aplicacdo no tratamento endodontico.

Palavras-chave: Curcumina, Cinamaldeido, Atividade antimicrobiana, Biofilme,

Citotoxicidade
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Abstract

Although conventional endodontic treatment significantly reduces the microbiota present
inside the root canals, the permanence of microorganisms due to the anatomical
complexity of the root canal system and their resistance to chemical-mechanical
treatment can lead to persistent or secondary infections. Many studies have explored
the use of phytochemicals, seeking to obtain new compounds that present
pharmacological properties. Curcumin, a yellow pigment isolated from Curcuma longa
rhizomes (Zingiberaceae), and cinnamaldehyde, the volatile substance responsible for
the odor and taste of plant stems of the genus Cinnamomum (Lauraceae) are possible
promising substances. The objective of the study was to evaluate the cytotoxic effect
and antimicrobial action / antibiofiim of hybrid compounds of curcumin and
cinnamaldehyde on microorganisms of endodontic interest. The minimum inhibitory
concentration (MIC) and minimum bacterial concentration (MBM) of cinnamaldehyde,
curcumin and 23 hybrids on Enterococcus faecalis, Streptococcus mutans, Lactobacillus
casei, Actinomyces israelii and Fusobacterium nucleatum were determined. The best
compounds were evaluated on single biofilms (single bacterial strain) and dual-species
biofilms (E. faecalis + L. caseli, E. faecalis + S. mutans, E. faecalis + A. israelii, E. faecalis
+ F. nucleatum) in polystyrene plates to determine the effect on bacterial metabolism
using the XTT assay and its viability by counting Colony Forming Units (CFUSs) after 24
or 48 hours of exposure to the compound. Toxicity was also evaluated on fibroblasts
(L929 cell line) using the methyltetrazolium (MTT) assay. In addition, mixed biofilms with
the same bacterial species selected and multispecies with human biofilm samples were
formed in the dentinal root of bovine teeth and after 48 hours treatment with the

compound / control, they were evaluated by confocal microscopy. The data presented
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normal distribution and the differences between groups (antimicrobials and growth times
- 1 or 2 weeks) were analyzed by ANOVA (One-way or Two-way) followed by the Tukey
test. Of the 25 compounds tested, 9 of them had inhibitory effect for at least one of the
bacterial species tested with MIC / MBC values ranging from 0.009 to 0.625 mg / mL.
The LA11 compound and the chlorhexidine control (CHX) had the best inhibitory effect
for all bacterial species tested and were therefore selected for subsequent assays. LA11
showed a higher concentration of chlorhexidine (CHX) in the fibroblasts and had a CHX-
like or higher effect, reducing bacterial metabolism and viability in single and dual-
species biofilms, with S. mutans biofilms being the most affected. For biofilms formed in
root dentin, LA11 had a significant effect on mixed biofilms with a reduction of 85.93%,
whereas in the multispecies biofilms, the microbial reduction was 33.76%. It is concluded
that the hybrid compound LA11 presented cytocompatibility and antimicrobial effect and
against biofilm of bacterial species related to root infections and could be an option of

antimicrobial agent for application in endodontic treatment.

Keywords: Curcumin, Cinnamaldehyde, Antimicrobial activity, Biofilm, Cytotoxicity
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Resumo

Objetivos: avaliar o efeito citotoxico e agdo antimicrobiana/antibiofilme de compostos
hibridos de curcumina e cinamaldeido sobre microrganismos de interesse endodoéntico.
Métodos: Foram realizados ensaios para determinagdao da Concentragdo Inibitéria
Minima (CIM) e Concentragdo Bactericida Minima (CBM) dos compostos sobre
Enterococcus faecalis, Streptococcus mutans, Lactobacillus casei, Actinomyces israelii e
Fusobacterium nucleatum. Os melhores compostos foram avaliados em ensaios de
biofilme simples e dual-espécies em placas de poliestireno para determinar o efeito
sobre o metabolismo e a viabilidade de espécies bacterianas apds exposicdo aos
compostos. A toxicidade também foi avaliada sobre fibroblastos humanos. Além disso,
biofilmes mistos com as mesmas espécies bacterianas selecionadas e multiespécies com
amostras de biofilme humano foram formados em dentina radicular e os compostos
avaliados por microscopia confocal.

Resultados: Dos 25 compostos testados, 9 deles apresentaram efeito inibitério para, no
minimo, uma das espécies bacterianas testadas. O composto LA11l e o controle
clorexidina (CHX) apresentaram o melhor efeito inibitério para todas as espécies
bacterianas testadas e, por este motivo, foram selecionados para os ensaios
subsequentes. LA11 apresentou compatibilidade em fibroblastos em concentracdo
superior a da CHX e teve efeito superior ou semelhante a CHX, reduzindo o metabolismo
e a viabilidade bacteriana nos biofilmes simples e dual-espécies. Para os biofilmes
formados em dentina radicular, LA11 teve efeito significante sobre os biofilmes mistos
com reducdao de 85,93%, enquanto que nos biofilmes multiespécies, a redugao
microbiana foi de 33,76%.

Conclusdes: Conclui-se que o composto hibrido LA11 apresentou citocompatibilidade e
efeito antimicrobiano e contra biofilme de espécies bacterianas relacionadas as
infeccdes radiculares e poderia ser uma opc¢do de agente antimicrobiano para aplicagao

no tratamento endodontico.

Palavras-chave: Curcumina, Cinamaldeido, Atividade antimicrobiana, Biofilme,

Citotoxicidade
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Introduc¢do

Embora o tratamento endodéntico convencional reduza significativamente a
microbiota presente no interior dos canais radiculares (Siqueira et al., 2007), a
permanéncia de microrganismos devido a complexidade anatomica do sistema de
canais radiculares e a resisténcia destes ao tratamento quimico-mecanico pode
ocasionar infeccdes persistentes ou secundarias (Siqueira & RoOgas, 2009). A
manutencdo ou o desenvolvimento de lesGes periapicais apdés o tratamento
endodontico tem sido atribuido a fatores relacionados com a presenca e viruléncia de
bactérias e fungos 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 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 & Rocas, 2009). Entretanto algumas bactérias Gram-negativas, como
Fusobacterium nucleatum, comuns nas infec¢cbes primarias, também podem ser
detectadas apds o tratamento quimico-mecanico (Sakamoto et al.,, 2008),
principalmente devido a membrana externa da sua parede celular, composta de
lipopolissacarideo - LPS. Essas endotoxinas dificultam a penetragao de antimicrobianos,
além de apresentarem citotoxicidade e estimularem a reabsorc¢do éssea (Jacinto et al.,
2005).

A acdo antimicrobiana deve ser considerada uma propriedade primordial de
substancias que sao empregadas na endodontia, sejam elas irrigantes ou medicamentos
intracanal. Diversas pesquisas relatam uma média de 1 a 5 espécies bacterianas,
atingindo aproximadamente de 10%a 10° células/canal, mesmo apds o preparo quimico-
mecanico, seguido ou ndo de medicacdo intracanal. (Bystrom & Sundqvist, 1985;
Sjogren et al., 1997; Vianna et al., 2006; Sakamoto et al., 2007; Siqueira et al., 2007). O
hipoclorito de sédio é ainda o agente irrigante mais amplamente utilizado em
Endodontia principalmente por sua a¢do antimicrobiana e sua capacidade de dissolver
tecidos organicos (Haapasalo et al., 2014; Borsini et al., 2016). Entretanto, o hipoclorito
de sédio ndo possui toxicidade seletiva, ou seja, especialmente nas concentracdes mais
altas, ele dissolve tanto tecido vital quanto remanescentes pulpares necréticos, sendo

tdxico para os tecidos periapicais em casos de extrusao acidental do irrigante do forame
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apical para o espaco perirradicular, além de apresentar efeitos genotdxicos e potencial
alérgico (Kaufman & Keila, 1989; Kuruvilla & Kamath, 1998; Serper et al., 2004; Giil et
al.,, 2009). Outro agente utilizado como irrigante endodontico é a clorexidina, um
detergente cationico da classe das bisbiguanidas, encontrado na forma de diacetato,
hidrocloreto e digluconato, sendo a uUltima a mais utilizada. Apresenta amplo espectro
de agdo contra bactérias Gram-positivas, Gram-negativas, fungos, entre outros
(Mohammadi et al., 2014). Entretanto, potencial citotdxico e genotdxico também ja foi
descrito na literatura para clorexidina (Lessa et al., 2010; Botton et al., 2016), além de
risco sistémico, quando associada a hipoclorito de sédio, pela sua decomposicdao em
bioprodutos reativos, como a para-chloroanilina (Basrani et al., 2007).

Uma pasta tripla de antibidtico (TAP) contendo Metronidazol, Ciprofloxacina e
Minociclina, idealizada inicialmente por Hoshino et al. (1996) foi utilizada como
medicacdo intracanal com o intuito de regeneracdo endodontica. Entretanto, as
tetraciclinas como a Minociclina podem causar manchamento no dente, devido a sua
reagdo com o calcio via quela¢do, formando um complexo insoluvel; sendo assim a pasta
a TAP foi modificada para uma pasta dupla de antibiético (DAP) composta apenas por
Metronidazol e Ciprofloxacina (Tanase et al., 1998). O Metronidazol é um composto
nitroimidazol que exibe ampla atividade antiprotozodria, antibacteriana contra bacilos
Gram-negativos anaerdébios, bacilos Gram-positivos esporulados e cocos anaerdébios.
Ciprofloxacina é uma fluoroquinolona que apresenta acdo bactericida, principalmente
contra espécies Gram-negativas. Em virtude das infeccbes bacterianas serem
polimicrobianas e essas medicagdes ndo possuirem um largo espectro de a¢dao, o uso da
pasta DAP se torna limitado, além da possibilidade de resisténcia bacteriana. Estudos
demonstram seu efeito tdxico sobre as células-tronco da papila apical, afetando
negativamente sua proliferacdo sobre a dentina, interrompendo a liberacdo de fatores
de crescimento (Martin et al., 2014, Kim et al., 2015, Galler et al., 2015).

Atualmente ha uma corrente de pesquisadores estudando materiais bioldgicos
gue possam promover a desinfeccdo e estimular a regeneracdo tecidual natural
preservando a bainha epitelial de Hertwig, a fim de permitir a diferenciacdo de células
da papila apical em odontoblastos (Thibodeau et al., 2007; Jung et al., 2008; Ding et al.,
2009; Iglesias-Linares et al.,, 2013). Embora os tratamentos convencionais

frequentemente conduzam a resolucdo dos sinais e sintomas dos processos patoldgicos
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pulpares (Sheehy & Roberts, 1997; Bose et al., 2009; Parirokh & Torabinejad, 2010),
estes promovem pouco ou nenhum beneficio para a continuidade do desenvolvimento
radicular, manutencdo da nocicep¢ao pulpar normal e defesa imune esperada para um
dente permanente jovem (Diogenes et al., 2013, 2014). Sendo assim, a avaliagdo de
novas alternativas de tratamento se faz necessaria, principalmente no que diz respeito
aos dentes permanentes imaturos, e poderda favorecer o aprimoramento e/ou
substituicdo das técnicas e materiais ja existentes.

Muitos autores tem explorado o uso de fitoquimicos, buscando obter novos
compostos que apresentem propriedades terapéuticas. A curcumina é um pigmento
amarelo isolado dos rizomas da Curcuma longa (Zingiberaceae), uma espécie vegetal de
amplo emprego culinario e medicinal, sendo comumente conhecida como “agafrao-da-
india”, “acafrao-da-terra”, “circuma”, “turmérico” (Anand et al., 2008). Dependendo da
origem e das condi¢des do solo em que o tumérico cresce, ele contém de 2 a 9% de
curcuminodides. Esses curcumindides indicam um grupo de compostos tais como
curcumina, demethoxycurcumina, bis-demethoxycurcumina e curcumina ciclica. A
curcumina é o maior desses compostos e apresenta amplo espectro de atividade
antimicrobiana, incluindo fungos, como espécies do género Candida (Neelofar et al.,
2011) e agao contra espécies bacterianas Gram-positivas, Bacillus cereus, Bacillus
subtilis, Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis, bem como Gram-
negativas, Escherichia coli, Helicobacter pylori, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella
choleraesuis, Salmonella tiphymurium, Vibrio cholerae e Yersinia enterocolitica (De et
al., 2009; Selvakumar e Venkataraman, 2010).

Em Odontologia, a curcumina tem sido estudada para diversas finalidades, como
aplicacdo tdpica, enxaguatdrio e irrigacdo de sitios inflamados como terapia
coadjuvante no tratamento de gengivite e periodontite por sua acdo antimicrobiana e
anti-inflamatdéria (Waghmare et al., 2011; Stoyell et al., 2016), inibindo importantes alvo
da reacdo inflamatdria como fator de necrose tumoral (TNF) e interleucinas (Aggarwall
et al.,, 2013); para potencializar o efeito da quimioterapia ou radioterapia por suas
propriedades antimutagéncias (Wilken et al.,, 2011), no tratamento de lesdes pré-
cancerosas, como fibroses de submucosa oral, leucoplasias e liquen plano (Deepa et al.,
2010). Em Endodontia, estudo comparou o efeito de solucGes irrigadoras contra

biofilme de E. faecalis formado sobre substrato dentinario, e demonstrou que a
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curcumina teve acdo superior a clorexidina. Embora o hipoclorito de sédio (3%), tenha
tido maior atividade antibacteriana que a curcumina, devido seu potencial citotdxico, a
curcumina poderia ser uma alternativa natural interessante para propdsitos
endododnticos (Neelakantan et al., 2013).

Outro fitoquimico também conhecido por suas propriedades terapéuticas é o
cinamaldeido, uma substancia volatil responsavel pelo odor e sabor das cascas dos
caules de plantas do género Cinnamomum (Lauraceae). Dentre essas, as cascas dos
caules de C. zeylanicum sao popularmente conhecidas como “canelas”, uma especiaria
de amplo emprego culinario e medicinal (Ranasinghe et al., 2013). O cinamaldeido é um
aldeido aromatico a,B-insaturado, caracterizado por um esqueleto fenilpropanoidico do
tipo CeCs. Apresenta amplo espectro de acdo antibacteriana, incluindo bactérias de
relevancia médica, odontoldgica e veterinaria, tais como; Mycobacterium avium subsp.
paratuberculosis (Wong et al., 2008), H. pylori (Ali et al., 2005), Salmonella enteritidis,
Campylobacter jejuni (Johny et al., 2010), Prevotella bryantii e Prevotella rumnicola
(Ferme et al., 2008), Streptococcus mutans e Streptococcus sanguinis (Didry, Dubreuil &
Pinkas, 1994).

A hibridagdo molecular é uma estratégia utilizada no planejamento de
substancias biologicamente ativas. Compreende a unido de caracteristicas estruturais
parciais de duas ou mais substancias bioativas em uma Unica estrutura. Apds a jungao
dessas duas subunidades, por meio de uma ligacdo covalente, obtém-se uma nova
substancia, a qual pode apresentar as propriedades farmacodindmicas e
farmacocinéticas diferentes das subunidades parentais (Viegas-Junior et al., 2007). Zhi
et al. (2006) sintetizaram uma série de hibridos com atividade antibacteriana,
empregando como substancias parentais; um derivado 6-anilinouracilicos, inibidores
potentes de DNA polimerase Il de bactérias Gram-positivas e uma fluoroquinolona,
farmacos que atuam contra espécies bacterianas Gram-positivas e Gram-negativas,
tendo como alvo topoisomerases e girases bacterianas. O hibrido apresentou potente
atividade contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, demonstrando poténcia
antibacteriana e espectro de acdo similares as substancias parentais.

Embora a curcumina seja um potente agente antimicrobiano e que nao causa
toxicidade aos humanos, sendo tolerado até uma dose didria de 10 g sem causar efeitos

adversos (Aggarwal et al., 2003), seu uso é limitado pela cor, falta de solubilidade na
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agua e relativa baixa disponibilidade in vivo (Mishra et al., 2005; Cao et al., 2014). Assim,
a sintese de hibridos de curcumina com outro agente com similar poténcia
antibacteriana, como o cinamaldeido, seria uma estratégia interessante para aumentar
seu potencial terapéutico e reduzir as limitagées do uso da curcumina isoladamente.
Feng et al. (2015) sintetizaram 16 derivados da combinagdo de curcuminoides e acidos
cinamicos e observaram que quase todos os compostos tiveram boa solubilidade,
melhor atividade antioxidante que a vitamina C e ac¢do antibacteriana superior a da
ampicilina contra S. aureus, S. viridans, E. coli e Enterobacter cloacae. Com base no
exposto, o objetivo do estudo foi avaliar o efeito citotoxico e acdo
antimicrobiana/antibiofilme de compostos hibridos de curcumina e cinamaldeido sobre
microrganismos de interesse endodontico. A hipotese nula é que hibridos de curcumina
e cinamaldeido ndo serdo citocompativeis e ndo apresentarao efeito antimicrobiano e

antibiofilme sobre microrganismos de interesse endodontico.
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Material e Métodos

1. Compostos quimicos e controles

1.1. Obteng¢do dos compostos hibridos

Neste presente estudo foram sintetizados os seguintes compostos: a curcumina, o
cinamaldeido e 23 compostos hibridos de curcumina-cinamaldeido e cedidos pelo Prof.
Dr. Luis Octavio Regasini, coordenador do Laboratério de Quimica Verde e Medicinal,
Departamento de Quimica e Ciéncias Ambientais, do Instituto de Biociéncias, Letras e
Ciéncias Exatas (IBILCE), UNESP, Sao José do Rio Preto. Brevemente, os compostos
hibridos de curcumina e cinamaldeido foram planejados em trés séries. Os hibridos da
série | foram obtidos pela jun¢do da subunidade C¢Cs da curcumina (4) com a subunidade
C2Cs do cinamaldeido (5), culminando na obtencdo de difenilpentanoides assimétricos
(CeCsCs). A série Il foi planejada pela juncdo da subunidade CsCs da curcumina com a
subunidade C¢ do cinamaldeido e a série Il consiste de hibridos obtidos da reunido da
subunidade C¢ da curcumina com a subunidade C3Cs do cinamaldeido (Figura 1, cedido
pelo Prof. Dr. Luis Regasini). Cada série gerou de 20-40 compostos hibridos por
hidroxilagdes/metoxilagdes nos anéis A e B. Contudo, foram selecionados para o
presente estudo aqueles com maior possibilidade quimica de apresentarem efeito
bioldgico. Para a preparacdo dos hibridos curcumina-cinamaldeido das séries I-lll foi
utilizada a reacdo de condensagdao alddlica entre aldeidos aromaticos e acetonas
aromaticas. As reacOes foram catalisadas com acido sulfurico (Katsori et al., 2011) ou
hidroxido de sddio (Shailendra et al., 2007), na presenca de etanol como solvente. As
substancias das séries I-lll foram purificadas por diversas técnicas, testadas para cada
composto: precipitacdo, cristalizacdo, extracdo liquido-liquido e técnicas
cromatograficas. O monitoramento das reacgdes e a andlise de pureza das amostras
foram realizados por cromatografia em camada delgada analitica. As cromatoplacas
foram reveladas por meio de inspecdo no ultravioleta (254 e 365 nm) e por reagentes
guimicos (anisaldeido sulfurico e iodo sublimado). A obtencdo das substancias das séries
I-1ll foi confirmada por meio da analise de seus espectros de Ressonancia Magnética
Nuclear de Hidrogénio (RMN de *H) e Ressonadncia Magnética Nuclear de Carbono Treze
(RMN de *3C) nos espectrémetros Bruker Avance Il 9,397 (400 MHz) e 14,095 T (600
MHz), os quais fazem parte do Centro Multiusuario de Inovacado Biomolecular (Processo

Fapesp 2009/53989-4).
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1.2 Preparo dos compostos e controles

Os compostos hibridos, a curcumina e o cinamaldeido foram diluidos em 5% de
Dimethyl Sulfoxide, (DMSO Sigma- Aldrich, St. Louis, MO, USA) na concentracdo de 30
mg/mL (solucdo estoque), o controle de Digluconato de clorexidina (Farmacia Manipullis
—Aragatuba, SP- Brasil) em agua deionizada na concentragdo de 20 mg/mL (solugdo

estoque) e posteriormente filtrada em filtro Millipore 0.2 um (Kasvi, Curitiba-PR, Brasil).

2. Cepas microbianas e condi¢6es de crescimento
2.1. Cepas padrdo

Para a avaliacdo das atividades antimicrobiana e antibiofilme dos compostos foram
utilizadas as seguintes cepas padrao: Streptococcus mutans (ATCC 25175), Lactobacillus
casei (ATCC 393), Actinomyces israelii (ATCC 12102), Enterococcus faecalis (ATCC 51299)
e Fusobacterium nucleatum (NCTC 11326). As cepas foram doadas pela Fundagao
Oswaldo Cruz — FIOCRUZ, Rio de Janeiro. Os meios de culturas usados para crescimento
de cada espécie bacteriana foram os seguintes: Mitis Salivarius Agar (Difco, Kansas City,
MO, USA) com 0,2 U/mL de bacitracina para S. mutans; MRS Rogosa Agar (Difco) para L.
casei; Brain Heart Infusion Agar — BHIA (Difco) para A. israelii e E. faecalis. Para F.
nucleatum, o meio utilizado foi BHIA contendo 5 mg/L de hemina, 5 mg/mL de
menadiona, 2 g/L de extrato de levedura e 5% de sangue de carneiro desfibrinado. As
placas foram incubadas a 37° C em uma atmosfera de 5% de CO; por 48 h e para F.
nucleatum em condi¢cOes de anaerobiose por 1 semana (jarras contendo sistema de

anaerobiose AnaeroGen (Oxoid, Hampshire, UK).

3. Triagem dos compostos quanto a atividade antimicrobiana
3.1. Determinacgdo da Concentragdo Inibitoria Minima (CIM) e ConcentragGo Bactericida
Minima (CBM)

Inicialmente, curvas de crescimento foram realizadas para cada microrganismo com
a finalidade de identificar o numero de horas necessarias para este atingir sua fase de
maior multiplicacdo celular (fase logaritmica ou exponencial). Os ensaios de MIC foram
realizados pelo método de microdiluicdo, baseados nas normas do CLSI (Clinical and
Laboratory Standards Institute - M7-A9, 2012) com algumas modifica¢des. Culturas das

espécies bacterianas mencionadas no item 2.1 foram repicadas em meio caldo Miller-
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Hinton (MH) (Difco) por 24 h a 37° C em condicdes de 5% de CO; ou anaerobiose,
dependendo do crescimento de cada microrganismo. Quando a cultura atingiu a metade
da fase logaritmica, as células foram separadas por centrifugacdo a 5000 x g por 5 min a
4° C. Estas foram lavadas e ressuspendidas em tampao fosfato de sédio — PB (10 mM,
pH. 6,8). Em seguida, o numero de células foi ajustado utilizando-se MH caldo para
obtencdo de 10° UFC/mL (Unidades Formadoras de coldnias/mL). Um indculo de 100 pL
foi entdo incubado em 100 plL da diluicdo seriada dos compostos hibridos, curcumina,
cinamaldeido (625 a 0,3 pg/mL) e controle de digluconato de clorexidina (20000 a
0,0023 pg/mL). Apds incubagdo por 24 h a 37° C em condi¢Bes de 5% de CO; e
anaerobiose para F. nucleatum, foi adicionada uma solugdo de resazurina (Sigma) a 5
ug/mL por 3 h. Suspensdes bacterianas foram incubadas com CHX ou sem nenhum
agente antimicrobiano, como controles positivo e negativo, respectivamente. A CIM foi
definida como a menor concentragdao do composto ou clorexidina que ndao houve
crescimento detectavel (coloracdo azul da viragem da resazurina). Os meios contendo a
CIM e duas concentra¢des maiores foram diluidos seriadamente e plaqueados em MH
agar e incubados a 37° C em condi¢des de 5% de CO2 ou anaerobiose por 48 h. As
col6énias foram contadas com auxilio de estereomicroscépio binocular (Labomed, USA)
e determinado o nimero de UFC/mL. A CBM foi considerada quando o composto ou

clorexidina eliminou mais de 99% das bactérias.

4. Avaliagao da citotoxicidade dos compostos sobre fibroblastos
4.1. Andlise do metabolismo celular (Ensaio de MTT)

O metabolismo celular foi avaliado para os compostos em concentracdes
decrescentes (156 a 0,31 pg/mL) utilizando o ensaio de methyltetrazolium (MTT) sobre
células semelhantes a fibroblastos da linhagem L-929, em conformidade com Soares et
al. (2014). Este método permite determinar a atividade da succinatodesidrogenase -
enzima SDH - representando a respiracdo celular (mitocondrial) e considerando como a
taxa metabdlica de células. Apds incubacao das células em contato com DMEM (grupo
controle) ou DMEM contendo os compostos (grupos experimentais) por 24 h, o meio de
cultura foi aspirado e substituido por 90 uL de DMEM e 10 uL de solu¢do de MTT (5 mg
/ mLem PBS) e as células foram incubadas a 37° C durante 4 h. Apds a incubagdo, o meio

de cultura com solucdao MTT foi aspirado e 200 uL de solucdo de isopropanol acidificado
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(HCI 0,04 N) foi adicionado em cada poc¢o por 30 minutos em agitacao, para dissolver o
produto resultante da clivagem de cristais violeta de formazan do anel de sal MTT pela
atividade da enzima SDH, produzindo uma solucdo violeta homogénea. A proliferacao
celular foi avaliada utilizando um espectrofotometro (Synergy H1 hibrido Multi-
ModoMicroplate Reader - BioTeklnstrumentsinc, Winooski, EUA) a 570 nm de

comprimento de onda.

5. Efeito dos compostos sobre biofilmes simples
5.1. Avaliagdo da atividade metabdlica do biofilme por método colorimétrico

Os ensaios foram conduzidos de acordo com Yang et al. (2016) e Massunari et al.
(2017) e com biofilmes isolados de Enterococcus faecalis (ATCC 51299), Streptococcus
mutans (ATCC 25175), Lactobacillus casei (ATCC 393), Actinomyces israelii (ATCC 12102)
e Fusobacterium nucleatum (NCTC 11326). Inicialmente, as culturas bacterianas foram
ajustadas a 108 UFC/mL. A cultura bacteriana isolada foi centrifugada a 5000 x g a 4°C
por 5 minutos e o sobrenadante descartado. O pellet foi lavado duas vezes em solucdo
salina e ressuspendido em BHI caldo. Microplacas de poliestireno estéril de 96 pocos de
fundo em U, foram pré-tratadas com 150 pL de saliva artificial (Composicdao: 800 mL de
agua deionizada, 1,6 g de extrato de levedura, 4 g de peptona, 0,28 g de NaCl, 1,6 g de
glicose ou 3,2 g de sacarose, 0,16 g de CaCl,, 0,16 g de KCl e 0,8 g de mucina) durante
um periodo de 4 h a 37° C na estufa de 5% CO, (coating phase). Apds o periodo de
incubagdo, a saliva foi removida. 20 uL de cada cultura bacteriana foram inoculados em
cada um dos pogos contendo 180 pL de caldo BHI suplementado com 0,5% de sacarose
(para S. mutans), 1% de glicose (para E. faecalis, A. israelii e L. casei) e BHI suplementado
1% de glicose contendo 5 mg/L de hemina, 5 mg/mL de menadiona e 2 g/L de extrato
de levedura (F. nucleatum). As placas foram incubadas a 37° C em uma atmosfera de 5%
de CO,. Somente para F. nucleatum, as placas foram incubadas em sistema de
anaerobiose. As culturas foram incubadas por 1 semana e 2 semanas, sendo que o meio
de cultura foi trocado a cada 48 h para as culturas em estufa de CO; e 1 vez por semana
para F. nucleatum. Apds esses periodos, o meio de cultura foi removido e os pogos foram
lavados com solugdo salina estéril (NaCl a 0,9%) para subsequente adigdo de 100 pL dos
compostos (LA11 e CHX — 10x CBM mais alto) em cada poco. Digluconato de clorexidina

(10x CBM) foi considerada como controle positivo, bem como biofilme em meio de
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cultura sem agentes antimicrobianos. As microplacas contendo ou ndo os agentes
antimicrobianos foram incubadas durante 24 h, a 37° C em uma atmosfera de 5% de
CO;. A atividade metabdlica das células foi determinada utilizando o ensaio de XTT [2,
3-bis (2-methyloxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-2H-tetrazolium-5-carboxanilide] de acordo
com Chaieb et al. (2011) em que ocorre a redugdo do sal de tetrazélio pelas células
metabolicamente ativas em um derivado de formazan solivel em agua que pode ser
quantificado colorimetricamente. A solugdo de XTT (Sigma-Aldrich, Switzerland) a 1
mg/mL foi preparada em PBS, filtrada e estocada a -80° C. Phenazine Methosulfate
(Sigma) também foi preparado em PBS e filtrada antes do uso. Apds esse periodo de
incubagdo, as solugdes foram aspiradas e os pogos, lavados com salina (NaCl 0.9%).
Entdo, foram adicionados 200 pL de solugdo de XTT-Metassulfato (1:1 v/v) em cada pogo
pré-tratado e controles. As placas foram incubadas por 3 h no escuro a 37°C. Apds isso,
100 uL das solugbes foram transferidas para outra placa e a leitura colorimétrica foi
realizada em espectrofotdmetro a 492 nm para determinagao da densidade dptica (DO).
Os valores de DO dos controles (crescimento em meio de cultura sem antimicrobianos)
foram entdo subtraidos dos valores de DO dos pocos testes para eliminar a interferéncia

do background.

5.2. Avaliag¢do da viabilidade do biofilme por contagem das Unidades Formadoras de
Coldnias (UFC)

Paralelamente, seguindo a mesma metodologia e cepas bacterianas propostas do
item 5.1, ap6s 24 h de incubagdo com os compostos (10x CBM mais alto), aliquotas de
todos os pogos foram diluidas seriadamente em solucdo salina (10”7) e plaqueadas em
BHI agar. As placas foram incubadas durante 24 h para posterior contagem das UFC/mL,

com auxilio de estereomicroscopio binocular (Labomed, USA).

6. Avaliacdo dos compostos sobre biofilme dual-espécies
Os mesmos ensaios realizados nos itens 5.1 (ensaio XTT) e 5.2. (Contagem UFC/mL)
foram realizados com todas as espécies (S. mutans, L. casei, A. israelii e F. nucleatum)

combinadas em biofilmes dual-espécies com E. faecalis como proposto por Gao et al.

(2016). Apds 48 h de incubagdo com os compostos (10x CBM mais alto), aliquotas dos

pocos foram plagueadas em BHI agar (para contagem das bactérias totais) e as placas
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incubadas durante 24 h para posterior contagem das UFC/mL. Paralelamente, as
aliquotas dos biofilmes dual-espécies também foram plaqueadas em BHI contendo
0,1 mg/mL (E. faecalis + F. nucleatum e E. faecalis + S. mutans), 0,5mg/mL (E. faecalis +
A. israelii), 0,4 mg/mL (E. faecalis + L. casei) de cefuroxima para permitir somente o

crescimento de E. faecalis.

7. Efeito dos compostos sobre o biofilme misto e multiespécies formado em dentina
radicular e andlise em Microscopia Confocal

Para este ensaio, foram realizados dois tipos de biofilme:_biofilme misto com as cepas

padrdo utilizadas neste estudo e biofilme multiespécies com amostras clinicas.

7.1. Amostras clinicas

Amostras de placa supragengival e subgengival foram coletadas de 3 doadores
adultos sauddveis entre 25-45 anos, como descrito por Yang et al. (2016), apds devida
aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa em Humanos da FOA/UNESP (CAAE
#92946918.7.0000.5420). As amostras foram inseridas em tubos contendo BHI caldo e
incubadas a 37° C em uma atmosfera de 5% de CO.. A cultura foi centrifugada e o

ndmero de células ajustado em 108 UFC/mL.

7.2. Preparo dos espécimes de dentina e contaminagdo bacteriana

O ensaio de biofilme para analise em Microscopia Confocal foi realizado de acordo
com Ma et al. (2011). As amostras (n=6/grupo) foram preparadas a partir de raizes de
incivisos bovinos. O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal da
FOA (CEP 01195-2017). Esses dentes foram mantidos em solucdo de NaOCl 0.01% antes
do uso. Um bloco de dentina radicular com comprimento de 4 mm foi seccionado
horizontalmente de cada dente a 1 mm de distancia da juncdo cemento-esmalte com
um disco de diamante de 0.6 mm (Isomet 5000; BuehlerlLtd, LakeBluff, IL) a 1000 rpm
sob irrigacdo com agua. A parede do canal radicular de cada espécime foi desgastada
com uma broca largo n° 6. O espécime em formato cilindrico foi novamente seccionado
em duas metades semicilindricas com um disco de diamante de 0.6 mm (Isomet 5000;
BuehlerlLtd, LakeBluff, IL). A camada de smear layer de ambos os lados do espécime foi

removida pela imersao em solugdo com EDTA 17% em ultrassom por 3 min e 5 min com
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H,O deionizada. Os espécimes foram esterilizados em autoclave a 121° C por 15 min.
Em seguida, os espécimes foram inseridos em um microtubo com o lado do canal
(pulpar) para cima. Qualquer gap entre o espécime e a parede interna do microtubo foi

selado com resina composta e polimerizada por 20 s.

7.3. Infecgdo da dentina

A infeccdo da dentina foi realizada com E. faecalis combinado em proporcdes iguais
com as 4 espécies bacterianas padrao propostas (S. mutans, L. casei, A. israelii e F.
nucleatum) (item 2.1) — biofilme misto e ainda com as amostras de biofilme humano -

biofilme multiespécies (item 7.1). As culturas foram centrifugadas e o nimero de UFC

foi ajustado em 10% UFC/mL. Nos microtubos com os espécimes de dentina, foram
inoculados 500 pL da cultura bacteriana com 3x10® UFC/mL. Os microtubos foram
centrifugados em 1400 x g, 2000 x g, 3600 x g e 5600 x g nessa sequéncia, duas vezes
cada, por 5 min. Uma aliquota fresca de bactéria foi adicionada entre cada centrifugacao
e a antiga descartada. Todos os microtubos foram incubados a 37° C em BHI caldo
suplementado com 1% de glicose por 2 semanas, em uma atmosfera de 5% de CO;. A

troca do meio de cultura foi realizada a cada 48 h.

7.4. Desinfec¢do da dentina

Os espécimes de dentina foram removidos do microtubo e lavados com solucdo
salina a 0,9% por 1 min. Os espécimes foram randomizados e divididos em grupos: LA11
(10x CBM), CHX (10x CBM, controle positivo) e solugdo salina (controle negativo). Cada
espécime foi imerso em 350 plL de cada solugdo por 48 h, sob agitacdo inicial de 1 h. Em
seguida, os espécimes foram lavados com agua estéril por 1 min e posteriormente, os
espécimes foram fraturados em duas novas metades para observacdo da superficie

longitudinalmente aos canais dentinarios visiveis por Microscopia Confocal.

7.5. Andlise em Microscopia Confocal de Varredura a Laser

As analises em Microscopia Confocal foram realizadas na Faculdade de Odontologia
de Piracicaba — FOP/UNICAMP. As pecas de dentina fraturadas foram coradas com o
corante fluorescente LIVE/DEAD Baclight Bacterial Viability stain (Molecular

Probes,Eugene, OR) contendo SYTO 9 e iodeto de propidio, de acordo com as instrucoes
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do fabricante e entdo, lavados com solucdo salina por 1 min. Os comprimentos de
excitacdo/emissdo foram 480/500 nm para SYTO 9 e 490/635 nm para iodeto de
propidio. Dois espécimes ndo infectados foram corados com o mesmo protocolo e
usados como controle negativo. A fluorescéncia das células coradas foi avaliada em
microscopia confocal (Leica TCS SP5, Microsystems GmbH) e as imagens 2D adquiridas
pelo software LAS AF Leica Microsystems usando a resolugao de 1024x1024 pixels. A
proporcao de células mortas nas imagens 2D foi determinada pela contagem de células
mortas (coradas em vermelho) sobre a contagem total de células (vivas — em verde +
mortas — em vermelho) utilizando o programa Image J 1.48 (NIH, Bethesda, MA, USA).
A espessura dos biofilmes também foi determinada apds a reconstrucdo das imagens

em 3D, como auxilio do programa Image J.

Andlise dos resultados

Os dados de contagem microbiana (UFC/mL) foram transformados em logaritmos
(log (UFC/mL) e adicionado +1 pois algumas amostras apresentaram valores iguais a
zero. Os dados obtidos para metabolismo celular (método MTT) e para metabolismo
bacteriano (método de XTT) foram transformados em porcentagem (%), considerado a
média do controle (sem antimicrobianos) como 100%. Os dados apresentaram
distribuicdo normal e as diferencas entre grupos (antimicrobianos e tempos de
crescimento — 1 ou 2 semanas) foi analisada por ANOVA (One-way ou Two-way) seguido

pelo teste de Tukey.
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Resultados

Determinagdo da Concentragdo Inibitoria Minima (CIM) e Concentra¢do Bactericida
Minima (CBM)

A curcumina, o cinamaldeido e os 23 compostos foram testados quanto a sua
acao antibacteriana por meio de ensaios de CIM e CBM, conforme descrito no item 3.1.
Destes, 9 compostos da série | (nomeados de TR ou LA somente para facilitar sua
identificacdo no laboratdrio) apresentaram efeito inibitério para, no minimo, uma das
espécies bacterianas testadas: S. mutans, E. faecalis, A. israelii, L. casei e/ou F.
nucleatum. Na Figura 2 é apresentado um esquema da rea¢dao quimica final utilizada
para obtencdo desses compostos. Nota-se que houve uma modificacdo na reacdo
guando comparada aquela apresentada no planejamento inicial dos compostos.

A Tabela 2 mostra os valores de CIM e CBM obtidos para os 9 compostos
supracitados contra as espécies bacterianas selecionadas. Os demais compostos ndo
apresentaram efeito inibitério contra nenhuma das espécies avaliadas. O composto
LA11 e o controle clorexidina (CHX) apresentaram o melhor efeito inibitdrio para todas
as espécies bacterianas testadas e, por este motivo, foram selecionados para os ensaios
subsequentes. Testes de crescimento foram realizados com meio de cultura contendo
DMSO a 5% (diluente dos compostos hibridos) e ndo houve nenhuma interferéncia no

crescimento das espécies testadas.

Avaliagdo da citotoxicidade dos compostos

A Figura 3 mostra os resultados de citotoxicidade obtidos para o composto hibrido
selecionado e o controle CHX. O ICso (concentragdao em que o farmaco induz até 50% de
morte celular) obtido para LA11 foi de 0,052 mg/mL e para a CHX foi abaixo de 0,031
mg/mL. Houve diferenca estatistica entre os compostos LA11 e CHX entre 0,052 e 0,031
mg/mL, mostrando que LA11 apresentou superior citocompatibilidade quando
comparado a CHX. O controle meio de cultura contendo DMSO a 5% (diluente do LA11)

ndo mostrou efeito tdxico sobre os fibroblastos.
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Acdo dos compostos sobre biofilme simples
Atividade metabdlica por método colorimétrico (XTT)

As Figuras 4A-E mostram o efeito do composto hibrido LA11 e controle CHX sobre
o metabolismo das bactérias (pelo método do XTT) apds 1 ou 2 semanas de crescimento.
Independentemente do tempo, tanto LA11 quanto a CHX inibiram completamente o
biofilme de S. mutans. Comparando o efeito dos compostos em 1 e 2 semanas, nao
houve diferenca estatistica tanto para LA11l quanto para a CHX e nem entre eles,
considerando A. israelii e L. casei. Para E. faecalis, ambos os compostos tiveram melhor
efeito em 1 semana, reduzindo o metabolismo em 68.9% para LA11 e 72.65% para CHX.
Em 2 semanas, a redugdao do metabolismo foi de 53.07% e 54.29% para LA11 e CHX,
respectivamente. Para F. nucleatum, um padrdo contrario péde ser observado. Em 1
semana, houve reducdo de 34,7% e 45,79% do metabolismo de F. nucleatum apéds
exposi¢cao a LA11 e CHX, respectivamente. Em 2 semanas, LA11 reduziu 58.11% e CHX

reduziu 65% do metabolismo de F. nucleatum.

Viabilidade do biofilme simples por contagem das Unidades Formadoras de Colénias
(UFC)

As Figuras 5A-E mostram o efeito do composto LA11 e do controle CHX sobre a
viabilidade das espécies bacterianas pela contagem em UFC/mL. Confirmando os
resultados do metabolismo bacteriano, independentemente do tempo, tanto LA11
guanto a CHX eliminaram o biofilme de S. mutans. Efeito semelhante foi observado para
LA11 e CHX, reduzindo a viabilidade de E. faecalis (em 3,67 a 4 log para LAlle 2,4 22,87
log para CHX) e A. israelii (em 1,35 a 2,23 log pra LA11 e 1 a 1,41 log para CHX), em
ambos os tempos. O mesmo foi observado para L. casei que teve sua viabilidade
reduzida em 2,41 a 3,28 log por LA11 e 2,95 log pela CHX na primeira semana. A CHX
reduziu 0,49 log do biofilme de L. casei em 2 semanas, mas nao diferiu estatisticamente
do controle. Para F. nucleatum, tanto LA11 quanto CHX reduziram a viabilidade

bacteriana (em 4 log), porém CHX nao diferiu do controle em 1 semana.
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Acdo dos compostos sobre biofilme dual-espécies
Atividade metabdlica por método colorimétrico (XTT)
As Figuras 6A-D mostram o efeito do composto hibrido LA11 e controle CHX sobre

o metabolismo de biofilmes dual-espécies de todas as espécies testadas (S. mutans, A.

israelii, L. casei, e F. nucleatum) combinadas com E. faecalis apds 2 semanas de
crescimento. LA11 inibiu completamente e a CHX reduziu significantemente (em 58,2%
para S. mutans e 55% para L. casei) o metabolismo dos biofilmes dual-espécies de E.
faecalis com S. mutans ou L. casei quando comparados ao controle. Reducao significante
da atividade metabdlica (60-70%) também foi observada quando LA11 e CHX foram
aplicados sobre biofilmes dual-espécies de E. faecalis com A. israelii e F. nucleatum,

porém sem diferenca estatistica entre os compostos.

Viabilidade do biofilme dual-espécies por contagem das Unidades Formadoras de
Colénias (UFC)
As Figuras 7A-D mostram o efeito do composto hibrido LA11 e controle CHX sobre

a viabilidade total e de E. faecalis dos biofilmes dual-espécies de todas as espécies

testadas (S. mutans, A. israelii, L. casei, e F. nucleatum) combinadas com E. faecalis apds
2 semanas de crescimento. Confirmando os resultados de metabolismo, LA11 eliminou
completamente o biofilme dual-espécies formado por E. faecalis e S. mutans e E. faecalis
e L. casei. CHX reduziu a contagem total em 5 log e de E. faecalis em 5,36 log para a
combinacdo E. faecalis e S. mutans e eliminou somente E. faecalis no biofilme dual-
espécies de E. faecalis + L. casei, embora tenha reduzido a contagem de L. casei em 4.87
log.

Na combinac¢do de E. faecalis com A. israelii, LA11 e CHX apresentam efeito
semelhante sobre E. faecalis, reduzindo em 6,47 log e 5,72 log, respectivamente.
Quanto a contagem total do biofilme de E. faecalis e A. israelii, LA11 teve efeito superior
a CHX, porém ambos reduziram estatisticamente as bactérias. Na combinacdo de E.
faecalis com F. nucleatum, LA11l e CHX eliminaram completamente E. faecalis e
reduziram significantemente F. nucleatum, sendo que LA11 obteve efeito superior ao

controle CHX.
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Acdo dos compostos sobre biofilmes formados em dentina radicular bovina

Andlise sobre biofilme misto formado a partir da combinag¢éo de cepas padréo

A Figura 8 mostra o efeito do composto hibrido LA11 e controle CHX sobre a
viabilidade total de biofilmes mistos formados com todas as espécies testadas (S.
mutans, A. israelii, L. casei, e F. nucleatum e E. faecalis) em proporgdes iguais em dentina
radicular bovina. O composto hibrido LA11 teve efeito marcante sobre os biofilmes
mistos, com redugao de 85,93% das bactérias, porém similar a CHX que reduziu 86,45%

das bactérias.

Andlise sobre biofilme multiespécies formado a partir de amostras de biofilme humano

A Figura 9 mostra o efeito do composto hibrido LA11 e controle CHX sobre a
viabilidade total de biofilmes multiespécies formados a partir de amostras de biofilme
supra e subgengival em dentina radicular bovina. O composto hibrido LA11 levou a
redugao de 33,76% dos microrganismos, efeito esse inferior ao da CHX que reduziu

86,54%.

A Figura 10 mostra as Imagens 2-D obtidas por microscopia confocal
representativas dos biofilmes mistos (A,B,C) e biofilmes multiespécies (D,E,F) formados
em dentina radicular e expostos a CHX (A,D); LA11 (B, E) e controles: (C) biofilme misto
e (F) biofilme multiespécies. Pode-se notar o efeito bactericida do composto LA11 e da
CHX pela predominancia de células mortas (em vermelho) em comparagdo com o
controle com predominancia de células vivas (em verde), para ambos os tipos de
biofilmes, com reducdo desse efeito para o composto LA11 no biofilme

multiespécies.
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Discussao

Infeccbes endodoOnticas sdao polimicrobianas, predominantemente de origem
anaerdbia, facultativa ou estritas. Microrganismos que colonizam as regides
intrarradiculares e perirradiculares podem ser tanto comensais quanto patdgenos
associados com infeccbes orais, tais como doenca periodontal e cdrie dentaria. A
severidade dessas infecgOes estd relacionada com a composicao e fatores de viruléncia
dessa comunidade. Entre esses fatores de viruléncia estdo a capacidade de coagregacao
e formacgao de biofilmes e habilidade de evadir as defesas do hospedeiro (Drucker &
Natsiou, 2000; Siqueira & Ro6cas, 2007; Mistry et al., 2011). As espécies bacterianas
avaliadas neste estudo foram selecionadas por terem sido relacionadas com a infec¢ao
endododntica primdria (Rolph et al., 2001; Pourhajibagher et al., 2017; Pourhajibagher &
Bahador, 2018).

Este estudo mostrou que o hibrido de curcumina e cinamaldeido LA11 apresentou
citocompatibilidade e efeitos antimicrobiano e antibiofilme, rejeitando a hipdétese nula
proposta. Dos compostos testados, nove apresentaram efeito inibitério para, pelo
menos, uma espécie bacteriana testada. Destes, a melhor acdo antimicrobiana foi
observada para o composto LA11 ou (2E,4E)-1-(3-hidroxifenil)-5-fenilpenta-2,4-dien-1-
ona. Os melhores efeitos foram observados contra S. mutans, E. faecalis, L. casei e F.
nucleatum, com valores de CIM entre 0,009 e 0,039 ug/mL e CBM entre 0,019 e 0,039
pug/mL. Os valores de CIM e CBM mais altos do LA11 foram obtidos para A. israelii
(CIM=CBM=0,156). Os compostos originais curcumina e cinalmaldeido apresentaram
CIM entre 0,156 e >0,625 e CBM entre 0,039 e >0,625. LA11l apresentou menor
toxicidade sobre fibroblastos quando comparado a clorexidina. Esses resultados
mostraram que a hibridizacdo molecular gerou um composto com atividade
antibacteriana 10x maior, quando comparados aos compostos originais, confirmando
gue essa técnica é efetiva na sintese de novos compostos antimicrobianos. Polaquini et
al. (2016) avaliaram compostos derivados de cinamaldeido, obtidos pelo mesmo
principio quimico (cinamaldeido + acetofenona) e observaram que os compostos 3
((2E,4E)-1-(3-hydroxyphenyl)-5-phenylpenta-2,4-dien-1-one m-OH = LA11) e 4 (2E,4E)-
1-(4-hydroxyphenyl)-5-phenylpenta-2,4-dien-1-one p-OH = LA12) obtiveram os
melhores efeitos inibitérios contra as seguintes bactérias Gram-positivas

Staphylococcus aureus, Streptococcus mutans e Streptococcus sanguinis, com valores de
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CIM/CBM entre 77,9 e 312 uM e ndo apresentaram efeito contra bactérias Gram-
negativas. De forma diferente, no presente estudo, LA11 apresentou efeito inibitério
contra Fusobacterium nucleatum, bactéria anaerdbia Gram-negativa, comumente
isolada em infecgdes endoddnticas. No estudo de Polaquini et al. (2016), cinamaldeido
apresentou valores de CIM e CBM acima de 500 uM contra S. aureus, S. mutans, S.
sanguinis, P. aeuruginosa e E. coli. Outros trabalhos mostraram valores de CIM ainda
maiores para cinamaldeido, como por exemplo 1000 mg/L (7566 uM) contra E. coli
(Domalia et al., 2007) e 0.25 mg/mL (1891 uM) contra cepas de S. aureus (Ferro et al.,
2016). Para curcumina, estudo mostrou valores de CIM variando de 250 a 500 pg/mL e
CBM de 250 a 1000 pg/mL contra S. aureus, B. subtilis, E. coli, P. aeruginosa e V. cholera
(Sasidharan et al., 2014).

Neste estudo, o composto hibrido LA11 apresentou efeito significante sobre
biofilmes simples ou mistos em placas de poliestireno, de forma semelhante ou superior
ao controle clorexidina, agente antimicrobiano largamente utilizado em Odontologia
devido ao seu amplo espectro de agdao sobre bactérias Gram-positivas, Gram-negativas,
fungos e virus (Mohammadi et al., 2014). Poucos estudos tém avaliado o efeito de
agentes antimicrobianos naturais, como a curcumina e o cinamaldeido ou ainda
derivados desses compostos, sobre biofilme de microrganismos associados com
infeccbes endodonticas. Abbaszadegan et al. (2016) mostraram que 6leo essencial de
Cinnamomum zeylanicum, rico em cinamaldeido, e a pasta triantibidtica (TAP)
erradicaram biofilme de E. faecalis apds 7 e 14 dias, enquanto hidréxido de célcio ndo
eliminou E. faecalis apés 14 dias (Abbaszadegan et al., 2016). Firmino et al. (2018)
avaliaram a atividade antibiofilme de extratos de Cinnamomum zeylanicum (EOCz),
Cinnamomum cassia (EOCc) bem como o préprio cinamaldeido, em concentra¢des de
0,06 a 50 mg/mL, e observaram redugdo de até 99% da biomassa do biofilme de
Streptococcus pyogenes, Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli. Nos testes de
viabilidade celular, 2 mg/mL de cinamaldeido reduziu as células bacterianas em até 5.74
log UFC/mL. A curcumina também tem sido avaliada como irrigante para terapia
endododntica, na presenca ou ndo de fotossensibilizantes. Estudo mostrou que biofilme
de E. faecalis foi reduzido em 83.6% na presenga de curcumina 40 mM, comparando-se
com 65.3% para CHX 0,2%, 81% para CHX a 2% e 92,6% para hipoclorito de sédio a 5,25%

(Pourhajibagher et al., 2018). Um estudo de Li et al. (2014) avaliou biofilmes mistos de
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E. faecalis com quatro cepas clinicas de S. mutans (C180-2, C67-1, HG723 e UA159) e
observou que a presenga de E. faecalis reduziu significativamente a contagem de células
vidveis de todas as quatro cepas de S. mutans testadas e o nivel de redugdo diferiu
significativamente entre as cepas. Achado esse que corrobora com os nossos resultados,
demonstrando que a competicdo microbiana pode influenciar na viruléncia do biofilme.
Ndo foram encontrados estudos com derivados de curcumina ou cinamaldeido para
efeito de comparacdo com o presente estudo.

Atualmente, estudos tem avaliado o efeito de agentes antimicrobianos para
aplicacdo em Endodontia por meio de ensaios em dentina radicular e andlise em
microscopia confocal. O presente estudo mostrou que LA11 teve efeito significante
sobre biofilme radicular, reduzindo em 86% o biofilme misto obtido a partir da
combinacdo de cepas padrdo. Para o biofilme multiespécies formados a partir de
amostras de biofilme sub e supragengival humano, o efeito de LA11 se reduziu para 33%,
o que pode ser explicado pela complexidade da microbiota que se estabeleceu na
dentina radicular. A curcumina também tem sido avaliada sobre biofilme radicular,
isolada ou como agente fotossensibilizante em terapia fotodindmica. Biofilmes de E.
faecalis foram formados em dentes humanos instrumentados e os seguintes agentes
antimicrobianos aplicados por 30 minutos: curcumina, hipoclorito de sédio e
clorexidina. Curcumina erradicou os biofilmes de 2 dias e de 2 semanas, porém para
biofilmes de 8 semanas, houve redug¢do para 553+137,6 UFC/mL, menor que do
hipoclorito e maior que da CHX. Considerando os efeitos indesejaveis do hipoclorito e
da clorexidina, os autores concluiram que a curcumina poderia ser um agente
interessante para aplicacdo endodoéntica (Neelakantan et al., 2013). A eficicia da
curcumina ativada por LED, das pastas TAP e DAP, CHX e hidréxido de calcio foi avaliada
sobre biofilme maduro de E. faecalis em dentina radicular. A curcumina 2,5 mg/mL
ativada por LED e a TAP reduziram estatisticamente a percentagem de células mortas
nas profundidades de 200 e 400 um e a contagem de UFC/mL. Ndo foram encontrados
estudos avaliando o efeito do cinamaldeido e de derivados de curcumina/cinamaldeido
sobre biofilme em dentina radicular (Devaraj et al., 2016).

Embora estudos apontem os efeitos antimicrobianos e antibiofilme da curcumina e
cinamaldeido, altas concentracdes desses compostos (até 50 mg/mL para cinamaldeido)

tém sido utilizadas para obter efeitos satisfatdrios. Sendo assim, a busca por novos
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compostos com efeito antimicrobiano/antibiofilme em concentragées muito menores é
interessante ndo somente em termos financeiros, mas também, em se tratando da
toxicidade que o composto poderia causar as células humanas. Neste estudo, LA11 teve
menor efeito téxico sobre os fibroblastos que a CHX, apresentado I1Cso de 0,052 mg/mL
(abaixo dos valores de CIM/CBM para a maioria das bactérias) enquanto a CHX foi abaixo
de 0,031 mg/mL. O éleo essencial de Cinnamomum zeylanicum, rico em cinamaldeido,
provocou uma reducdo minima (16%) na viabilidade de fibroblastos, quando comparado
com hidréxido de célcio (46%) e TAP (40%) (Abbaszadegan et al., 2016). No estudo de
Polaquini et al., (2016), os compostos derivados de cinamaldeido com melhores efeitos
antimicrobianos apresentaram moderada toxicidade sobre células pulmonares, com
valores de ICso entre 46.3 to 96.7 uM. Derivados de curcumina, como o0s
tetrahidrocurcuminoides, estimularam a proliferagao de fibroblastos gengivais apds 72
a 96 h, em concentracdes de 10 e 10> M, mostrando que podem ter efeitos benéficos
durante o reparo tecidual (San Miguel et al., 2011).

Os Oleos essenciais e seus principais compostos possuem uma gama de alvos,
especialmente a parede celular e a membrana citoplasmatica, podendo causar efeitos
como a degradacgao da parede celular; dano a membrana citoplasmatica, aumento da
permeabilidade e diminuicdo do ATP intracelular. O cinamaldeido pode se difundir
através da matriz polissacaridica do biofilme e desestabiliza-la, favorecendo sua ac¢ao
direta nas células, por meio da perturbacdo da membrana e as estruturas o que leva a
saida de ions e a lise celular (Ranasinghe et al., 2013). A curcumina tem demonstrado
interagir in vitro com FtsZ (homdlogo procarionte da tubulina dos eucariotos) e inibir a
formacao dos protofilamentos de Ftsz em Bacillus subtilis, o que interfere na formacéao
da parede celular bacteriana (Rai et al. 2008). Dentre os compostos testados neste
estudo, LA11 apresentou o melhor efeito antimicrobiano. Considerando que esse
composto apresenta como substituinte um grupo OH na posicdao meta e seu analogo
LA12 na posicao para, a posicdo do grupamento OH influenciou na atividade do
composto. Além disso, compostos carregando substituintes hidrofébicos, como F, CF3 e
NO; apresentaram reduzida atividade antimicrobiana, mostrando que a hidrofilicidade
de LA11 pode ter influenciado na sua atividade (Polaquini et al., 2016). Mais estudos

sdo necessarios para confirmar o mecanismo de acdo antimicrobiano de LA11.
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Conclusao
O composto hibrido LA11 apresentou citocompatibilidade e efeito antimicrobiano e
contra biofilme de espécies bacterianas relacionadas as infec¢des radiculares e poderia

ser uma opcao de agente antimicrobiano para aplicagdao no tratamento endodontico.
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Figura 2. Esquema representando a reacdo quimica entre cinamaldeido (1) e a

subunidade acetofenona da curcumina (2) que gerou os hibridos supracitados.
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Tabela 1. Estrutura quimica dos compostos hibridos mostrando os substituintes

quimicos (OH, NHs, OCHs, CHs e CF3)

O
O I R!
R2
Codigo R R! R? Massa molar

(g/mol)
TR-0 H H 234,1
LA-11 H OH 250,1
LA-12 H H OH 250,1
LA-2 H NH:2 H 2491
LA-9 H H NH2 2491
TR-2 H OCHz3 H 264,1
TR-5 OCHs H OCHs 2941
LA-10 H CHs H 248,1
LA-20 H CFs H 302,1
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Tabela 2. Valores de CIM e CBM (em mg/mL) para os compostos hibridos e controles

S. mutans E. faecalis A. israelii L. casei F. nucleatum
Compostos CIM CBM CIM CIM CBM CBM CIMm CBM CIm CBM
TRO 0,625 >0,625 >0,625 >0,625 >0625 >0,625 >0,625 >0,625 >0,625 >0,625
TR2 0,312 0,156 0,625 0,312 0,625 0,625 0,312 0625 0312 0,625
TR5 0,625 0,625  >0625 >0,625 >0,625 >0,625 >0,625 >0,625 >0,625 >0,625
LA2 0,078 0,078  >0625 >0,625 >0625 >0,625 >0,625 >0,625 >0,625 >0,625
LA9 0,156 0,156  >0,625 >0,625 >0,625 >0,625 >0,625 >0,625 >0,625 >0,625
LA10 0,156 0,156 0,312 0,312 0,625 0,156 0,312 0625 0,039 0,078
LA11 0,019 0,039 0,019 0,039 0,039 0,156 0,039 0,039 0,009 0,019
LA12 0,039 0,078  >0625 0,312 >0,625 >0,625 0,312 >0,625 0,625 0,625
LA20 0,625 0,625  >0,625 0,312 0,312 0,312 0,312 0312 0312 0312
Cinamaldeido 0,312 0,312 0,156 >0,625  >0,625 0,625  >0,625 >0,625 0,625 0,625
Curcumina 0,039 0,078 0,625 0,625  >0,625 0,156 0,625 >0,625 0,625 0,625
CHX 0,0006 0,0012  0,0024  0,0024  0,0049  0,0049 0,0024 0,0049 0,0006 0,0006
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Figura 3. Média (DP) da porcentagem de metabolismo dos fibroblastos L929 expostos

aos compostos LA11 e CHX.

Aletras diferentes mostram diferenca estatistica entre os grupos, de acordo com ANOVA

e Tukey, considerando p<0.05.
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Figura 4. Efeito do composto hibrido LA11 e CHX sobre a atividade metabdlica dos

biofilmes simples formados por 1 semana ou 2 semanas.

A Letras diferentes mostram diferenca estatistica entre os grupos, de acordo com

ANOVA e Tukey, considerando p<0.05.
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Figura 5. Efeito do composto hibrido LA11 e CHX sobre a viabilidade dos biofilmes

simples formados por 1 semana ou 2 semanas.

A Letras diferentes mostram diferenca estatistica entre os grupos, de acordo com

ANOVA e Tukey, considerando p<0.05.
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Figura 6. Efeito do composto hibrido LA11 e CHX sobre a atividade metabdlica dos
biofilmes dual-espécies de E. faecalis e as demais espécies testadas, formados por 2

semanas.

Aletras diferentes mostram diferenca estatistica entre os grupos, de acordo com ANOVA

e Tukey, considerando p<0.05.
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Figura 7. Efeito do composto hibrido LA11 e CHX sobre a viabilidade dos biofilmes dual-
espécies de E. faecalis e as demais espécies testadas, formados por 2 semanas.

Aletras diferentes mostram diferenca estatistica entre os grupos, de acordo com ANOVA

e Tukey, considerando p<0.05.
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Figura 8. Efeito do composto hibrido LA11 e CHX sobre a viabilidade dos biofilmes mistos

com as cepas padrao testadas, formados por 2 semanas em dentina radicular.

A Letras diferentes mostram diferenca estatistica entre os grupos, de acordo com
ANOVA e Tukey, considerando p<0.05.
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Figura 9. Efeito do composto hibrido LA11 e CHX sobre a viabilidade dos biofilmes
multiespécies formados a partir de amostras de biofilmes supra e subgengival humano,
formados por 2 semanas em dentina radicular.

A Letras diferentes mostram diferenca estatistica entre os grupos, de acordo com
ANOVA e Tukey, considerando p<0.05.
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Figura 10. Imagens 2-D obtidas por microscopia confocal representativas dos biofilmes
mistos (A,B,C) e biofilmes multiespécies (D,E,F) formados em dentina radicular e
expostos a CHX (A,D); LA11 (B, E) e controles: (C) biofilme misto e (F) biofilme

multiespécies.
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Anexo A

Protocolo de Determinacdo da MIC e MBC

1° dia experimental: Proceder com a reativacdo do microrganismo (MO) em Mitis Agar
Salivarius Agar (Difco, Kansas City, MO, USA) com 0,2 U/mL de bacitracina para S.
mutans, MRS Rogosa Agar (Difco) para L. casei, Brain Heart Infusion Agar — BHIA
(Difco) para A. israelii e E. faecalis, BHIA sangue para F. nucleatum (estriar 15 pL da
cultura estoque em Técnica de esgotamento) e incubar de acordo com as exigéncias de
ambiente requeridas para cada microrganismo e experimento.
2° dia experimental: Repicar o microrganismo da placa para o respectivo meio de
cultura em caldo (5 a 10 UFC em 5mL) e incubar.
3° dia experimental: Diluicdo dos antimicrobianos teste:
-> Diluir os compostos hibridos, a curcumina e o cinamaldeido em 5% de Dimethyl
Sulfoxide, (DMSO Sigma- Aldrich, St. Louis, MO, USA) na concentragéo de 30 mg/mL.
-> Pipetar 8,3 L dos compostos hibridos, da curcumina e do cinamaldeido no primeiro
poco de uma placa de 96 pogos contendo 191,7 uL de Mueller-Hinton caldo.
- Ressuspender e transferir 100 pL do primeiro pogo para 0 segundo pogo
ressuspenser o segundo pogo e transferir 100 pL para o terceiro pogo, e assim
sucessivamente (Técnica de diluicdo seriada).
- Pipetar 200 pL do controle de Clorexidina, ressuspendidos na concentragdo inicial
que se deseja (20 mg/mL) no primeiro po¢o de uma placa de 96 pocos.
-> Pipetar 100 uL de agua deionizada estéril em cada poco, exceto no primeiro.
- Ressuspender o primeiro poco e transferir 100 uL para o segundo pogo, ressuspenser
0 segundo poco e transferir 100 yL para o terceiro pog¢o, e assim sucessivamente
(Técnica de diluicao seriada).

* Preparar o inoculo de acordo com a curva de crescimento: D.O 0,5* Mueller-
Hinton caldo para as bactérias anaerébias facultativas e BHI caldo suplementado com
Hemina e Menadiona para as bactérias anaerébias estritas.
—> Diluir 1000x no meio de cultura (500 pL do inoculo em 4,5 mL de meio).
- Pipetar 100 pL do inoculo em cada poco; tampar a placa e incubar por 24 h em
condi¢Bes especificas para cada microrganismo.
4° dia experimental: Pipetar 15 pL de solucdo de Resazurina 0,01% em cada poco e
incubar por 4 h.
- Plaquear o ultimo pogo com coloragdo azulada (CIM) e, no minimo, 2 pogos
anteriores para se determinar a CBM (Diluicdo de 10 para 90 pL/ 0-7 quadrantes).

5° dia experimental: Contagem das UFC/mL.
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7.
8.
9.

Anexo B
ENSAIO DE MTT (L929) — Analise de Viabilidade celular (24 HORAS)

Realizar plantio das células (Fibroblasto L929) semeadas em meio DMEM com
10% de soro fetal bovino em placas de 96 pocgos (100 puL - 1 X 10*por pogo);
Incubar por 24 horas a 37° C com 5% CO, e 95% de ar;

Aspirar o meio;

Aplicar a mistura de DMEM com as concentragdes dos antimicrobianos teste
sobre as células, mantendo trés pocos para cada concentracdo que se quer
analisar, inclusive para o controle sem antimicrobiano (meio DMEM puro);
Incubar por 24 h para andlise da viabilidade celular.

Ap0s incubacéo, aspirar o meio e acrescentar a 100 pL solu¢do de MTT (10 pL
da solucdo de MTT em uma concentracdo de 5 mg/mL em PBS 1X e 90 puL de
DMEM)

Incubar por 4 h;

Aspirar a solugédo de MTT;

Acrescentar 200 pL em cada poco de solucdo de Isopropanol acidulada;

10. Agitar por 30 min;

11. Homogeneizar e transferir 100 pL para uma nova placa de 96 pocos;

12. Leitura da absorbancia em 570 nm em espectrofotdbmetro.
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ANEXO C
PROTOCOLO DO ENSAIO DE BIOFILME

1.Protocolo de Biofilme Simples formado em fundo de placa
(Concentragdes dos hibridos e do controle de clorexidina sao correspondentes a 10x a
Concentracao Bactericida Minima)

- Coletar uma alcada de microrganismos (5 — 10 UFC) para um tubo contendo 5 mL
de BHI caldo (quando para MO anaerébios suplementados com Hemina e Menadiona e
Extrato de levedura) e incubar por 24 h em condi¢cfes favoraveis de crescimento para
cada MO testado.

- Para crescimento da D.O 0.5, apds 24 horas de crescimento, coletar uma aliquota de
500 pL da cultura de E. faecalis, F. nucleatum, A. israelii e L. casei e acrescentar em
tubos contendo 5 mL de BHI caldo com glicose 1% e de S. mutans em BHI caldo com
sacarose a 0,5 %, incubar por 3 h e 30 min. em CO; a 37° C e 24 h em sistema de
anaerobiose a 37° C para F. nucleatum.

- Realizar uma diluicdo de 1000x em 4,5 mL de BHI caldo suplementado com glicose

ou sacarose em concentracdo normal (1x concentrado).

Montagem da placa:

- Pré-tratar uma placa de 96 poc¢os com saliva arti ficial (Composi¢édo: 800 mL de agua
deionizada, 1,6 g de extrato de levedura, 4 g de peptona, 0,28 g de NaCl, 1,6 g de
glicose ou 3,2 g de sacarose, 0,16 g de CaCl,, 0,16 g de KCI e 0,8 g de mucina) por 4
horas;

- Remover a saliva e acrescentar 200 uL da cultura diluida em cada poco;

- Incubar por 1 e 2 semanas;

- Realizar trocas de meio de cultura fresco de 48 em 48 h;

- Retirar o meio de cultura dos pocos e lavar uma vez com 100 pL de salina 0,9%.

- Acrescentar aos po¢os a concentracdo exata dos antimicrobianos e controles
(controle positivo: clorexidina, controle negativo: BHI caldo);

- Incubar por 24 h;

- Apos incubar, retirar a solugéo dos pogos e lavar com 100 pL de salina 0,9%.

Para o XTT

-> Adicionar 200 pL de solugdo de XTT-Metassulfato (1:1 v/v) em cada pogo pré-tratado
e controles.

- Incubacéo das placas por 3 h em agitacdo no escuro a 37° C.
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->Transferir 100 pL das solu¢fes para outra placa e realizar a leitura colorimétrica em

espectrofotbmetro a 492 nm para determinagéo da densidade Optica (DO).

Para a contagem das UFC

- Remover os tratamentos e lavar com 100 pL de solugéo salina 0,9%;

-> Adicionar 150 pL de solugéo salina 0,9% e ressuspender o biofilme;

- Realizar uma diluicdo seriada de 10 pL para 90 pL/ 0-7 quadrantes;

- Fazer plagueamento em BHI Agar. Em cada quadrante pipetar 2 gotas de 25 pL.

-> Incubar em condi¢@es favoraveis para cada MO estudado e realizar a contagem das
UFC/mL.

2.Protocolo de Biofilme Dual-espécies formado em fundo de placa
(Concentragdes dos hibridos e do controle de clorexidina séo correspondentes a 10x a

Concentracgdo Bactericida Minima)

- Coletar uma alcada de microrganismos (5 — 10 UFC) para um tubo contendo 5 mL
de BHI caldo (quando para MO anaerdbios suplementados com Hemina e Menadiona e
Extrato de levedura) e incubar por 24 h em condi¢fes favoraveis de crescimento para
cada MO testado.

- Para crescimento da D.O 0.3, ap6s 24 h de crescimento, coletar uma aliquota de
500uL da cultura de E. faecalis, F. nucleatum, A. israelii e L. casei e acrescentar em
tubos contendo 5 mL de BHI caldo com glicose 1% e de S. mutans em BHI caldo com
scarose a 0,5 %, incubar por 3 horas e 30 min. em CO; a 37° C e 5 h em estufa de
anaerobiose a 37° C (F. nucleatum).

- Realizar uma diluicdo de 100x em 4,5 mL de BHI caldo suplementado com glicose

ou sacarose em concentra¢cao normal (1x concentrado).

Montagem da placa:

- Pré-tratar uma placa de 96 pogos com saliva artificial (Composi¢do: 800 mL de agua
deionizada, 1,6 g de extrato de levedura, 4 g de peptona, 0,28 g de NaCl, 1,6 g de
glicose ou 3,2 g de sacarose, 0,16 g de CaCl,, 0,16 g de KCl e 0,8 g de mucina) por 4
horas;

- Remover a saliva, acrescentar 100 pL de cada cultura diluida (volume final de 200
HL) em cada poco nas seguintes associacdes: E. faecalis + A. israelii, E. faecalis + L.
casei, E. faecalis + F. nucleatum; E. faecalis + S. mutans

- Incubar por 2 semanas;
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- Realizar trocas de meio de cultura fresco de 48 em 48 h;

- Retirar o meio de cultura dos pocos e lavar uma vez com 100 pL de salina 0,9%.

- Acrescentar aos pogos a concentracdo exata dos antimicrobianos e controles
(controle positivo: clorexidina, controle negativo: BHI caldo);

-> Incubar por 48 h;

- Apos incubar, retirar a solugéo dos pogos e lavar com 100 pL de salina 0,9%.

Para o XTT

-> Adicionar 200 pL de solucdo de XTT-Metassulfato (1:1 v/v) em cada pogo pré-tratado
e controles.

- Incubacéo das placas por 3 h em agitacdo no escuro a 37° C.

—>Transferir 100 pL das solugbes para outra placa e realizar a leitura colorimétrica em

espectrofotbmetro a 492 nm para determinagéo da densidade 6ptica (DO).

Para a contagem das UFC

- Remover os tratamentos e lavar com 100 L de salina 0,9%;

—> Adicionar 150 pL de solucéo salina 0,9% e ressuspender o biofilme;

- Realizar uma diluig&o seriada de 20 L para 180 pL/ 0-7 quadrantes;

- Fazer plagueamento em BHI Agar e BHI Agar + Cefuroxima para isolar a espécie E.
faecalis. Em cada quadrante pipetar 2 gotas de 25 L.

- Incubar em condi¢@es favoraveis para cada MO estudado e realizar a contagem das
UFC/mL.
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ANEXO D

Preparo da Solucdo XTT-Metassulfato
- Pesar 0,003 mg do XTT (Sigma-Aldrich, Switzerland)
- Diluir em 10 mL de PBS, filtrar em filtro Millipore 0.2 um (Kasvi, Curitiba-PR, Brasil) e

estocar a -80 °C.

-> Pesar 0,0002 mg do Phenazine Methosulfate (Sigma)
-> Diluir em 10 mL de PBS, filtrar em filtro Millipore 0.2 um (Kasvi, Curitiba-PR, Brasil)

*Apenas no momento do uso, misturar as duas solugdées em propor¢des de 1:1 viv.
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ANEXO E
OBTENGAO E PREPARO DOS BLOCOS DE DENTINA RADICULAR

1. Raizes de dente bovino (incisivo central), separada da
coroa através de disco diamantado de duas faces (KG
Sorensen D 91), montado em motor de bancada
(Nevoni), mantido sob-refrigeragéo (Agua
destilada/deionizada), apds o corte, marcacdo de 1 mm
abaixo da jungdo amelocementaria.

2. Seccdo da porgao radicular utilizando disco
diamantado (Extec Diamond Wafer Blade, série
12205,102mm X 0,3mm X 12,7mm, Extec Corporation,
Enfield, CT, USA).

3. Preparo da parede do canal radicular de cada
espécime com uma broca largo n° 6.

4. Disco da porc¢ao radicular fixado no acrilico com auxilio
de cera pegajosa.
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5. O espécime em formato cilindrico foi novamente
seccionado em duas metades semicilindricas com um
disco de diamante de 0.6mm (Isomet 5000; BuehlerLtd,
LakeBIuff, IL).

6. Remocédo da camada de smear layer de
ambos os lados do espécime pela imerséo
em solucdo com EDTA 17% em ultrassom
por 3 min. e 5 min. com H>O deionizada
Esterilizacdo em autoclave & 121° C por 15
minutos.
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ANEXO F

centifugation

Desenho esquematico da preparacdo da amostra. (Ma et al., 2011)
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ANEXO G
MICROSCOPIA CONFOCAL
LIVE/DEAD® BacLight™ Bacterial Viability Kit (L13152)
Programa: LAS AF Leica Microsystems

Andlise das imagens por Image J

(Concentracdes do hibrido e do controle de Clorexidina
sdo correspondentes a 10x a Concentracao Bactericida Minima)

Biofilme Misto

1. Coletar uma algada de microrganismos (5 — 10 UFC) para um tubo contendo 5 mL de
BHI caldo com glicose 1% ou sacarose 0,5% e incubar por 24 h em condi¢des favoraveis
de crescimento para cada MO testado;

2. Para crescimento da D.O 0.5 ap6s 24 h de crescimento, coletar uma aliquota de 500
uL da cultura e acrescentar em tubos contendo 5 mL de BHI caldo com glicose, incubar
em CO; a 37° C;

3. Realizar uma diluicdo de 1000x em 4,5 mL de BHI caldo (supl.) com glicose(E.
faecalis, A. israelii, F. nucleatum, L. casei) ou sacarose (S. mutans);

4. Misturar todos 0s microrganismos em proporc¢des iguais;

5. Acrescentar 500 pL do em cada eppendorf;

6. Realizar centrifugacdes de 1400 x g, 2000 x g, 3600 x g e 5600 x g nessa sequéncia,
duas vezes cada, por 5 min. Uma aliquota fresca de bactéria deve ser adicionada entre
cada centrifugacéo e a antiga descartada,

7. Incubar por 14 dias;

8. Realizar trocas do meio de cultura de 48 em 48 h;

9. Retirar 0 espécime do eppendorf;

10. Colocar em uma placa de 48 pocos

11. Acrescentar aos po¢os 10X a concentracdo de MBC dos antimicrobianos, e agua
deionizada estéril nos pogos controles de cultura;

12. Agitar a placa contendo os espécimes por 1 h;

13. Incubar por 48 h;

14. ApGs incubar, retirar a solucao dos pocos e lavar com solugéo salina 0,9%

15. Seccionar os espécimes ao meio utilizando disco diamantado (Extec Diamond Wafer
Blade, série 12205,102mm X 0,3mm X 12,7mm, Extec Corporation, Enfield, CT, USA).

16. Aplicar 200 pL da solugéo do Kit Live/Dead (contendo SYTO 9 e lodo propideo) em

cada poco (solucéo confeccionada de acordo com as instrugdes do fabricante);
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17. Incubar por 30 min no escuro;

18. Com auxilio de pingas, retirar os espécimes de dentina dos po¢os e secar levemente
com lenco de papel macio;

19. Montar o bloco de dentina sobre a laminula do microscopio (Leica TCS SP5,
Microsystems GmbH) utilizando o 6leo do Kit, certificando-se que a parte que se quer
analisar esteja para baixo;

20. Comprimentos de onda de excitacao e emissao: 480/500 nm para SYTO 9 e 490/635
nm para lodo propideo;

21. A fluorescéncia é captada pelo equipamento Leica TCS SP5, Microsystems GmbH;
22. Objetiva de 63X (lente que deve ser usada com 6leo de imerséo);

23. Software LAS AF Leica Microsystems com resolugédo de 1024 por 1024 pixels por
imagem;

OBS. Devem ser selecionadas mais de uma area para captacdo das imagens, sendo
uma delas utilizada para realizar as imagens tridimensionais através da funcéo Z step
size;

24. A quantificagdo das bactérias vivas e mortas é realizada pelo programa image J
1,48.

Biofilme Multiespécies

1. Coletar uma algada de biofilme supra e subgengival (1° ou 2° molar) de trés doadores
com idade entre 25-45 anos com o auxilio de uma cureta estéril e posteriormente
transferir para um tubo contendo 5 mL de BHI caldo e incubar por 24 h em condi¢bes

de anaerobiose;

2. ApGs 24 horas de crescimento, centrifugar a cultura (8000 rpm, 5 min), lavar com
solucéo salina 0,9%, centrifugar novamente e ressuspender em BHI suplementado com
glicose 1%;

3. Realizar uma diluicdo de 1000x em 4,5 mL de BHI caldo com glicose 1% e ajustar a
concentracéo para 3x10° UFC/mL.

4. Acrescentar 500 pL do em cada eppendorf;

5. Realizar centrifugactes de 1400 x g, 2000 x g, 3600 x g e 5600 x g nessa sequéncia,
duas vezes cada, por 5 min. Uma aliquota fresca de bactéria deve ser adicionada entre
cada centrifugacdo e a antiga descartada,

6. Incubar por 14 dias;

7. Realizar trocas do meio de cultura de 48 em 48 horas;

8. Retirar o0 espécime do eppendorf;
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9. Colocar em uma placa de 48 pocos

10. Acrescentar aos pogos 10X a concentracdo de MBC dos antimicrobianos, e agua
deionizada estéril nos pogos controles de cultura;

11. Colocar em uma placa de 48 pocos

12. Agitacdo da placa contendo os espécimes por 1 h;

13. Incubar por 48 h;

14. ApGs incubar, retirar a solucao dos pogos e lavar com solucao salina 0,9%

15. Seccionar os espécimes ao meio utilizando disco diamantado (Extec Diamond Wafer
Blade, série 12205,102 mm X 0,3 mm X 12,7 mm, Extec Corporation, Enfield, CT, USA).
16. Aplicar 200 pL da solugéo do Kit Live/Dead (contendo SYTO 9 e lodo propideo) em
cada poco (solucdo confeccionada de acordo com as instru¢des do fabricante);

17. Incubar por 30 min no escuro;

18. Com auxilio de pingas, retirar os espécimes de dentina dos pogos e secar levemente
com lenco de papel macio;

19. Montar o bloco de dentina sobre a laminula do microscopio (Leica TCS SP5,
Microsystems GmbH) utilizando o 6leo do Kit, certificando-se que a parte que se quer
analisar esteja para baixo;

20. Comprimentos de onda de excitagdo e emisséo: 480/500 nm para SYTO 9 e 490/635
nm para lodo propideo;

21. A fluorescéncia é captada pelo equipamento Leica TCS SP5, Microsystems GmbH;
22. Objetiva de 63X (lente que deve ser usada com 6leo de imersao);

23. Software LAS AF Leica Microsystems com resolugédo de 1024 por 1024 pixels por
imagem;

OBS. Devem ser selecionadas mais de uma area para captacdo das imagens, sendo
uma delas utilizada para realizar as imagens tridimensionais através da funcao Z step
size;

24. A quantificacdo das bactérias vivas e mortas € realizada pelo programa image J
1,48.
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ANEXO H
Comité de Etica em animais

S UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA cJ

unesp ¥ 490UO DE MESQUITA FILHO® N ~ Patuba

CAMPUS ARACATUBA
FACULDADE DE ODONTOLOGIA
FACULDADE DE MEDICINA VETERINARIA

CEUA - Comissio de Etica no Uso de Animais
CEUA - Ethics Committee on the Use of Animals

CERTIFICADO
Certificamos que o Projeto de Pesquisa intitulado “Efeito citotéxico e agao
antimicrobianal/antibiofilme de hibridos de curcumina e cinamaldeido sobre
microrganismos de interesse endodéntico”, Processo FOA n° 01195-2017, sob
responsabilidade de Cristiane Duque apresenta um protocolo experimental de
acordo com os Principios Eticos da Experimentagao Animal e sua execucdo foi
aprovada pela CEUA em 12 de Dezembro de 2017.
VALIDADE DESTE CERTIFICADO: 15 de Dezembro de 2019.
DATA DA SUBMISSAO DO RELATC)RLO FINAL: até 15 de Janeiro de 2020.

CERTIFICATE
We certify that the study entitied “Citotoxicity and antimicrobial/antibiofilm effec
of curcumin and cymamaldehyde hybrids on endodontic microorganisms”,
Protocol FOA n°® 01195-2017, under the supervision of Cristiane Duque presents an
experimental protocol in accordance with the Ethical Principles of Animal
Experimentation and its implementation was approved by CEUA on December 12,
2017.

' VALIDITY OF THIS CERTIFICATE: December 15, 2019.
! DATE OF SUBMISSION OF THE FINAL REPORT: January 15, 2020.

Prof. Ass. Dr./Le¢onardo Pergz Faverani

SUAL WS
WP

CEUA - Comissao de Etica no Uso de Animals.

Faculdade de Odontologia de Aragatuba

Faculdade de Medicina Veterinaria de Aragatuba

Rua José Bonifacio, 1193 - Vila Mendonga - CEP: 16015-050 -ARACATUBA -~ Sp >
Fone (18) 3636-3234 Email CEUA: ceua@foa unesp br -
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Anexo |
Comité de Etica em pessoas

UNESP - FACULDADE DE
ODONTOLOGIA-CAMPUS DE GREras -
ARAGATUBA/ UNIVERSIDADE

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Efeito antimicrobiano/antibiofiime de analogos ou hibridos de curcumina sobre
microrganismos de interesse endodéntico

Pesquisador: Cristiane Duque

Area Tematica:

Versao: 1

CAAE: 92946918.7.0000.5420

Instituicao Proponente: Faculdade de Odontologia do Campus de Aragatuba - UNESP
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Ndmero do Parecer: 2.758.502

Apresentacgéao do Projeto:

Este presente estudo tem por objetivo avaliar o efeito antimicrobiano/antibiofilme de analogos ou hibridos de
curcumina sobre microrganismos de interesse endodéntico. Serao avaliados, a curcumina, uma série de
compostos analogos de curcumina e uma série de hibridos de curcuminacinamaldeido.

Para triagem microbiolégica dos compostos sera a realizada a atividade antimicrobiana pelo ensaio de
Concentrag&o Inibitéria Minima (CIM) e Concentragao Bactericida Minima (CBM) sobre Enterococcus
faecalis, Streptococcus mutans, Lactobacillus acidophilus, Actinomyces israelii e Fusobacterium nucleatum.
Também seréa determinado o efeito dos compostos sobre o biofilme por meio da avaliagdo da atividade
metabdlica pelo método colorimétrico de XTT. Os ensaios serdo conduzidos com biofilmes isolados, dual-
espécies e misto a partir de cepas padréo de bactérias de interesse endodéntico. Em seguida, o (s) melhor
(s) composto (s) sera (ao) também avaliado (s) por Microscopia Confocal quanto ao efeito sobre o biofilme
formado em dentina radicular bovina a partir de amostras de cepas bacterianas padrao e de amostras de
biofilme supra/subgengival ou do canal radicular de dentes permanentes com necrose pulpar de 6 criangas
entre 07 e 13 anos de idade. Todos os experimentos serdo realizados em triplicatas e em dias
independentes. Os dados serdo analisados estatisticamente. No caso dos dados apresentarem distribuigéo
normal e homogeneidade das variancias, as variaveis poderdo ser submetidas a analise de variancia
(ANOVA) seguida pelo teste de Tukey, caso nao atendam aos pressupostos, serdo submetidos aos

Enderego: JOSE BONIFACIO 1193

Bairro: VILA MENDONCA CEP: 16.015-050

UF: SP Municipio: ARACATUBA

Telefone: (18)3636-3200 Fax: (18)3636-3332 E-mail: andrebertoz@foa.unesp.br
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UNESP - FACULDADE DE
ODONTOLOGIA-CAMPUS DE GRErasl
ARAGCATUBA/ UNIVERSIDADE

Continuagdo do Parecer: 2.758.502

testes n&o parameétricos, como Kruskal-Wallis e Mann-Whitney. Todas as analises ser3o realizadas
considerando nivel de significancia de 5%.

Objetivo da Pesquisa:

Avaliar a ag&o antimicrobiana/antibiofiime de analogos ou hibridos de curcumina sobre microrganismos de
interesse endoddntico. v :
Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

O projeto oferecera riscos minimos aos pacientes, uma vez que esta pesquisa tem por objetivo somente
coletar a placa bacteriana (supra ou subgengival) de pacientes saudaveis e coletar a placa do canal
radicular de dentes sem vitalidade, antes do inicio do tratamento endodéntico. Essas coletas serdo
realizadas na clinica de Odontopediatria da FOA, sem interferir no atendimento dos pacientes e rotina da
clinica. O diagnéstico, tratamento de canal e acompanhamento do caso sera realizado por alunos da
graduagéo, sob a supervisdo de equipe de professores especializados da area, como rotina da atividade
clinica. Assim, a participacao nesta pesquisa ocasionara minimo desconforto ao paciente, pelo uso da alga
de

plastico na superficie do dente ou dos cones de papel levemente abaixo da gengiva ou no canal dos dentes
(somente aqueles indicados para tratamento) para a coleta das amostras e a doag&o sera completamente
voluntaria. Os procedimentos adotados nesta pesquisa obedecem aos Critérios da Etica em Pesquisa com
Seres Humanos conforme Resolugédo n°. 466/12 do Conselho Nacional de Salide. Nenhum dos
procedimentos usados oferece riscos a sua dignidade

Beneficios:

Beneficios: ao participar desta pesquisa o paciente ndo tera nenhum beneficio direto. Entretanto,
pretendemos testar os compostos sobre os microrganismos que isolaremos do biofilme supra e subgengival
e do canal radicular de dentes com necrose pulpar que foram coletados com o objetivo de verificar se esses
compostos tem capacidade antibacteriana e assim se poderiam ser uma futura medicagéo para tratamento
endoddntico. A pesquisadora se compromete a divulgar os resultados obtidos, respeitando-se o sigilo das
informacdes coletadas, conforme previsto no item anterior.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:
Objetivos sdo claros e bem definidos.
A metodologia proposta é capaz de atender os objetivos do estudo.
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Continuacgio do Parecer: 2.758.502

Consideragdes sobre os Termos de apresentago obrigatéria:
Os termos obrigatérios foram apresentados.

Recomendacdes:

Nao havendo pendéncias, recomenda-se a aprovagao do projeto.
Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Apés a avaliagdo da metodologia proposta bem como dos documentos anexos somos favoraveis a
execuc¢do do mesmo

Consideragdes Finais a critério do CEP:

N&o havendo pendéncias, o CEP prop&e a aprovag&o do projeto de pesquisa salientando que, de acordo
com a Resolugao 466 CNS de 12/12/2012 (titulo X, segado X.1., art. 3, item b, e, titulo X, secao XI.2., item
d), ha necessidade de apresentagdo de relatérios semestrais, devendo o primeiro relatério ser enviado até
01/01/2019. O CEP reitera a necessidade de entrega de uma via (n&o cépia) do TCLE ao sujeito participante

da pesquisa e solicita ao pesquisador responsavel leitura da carta circular 003/2011 CONEP/CNS antes do
inicio do projeto.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Informagdes Basicas| PB_INFORMAGOES_BASICAS_DO_P | 04/07/2018 Aceito
do Projeto ROJETO 1173447.pdf 16:30:29
Informagdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 04/07/2018 Aceito
do Projeto ROJETO 1173447.pdf 16:28:15
Informagdes Basicas| PB_INFORMAGCOES_BASICAS_DO_P | 04/07/2018 Aceito
doProjeto |ROJETO 1173447.pdf 16:25:53
Folha de Rosto folha_rosto.pdf 04/07/2018 |Cristiane Duque Aceito
16:22:58
Projeto Detalhado / | projeto_CEP_curcumina_analogos_hibri| 04/07/2018 |Cristiane Duque Aceito
Brochura dos.pdf 03:21:42
 Investigador
Outros Termo_de_assentimento_do_menor.doc| 04/07/2018 |Cristiane Duque Aceito
X 03:16:38
TCLE / Termos de | consentimento.pdf 04/07/2018 |Cristiane Duque Aceito
Assentimento / 03:14:18
Justificativa de
[Auséncia
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UNESP - FACULDADE DE
ODONTOLOGIA-CAMPUS DE QRrast
ARAGATUBA/ UNIVERSIDADE

Continuagéo do Parecer: 2,758 502

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:
Néo

ARACATUBA, 06 de Julho de 2018

Assinado por:
Aldiéris Alves Pesqueira

(Coordenador)
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