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RESUMO

O cinamaldeido é um fitoconstituinte derivado da canela e possui propriedades
antimicrobianas, antioxidantes e anti-inflamatérias. O objetivo deste estudo foi
avaliar o efeito antimicrobiano do cinamaldeido a 1% em modelos de biofilme
polimicrobianos, obtidos a partir da saliva de individuos saudaveis e diagnosticados
com gengivite, semeados sobre superficies de titanio. Tratou-se de um estudo
laboratorial, no qual amostras salivares de 12 individuos, sendo 6 deles com
condicbes orais saudaveis e 6 com diagndstico de gengivite foram coletadas por
meio de estimulacdo com filme de parafina por 5 minutos. Uma parte das amostras
de saliva foi filtrada e reservada para a formacéo da pelicula salivar e a outra —
saliva nao filtrada — foi destinada para os modelos de biofilmes de microcosmos.
Para tanto, discos de titanio (n=8/grupo), com dimensdes 1,3 x 1,3 x 0,2cm, foram
selecionados (Rugosidade de area de superficie > 0,20 um < 1 um) e esterilizados.
Os modelos de biofilme originados a partir da saliva de individuos saudéaveis (HB)
e com gengivite (GB) simularam uma transicdo das condi¢cfes clinicas de peri-
implante mucosite. Os espécimes de titanio foram submetidos a formacéo de
pelicula salivar por 60 minutos, a 37°C. Em seguida, foi realizado o modelo em
aerobiose por 72h, em meio BHI com 1% de sacarose. Posteriormente, as amostras
foram expostas as substancias avaliadas: Clorexidina 0,12% (CHX - controle
terapéutico), Solucdo Salina (SS - controle negativo) e Cinamaldeido 1% (CIN -
grupo experimental). Estas exposi¢des foram realizadas durante 1 minuto a cada
24 horas, por 3 dias consecutivos. ApGs a ultima exposi¢ao, os biofilmes foram
cultivados por 24 horas adicionais, totalizando 7 dias de cultivo. Os biofilmes foram
avaliados quanto a viabilidade celular, metabolismo celular e producdo de
polissacarideos extracelulares solluveis (PecS) e insoltveis (Pecl). As variaveis
foram analisadas estatisticamente utilizando ANOVA complementado por Tukey ou
Kruskal Wallis complementado por Mann-Whitney (a=5%). Os resultados
demonstraram que na quantificacdo de microrganismos viaveis, com excec¢ao do
meio ASD (p>0,05), todos os meios do modelo de biofiime HB apresentaram
diferencas estatisticas, sendo as menores meédias apresentadas entre as
substancias destacadas a seguir: BHI (CIN 10,28+0,50), MSA (CIN 10,28+0,45 e
CHX 10,6940,13), ASM (CIN 2,54+4,34 e CHX 4,69+5,14). Nao foi verificado

diferencas estatisticas para a viabilidade celular entre as substancias avaliadas em
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biofilme GB (p>0,05). Para o ensaio de MTT também néo foi verificado diferenca
estatistica entre nenhuma das substancias estudadas nos modelos de biofilme HB
e GB (p>0,05). Foi verificado diferenca estatistica para os PecS do grupo HB, no
qual demonstraram as menores concentracdes para CIN (8,94+ 10,80) e CHX
(30,55+ 21,99), respectivamente, e também para os Pecl do grupo GB, no qual a
menor concentracdo foi observada para o CIN (-7,0848,73). A eficacia
antimicrobiana do cinamaldeido a 1% variou de acordo com o tipo de biofilme

polimicrobiano envolvido.

Palavras-chave: Produtos Naturais; Biofilmes; Saliva; Titanio; Canela.



ABSTRACT

Cinnamaldehyde is a phytoconstituent derived from cinnamon and has
antimicrobial, antioxidant and anti-inflammatory properties. The aim of this study
was to evaluate the antimicrobial effect of 1% cinnamaldehyde in polymicrobial
biofilm models, obtained from the saliva of healthy and gingivitis-affected
individuals, measured on infection surfaces. It was a laboratory study, in which
salivary samples from 12 individuals, 6 of them with healthy oral conditions and 6
with a diagnosis of gingivitis, were collected through stimulation with paraffin film for
5 minutes. A part of the saliva sample was filtered and reserved for the formation of
the salivary pellicle and the other part — unfiltered saliva — was destined to the
models of microcosm biofilms. For this purpose, lever discs (n=8/group), measuring
1.3 x 1.3 x 0.2cm, were selected (Surface area roughness > 0.20 ym < 1 ym) and
sterilized. Biofilm models originated from the saliva of healthy (HB) and gingivitis
(GB) individuals simulated a transition from peri-implant mucositis conditions.
Membrane specimens were tolerated for salivary pellicle formation for 60 minutes
at 37°C. Then, the model was performed in aerobic conditions for 72 hours, in BHI
medium with 1% sucrose. Subsequently, the exposures were exposed to the
evaluated substances: Chlorhexidine 0.12% (CHX - therapeutic control), Saline
Solution (SS - negative control) and Cinnamaldehyde 1% (CIN - experimental
group). These exposures were performed for 1 minute every 24 hours, for 3
consecutive days. After the last exposure, the biofilms were cultured for an
additional 24 hours, totaling 7 days of culture. Biofilms were evaluated for cell
viability, cell metabolism and production of soluble (PecS) and insoluble (Pecl)
extracellular polysaccharides. Variables were statistically evaluated using Tukey-
complemented ANOVA or Mann-Whitney-complemented Kruskal Wallis (0=5%).
The pathogenic results that in the quantification of viable microorganisms, with the
exception of the ASD medium (p>0.05), all the media of the HB biofilm model
influenced statistics, with the lowest averages developed among the substances
highlighted below: BHI (CIN 10 .28+0.50), MSA (CIN 10.28+0.45 and CHX
10.69+0.13), ASM (CIN 2.54+4.34 and CHX 4.69+5.14). Statistics for cell viability
between assessments on GB biofilm (p>0.05) were not verified. For the MTT assay,
no statistical difference was found between any of the substances tested in the HB

and GB biofilm models (p>0.05). A statistical difference was verified for the PecS of
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the HB group, in which declaration of minors for CIN (8.94+ 10.80) and CHX (30.55+
21.99), respectively, and also for the Pecl of the group GB , not which the lowest
concentration was observed for NIC (-7.08+8.73). The antimicrobial efficacy of 1%

cinnamaldehyde varies according to the type of polymicrobial biofilm involved.

Keywords: Natural products; Biofilms; Salive; Titanium; Cinnamon.
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1. INTRODUCAO

Os implantes dentarios sdo considerados excelentes opcdes para a
reabilitacédo oral, uma vez que substituem dentes perdidos e propiciam uma melhor
qualidade de vida para as pessoas quanto a saude bucal (DAUBERT; WESTEIN,
2019) quando comparado a outras formas de reabilitacdo, a exemplo de proteses
removiveis (EMAMI et al., 2014). Entretanto, a m& higienizag&o oral (CIEPLIK et
al., 2018), seguida da falta de consultas peridédicas ao cirurgido-dentista podem
desencadear inflamacao ou perda de suporte dentario (SCHUWARZ et al., 2018),
conduzindo a perda do implante dentario (CARINCI et al., 2019).

Apesar de serem superficies biocompativeis com os tecidos gengivais, sao
passiveis de adesado celular, representando nichos para o biofilme dentario e
deposicdo de matriz extracelular (ROEHLING et al., 2016). Assim, Streptococcus
spp, Lactobacillus sp, Staphylococcus sp, juntamente com alguns outros tipos de
microrganismos anaeroébios, incluindo espécies de bacteroides, como Tannarella
forsythia (XU et al., 2015), Bacteroides fragilis e Bacteroides ovatus (REYNOLDS-
CAMPBELL et al., 2017) podem se transformar em complexos patologicos, a
exemplo de comunidades microbianas disbibticas, aumentando os fatores de
viruléncia como secrecao de polissacarideos e adesao aos tecidos do hospedeiro
(XU et al., 2015; BEZERRA et al., 2019), possivelmente, implicando no surgimento
de infec¢Bes bacterianas (BELIBASAKIS, 2018; HUSSAIN et al., 2020).

Na mucosite peri-implantar, doenca semelhante a gengivite, a remocéo do
biofilme (agente etiolégico) é suficiente para a devida regressdo da doenca.
Contudo, é sabido que as estratégias de tratamento para as doencgas gengivais e
peri-implantares englobam: o uso de substancias quimicas, terapias mecanicas
através da utilizacdo de curetas manuais e também ultrassoénicas, além da terapia
fotodinamica, sob uso de LASER (WANG et al., 2018; HAN et al., 2019; POLYZOIS,
2019).

Apesar da ampla diversidade terapéutica, alternativas frente aos métodos ja
existentes se tornam necessarias, uma vez que substancias antimicrobianas
utilizadas por longos periodos de tempo podem desenvolver resisténcia dos
microrganismos, além de predispor o individuo a efeitos colaterais (WANG et al.,
2018), como ressecamento de mucosa, manchamento dos dentes e altera¢des no

paladar (FERREIRA et al., 2018). Assim, surge o interesse de estudos que
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preencham essa lacuna literaria. Um deles é a utilizacdo de moléculas isoladas de
extratos naturais que tém demonstrado resultados promissores quanto a suas
propriedades bioldgicas (RIBEIRO et al.,, 2018; BAKHTIARI et al., 2019; HE et
al.,2019; MAIOR et al., 2019).

A literatura descreve o cinamaldeido como um fitoconstituinte derivado da
canela, com ampla atividade antimicrobiana, definindo que suas propriedades
biolégicas sédo capazes de atingir diferentes alvos (SHEREAZ, 2016; DOYLE;
STEPHENS, 2019; BALASUBRAMANIAN et al., 2020).

Embora seu uso na Odontologia ja tenha sido observado em alguns estudos
(ALBANO et al., 2018; RIBEIRO et al., 2018; HE et al. 2019; BALASUBRAMANIAN
et al., 2020; ALI et al.,, 2021), sendo este fitoconstituinte utilizado em alguns
modelos de biofilmes mono ou duo-espécie, ainda ndo héa registros na literatura
sobre a eficacia antimicrobiana desta molécula a 1% sobre modelos de biofilmes
de polimicrobianos desenvolvidos a partir da saliva de individuos saudaveis e
diagnosticados com gengivite, simultaneamente.

Uma vez que o biofilme dentario apresenta diversidade de microrganismos
na saliva, se faz necessario a proposicdo de modelos in vitro de biofilmes
polimicrobianos, em virtude de sua maior semelhanc¢a quanto ao biofilme oral real
(CIEPLIK et al., 2018). Além disso, este estudo propde um modelo experimental
sobre superficies de titanio, de modo que seja simulada uma condi¢cdo de peri-
implante mucosite.

Sendo assim, o objetivo deste estudo foi avaliar, in vitro, o efeito do
cinamaldeido a 1% sobre biofilmes desenvolvidos a partir da saliva coletada de
individuos saudaveis e diagnosticados com gengivite sobre superficies de titanio.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 BIOFILMES ORAIS

A boca é um ambiente complexo colonizado por comunidades de biofilmes
(MASKE et al., 2016). Biofilmes s&o estruturas organizadas e imersas em uma
matriz extracelular tridimensional, na qual ha transporte de agua e nutrientes que
permitem o processo de proliferacdo celular. Além disto, a matriz extracelular
favorece a protecdo do biofilme a agentes antimicrobianos presentes na propria
saliva, a exemplo das lactoferrinas e lactoperoxidases (NAKANO et al., 2017) e
também do meio externo (FERNANDEZ Y MOSTAJO et al., 2017; BRAGA et al.,
2018; COSTA et al., 2020).

Conforme a hipotese ecoldgica do biofilme, o déficit da higienizacdo oral
seguido pelo acumulo de microrganismos, conduz uma resposta inflamatéria no
hospedeiro, onde patégenos ou seus produtos encontram leucécitos no epitélio ou
no tecido conjuntivo subjacente (GRAVES et al., 2018), ocasionando mudangas
substanciais, como diminuicdo do pH, que favorecem a proliferacdo bacteriana
(CIEPLIK et al., 2018). Os complexos microbianos podem exibir sinergismos
patogénicos, no qual determinantes de viruléncia, como a secrecdo de
polissacarideos extracelulares e adesdo aos tecidos do hospedeiro (BEZERRA et
al., 2019), podem apresentar-se supra regulados quando comparados a culturas
plancténicas, favorecendo a disbiose (SOUSA et al. 2016a).

A composicdo das comunidades microbianas varia de acordo com seus
sitios de colonizacgéo, tal como ocorre nas superficies dentarias, mucosa, gengiva,
lingua (FERNANDEZ Y MOSTAJO et al., 2017), préteses (De MORAES et al.,
2012) e implantes dentarios (KOTSAKIS et al., 2016). O acumulo do biofilme sobre
superficies de implantes pode favorecer a colonizagéo e proliferacdo de bactérias
periodontopatogénicas do complexo vermelho como Porphyromonas gingivalis,
Tannerella forsythia e Treponema denticola, na regido dos tecidos peri-implantares,
conduzindo a inflamacéo, falha da osteointegracdo, e podendo haver também
perda do implante (CARINCI et al., 2019).

E sabido que a ades&o bacteriana e o acimulo de biofilme s&o considerados
como 0s principais agentes etioldgicos das doencas gengivais (CIEPLIK et al.,
2018) e peri-implantares (VERARDI et al.,, 2016). A formacdo do biofiime é

compreendida em trés etapas: 1) formacdo da pelicula adquirida; 2) colonizag&o
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primaria bacteriana (biofilme ndo maduro € originado); e, finalmente, 3) colonizacéo
secundaria (formacéao final de biofilme maduro contemplando diversos tipos de
microrganismos) (ENGEL et al., 2020).

2.2 CLASSIFICACAO DAS DOENCAS PERIIMPLANTARES E
ESTRATEGIAS DE TRATAMENTO

De acordo com a Academia Americana de Periodontia (AAP), as doencas
peri-implantares podem se apresentar de duas formas. A primeira, conhecida por
peri-implante mucosite, € caracterizada por um processo inflamatorio confinado aos
tecidos em torno do implante dentario, sem o comprometimento do suporte 0sseo
(SCHUWARZ et al., 2018).

O grupo de bactérias pertencentes a esta doenca é similar ao das bactérias
gue provocam a gengivite (ROSEN et al., 2013), tais como cocos, bacilos moveis e
espiroquetas (CHARALAMPAKIS; BELIBASAKIS, 2015). Do ponto de vista dos
complexos microbiolégicos, os microrganismos envolvidos neste tipo de doenca
sao os do tipo amarelo e roxo, a exemplo dos Streptococcus spp e Actinomyces
spp, respectivamente (SANCHEZ et al., 2014).

Clinicamente, o diagnostico da peri-implante mucosite se d4 mediante a
observacdo de inflamacdo na mucosa periimplantar, identificando-se eritema,
edema e supuracéo (HEITZ-MAYFIELD; SALVI, 2018), por meio do sangramento
a sondagem (HUSSAIN et al.,, 2021) sem comprometimento do suporte 0sseo
(HEITZ-MAYFIELD; SALVI, 2018). O plano de tratamento para esse tipo de doenca
deve englobar a¢cdes que visem cessar a inflamacao nos tecidos gengivais.

Assim, a observacao de indicadores como: higiene bucal inadequada, falta
de visitas periddicas para controle e terapia de manutencdo, a presenca de
calculos, o tabagismo, a presenca doencas sistémicas, além da falta de tecido
queratinizado podem contribuir na inflamacdo e progressdo da peri-implante
mucosite, devendo o profissional estar atento aos indicadores e inserirem as
necessidades observadas no plano de tratamento individualizado dos pacientes
(POLYZOIS et al., 2019).

Ja a peri-implantite, também é caracterizada por um processo inflamatorio
nos tecidos em torno do implante, comprometendo o suporte 6sseo, de modo a
prejudicar o processo de osteointegracdo (SCHUWARZ et al., 2018). De forma

distinta da peri mucosite, bactérias presentes neste tipo de biofilme sao
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caracterizadas por bacilos gram-negativos aerobios, anaerobios facultativos,
espécies anaerodbias, Staphylococcus spp., Candida spp., Tannerella forsythia,
Parvimonas micra, Fusobacterium necrophorum, Campylobacter rectus
(CHARALAMPAKIS; BELIBASAKIS, 2015; EICK et al., 2016; SOUSA et al. 2016b).

Clinicamente, o diagnéstico da periimplantite € determinado quando ha
presenca de sangramento e/ou supuracdo na sondagem suave; observacao de
profundidade de sondagem aumentada em comparacao com exames anteriores; e,
presenca de perda 6ssea além das alteragfes do nivel da crista éssea resultantes
da remodelacdo 6ssea (POLYZOIS et al., 2019). Além disso, a doenca pode ser
compreendida em estagios de infeccédo precoce e também tardia.

Na infeccéo precoce, a contaminacdo pode ocorrer imediatamente apos a
colocacdo do implante ou durante as primeiras semanas que esta acontecendo o
processo de osseointegracao (fase de cicatrizacdo). Por outro lado, as infeccBes
tardias ocorrem apos a osseointegracao e cicatrizacdo dos implantes (POLYZOIS
et al., 2019).

As estratégias de tratamento englobam o uso de substancias quimicas como
Peréxido de Hidrogénio, Acido Citrico e Clorexidina. Métodos mecanicos como o
desbridamento pelo uso de instrumentos manuais e a terapia com uso do LASER,
a exemplo da terapia fotodinamica (HAN et al., 2019) também estéo incluidos como
tratamentos.

Atualmente, o digluconato de clorexidina é considerado a substancia padrao
ouro para administracdo nos casos de doenca peri-implantar, devido a sua eficacia
antimicrobiana. Geralmente, a terapia com agentes quimicos é associada a
mecanica. Entretanto, essa substancia apresenta algumas limitagdes, que incluem
alteracdo de cor dos elementos dentarios, alteracdes de paladar e também
desequilibrio microbiano (FERREIRA et al., 2018).

2.3 USO DE PRODUTOS NATURAIS NA ODONTOLOGIA

A literatura relata sobre o efeito in vivo e in vitro de outras substancias com
acdo antimicrobiana, cujas composicfes diferem das substancias quimicas que ja
sao conhecidas e utilizadas na clinica odontoldgica, no qual apresentam resultados
satisfatorios para a terapia peri-implantar (GOSAU et al., 2010; VERARDI et al.,
2016; MARTORANO-FERNANDES et al., 2020). Este conjunto de resultados



englobam o uso de substancias oriundas de extratos de origem natural e moléculas
isoladas, tal como os fitoconstituintes.

Gosau et al. (2010), realizaram um estudo de formacao de biofilme in vivo,
no qual foi avaliado a eficicia de seis agentes antimicrobianos na descontaminagéo
da superficie de um biofilme oral aderido a implantes de titéanio, a qual incluia a
utilizacdo do acido citrico 40%. Apés analise das substancias, os autores
concluiram que todos os antissépticos testados parecem ser capazes de reduzir a
quantidade total de microrganismos acumulados nas superficies de titanio, sendo
que substancias como hipoclorito de sédio, peroxido de hidrogénio, clorexidina e
Listerine mostraram um efeito bactericida significativo contra bactérias aderentes.

Verardi et al. (2016), avaliaram, in vitro, o efeito de quatro substancias
antissépticas (clorexidina, triclosan, cloramina T e 6leos essenciais) sobre a adeséo
e formacéo de biofilmes sobre superficies de titanio. Os autores concluiram que
embora ndo tenha sido identificado diferencas estatisticas entre os tratamentos
antissépticos empregados, o atual padrdo ouro (clorexidina), demonstrou que nao
superou a cloramina T, nem a utilizacdo dos 6leos essenciais, uma vez que se
mostraram eficientes na reducao da biomassa do biofilme em comparacdo com a
solucéo salina (controle negativo).

Martorano-Fernandes et al. (2020), por sua vez, avaliaram o efeito inibitorio
da propolis vermelha brasileira em biofilmes monoespécie de C. albicans e
biofiimes mistos (C. albicans e C.glabrata), desenvolvidos sobre superficies de
titAnio. Para isso, 0os pesquisadores pre-condicionaram espécimes de titanio com
saliva artificial para formacédo de biofilme. Posteriormente, os biofilmes foram
expostos por 10 minutos a cada 24 horas, a trés tipos de tratamento: solucao salina
estéril (controle de crescimento), clorexidina 0,12% e extrato de propolis vermelha
3%. As exposicdes aconteceram por 3 dias consecutivos e a analise dessas
exposicoes, foram realizadas 96h apds a adesao inicial dos biofilmes. Os autores
concluiram que a propolis vermelha a 3% apresentou potencial atividade
antifingica, sugerindo ser uma alternativa viavel ao tratamento empregado na
periimplantite.

A utilizacdo de produtos naturais e seus fitoconstituintes tém crescido,
principalmente, devido aos seus efeitos antimicrobianos, podendo se tornar uma
opc¢ao aqueles ja utilizados (HE et al., 2019) e também por apresentar vantagens,

como baixo custo de aquisi¢cdo, fontes em abundéancia (folhas, frutos, caule e
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sementes) (ZHU et al., 2017), baixos niveis de citotoxicidade (OLIVEIRA et al.,
2014; de ARAUJO et al., 2021), alta diversidade quimica e especificidade
bioguimica, além de serem menos propensas a causar resisténcia bacteriana (HE
et al., 2019).

Contudo, apesar de resultados promissores, mais estudos precisam ser
realizados com a utilizacdo destes produtos e moléculas, uma vez que elas se
mostram como alternativas em potencial, capazes de causar efeitos adversos de
menor magnitude (WANG et al., 2018) e estarem mais propensas a aceitacédo das

pessoas por se tratarem de produtos de origem natural (OLIVEIRA et al., 2014).

2.4 CINAMALDEIDO: CONSIDERAQC)ES E APLICAQOES NA
ODONTOLOGIA

O cinamaldeido é o principal fitoconstituinte extraido da casca da canela e
pode ser encontrado em diversas regides do mundo, sendo as espécies mais
conhecidas a Cinnamon cassia (canela chinesa) e a Cinnamon verum, também
chamada de Cinnamon zeylanicum, identificada como canela verdadeira (DOYLE;
STEPHENS, 2018). O cinamaldeido estad associado a seguimentos do mercado
alimenticio, medicinal e cosmético (FRIEDMAN, 2017). Entretanto, a principal
atividade bioldgica relatada para este fitoconstituinte € a de inibicao da proliferacéo
bacteriana (SHEREAZ et al., 2016).

Alguns autores relatam que as evidéncias experimentais disponiveis sobre
a utilizacdo do Cinamaldeido reportam que sua atividade antimicrobiana esté ligada
a inibicdo da parede celular, alteragdo de funcdo da membrana, bem como
atividade enzimética especifica (SHEREAZ et al.,, 2016). Além disso, essas
mudancas, sugerem que ele altere até mesmo a incorporacdo de outros
componentes intersticiais celulares, a exemplo do mecanismo de entrada de outros
agentes antimicrobianos para o interior das células, por meio de sinergismo
(FRIEDMAN, 2017).

Apesar da atividade antimicrobiana ser a mais relatada para o cinamaldeido,
a literatura também aponta outras propriedades para este fitoquimico, como
propriedades anti-inflamatorias, anti-canceres, anti-diabéticas, anti-oxidante, anti-
obesidade, anti-depresséao, anti-tUlcera e anti-viral (SHEREAZ et al.,, 2016;
FRIEDMAN, 2017; DOYLE; STEPHENS, 2018).



Na area odontologica, ja existem estudos disponiveis investigando as
propriedades bioldgicas do cinamaldeido e seus potenciais efeitos bioldgicos (
RIBEIRO et al., 2018; BAKHTIARI et al., 2019; HE et al.,2019; de SOUTO MAIOR
et al., 2019; BALASUBRAMANIAN et al., 2020; MARTORANO-FERNANDES et al.,
2021).

Ribeiro et al. (2018) avaliaram a acao antimicrobiana e citotéxica do eugenol,
citronelal, hidrato de sabineno, trans-cinamaldeido, terpineol e &cido cindmico
contra Streptococcus mutans, em estados plancténicos e também de biofilme. A
atividade antibacteriana dos compostos foi avaliada pela determinacdo da
concentracdo bactericida minima. Entre os fitoquimicos testados, o citronelol, acido
cindmico e trans cinamaldeido foram os mais efetivos contra S. mutans
planctdnicos e sésseis. Assim, 0s autores consideraram que esses resultados
proporam atividade antimicrobiana significativa e baixa citotoxicidade (carater
hidrofébico), propondo seu potencial como um novo grupo de compostos
terapéuticos para o controle de doencas infecciosas orais.

Bakhtiari et al. (2019), investigaram a eficacia do cinamaldeido sobre as
espécies Candida albicans e Candida glabrata e comparar com a nistatina. Os
autores analisaram a concentracdo inibitoria minima (CIM) e a concentracdo
fungicida minima (CFM) para cada substancia estudada, pelo método de
microdiluicdo. O extrato de cinamaldeido na concentragédo de 62,5 pl/ml foi capaz
de prevenir o crescimento de Candida albicans. Em concentracdes maiores, inibiu
o aparecimento de Candida albicans completamente. Para casos de Candida
glabrata, concentragbes acima de 62,5 pl/ml, inibiram completamente o
aparecimento desse tipo de Candida. Em comparacao, a nistatina na concentracao
1 ug/ml inibiu completamente Candida albicans, ja na concentracédo de 8 ug/ml
inibiu completamente a Candida glabrata. Os autores do estudo concluiram que
apesar do cinamaldeido apresentar efeito inibitorio sobre o crescimento de Candida
albicans e Candida glabrata, o efeito nessas duas espécies ainda se mostrava
inferior ao que foi observado pelo uso de nistatina.

HE et al. (2019), avaliaram a atividade antimicrobiana do cinamaldeido em
biofimes de S. mutans. Para tanto, foram analisadas Concentrac¢des Inibitorias
Minimas (CIM), Concentragdo Bactericida Minima (CBM), determinacdo de
biomassa, avaliacdo metabdlica, inspecdo dos biofilmes por meio de Microscopia

Confocal de Varredura a Laser, e expressao génica de fatores relacionados a
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viruléncia dos biofilmes. Os resultados mostraram que o cinamaldeido pode
diminuir a biomassa do biofilme e o metabolismo em concentracdes sub-CIM. As
imagens de microscopia revelaram que as areas de superficie cobertas por biofilme
diminuiram com o aumento das concentracdes de cinamaldeido. O cinamaldeido
aumentou a hidrofobicidade da superficie celular, reduziu a agregacdo de S.
mutans, inibiu a producdo de acido e a tolerancia a acidos. As expressdes génicas
nos biofilmes foram reguladas negativamente na presenca de cinamaldeido. Os
autores concluiram que o cinamaldeido em nivel sub-CIM suprimiu a atividade
microbiana no biofilme de S. mutans modulando a hidrofobicidade, agregacéao,
producao de acido, tolerancia a acido e expressao génica de viruléncia.

Souto Maior et al. (2019) investigaram a atividade antifingica e a dureza
Shore A de um condicionador de tecido (Softone™), modificado pela incorporacéo
dos fitoquimicos terpinen-4-ol e cinamaldeido. Foram realizados métodos de
difusdo em agar, microdiluicdo para determinar e avaliar a atividade antifungica de
fitoconstituintes. Os resultados do estudo mostraram que os fitoconstituintes
incorporados ao Softone inibiram completamente o crescimento flingico em
concentracbes que variassem de 20-40% e nao apresentaram atividade
antifangica significativa em concentracées menores que 5%. Os autores pontuaram
também que observou-se diferencas entre Softone ndo modificado e modificado.
Os grupos contendo 10-40% de cinamaldeido incorporados ao Softone foram
capazes de inibir completamente o biofilme. Concentracdes abaixo de 40% de
terpinen-4-ol mostraram inibicdo insatisfatéria do biofilme. O cinamaldeido
incorporado ao Softone inibiu a formacao do biofilme de Candida em concentracdes
de 10 a 40%, sendo mais eficaz do que a modificacdo do terpinen-4-ol, apesar da
inibicdo do halo observada por ambos os produtos.

Balasubramanian et al. (2020) investigaram os efeitos do trans-cinamaldeido
(TC) e sua atividade sinérgica com clorexidina (CHX) e flior contra Streptococcus
mutans. Como método, os autores utilizaram a formacdo de biofiime do
Streptococcus mutans (UA159), tratando-o de forma isolada com o TC, bem como
em combinacdo com CHX ou fluoreto de sédio, com determinacdo do perfil
sinérgico através do modelo de Poténcia de Interagdo Zero. Os resultados
mostraram que TC mostrou forte sinergismo com CHX, mas obteve efeito aditivo
com a utilizacao do fluoreto de sodio. O TC inibiu significativamente a formacao de

biofilme dependente de sacarose e a producdo de acido por S. mutans. Os autores
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concluiram que o TC atua prejudicando genes relacionados ao metabolismo,
deteccado de quorum, expresséao de bacteriocina, tolerancia ao estresse e formacao
de biofilme.

Martorano-Fernandes et al. (2021) investigaram a atividade antifungica dos
fitoconstituintes cinamaldeido e a-terpineol como potenciais limpadores de protese
dentaria, bem como o efeito dos tratamentos na mudanca de cor de espécimes
confeccionados a base de poli(metil)metacrilato (PMMA). Para avaliacdo, os
autores utilizaram biofilmes de Candida albicans formados sobre espécimes de
PMMA e expostos a um tratamento diario por 10 minutos com cinamaldeido (10
mg/ mL), a-terpineol (10 mg/ mL), NaCl 0,9%, e NaClO 1%. Analises de viabilidade
celular (UFC/ mL), metabolismo celular (MTT) e rugosidade do biofilme foram
realizadas. Os resultados do estudo mostraram que o cinamaldeido e a-terpineol
foram capazes de diminuir o nimero de células viaveis, quando comparado ao uso
da solucdo salina (controle de crescimento). Além disso, a utilizacdo dos
fitoconstituintes isolados também reduziram o metabolismo do biofiime em
aproximadamente 70%. Ao que concerne a rugosidade de superficie, os
fitoconstituintes utilizados demonstraram um biofilme pouco rugoso, similar ao uso
do NaClO, sem aletrar a coloracdo dos espécimes de resina acrilica. Logo, os
autores puderam concluir que ambos os fitoconstituintes, nas concentracdes
estudadas, apresentaram atividade antifangica em biofilmes de C. albicans sem
alterar a cor da resina acrilica e que, do ponto de vista clinico, as substancias
estudadas apresentam forte potencial para serem incorporadas em solucfes para
limpeza de proteses dentarias

Nessa perspectiva, apesar da disponibilidade de alguns estudos com
utilizacdo do cinamaldeido estarem disponiveis e avaliarem cepas e biofilmes
menos complexos quando comparados ao biofilme oral, demonstra-se que ainda
h&4 a necessidade de estudos avaliando o efeito antimicrobiano em biofilmes
polimicrobianos, a exemplo dos chamados microcosmos, considerando a origem

biofilme dependente das doencas que acometem a cavidade bucal.

2.5 BIOFILMES MICROCOSMOS
As caracteristicas fisicas da cavidade oral, a variabilidade inerente da
composicdo microbiana e as questdes éticas associadas aos estudos clinicos,

dificultam as investigacbes de experimentos in vivo (MASKE et al., 2016). Assim,
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em decorréncia dessas limitacbes, modelos de estudos in vitro tornam-se
necessarios para compreender tal complexidade, uma vez que sdo capazes de
estimar menores fatores de confusdo, tal como controle e confiabilidade dos
participantes, além da coleta de amostras (CIEPLIK et al.,2018).

Os Biofilmes microcosmos podem ser definidos como ecossistemas
artificiais e simplificados, que sdo usados para simular o comportamento de
ecossistemas naturais sob condi¢des controladas. Eles podem ser utilizados para
determinar o papel ecolégico de espécies-chave e também estudar os efeitos de
disrrupcéo dos biofilmes (FERNANDEZ Y MOSTAJO et al., 2017).

Frente a isso, é valido entender que modelos de biofilme de microcosmos
apresentam semelhancas aos biofilmes orais reais, pois além de apresentar maior
proximidade com o complexo in vivo, apresentam facilidade de manuseio e também
demonstram menor dependéncia dos participantes quando comparado a modelos
de cultivos in situ (KIM et al., 2016; CIEPLIK et al., 2018; SANTOS et al., 2019).

Portanto, a realizacdo de estudos sob utilizacdo de produtos naturais, tal
como os fitoconstituintes, apresenta-se como uma alternativa promissora, frente a

necessidade de se investigar suas aplicacdes e demais propriedades bioldgicas.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral:

e Avaliar o efeito antimicrobiano do cinamaldeido a 1% em modelos de
biofilmes polimicrobianos formados a partir da coleta de saliva de

individuos saudaveis e com gengivite sobre superficies de titanio.
3.2 Objetivos especificos:

e Quantificar as células viaveis presentes no modelo exposto ao

fitoconstituinte;

e Determinar a atividade metabdlica dos biofilmes expostos ao
cinamaldeido, por meio do teste do sal de metiltetrazolium (MTT);

e Determinar a dosagem de polissacarideos extracelulares soluveis e

insoltveis presentes nos modelos de biofilmes.
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4. ARTIGO 1
O manuscrito a seguir sera submetido para publicacédo no periodico “Natural
Product Research” (Qualis A3, ISSN 1478-6419).

Efeito do cinamaldeido a 1% sobre biofilmes polimicrobianos, isolados de
diferentes composicdes salivares, semeados sobre superficies de titanio
Oliveira SCFSt; Borges MHS?; Almeida LFD2.

'Programa de Pés-Graduacgédo em Ciéncias Odontolégicas.
Universidade Federal da Paraiba, Cidade Universitaria

CEP: 58051-900, Jodo Pessoa-Brasil.

2Professora Adjunta da Universidade Federal da Paraiba
Departamento de Clinica e Odontologia Social.

Cidade Universitaria, CEP: 58051-900, Joao Pessoa-Brasil.

Avaliou-se o efeito do cinamaldeido a 1% em modelos de biofilmes polimicrobianos
desenvolvidos a partir da saliva de individuos saudaveis e com gengivite sobre
superficies de titdnio. Amostras salivares de 12 individuos (n=6 saudaveis e n=6
gengivite) foram coletadas. Parte da amostra foi filtrada e utilizada para formacao
da pelicula salivar (n=8/grupo), enquanto a saliva néao filtrada foi utilizada para o
preparo dos indculos microbianos, conforme os grupos HB (biofilme saudavel) e
GB (biofilme gengivite). Apos o periodo de maturacdo dos biofilmes, os espécimes
de titanio foram expostos ao cinamaldeido 1%, clorexidina 0,12% e solucéo salina
por 1 minuto, por 3 dias consecutivos. ApGs a ultima exposicéo, os biofilmes foram
cultivados por 24 horas adicionais. As analises foram realizadas por meio do teste
ANOVA one-way, complementada pelo post-hoc de Tukey ou Kruskal-Wallis,
complementado pelo Mann-Whitney (a=5%). A viabilidade celular do grupo HB
inferiu diferenca estatistica entre as médias dos meios BHI, ASM e MSA, apontando
o cinamaldeido 1% como substancia de maior capacidade para reducdo de
UFC/mL. Na viabilidade celular do modelo GB, n&o foi observado diferenca
estatistica (p>0,05) para nenhuma das substanicas testes. Também nao foi
verificado diferencas estatisticas para as anélises metabdlicas dos grupos HB e
GB. Para a dosagem de PecS e Pecl, verificou-se diferencas estatisticas entre as
medias do cinamaldeido 1% e clorexidina 0,12% para os PecS do grupo HB e para
os Pecl do grupo GB. O cinamaldeido a 1% apresentou atividade antimicrobiana
semelhante a clorexidina 0,12% frente aos biofilmes polimicrobianos sobre
superficies de titanio.

Palavras-Chaves: Produtos Naturais, Biofilme, Saliva, Titanio.
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INTRODUCAO

O uso de implantes dentarios tem se difundido na clinica odontologica
possibilitando a reabilitages de casos complexos (LOSENICKA et al., 2021).
Entretanto, o sucesso da técnica € acompanhado pela frequéncia de problemas
associados ao acumulo de biofilmes na superficie de implantes dentarios e nos
tecidos adjacentes, promovendo o surgimento de doencas peri-implantares, a
exemplo da peri-implante mucosite e peri-implantite (SANCHEZ et al., 2014).

A caracteristica polimicrobiana destas patologias requer planejamento
criterioso para escolha do tratamento (POLYZOIS, 2019). Assim, a terapia deve
envolver métodos de desbridamento mecanico, com uso de curetas plasticas ou
tithnio, e utilizagdo de ultrassom. Métodos de acdo antimicrobiana devem ser
implementados, como a terapia fotodindmica, além da medicacao anti-séptica local
utilizando digluconato de clorexidina, peréxido de hidrogénio, ou iodopovidona
(SMEETS et al.,, 2014; RENVERT,; POLYZOIS, 2018; WANG et al., 2019;
POLYZOIS, 2019).

Estudos in vivo, assim como in vitro tém utilizado novas substancias com
efeito antimicrobiano, apresentando bons resultados na terapia peri-implantar
(GOSAU et al., 2010; VERARDI et al., 2016; MARTORANO-FERNANDES et al.,
2020). Nessa perspectiva, a utilizacao de produtos de origem natural tem crescido
consideravelmente, a exemplo dos fitoconstituintes.

O cinamaldeido é um fitoconstituinte extraido da canela, utilizado no ramo
alimenticio e cosmético (SHEREAZ, 2016). Alguns estudos sugerem que este
fitoquimico desempenha atividade antimicrobiana a partir da capacidade de inibi¢cao
da biossintese da parede celular, permeabilizacdo de membrana, além também da
inibicdo de ATPase, justificando seu potencial para atingir varios alvos (SHEREAZ,
2016; DOYLE; STEPHENS, 2019; BALASUBRAMANIAN et al., 2020).

Entretanto, a literatura apresenta lacunas em relacao aos tipos de biofilmes
empregados nos ensaios in vitro que avaliam os efeitos antimicrobianos de
fitoconstituintes, dentre estes o cinamaldeido. E importante salientar que a
composicdo microbiana presente na saliva de individuos saudaveis é diferente da
saliva de individuos diagndésticados com gengivite, uma vez que componentes
salivares, tais como proteinas, enzimas salivares, imunoglobulina A (IgA),
interleucina 1B (IL-1B) e metaloproteinases mostram-se como importantes fatores

para o controle da composi¢cdo microbiana (RANGBULLA et al., 2017). Nesse
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sentido, a realizacdo de experimentos in vitro podem fornecer descobertas
relevantes quanto ao potencial antimicrobiano com uso de agentes quimicos sobre
biofilmes em superficies de titanio.

Sendo assim, o objetivo deste estudo foi avaliar, in vitro, o efeito
antibacteriano do cinamaldeido a 1% em modelos de biofilmes polimicrobianos
originados a partir da saliva de individuos saudaveis e com gengivite sobre

superficies de titanio.
MATERIAL E METODO

Considerac6es Eticas

Este estudo atendeu os parametros da declaracdo de Helsinki (1964) e
suas demais alteragbes posteriores, bem como seguiu a legislacao brasileira,
adotando a Resolucao 466 de 12 de dezembro de 2012 do Ministério da Saude do
Brasil. O comité de ética institucional da Universidade Federal da Paraiba aprovou
a realizacao deste estudo.

Todos participantes que concordaram em participar deste estudo
assinaram um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). A partir dele,
os voluntéarios foram informados sobre obijetivo, riscos e beneficios da realizacao
da pesquisa, bem como também da possibilidade de desisténcia de participacao,

em qualquer momento de sua execuc¢ao, sem nenhum dano ou prejuizo.

Preparacdo dos Espécimes de Titanio

Foram utilizados espécimes de titanio (n=8 /grupo) comercialmente puro
tipo 1V, nas dimensdes de 1,3 x 1,3 x 0,2 cm. Os mesmos foram adquiridos
mediante compra jA com polimento realizado por pasta abrasiva. Os espécimes
foram esterilizados em autoclave a 121°C por 15 minutos para uso nos testes
propostos.

A medicdo da rugosidade de superficie (Ra), anterior a adeséao celular, foi
determinada a partir da leitura em Perfildmetro Optico 3D (Perfildmetro CCl MP
Taylor Hobson). A andlise foi determinada em 20x de aumento, na area total do
especime, considerando-se os padrbes de medigdo xy (1024x1024 pixel), xyz
(512x512 pixel) e z (256x256 pixel). A velocidade foi estabelecida em 3x e os
valores de rugosidade medidos em pm. Os dados foram utilizados para alocagao

aleatéria dos espécimes guanto a sua rugosidade (JANUS et al., 2010), no qual
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foram selecionados os espécimes em que os valores de rugosidade de superficie

fossem >0,20 ym e < 1pym.

Coleta das amostras salivares

Todos os doadores de amostras salivares foram submetidos a avaliacédo do
indice Periodontal Comunitario modificado (CPI); avaliacdo da condicdo dentaria;
e, a Perda de Insercdo Periodontal (PIP). O exames clinicos para sele¢do dos
participantes foram realizados segundo manual de instru¢cdes da 52 edicdo de
pesquisa em saude bucal da Organizacao Mundial da Saude (2013). As avaliacbes
clinicas foram realizadas por um Unico examinador, previamente calibrado.

A calibracdo do examinador foi realizada em uma semana, sob conducéo
de um especialista da éarea de Periodontia. Dessa forma, para garantir a
reprodutibilidade do estudo, a analise de concordancia intra-observadores se deu
por meio do teste kappa. O resultado foi positivo, com valor acima de 0,80 (alto
grau concordéancia) (LANDIS; KOCH, 1977). Apoés, a avaliacdo propriamente dita
foi dada inicio.

Amostras salivares foram coletadas de 12 individuos (n=06 saudéaveis e
n=06 com gengivite), por meio do método da saliva estimulada com uso de parafilm,
com tamanho padronizado pré-determinado (4cm x 4cm). Os doadores foram
convidados a mascar uma amostra de parafilm durante 5 minutos e, em seguida, a
coleta da saliva foi realizada em tubos de 50 mL, durante 5 minutos adicionais. Os
doadores nao poderiam apresentar comprometimento sistémico, ter feito uso de
antimicrobianos nos dois ultimos meses (Costa et al., 2020), nem apresentar lesdes
de carie dentéria ativas. A coleta de amostras salivares de individuos saudaveis —
foi realizada com pesquisadores deste grupo de estudo.

Apos a coleta, foi realizado um pool salivar das amostras, e parte do volume
foi esterilizado por meio de sistema filtrante 0,22 um (KASVI, Curitiba-Parand,
Brasil) e armazenado a -20°C. O volume filtrado (esterilizado) foi utilizado para a
formacao da pelicula salivar sobre os espécimes de titanio do estudo, bem como
também para suplementagédo do meio de cultura. O volume de saliva néo filtrado se

destinou ao preparo do indculo dos biofilmes propostos.

Formacgéo de Biofilme por modelo de Microcosmo
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O modelo de biofilme de microcosmo seguiu a metodologia reproduzida por
Costa et al. (2020), com adaptacdes. A preparacédo do inoculo foi realizada a partir
do pool salivar néo filtrado, considerando cada origem da amostra salivar. Assim,
foram preparados in6culos provenientes da amostra do pool salivar de pacientes
com saude bucal (Biofilme Saudavel - HB) e com diagndstico de gengivite (Biofilme
Gengivite - GB), sendo realizada a semeadura de dois biofilmes distintos,
considerando a densidade celular de 107 células/mL.

Inicialmente, cada amostra salivar foi diluida (10° a 10%) e semeada em
meio BHI caldo (Brain Heart Infusion) para contagem dos microrganismos totais e
calculo da concentracdo de microrganismos. Os indculos foram preparados em
meio BHI suplementado com 1% de sacarose, adicionados de 10% de saliva
filtrada, em volume.

Os espécimes foram submetidos a formacéo da pelicula salivar, com a
adicao de 500uL de saliva filtrada sobre as superficies de titanio, por 60 minutos, a
37°C para promover a adsor¢cdo de proteinas aos espécimes, em placa de 24
pocos. Apés formacao da pelicula salivar, os biofilmes foram semeados e cultivados
em microaerofilia, por meio da técnica da vela, durante 72 horas, simulando uma
condicdo supragengival. O meio de cultura foi renovado a cada 24h de incubacéo
(Fig.01).

Durante esta etapa, os biofiimes foram divididos em dois grupos,
considerando a origem do pool salivar.

Preparacédo das substancias

O cinamaldeido (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) a 1% foi empregado
como substancia teste de acordo com resultados prévios (dados nao publicados).
As especificagcbes técnicas estdo no quadro 1. O fitoconstituinte foi previamente
diluido em meio BHI com 1% de sacarose, adicionado de 0,02% de Tween 80. O
sistema foi submetido a agitacdo em vortex e armazenado a 4°C para utilizacéo.
Como controle terapéutico foi utilizado a solucdo de clorexidina 0,12% (Colgate-
Palmolive, Sdo Paulo, Brasil). A Solucao salina (NaCl 0,9%) foi utilizada como

controle negativo.

Quadro 1 — Descrigdo técnica do fitoconstituinte cinamaldeido.
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Substancia

Formula Quimica

Densidade (g/mL, 20°C)

Peso Molecular

Cinamaldeido

Ce¢HsCH = CHCHO

1,050

132,16 g/mol

Exposicéo as substancias testes

Apos o periodo de incubacéo de 72 horas do biofilme, o meio de cultura foi
removido e os espécimes submetidos a exposicao das solucdes durante 1 minuto.
Estas exposicOes foram realizadas a cada 24 horas por 3 dias consecutivos, sendo
uma exposi¢do diaria realizada, mimetizando o efeito de um possivel agente
quimico na cavidade oral. Ap6s a exposicdo, as amostras foram lavadas com
solucéo salina por 2 vezes e, em seguida, inserida nova aliquota de meio de cultura
(BHI com 1% sacarose e 10% saliva filtrada). Apds a ultima exposicao, as placas
foram incubadas por 24 horas adicionais e, entdo, os testes propostos foram
realizados (Fig.01).

CONDIGAO SUPRAGENGIVAL — FASE AEROBICA TRATAMENTO DA MATRIZ DE BIOFILME

Meio [90% BHI supl. + 1% Sacarose + 10% saliva filtrada (v/v)] |  Grupo controle Grupo experimental

Discos de Titénio

([@1,3cmx0,2cm)

(m.rmrn—ij

IncubagSo (microaerofilia)

[ Clorexidina 0,12% (controle terapéutico) Ml Cinamaldeido 1%
[Jsolugio salina 0,9% [negative)

\ - - Lavagem salina— 2x
P N i
, N Q +meio de cultura
; \ = o
1 g 4
i & ; 2 700p1— 1 min g
\ fi > [:=}
N\ \ 7’ w > 2
N o iy Z
i Modelo mi S B
n=8 por grupo odelo microcosma Troca do Troca do Troca do =
B =z
‘ meio meio meio = Q
" - 5 W
@ g g g
(saliva ndo filtrada / - 107 células) | (5 [ [ Exposigio 1 ] [ Exposicio 2 | [ Exposigio 3 ] [ coleta ]
Peliculasalivar | 1 1 | | | !
(60 min — 500yl saliva filtrada) ' ' ' ' 1&3 h .
oh 24h 48 h 72h 96 h 120h 144h

l ,,,,,,,,, ‘ Proliferagdo de Micrerganismos ‘ _________ J

Fig.01 — Esquematizagédo das etapas de formag&o de biofiime por modelo de
Microcosmo e exposicdo as substancias testes.
Quantificacdo de células viaveis

Para analise do numero de microrganismos/UFC, os espécimes foram
transferidos para tubos contendo 1,0 mL de solucéo salina estéril, submetidos a
agitacado em vortex por 60 segundos, seguida da diluicdo seriada das aliquotas para
determinagdo do nimero de microrganismos viaveis (10 até 107).

Aliquotas de 10 ul de cada diluicdo seriada foram semeadas em placas de
diferentes meios de cultura. Para quantificagdo de microrganismos totais, 0 meio

Brain Heart Infusion Agar (BHI) foi utilizado. Para quantificacdo e identificagéo de
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Candida, foi utilizado o meio de cultura Agar Saburaud Dextrose (ASD). A
identificacdo de Streptococcus do grupo mitis-mutans foi realizada pela semeadura
das amostras em meio Mitis Salivarius Agar (MSA). Staphylococcus totais foram
identificados pela semeadura em meio Agar Sal Manitol (ASM).

Com excecéo do Agar Sal Manitol, que permaneceu em incubacao por 48h,
0os demais meios de cultura foram incubados a 37°C, por 24h, em atmosfera de
aerobiose. As amostras semeadas em meio MSA e BHI foram incubadas em
microaerofilia, pela técnica da vela. O numero de microrganismos viaveis foi
definido apds o crescimento dos sub-cultivos. O fator de diluicdo e o niumero de
unidades formadoras de colb6nias de cada amostra foi utilizado para o calculo da

quantidade de microrganismos viaveis, expresso em logUFC/mL.

Anélise metabolica do biofilme

Apos o periodo de incubacédo, o meio de cultura foi removido e inseridos 600
ML de meio BHI contendo 10% de sal de metiltetrazolium (MTT). O sal foi oxidado
pela enzima SDH (desidrogenase succinica), de modo que fosse determinado o
metabolismo de células viaveis. Assim, os espécimes foram incubados durante 3
horas a 37°C na presenca do sal de MTT e o sistema protegido da luz. Apéds, o
meio foi removido e inseridos 600 uL de isopropanol &cido (6N-HCI) e a
homogeneizagdo das amostras realizadas. O sobrenadante foi removido e
absorbancia determinada a 570 nm em espectrofotometro. Os valores de

absorbéancia obtidos foram utilizados de forma absoluta.

Dosagem de Polissacaridios Extracelulares Soluveis e InsolUveis

Para a dosagem dos polissacarideos extracelulares solUveis e insollveis
(PECs e PECis), utilizou-se 900uL da suspensdo de biofilme (n=8/grupo). Os
microtubos com a suspenséo de biofilmes foram centrifugados a 3000 rpm, durante
5 min. O sobrenadante foi utilizado para dosagem de PECs, ao passo que o
precipitado dos biofilmes foi utilizado para determinacéo e dosagem PECIs (AIRES
et al., 2008). A metodologia de extracdo e dosagem de polissacarideos foi
previamente descrita na literatura pelo método do fenol-sulfurico utilizando uma

curva padréo de glicose com leitura a 490 nm (DUBOIS et al., 1956).

Andalise dos dados
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A tabulacdo e andlise dos dados coletados foram realizadas por meio do
software Statistical Package for the Social Sciences (SPSS®), versdo 21. A
normalidade e homocedasticidade dos dados foi determinada pelos testes de
Shapiro Wilk e Levene, respectivamente. ApoOs conferéncia das referidas
determinacoes, a analise estatistica foi realizada por meio de analise de variancia
one-way (1-way ANOVA) e testes de Tukey ou Kruskal Wallis complementado por

Mann Whitney, sendo o nivel de significancia adotado para este estudo de 95%.

RESULTADOS:

Verificou-se que para a contagem do numero de células viaveis dos biofilmes
do grupo HB, as amostras semeadas nos meios BHI, MSA e ASM apresentaram
diferencas estatisticas quanto a média de contagem final.

A contagem de microganismos totais em meio BHI foi inferior para as
amostras submetidas a exposicao ao cinamaldeido 1% (Fig.02). As medias da
viabilidade celular variaram entre 10,77+0,21 e 10,28+0,50 LogUFC/mL. Foi
verificado diferenca estatistica entre cinamaldeido a 1% em comparacdo ao

controle de crescimento e entre o cinamaldeido a 1% e a clorexidina 0,12%.

12,004

10,00+

8,00

o

004

LogUFC/mL BHI

4,009

2,00

Cinamaldeido 1% Controle de Crescimento Clorexidina 0,12%

Fig.02: Viabilidade celular dos biofilmes HB (UFC/mL) em meio BHI para identificagdo de
microrganismos totais. As colunas representam as médias e as barras de erro representam
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0s desvios padréo (n = 8 por grupo). Os grupos identificados com a mesma letra ndo
diferem estatisticamente (Tukey, p>0,05). Substéncias: GE: Cinamaldeido 1%; CC:
Solucéo Salina; CP: Clorexidina 0,12%.

A contagem de Streptococcus do grupo mitis-mutans em meio MSA foi
inferior para as amostras submetidas a exposi¢ao ao cinamaldeido 1% (Fig.03). As
medias da viabilidade celular variaram entre 10,69+0,13 e 10,28+0,45 LogUFC/mL.
Foi encontrado diferenca estatistica entre o cinamaldeido a 1% e a clorexidina
0,12%. Nao foi verificado diferencas estatisticas entre o cinamaldeido a 1% e
controle de crescimento, nem entre o controle de crescimento e a clorexidina
0,12%.

12,004

10,004

8,00

6,00

Log UFC/mL MSA

4,004

2,004

0,00-
Cinamaldeido 1% Controle de Crescimento Clorexidina 0,12%

Fig.03: Viabilidade celular dos biofilmes HB (UFC/mL) em meio MSA para quantificacédo de
Streptococcus dos grupos mitis-mutans. As colunas representam as médias e as barras de
erro representam os desvios padrdo (n = 8 por grupo). Os grupos identificados com a
mesma letra ndo diferem estatisticamente (Tukey, p>0,05). Substéncias testes: GE:
Cinamaldeido 1%; CC: Solucao Salina; CP: Clorexidina 0,12%.

A contagem de Staphylococcus totais em meio ASM foi inferior para as
amostras submetidas a exposi¢ao ao cinamaldeido 1% (Fig.04). As médias da
viabilidade celular variaram entre 9,05 + 0,29 e 2,54 + 4,34 LogUFC/mL. Foi
verificado diferenca estatistica entre o cinamaldeido a 1% e a clorexidina 0,12%.

21



10,00 ab b
’
a ==
8
°
8,00
g
2 6,00
-
£
~
o)
w
)
[-1]
04,00
2,00
00 T
Cinamaldeido 1% Controle de Crescimento Clorexidina 0,12%

Fig.04: Viabilidade celular dos biofilmes HB (UFC/mL) em meio ASM para quantificacédo de
Staphylococcus totais. As colunas representam as médias e as barras de erro representam
0s desvios padréo (n = 8 por grupo). Os grupos identificados com a mesma letra ndo
diferem estatisticamente (Tukey, p>0,05). Substancias testes: GE:Cinamaldeido 1%; CC:
Solugéo Salina; CP: Clorexidina 0,12%.

A contagem de microrganismos do género Candida em meio ASD néo
apresentou diferenca estatistica entre as substancias avaliadas para biofilmes HB
(Fig.05). As medias da viabilidade celular foram 10,46+0,26 LogUFC/mL para a
clorexidina 0,12%, 10,14+0,45 LogUFC/mL para o grupo controle de crescimento
e 9,76x0,92 LogUFC/mL para o cinamaldeido 1%.
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Fig.05: Viabilidade celular dos biofilmes HB (UFC/mL) em meio ASD para quantificacao de
microrganismos do género Candida. As colunas representam as médias e as barras de
erro representam os desvios padrdo (n = 8 por grupo). Os grupos identificados com a
mesma letra ndo diferem estatisticamente (Tukey, p>0,05). Substancias testes:
Cinamaldeido 1%; Controle de Crescimento: Solucdo Salina; Controle positivo: Clorexidina
0,12%.

Para a viabilidade celular entre os biofilmes desenvolvidos a partir do grupo
GB, inferiu-se que ndo houve diferenga estatistica (p>0,05) entre nenhum dos
meios de cultura solidos estudados.

Para o meio BHI (Fig.06), as médias encontradas da viabilidade celular
entre os grupos foram 10,72 + 0,11 LogUFC/mL para o controle de crescimento,
9,78 £ 1,07 LogUFC/mL para a clorexidina 0,12% e 8,47 £ 3,47 LogUFC/mL para o

cinamaldeido 1%.

12,004

10,00+

=
=]
=1

L

6,00

Log UFC/mL BHI

4,00

2,004

Cinamaldeido 1% Controle de Crescimento Clorexidina 0,12%

Fig.06: Viabilidade celular dos biofilmes GB (UFC/mL) em meio BHI para identificagéo de
microrganismos totais. As colunas representam as médias e as barras de erro representam
0s desvios padréo (n = 8 por grupo). Os grupos identificados com a mesma letra ndo
diferem estatisticamente (Tukey, p>0,05). Substéncias: GE: Cinamaldeido 1%; CC:
Solucao Salina; CP: Clorexidina 0,12%.

Para o meio MSA (Fig.07), as médias encontradas da viabilidade celular
entre os grupos foram 10,75+0,05 LogUFC/mL para o controle de crescimento,
9,68+0,45 LogUFC/mL para o cinamaldeido 1% e 8,69+3,64 LogUFC/mL para a

clorexidina 0,12%.
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Fig.07: Viabilidade celular dos biofilmes GB (UFC/mL) em meio MSA para quantificagéo
de Streptococcus dos grupos mitis-mutans. As colunas representam as médias e as barras
de erro representam os desvios padrdo (n = 8 por grupo). Os grupos identificados com a
mesma letra ndo diferem estatisticamente (Tukey, p>0,05). Substéncias testes: GE:
Cinamaldeido 1%; CC: Solucao Salina; CP: Clorexidina 0,12%.

Para o meio ASM (Fig.08), as médias encontradas da viabilidade celular
entre os grupos foram 9,96+0,59 LogUFC/mL para o controle de crescimento,
8,21+3,36 LogUFC/mL para o cinamaldeido 1% e 7,87+3,50 LogUFC/mL para a

clorexidina 0,12%.
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Fig.08: Viabilidade celular dos biofilmes GB (UFC/mL) em meio ASM para quantificacdo
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de Staphylococcus totais. As colunas representam as médias e as barras de erro
representam os desvios padréo (n = 8 por grupo). Os grupos identificados com a mesma
letra ndo diferem estatisticamente (Tukey, p>0,05). Substancias testes: GE:Cinamaldeido
1%; CC: Solucao Salina; CP: Clorexidina 0,12%.

Para o meio ASD (Fig.09), as médias encontradas da viabilidade celular
entre os grupos foram 10,50+0,74 LogUFC/mL para o controle de crescimento,
9,82+1,03 LogUFC/mL para a clorexidina 0,12% e 9,52+0,50 LogUFC/mL para o
cinamaldeido 1%.
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Fig.09: Viabilidade celular dos biofilmes GB (UFC/mL) em meio ASD para quantificacao de
microrganismos do género Candida. As colunas representam as médias e as barras de
erro representam os desvios padrdo (n = 8 por grupo). Os grupos identificados com a
mesma letra ndo diferem estatisticamente (Tukey, p>0,05). Substancias testes:
Cinamaldeido 1%; Controle de Crescimento: Solucao Salina; Controle positivo: Clorexidina
0,12%.

A analise metabdlica dos biofilmes (MTT) desenvolvidos sobre os espécimes
de titdnio com as amostras salivares HB e GB esta representada pelas Figuras 10
e 11, respectivamente. Conforme a representacdo dos graficos, ndo houve
diferenca estatistica (p>0,05) entre os grupos, uma vez que a reducédo da atividade
metabdlica dos biofilmes mostrou-se semelhante entre as substancias estudadas

tanto entre as amostras salivares do grupo HB, como também GB.
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Fig.10: Analise Metabdlica dos biofilmes HB (MTT) desenvolvidos sobre os espécimes de
titdnio. As colunas representam as médias e as barras de erro representam os desvios
padrdo (n = 8 por grupo). Os grupos identificados com a mesma letra ndo diferem
estatisticamente (Tukey, p>0,05). Substancias testes: GE: Cinamaldeido 1%; CC: Solucao
Salina; CP: Clorexidina 0,12%.
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Fig.11: Analise Metabdlica dos biofilmes GB (MTT) desenvolvidos sobre os espécimes de
titdnio. As colunas representam as médias e as barras de erro representam os desvios
padrdo (n = 8 por grupo). Os grupos identificados com a mesma letra ndo diferem
estatisticamente (Tukey, p>0,05). Substéncias testes: GE: Cinamaldeido 1%; CC: Solucao
Salina; CP: Clorexidina 0,12%.

A dosagem de polissacarrideos extraceulares solluveis (PecS) e insoluveis

(Pecl) para o grupo HB, estéa representada pelas figuras 12 e 13, respectivamente.
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Para a concentracdo de polissacarideos extracelulares soluveis, observou-se
menor concentracdo para as amostras expostas ao cinamaldeido 1% (Fig.12). As
médias variaram entre 30,55+21,99 e 8,94+10,80 ug/mL, sendo o maior e menor
valor conferido aos grupos clorexidina 0,12% e cinamaldeido 1%, respectivamente.
Observou-se diferenca estatitica apenas entre os grupos cinamaldeido 1% e

clorexidina 0,12%.
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Fig.12: Concentracdo (ug/mL) de Polisscarideos extracelulares Soluveis (PecS) extraida
dos biofilmes HB (UFC/mL) desenvolvidos a partir da amostra salivar de pacientes com
saude bucal. Gréficos box plot, com represntacao da mediana, percentil 25 e 75 (n = 8 por
grupo). Os grupos identificados com a mesma letra ndo diferem estatisticamente (Mann
Whitney, p>0,05). Substancias: GE: Cinamaldeido 1%; CC: Solu¢do Salina; CP:
Clorexidina 0,12%.

Para a concentracdo de polissacarideos extracelulares Insoltveis (Pecl) do
grupo HB, nao foi verificado diferenca estatistica entre as substancias estudadas
(Fig.13). As médias variaram entre 13,93 + 17,57 e -0,23 + 11,94 ug/mL, sendo o
maior e menor valor conferido aos grupos controle de crescimento e cinamaldeido

1%, respectivamente.
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Fig.13: Concentragéo (ug/mL) de Polisscarideos Extra Celulares Insoltveis (Pecl) extraida
dos biofilmes HB (UFC/mL) desenvolvidos a partir da amostra salivar de pacientes com
saude bucal. Graficos box plot, com represntacéo da mediana, percentil 25 e 75 (n = 8 por
grupo). Os grupos identificados com a mesma letra ndo diferem estatisticamente (Mann
Whitney, p>0,05). Substancias: GE: Cinamaldeido 1%; CC: Solucdo Salina; CP:
Clorexidina 0,12%.

A dosagem de polissacaridios extracelulares soluveis (PecS) e insolaveis
(Pecl) para o grupo GB, estéa representada pelas figuras 14 e 15, respectivamente.
Para a concentracdo de polissacarideos extracelulares sollveis néo foi verificado
diferenca estatistica entre as exposicdes estudadas (Fig.14). As médias variaram
entre 21,35 £ 20,49 e 11,99+16,46 ug/mL, sendo o maior valor conferido ao grupo
clorexidina 0,12% e o menor valor ao cinamaldeido 1%. As medianas com maior e
menor valor foi conferida aos grupos controle de crescimento (12,58) e

cinamaldeido 1% (9,38), respectivamente.
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Fig.14: Concentracdo (ug/mL) de Polisscarideos Extra Celulares Sollveis (PecS) extraida
dos biofilmes GB (UFC/mL) desenvolvidos a partir da amostra salivar de pacientes com
saude bucal. Gréficos box plot, com represntacao da mediana, percentil 25 e 75 (n = 8 por
grupo). Os grupos identificados com a mesma letra ndo diferem estatisticamente (Mann
Whitney, p>0,05). Substancias: GE: Cinamaldeido 1%; CC: Solucdo Salina; CP:
Clorexidina 0,12%.

Para a concentracdo de polissacarideos extracelulares insollveis do grupo
GB, observou-se menor concentragdo para as amostras expostas ao cinamaldeido
1% (Fig.15). As médias variaram entre 15,56+14,72 ug/mL para o controle de
crescimento e -7,08+ 8,73 ug/mL para o cinamaldeido 1%. As medianas variaram
entre 17,03 e -5,09 também para os referidos grupos. Observou-se diferenca
estatitica entre os grupos cinamaldeido 1% e controle de crescimento, bem como

também cinamaldeido 1% e clorexidina 0,12%.
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Fig.15: Concentracdo (ug/mL) de Polisscarideos Extra Celulares Insollveis (Pecl)
extraida dos biofilmes GB (UFC/mL) desenvolvidos a partir da amostra salivar de pacientes
com saude bucal. Graficos box plot, com represntagao da mediana, percentil 25 e 75 (n =
8 por grupo). Os grupos identificados com a mesma letra ndo diferem estatisticamente
(Mann Whitney, p>0,05). Substancias: GE: Cinamaldeido 1%; CC: Solucao Salina; CP:
Clorexidina 0,12%.

DISCUSSAO:

Este estudo avaliou, in vitro, o efeito antimicrobiano do cinamaldeido a 1%
em biofilmes polimicrobianos desenvolvidos a partir da saliva de individuos
saudaveis e com gengivite sobre superficies de titanio. A caracterizacédo e utilizacédo
deste modelo experimental, deu-se pela necessidade de simular uma situacao de
peri-implante mucosite.

Biofilmes polimicrobianos sdo modelos pouco utilizados para avaliar o efeito
antimicrobiano de produtos de origem natural, a exemplo do cinamaldeido. Embora
diferencas metodoldgicas sejam prevesiveis entre os estudos, a literatura relata o
efeito antimicrobiano do cinamaldeido por meio da determinacao da Concentragédo
Inibitéria Minima (HE et al. 2019). Assim, o potencial antimicrobiano da susbtancia
tem sido apresentado em concentracdes distintas (ALBANO et al., 2018; RIBEIRO
et al., 2018; de SOUTO MAIOR et al., 2019; HE et al. 2019; BALASUBRAMANIAN
et al., 2020; ALl et al., 2021).
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O efeito do cinamaldeido a 1% foi promissor considerando os biofilmes HB.
Esse resultado pode estar relacionado aos mecanismos de inibicdo do biofilme,
uma vez que o cinamaldeido impede a biossintese da parede celular (SHEREAZ et
al., 2016). Os fatores de viruléncia dos biofilmes podem ser modificados a partir da
supra regulacao de genes associados ao quorum sensing bacteriano, diminuindo a
proliferacéo do biofilme (BALASUBRAMANIAN et al. 2020).

Verificou-se que o cinamaldeido a 1% e a clorexidina 0,12%, utilizada como
padrao ouro devido a sua atividade antimicrobiana, nédo foram efetivos na
diminuicao da contagem de celulas viaveis e metabolismo celular dos biofilmes GB.
Desta forma, o uso isolado de solucdes antissépticas frente a biofilmes maduros,
requer complementacdo da higiene oral por acdo mecanica para garantir
efetivamente a remocédo dos biofiimes (VAN DER WEIJDEN et al., 2015;
TAKENAKA et al., 2019).

A analise metabdlica determinou que as substancias avaliadas néao
apresentaram efeitos deletérios frente a este parametro. Este resultado pode estar
ligado ao tempo de cultivo do biofilme, 168h, tornando-se maduro. Biofilmes desta
magnitude apresentam extensa variedade de microrganismos, arquitetura espessa,
canais de agua bem desenvolvidos, além de proteinas e exopolissacaridios, que
dificultam a difusdo de substancias antimicrobianas para o interior da matriz
(BALASUBRAMANIAN et al., 2020).

Além disto, € necessario ressaltar que a concentracdo do fitoconstituinte
utilizado no presente estudo foi de 10mg/mL, o qual a literatura ainda ndo dispde
de dados que certifiquem que essa concentracdo possa ser considerada segura,
do ponto de vista citotéxico, para uso em biofilmes polimicrobianos in vivo. Um
estudo demonstrou que a clorexidina 0,12%, além de outros agentes quimicos
utilizados em biofilmes polimicrobianos durante a terapia peri-implantar, pode
apresentar resquicios de contaminantes sobre as superficies de titanio, capazes de
apresentar alteracbes fisico-quimicas que afetam negativamente a resposta
osteoblastica (KOTSAKIS et al., 2016);

A literatura aponta que a exposi¢cdo frequente de sacarose aumenta a
guantidade de biofilme, elevando-se sua biomassa, e altera a qualidade dos
compenentes bioquimicos — a exemplo dos exopolissacarideos (RIBEIRO et al.,
2018) — de biofilmes formados em superficies de titanio, em detrimento de uma

matriz extracelular mais robusta (SOUZA et al., 2019). O presente estudo realizou
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trocas de meio de cultura (BHI suplementado com 1% de sacarose), diariamente,
por seis dias consecutivos.

Nesse sentido, considerando-se a alteracdo de proteinas presentes na
matriz extracelular dos biofilmes, além da reducédo da viabilidade celular (COSTA
OLIVEIRA et al., 2017) frente as exposi¢cdes de substancias testadas, € possivel
considerar que a baixa concentracdo de PecS provocada pela auséncia de
exposicao frequente a sacarose nos biofilmes HB, juntamente com a exposi¢cao ao
cinamaldeido a 1%, aumentou a porosidade da matriz extracelular e permitiu a
difusdo do agente antimicrobiano para o interior dela.

Além disso, a baixa disponibilidade de sacarose presente no biofilme,
também implicou em uma baixa quantidade de polissacarides extracelulares
insolaveis, tendo em vista que o cinamaldeido reduziu a capacidade de sintese e
adesao a matriz extracelular (COSTA OLIVEIRA et al., 2017).

Diferentemente do que é visto a partir de culturas planctonicas, a interacéo
entre microrganismos em biofilmes polimicrobianos é complexa (HAN, 2021).
Assim, a ndo reducao das quantidades de PecS GB e Pecl nas amostras HB pode
indicar que nao foram metabolizados durante o periodo de miséria, ou que foram
metabolizados em pequena quantidade, apenas para manter o metabolismo basal
bacteriano (COSTA OLIVEIRA, et al., 2017),

No tocante as limitacbes deste estudo, ndo foram realizados ensaios de
citotoxicidade para o cinamaldeido a 1%. A realizacdo desses testes poderéo
subsidiar na producdo de mais evidéncias cientificas quanto ao uso do
cinamaldeido a 1%, bem como podera ser usado como auxilio durante o
delineamento de estudos clinicos para determinar dose, frequéncia e modo de
liberacdo mais efetivos na terapia da doenca peri-implantar.

Assim, é valido ressaltar a importancia da realizacdo de mais estudos com
uso de fitoconstituintes, uma vez que eles tém se mostrado como alternativas em

potencial para a substituicdo e ou complementacéo na terapia per-implantar.

CONCLUSAO:
O cinamaldeido a 1% apresentou atividade antimicrobiana semelhante a
clorexidina 0,12% frente aos biofilmes polimicrobianos desenvolvidos a partir da

saliva de individuos saudaveis e com gengivite sobre superficies de titanio.
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5. CONSIDERACOES GERAIS

Dentre os resultados encontrados, podemos inferir que o cinamaldeido a 1%
apresentou efeito a depender do biofilme semeado no meio sélido.

Esses resultados mostram-se bastante promissores, pois o cinamaldeido a
1% apresentou boa efetividade quanto sua utilizacdo, podendo ser considerado
como uma alternativa em potencial quanto a sua aplicacédo em diversos ramos da
Odontologia, podendo este fitoconstituinte ser inserido como componente em
dentrifricios, antissépticos intra-orais e extra-orais, além de sua incorporacao no
desenvolvimento de outros tipos de materiais odontoldgicos.

Por outro lado, apesar dos bons resultados obtidos quanto a sua utilizagao,
€ importante ressaltar que este estudo apresenta a limitagdo de nao ter realizado a
avaliacao do efeito citotoxico do cinamaldeido a 1%. Consideramos a realizacéo
dessa proposi¢cdo como um processo fundamental na validacdo de sua utilizacao,
uma vez que € necessario a obtencdo de seguranca quanto a sua manipulacao.

Portanto, ainda que sejam necessarias a realizacao de mais pesquisas para
a consolidacdo da real eficacia deste fitoconstituinte, os resultados mostrados até
aqui propdem perspectivas positivas quanto ao uso desta substancia na

Odontologia.
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6. CONCLUSAO

A utilizagcdo do cinamaldeido a 1% desempenhou atividade antimicrobiana
semelhante a clorexidina 0,12%, solucdo terapéutica tida como padrdo ouro na
Odontologia, frente aos biofilmes polimicrobianos desenvolvidos a partir da saliva

de individuos saudaveis e com gengivite sobre superficies de titanio.
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