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RESUMO

Os implantes dentarios sdao amplamente utilizados para a reabilitagdo oral,
entretanto, também sao substratos onde pode acontecer a adesdo microbiana e
acumulo de biofilme, o que pode conduzir a inflamacgao, perda da osteointegragéo
e até perda do implante dentario. Diversas possibilidades terapéuticas séo
estudadas para tentar minimizar esses danos, uma vez que a prevaléncia das
complicagbes peri-implantares, apesar de variavel, tem se mostrado crescente.
Neste estudo, avaliou-se, in vitro, a atividade antimicrobiana de um colutério
experimental com cinamaldeido a 1% em um modelo de biofilme polimicrobiano, a
partir da saliva de doadores com saude periodontal (SS) e de doadores com
gengivite (SG), em superficies de titdnio e de zircbnia que simulavam uma
reabilitacdo com implante e coroa protética. Biofiimes polimicrobianos foram
semeados (1x108 UFC/mL) em superficies de zirconia (n=6/grupo) e titanio
(n=6/grupo) a partir da coleta da saliva estimulada de 2 doadores com saude
periodontal e 2 com gengivite. Foram realizados pool salivar por tipo de condigao
(saudavel e gengivite). Os espécimes foram submetidos a formagéo de pelicula
salivar por 60 minutos. O inéculo foi semeado (1x108 UFC/mL) em meio McBain
suplementado com 10% de saliva filtrada e os biofilmes cultivados em microaerofilia
por 24h. Foram realizados desafios diarios com sacarose a 10% trés vezes ao dia
seguidos de troca de meio. Apds as 72h iniciais, o meio foi aspirado de todos os
pocos e as amostras foram expostas ao colutério experimental durante 1 minuto, 2
vezes ao dia, por 72 horas consecutivas. Digluconato de clorexidina a 0,12% e
solugao salina (NaCl 0,9%) foram utilizados como controles. Os biofilmes foram
mantidos em cultura por mais 24 horas, completando um tempo total de cultivo de
168h para posterior contagem do numero de células viaveis (UFC/mL) nos meios
ASD (Agar Sabouraud Dextrose), BHI (Brain Heart Infusion) e MSA (Mitis Salivarius
Agar), avaliagdo da biomassa por meio do teste com cristal violeta (CV) e avaliagao
metabdlica do biofilme por meio do teste do sal de metiltetrazolium (ensaio de MTT).
Os dados foram analisados por estatistica inferencial através do teste de Kruskal-
Walllis complementado por Mann-Whitney ou DSCF com nivel de significancia de
5%. Em relagao aos biofilmes semeados sobre superficies de zircénia, verificou-se
que nao foram detectadas diferengas estatisticas significativas entre as condi¢gbes

do biofilme nem entre as substancias (p>0,05), ndo havendo diferengas para a
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contagem de UFC/ mL e biomassa dos biofilmes avaliados. Quanto a avaligdo do
metabolismo celular, ndo se verificou diferenga estatistica significativa entre as
condi¢gbes do biofilme (p>0,05). Por outro lado, verificou-se que o metabolismo
celular diminuiu a partir da exposi¢gao ao colutério e clorexidina, havendo diferenga
em relagdo ao controle negativo (p<0,05). A contagem de UFC/mL nas superficies
de titdnio nos meios BHI e MSA, assim como a biomassa, para os biofiimes dos
doadores com saude periodontal(p<0,05) foi superior. Verificou-se também que
houve diminuicdo na biomassa dos biofilmes expostos ao colutério experimental,
em ambas as condi¢des salivares. Quanto a avaliacdo do metabolismo celular em
titdnio, biofiimes dos doadores com gengivite apresentaram maior atividade
metabdlica (p<0,05). Para os biofiimes de ambas as condigbes salivares houve
diminuicdo na atividade metabdlica frente a exposi¢cédo ao colutério experimental e
a clorexidina em relagdo ao controle negativo (p<0,05). O colutério experimental
com cinamaldeido a 1% apresentou atividade antimicrobiana semelhante ao da
clorexidina frente biofilmes polimicrobianos desenvolvidos a partir da saliva de
doadores com saude periodontal e com gengivite em um modelo de mucosite peri-

implantar.

Palavras-chave: Biofiime; Saliva; Titanio; Produtos Naturais, Cinamaldeido.



ABSTRACT

Dental implants are widely used for oral rehabilitation; however, they are also
substrates where microbial adhesion and biofilm accumulation can occur, which can
lead to inflammation, loss of osseointegration, and even loss of the dental implant.
Several therapeutic possibilities are studied to try to minimize this damage, since
the prevalence of peri-implant complications, although variable, has been shown to
be increasing. In this study, the antimicrobial activity of an experimental mouthwash
with 1% cinnamaldehyde was evaluated in vitro in a polymicrobial biofilm model,
from the saliva of donors with periodontal health (SS) and donors with gingivitis
(SG), on titanium and zirconia surfaces that simulated rehabilitation, with an implant
and its prosthetic crown. Polymicrobial biofilms were seeded (1x108 CFU/mL) on
zirconia (n=6/group) and titanium(n=6/group) surfaces from stimulated saliva
collection from 2 donors with periodontal health (SS) and donors with gingivitis (SG).
Salivary pools were performed by condition type (healthy and gingivitis). Specimens
were subjected to salivary pellicle formation for 60 minutes. Inoculum was seeded
(1x10% CFU/mL) in McBain medium supplemented with 10% filtered saliva, and the
biofilms were cultured in microaerophilic conditions for 24 hours. Daily challenges
with 10% sucrose were performed three times a day, followed by medium change.
After the initial 72 hours, the medium was aspirated from all wells, and the samples
were exposed to the experimental mouthwash for 1 minute, twice a day, for 72
consecutive hours. Chlorhexidine digluconate 0.12% and saline solution (0.9%
NaCl) were used as controls. Biofilms were kept in culture for an additional 24 hours,
completing a total culture time of 168 hours for subsequent counting of the number
of viable cells (CFU/mL) in the ASD (Sabouraud Dextrose Agar), BHI (Brain Heart
Infusion) and MAS (Mitis Salivarius Agar) media, biomass evaluation using the
crystal violet (CV) test and metabolic evaluation of the biofilm using the
methyltetrazolium salt test (MTT assay). Data were analyzed by inferential statistics
using the Kruskal-Wallis test complemented by Mann-Whitney or DSCF with a
significance level of 5%. Regarding the biofilms seeded on zirconia surfaces, it was
observed that no statistically significant differences were detected between the
biofilm conditions or between the substances (p>0.05), with no differences for the
CFU/mL count, nor for the evaluation of the biomass of the microorganisms

evaluated. Regarding the evaluation of cellular metabolism, no statistically
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significant difference was observed between the biofilm conditions (p>0.05). On the
other hand, it was observed that cellular metabolism decreased after exposure to
mouthwash and chlorhexidine, with a difference in relation to the negative control
(p<0.05). The CFU/mL count on titanium surfaces in BHI and MSA media, as well
as the biomass, for the biofilms of donors with periodontal health (p<0.05) was
higher. It was also observed that there was a decrease in the biomass of the biofilms
exposed to the experimental mouthwash for both salivary conditions. Regarding the
evaluation of cellular metabolism in titanium, biofiims of donors with gingivitis
presented greater metabolic activity (p<0.05). For the biofilms of both salivary
conditions, there was a decrease in metabolic activity when exposed to the
experimental mouthwash and chlorhexidine in relation to the negative control
(p<0.05). Experimental mouthwash with 1% cinnamaldehyde showed an
antimicrobial activity similar to that of chlorhexidine against polymicrobial biofilms
developed from the saliva of donors with periodontal health and those with gingivitis

in a model of peri-implant mucositis.

Keywords: Biofilm; Saliva; Titanium; Natural Products, Cinnamaldehyde.
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1.INTRODUGCAO

Os microrganismos orais aderem as superficies dentais e/ou a superficie
de diversos materiais e formam biofilmes. Biofilmes sdo comunidades microbianas
rodeadas por matriz polissacaridica extracelular tridimensional (Souza et al.,2020),
0 que oferece varias vantagens para colonizar ambientes, incluindo suscetibilidade
antimicrobiana reduzida, quando comparado a microrganismos plancténicos (Costa
et al., 2020).

No microbioma oral, os microrganismos residentes vivem em um estado
simbidtico com o hospedeiro aderindo a superficies bidticas (Xu et al., 2017) ou
abidticas (Costa et al., 2020). No entanto, mudangas ambientais locais ou do
hospedeiro podem interromper o estado comensal levando a disbiose, com
proliferagdo de espécies com potencial patogénico, muitas vezes levando ao
desenvolvimento de doengas orais (Belibasakis et al., 2019).

A gengiva e a mucosa peri-implantar sdo constantemente desafiadas pelo
ambiente oral, incluindo a exposi¢cdo constante a microrganismos no biofilme
presente nas superficies do dente e do implante (Araujo; Lindhe,2017). Enquanto
os biofilmes que se formam nas superficies dentais sdo os fatores etioldgicos
primarios da carie dentaria e/ou das doencgas periodontais, os biofiimes que se
aderem as superficies dos implantes sao prejudiciais @a mucosa peri-implantar e ao
0sso de ancoragem (Souza et al.,2020).

Os implantes dentarios fabricados a partir de titdnio sdo amplamente
utilizados para a reabilitagao oral, contribuindo para restaurar a fungao e a estética
do paciente, com alta taxa de sucesso e longevidade clinica. A zirconia, utilizada
como material reabilitador em proteses, ja amplamente utilizada na odontologia,
apresenta diversas vantagens, principalmente por ser altamente biocompativel e
com uma aparéncia esteticamente agradavel (Tan et al.,2022).

Qualquer que seja a finalidade, é sabido que materiais restauradores
usados na cavidade oral devem ter caracteristicas de superficie que inibam a
adesao bacteriana e a formacao de biofilme (Matalon et al.,2021). Entretanto, os
implantes dentarios acabam funcionando como substratos para ades&o microbiana
(Souza et al.,2020).

Biofilmes polimicrobianos formados em superficies de titdnio sao

considerados o principal fator etiolégico para as doengas inflamatdrias conhecidas

1



como mucosite peri-implantar e peri-implantite. A instalagcédo da comunidade inicial
do biofilme, composta por colonizadores precoces, a exemplo de Streptococcus e
Actinomyces promove a fase de transicdo para a proliferagdo de outros
microrganismos mais virulentos que aumentam a patogenicidade geral do biofilme
(Schincaglia et al.,2017).

Assim, o acumulo de biofilme sobre superficies de implantes, com a adesao
de colonizadores precoces como citado anteriormente, permitira a proliferacao de
bactérias patogénicas do complexo vermelho (Porphyromonas gingivalis,
Tannerella forsythia e Treponema denticola) na regido dos tecidos peri-implantares,
conduzindo a inflamagéo, perda da osteointegragdo, e podendo haver também
perda do implante dentario (Carinci et al., 2019).

Dessa forma, apesar de nao ter sido um objetivo deste trabalho identificar
organismos comensais, € importante estudar modelos de formagéo de biofilme que
permitam desenvolver técnicas ou tratamentos que reduzam a possibilidade de
amadurecimento do biofilme em uma comunidade microbiana mais virulenta, o que
pode evitar o aparecimento de doengas como, por exemplo, a mucosite peri-
implantar e a peri-implantite (Souza et al.,2020), que sao as principais causas na
falha do tratamento reabilitador.

A terapia peri-implantar basica com manutengao regular, por meio da
desorganizacao do biofilme, € uma estratégia preventiva para a reversibilidade da
conversao da mucosite peri-implantar em saude e contra a progressao da mucosite
peri-implantar para a peri-implantite (Heitz-Mayfield; Salvi,2018), favorecendo a
rebiose. Dentro desse aspecto, se inclui a terapia nao-cirurgica, envolvendo
métodos mecanicos, associando ou ndo a agentes quimicos.

Como as superficies dos implantes podem facilitar a adesao microbiana e
a formacao de biofilmes complexos, dificultando o seu desbridamento, terapia
adicional com antibidticos e antissépticos foi proposta como ag¢do coadjuvante
sobre os biofiimes patogénicos e para melhora dos resultados do tratamento
mecanico (Schwarz et al., 2006; Lindhe & Meyle, 2008).

O potencial de reparo de defeitos peri-implantares apds a supressao do
biofilme microbiano peri-implantar, utilizando-se o debridamento mecanico com ou
sem terapias adjuvantes ja foi relatado; no entanto, as recomendagbdes de um
protocolo de tratamento e o agente quimico mais adequado para descontaminagéo
de implantes ainda s&o inconclusivas (Verardi et al., 2014; Herrera et al., 2023).



Além da clorexidina, a literatura relata o efeito in vivo e in vitro de outras
substancias com efeito antimicrobiano com resultados satisfatérios para a terapia
peri-implantar (Gosau et al., 2010; Verardi et al., 2014). Este conjunto de resultados
englobam o uso de substancias como extratos de origem natural e moléculas
isoladas, os fitoconstituintes. Entretanto, apesar de resultados promissores, mais
estudos precisam ser realizados com a utilizagdo destas moléculas, ja que se
mostram como alternativas em potencial, podendo causar efeitos adversos de
menor magnitude (Wang et al., 2018; Yanakiev,2020).

O cinamaldeido é um desses exemplos de substancias promissoras. Ele é
o principal fitoconstituinte extraido da canela e pode ser encontrado em diversas
regides do mundo, sendo as espécies mais conhecidas a Cinnamomum cassia
(canela chinesa) e a Cinnamomum verum, também chamada de Cinnamomum
zeylanicum e, comumente, identificada como canela verdadeira (Doyle; Stephens,
2019).

O cinamaldeido estd associado a diversos seguimentos do mercado
alimenticio, medicinal e cosmético (Friedman, 2017). Entretanto, a principal
atividade bioldgica relatada para este fitoconstituinte € sua atividade antibacteriana
(Shreaz et al., 2016). Mais estudos sobre as propriedades bioldgicas precisam ser
realizados na area odontolégica (Bakhtiari et al.,, 2019; Balasubramanian et al.,
2021).

Nos ultimos anos, uma variedade de modelos in vitro tem sido proposta
para investigar potenciais interagdes entre os materiais dentarios e os biofilmes
orais. Foram desenvolvidos, por exemplo, modelos que empregam consorcios de
até nove espécies, incorporando misturas de microrganismos comensais e
patdgenos tardios, mas esses modelos também ndo configuram uma amostra
representativa das espécies as quais os materiais podem ser expostos na boca.
Uma alternativa € usar um in6culo oral para gerar um biofilme polimicrobiano (de
microcosmo) complexo e diverso, in vitro. Neste modelo, mais comumente, a saliva
de um unico doador ou de doadores combinados pode ser usada para fornecer o
in6culo (Rudney et al.,2012; Janus et al., 2015).

Os modelos polimicrobianos podem ser manipulados de varias maneiras
para simular aspectos das condi¢gdes orais, como a inser¢cdo de carboidratos da
dieta através da estrutura dos biofilmes (Sissons et al., 1991; Cenci et al., 2009).

Assim, esse modelo de biofilme in vitro tem sido considerado o modelo mais
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préximo da realidade in vivo, possibilitando simular a complexidade de um biofilme
dentario real (Santos et al., 2019; Tang et al.,2003).

Nessa perspectiva, mesmo havendo literatura sobre o uso de substancias
antimicrobianas advindas de produtos naturais no controle quimico do biofilme
dental, a avaliacdo da ac&do do cinamaldeido no tratamento coadjuvante da
mucosite peri-implantar através desse tipo de modelo de biofilme polimicrobiano
precisa ser considerada e justifica a relevancia desse estudo.

Para tanto, o objetivo desta pesquisa foi avaliar, por meio de um estudo in
vitro, a atividade antimicrobiana de um colutério experimental com cinamaldeido a
1% na formacdo de biofilmes polimicrobianos em superficies de
reabilitacao(zirconia e titdnio), a partir da saliva de doadores com saude periodontal
e de doadores com gengivite, a fim de testar a seguinte hipétese: “Ha diferenga na
atividade antimicrobiana do colutério experimental no modelo de biofilme proposto

entre os dois grupos de doadores dos quais foi obtida a saliva?”



2.REVISAO DE LITERATURA

2.1. BIOFILMES ORAIS

Os biofiimes sao comunidades microbianas altamente organizadas,
incorporadas em uma matriz extracelular tridimensional que proporciona diversas
vantagens as espeécies colonizadoras, incluindo a reducdo da suscetibilidade
antimicrobiana, quando comparado a microrganismos plancténicos (Costerton et
al.,1995; Socransky, Haffajee, 2002; Bowen et al., 2018).

No ambiente oral, os microrganismos residentes deste microbioma vivem
em estado simbidtico com o hospedeiro aderindo a superficies bidticas (Xu et al.,
2017) ou abidticas (Arciola, Campoccia, Montanaro, et al., 2018). No entanto, as
alteracdes ambientais locais ou do hospedeiro podem perturbar o estado comensal,
levando a disbiose, com crescimento excessivo de espécies com potencial
patogénico, e muitas vezes levando ao desenvolvimento de doengas bucais
(Belibasakis et al.,2019).

Os fatores que influenciam a transicao de um estado de saude oral a um
microbioma associado a doengas ainda ndo sao totalmente compreendidos. O
ambiente inflamatoério (Marsh, Moter, Devine, 2011), a presenga de um patégeno
fundamental, como Porphyromonas gingivalis (P. gingivalis), que explora o sistema
complemento para inibir a atividade dos leucécitos (Hajishengallis et al., 2011), e 0
consumo de carboidratos (Marsh, Moter, Devine, 2011; Rosier, Marsh, Mira, 2018)
foram apontados como potenciais fatores na disbiose de biofilmes orais (Bowen et
al., 2018).

O carboidrato mais consumido na dieta, a sacarose, é o mais associado a
disbiose oral sobre titanio (Souza et al., 2019) e superficies dentarias (Anderson et
al., 2018). A matriz do biofilme também pode ser alterada por agucares, que podem
remodelar o microambiente local (Bowen et al., 2018). A clivagem da sacarose por
exoenzimas bacterianas leva a sintese de exopolissacarideos insoluveis como o
glucano, um componente essencial da estrutura da matriz do biofilme (Oliveira,
Cury, Ricomini Filho, 2017). Essas propriedades, garantem a esses biofiimes alta
disponibilidade de nutrientes e baixa concentracdo de Oz (Xiao et al., 2012). Este

ambiente, com baixa reserva de oxigénio, propicia um microambiente adequado
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para a proliferagdo de diversos microrganismos, incluindo patégenos anaerébios

estritos.

2.1.1. INTERACAO ENTRE ESPECIES

A estrutura tridimensional e a composigdo de um biofilme formado em
quaisquer nichos dentro da cavidade oral, incluindo mucosa, dentes, lingua,
superficie de implantes e materiais restauradores, podem ser moduladas por
caracteristicas desses diferentes microambientes (Seidel et al., 2020). Essas
comunidades de biofilmes polimicrobianos incluem bactérias, fungos e espécies de
archaea em contato proximo, proporcionando diversas oportunidades para
interagdes fisicas e metabdlicas entre reinos e entre espécies distintas (Ghannoum
et al., 2010).

E provavel que essas interacdes polimicrobianas, célula-célula, afetem a
composi¢cao da comunidade e possam modular o perfil microbiano. As mudangas
aparecem em termos de resisténcia e capacidade de resiliéncia para promover um
estado estacionario de comensalismo ou desencadear patogenicidade do biofilme
no desenvolvimento de doencgas (Diaz, Strausbaugh, Dongari-Bagtzoglou, 2014).

A interagdo microbiana em doencas biofiime-dependentes tem sido
verificada na literatura (Souza et al., 2022). Entretanto, interacdes Candida-
bactérias em biofilmes relacionados a doenca peri-implantar ainda nao estio claras.
No contexto dos periodontopatégenos, tem sido relatada interagao entre C. albicans
e P.gingivalis por meio de proteinas especificas, as quais subsidiam co-agregacao,
aumentando a capacidade de invasao epitelial pelo biofilme (Sztukowska et al.,
2018).

No que diz respeito as “espécies centrais” presentes na periodontite e peri-
implantite, a interagdo entre reinos como de espécies de Candida e Streptococcus
tem sido investigada; e alguns efeitos podem ser aplicados a infeccbes
relacionadas a implantes (Souza et al., 2020), demonstrando, por exemplo, que
espécies de Streptococcus mitis(S. mitis) formam biofiimes robustos,
hipervirulentos e com sinergia patogénica com C. albicans (Bertolini et al., 2015).

No entanto, como as bactérias podem produzir numerosas moléculas de
sinais quimicos, € de extrema importancia destacar que o resultado da interacéo

Candida-bactéria para a promogéo ou supressao da viruléncia e patogenicidade da



levedura ndo € apenas impulsionado pela comunicagao entre reinos, mas também
dependem da influéncia da condicdo ambiental, da carga e composicdo das
comunidades microbianas e da resposta imunologica do hospedeiro.

Outro parametro importante que sugere que a Candida desempenha um
papel nas infeccdes relacionadas com implantes é o efeito na matriz do biofilme
(Bowen et al., 2018). C. albicans afetou positivamente a sintese de polimeros
relacionados a matriz, o que melhorou a colonizagao por Candida em superficies
abidticas (Souza et al., 2020).

Assim, considerando o impacto direto da Candida no crescimento
bacteriano e na sintese de polimeros extracelulares, pardametros que levam a
mudancga microbioldgica, este fungo pode ser visto como um importante fator
potencializador da disbiose em biofilmes relacionados ao implante, com efeito no
crescimento de bactérias e na viruléncia do biofilme, bem como seu efeito tecidual
indireto na mucosa (Bertolini et al., 2019; Costa et al., 2020). Dai a importancia das
modalidades terapéuticas atuais para as doengas peri-implantares também

precisarem considerar o efeito antifungico (Souza et al., 2020).

2.1.2. MODELO POLOMICROBIANO

Nos ultimos anos, uma variedade de modelos in vitro tem sido proposta
para investigar potenciais interagdes entre os materiais dentarios e os biofiimes
orais. Dentre essa variedade de modelos in vitro, uma alternativa € o estudo de
biofilmes polimicrobianos (também conhecidos como biofilmes “microcosmo”),
entre os quais se destaca o modelo proposto por Sissons (1997). Neste modelo, a
fonte de microrganismos para o crescimento do biofilme é a prépria saliva e tem
sido frequentemente usada (Sissons et al. 2007; Signori et al. 2016).

Biofilmes polimicrobianos formados in vitro de acordo com o protocolo
sugerido por Sissons (1997) apresentam caracteristicas semelhantes as dos
biofilmes que crescem na cavidade oral, uma vez que a interacdo e a competicao
por nutrientes entre os microrganismos podem modular o seu comportamento, bem
como a sua resposta aos agentes antimicrobianos (Farias et al., 2020).

Embora esses modelos sejam estaticos, os biofilmes gerados capturam
grande parte das espécies e da diversidade funcional das amostras originais. Além
disso, quando amostras de biofilme subgengival de pacientes saudaveis e daqueles



com periodontite foram usadas como inoculos, foram gerados biofilmes com uma
grande semelhanga com os biofilmes clinicos, com clara distingdo entre os

microbiomas derivados da saude e da periodontite (Baraniya et al., 2020).

2.2. DOENCAS PERI-IMPLANTARES

O tratamento com implantes dentarios melhora significativamente a
qualidade de vida dos pacientes pela restauragcdo da fungdo, da estética e da
fonética. No entanto, apesar de altas taxas de sobrevivéncia dos implantes
relatadas, chegando até a 93% em individuos periodontalmente tratados, um
numero crescente de pacientes esta sofrendo de doengas peri-implantares
(Kajimoto et al., 2024; Ciurescu et al.,2025).

Os valores da prevaléncia dessas doengas apresentam ampla variagao
devido a discrepancias das definicbes de casos. Esta lacuna comecara a ser
preenchida, uma vez que o Workshop Mundial de Periodontologia,2017,
estabeleceu definigdes claras para as doencas peri-implantares, tanto para pratica
clinica quanto para estudos epidemiolégicos e, dessa forma, em breve, ter-se-do
valores confiaveis para a prevaléncia das doencas peri-implantares

As doencas peri-implantares tém, de fato, se tornado um problema
crescente ameacgando a estabilidade a longo prazo e a satisfagao dos resultados
clinicos da instalagcao de implantes. Dentre essas condicdes esta a mucosite peri-
implantar. A mucosite peri-implantar, considerada precursora da peri-implantite, &
uma das complicagbes mais comuns causadas pela disbiose do microambiente
peri-implantar na interface implante-mucosa (Zhou et al.,2022).

Notavelmente, a ocorréncia de doengas peri-implantares esta intimamente
relacionada a colonizagdo microbiana e a resposta do hospedeiro, como acontece
com as doengas periodontais (Derks, Tomasi, 2015; Kajimoto et al., 2024., Ciurescu
et al.,2025). A proliferagdo do biofilme nas superficies dos implantes, sem sua
remocgao, leva a inflamacgao persistente, promovendo falhas no tratamento
reabilitador (Arciola, Campoccia, Montanaro, et al., 2018).

A mucosite peri-implantar € caracterizada por um processo inflamatorio
confinado aos tecidos em torno do implante dentario, sem o comprometimento do
suporte 6sseo (Schwarz et al., 2018). Os critérios clinicos para a definicao dessa

condicdo sao inflamagao na mucosa peri-implantar e a auséncia de perda 0ssea
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peri-implantar marginal continua. O sinal clinico de inflamagédo é sangramento a
sondagem, enquanto sinais adicionais podem incluir eritema, edema e supuragao
(Heitz-Mayfield, Salvi,2018).

Do ponto de vista microbiano, as espécies bacterianas envolvidas nesta
doenca sao similares as que causam gengivite, tais como cocos, bacilos moveis e
espiroquetas (Charalampakis, Belibasakis, 2015), com niveis mais elevados de
Actinomyces, Peptococcus, Campylobacter e Streptococcus (Kumar et al., 2012).
Estes resultados foram recentemente corroborados em uma revisao sistematica e
por outros estudos (Retamal-Valdes et al., 2019; Kajimoto et al.,2024) que
concluiram que existem mais semelhancas do que diferencas entre as espécies
bacterianas que colonizam sitios peri-implantares e periodontais.

Ja a peri-implantite & caracterizada por um processo inflamatério nos
tecidos em torno do implante, comprometendo o suporte 6sseo, de modo a
prejudicar o processo de osteointegragao (Schwarz et al., 2018). Do ponto de vista
microbiolégico, bactérias presentes neste tipo de biofilme sdo caracterizadas por
bacilos gram-negativos aerdbios, anaerdbios facultativos, espécies anaerdbicas,
Staphylococcus spp., Tannerella forsythia, Parvimonas micra, Fusobacterium
necrophorum, Campylobacter rectus, aparecendo também entre o0s
microrganismos a Candida spp (Charalampakis; Belibasakis, 2015; Yu et al., 2019;
Kajimoto et al.,2024).

Sendo entdo essas condi¢gdes consideradas “condi¢gdes patoldgicas
associadas ao biofilme”, os sinais clinicos de progressao delas também tém sido
associados ao aumento das cargas microbianas, as alteragcdes microbiologicas e a
transi¢cao para um biofilme mais patogénico nas superficies dos implantes dentarios
(Berglundh et al., 2018).

Dessa forma, sabendo que o sucesso a longo prazo das reabilitagdes com
implantes dentarios depende tanto da osseointegracdo quanto da estabilidade dos
tecidos moles (Spriano et al., 2018) é crucial prevenir a formagéao e proliferagéo de
biofilme nas superficies reabilitadoras, assim como evitar/controlar fatores que
possam levar a disbiose para prevenir ou minimizar a ocorréncia de infecgdes
polimicrobianas e danos nos tecidos.

No entanto, os fatores que influenciam a transicdo de um microbioma oral
associado a saude para um microbioma associado a doengas ainda nao sao

totalmente compreendidos. Até o momento, acredita-se que componentes
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multifatoriais estejam associados ao processo inflamatorio, como ma higiene bucal,
falta de terapia de manutencao, consumo de carboidratos fermentaveis, liberagao
de particulas de titanio e até mesmo polimeros extracelulares de matriz de biofilme
(Souza et al., 2022).

Do ponto de vista da reabilitacdo protética, em uma prétese dentaria
suportada por implante, a colonizagdo microbiana comega nas areas protéticas
expostas ao ambiente oral, levando em consideragao que a formacéao de biofilme
depende do desenho protético, das condi¢cdes da superficie e da microbiota oral
parecendo depender dos mesmos fatores relacionados a formag¢ao da microbiota
nos dentes naturais. Poucos estudos relataram a adeséo de biofilmes orais em
estruturas a base de zircénia, que tem sido um dos materiais mais utilizados para
este fim (Souza et al.,2016). A zirconia, um material ja amplamente utilizado na
odontologia, apresenta diversas vantagens, principalmente por ser altamente
biocompativel e com uma aparéncia esteticamente agradavel (Tan et al.,2022).

Entretanto, nenhum dos materiais descritos (titanio e zircénia) é repulsivo
a adesao microbiana em sua superficie, apds introdugao na cavidade oral, onde
uma temperatura adequada e alta umidade favorecem a adesdo de biofilmes
complexos e organizados. Esses fatores, associados a outros ja sugeridos nesta
revisdo, podem levar a uma disbiose na area peri-implantar podendo culminar na
ocorréncia de infeccdes peri-implantares, cuja etiologia € condicionada pela
presenca de biofilme entre o implante inserido e o tecido mole circundante (Vulovic
et al., 2022).

2.2. CINAMALDEIDO

Atualmente o digluconato de clorexidina (CHX) €& o antimicrobiano mais
utilizado para inibir a proliferagdo de microrganismos orais. Entretanto, as
limitagcbes deste agente englobam principalmente o manchamento dental e
alteragbes gustativas (Shino et al., 2016).

Considerando esses efeitos adversos e com o objetivo de encontrar
substancias com acdo em alvos moleculares mais especificos, tem se tentado
investigar sobre outras moléculas e seus potenciais antimicrobianos (Freires et al.,
2015; Kumar et al.,, 2018). Estas substancias concentram-se em moléculas
bioativas isoladas de produtos naturais, conhecidas como fitoconstituintes (de
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Fatima Souto Maior et al., 2019; Taguchi et al., 2013). Suas vantagens incluem
fontes abundantes (como frutas, sementes e vegetais), baixos niveis de
citotoxicidade, alta diversidade quimica e especificidade bioquimica (He et al.,
2019).

O cinamaldeido (Figura 1), um aldeido aromatico B-insaturado, é o
fitoconstituinte mais importante presente no 6leo extraido da casca da espécie
Cinnamomum cassia (canela chinesa) (Wu et al., 2018; Ribeiro et al., 2018) muito
utilizado como agente aromatizante e como condimento (Shreaz et al.,2016). Esta
molécula, cuja descricdo técnica pode ser vista no Quadro 1, é descrita como
supressora da divisao celular bacteriana por meio da inibicdo da atividade de
ATPases, inibicdo da biossintese da parede celular e tem a capacidade de interferir
na permeabilidade da membrana citoplasmatica de bactérias e do fungo C.
albicans, comprometendo assim a integridade celular (Jailani et al.,2022; Ali et al.,
2021; de Fatima Souto Maior et al., 2019; Taguchi et al., 2013).

Apesar da atividade antimicrobiana ser a mais relatada para o
cinamaldeido, a literatura também aponta outros efeitos como propriedades anti-
inflamatorias, anti-cancer, anti-diabética, anti-oxidante, antiobesidade, anti-

depresséo, anti-ulcera e anti-viral (Friedman, 2017; Doyle; Stephens, 2018).

Quadro 1 — Descrigao técnica do fitoconstituinte cinamaldeido

Substancia | Féormula Quimica Densidade Peso molecular
Cinamaldeido | CeHsCH=CHCHO 1,050g/mL 132,16 g/mol

Figura 1 — Estrutura quimica do fitoconstituinte cinamaldeido

@)
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Na area odontoldgica, alguns estudos disponiveis investigaram as
propriedades biolégicas do cinamaldeido contra bactérias como o Streptococcus
mutans (Ribeiro et al., 2018; He et al., 2019; Balasubramanian et al., 2021; Jailani
et al., 2022), Porphyromonas gingivalis (Gan et al.,2023); Enterococcus faecalis (Al
et al., 2021) e fungos (Bakhtiari et al., 2019; de Fatima Souto Maior et al., 2019;
Choonharuangdei et al., 2021; Martorano et al., 2021;), usando -culturas
planctdnicas e outros modelos de biofilmes.

Ribeiro et al. (2018) avaliaram a acgdo antimicrobiana de alguns
fitoconstituintes, entre eles o trans-cinamaldeido frente S. mutans, em cultura
planctdnica e biofilme. A atividade antibacteriana dos compostos foi avaliada pela
determinacao da concentragcao bactericida minima (CBM). Dentre os fitoquimicos
testados, o trans-cinamaldeido foi um dos mais efetivos contra S. mutans
plancténicos, apresentando uma CBM de 1728ug/mL. No ensaio anti-biofilme, o
trans-cinamaldeido também apresentou uma redugéo estatisticamente significante
(50%) na atividade metabdlica do biofime de S. mutans. Esses resultados levaram
os pesquisadores a considerarem sua atividade antimicrobiana significativa para o
controle de doencas infecciosas orais, uma vez que inibiu o crescimento do S.
mutans planctonico quanto inativou significativamente o biofilme.

He et al. (2019), avaliaram a atividade antimicrobiana do cinamaldeido em
biofiimes de S. mutans. Para tanto, foram realizadas algumas analises, dentre elas
a concentracéo inibitéria minima (CIM), concentragdo bactericida minima CBM),
determinacdo de biomassa e avaliagcdo metabdlica dos biofilmes. Os resultados
mostraram uma CIM e uma CBM de 1000 e 2000ug/mL respectivamente. Também
foi verificado que o cinamaldeido diminuiu a biomassa do biofilme e o metabolismo
em concentragdes sub-CIM. O cinamaldeido aumentou a hidrofobicidade da
superficie celular, reduziu a agregagao de S.mutans, inibiu a producéo de acido e
a tolerancia a acidos nos outros testes avaliados. Os autores concluiram que o
cinamaldeido, em nivel sub-CIM, suprimiu a atividade microbiana no biofilme de S.
mutans modulando a hidrofobicidade, agregacgao, produgao de acido, tolerancia a
acido e expressao génica de viruléncia.

Balasubramanian et al. (2021) investigaram os efeitos do trans-
cinamaldeido (TC) e sua atividade sinérgica com clorexidina (CHX) e fluor contra
Streptococcus mutans. O perfil de sinergia foi analisado usando o modelo Zero

Interaction Potency. TC mostrou forte sinergismo com CHX, mas efeito aditivo com
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fluoreto. TC inibiu significativamente a formagdo de biofiime dependente de
sacarose e a producgao de acido por S. mutans. A analise do biofilme revelou uma
diferenga significativa na arquitetura de biofilmes nao tratados e tratados. Dentre
outros resultados, a biomassa do biofilme, a espessura média, o coeficiente de
rugosidade dimensional, a razao entre area de superficie e volume e as distancias
de difusdo foram analisadas e ficou evidente que os biofilmes de S. mutans nao
tratados eram mais espessos com maior biomassa do que o biofilme tratado. Assim,
os autores puderam concluir que o TC potencializa CHX e fluoreto de sédio na

inibicao de biofilmes e viruléncia de S. mutans por meio de multiplos mecanismos.

Gan et al. (2023), investigaram os efeitos antibacterianos e mecanismos
moleculares do trans-cinamaldeido (TC) em P. gingivalis. Concentragdes inibitorias
minimas e bactericidas minimas (CIM e CBM) foram determinadas, € microscopias
eletrébnicas de varredura e transmissdo foram usadas para avaliar as mudancgas
morfoldgicas. A biomassa geral foi estimada e a atividade metabolica dos biofilmes
foi determinada em diferentes concentragdes do fitoconstituinte estudado. Os
valores da CIM e da CBM foram 39,07 ug/mL e 78,13 pg/mL. Este estudo confirmou
que o TC é um agente antimicrobiano natural contra P. gingivalis, inibindo sua
proliferacdo e sobrevivéncia por suprimir a formacao do biofiime e atividade
metabalica.

Outros estudos tém avaliado a acdo do cinamaldeido frente Candida
(Bakhtiari et al., 2019; Martorano-Fernandes et al., 2021; Choonharuangdei et al.,
2021). O tratamento da candidiase oral requer o uso de agentes antifungicos
toépicos ou sistémicos como Nistatina Miconazol e Fluconazol. Apesar desses
agentes antifungicos serem amplamente utilizados, foi relatado que a aplicagao
intensiva de Nistatina, Miconazol e Fluconazol poderiam induzir a uma resisténcia
medicamentosa a antifungicos (Perlin, Rautemaa-Richardson, Alastruey-lzquierdo,
2017). Além disso, o sabor inadequado do enxaguatorio bucal com nistatina, seu
preparo e uso repetidos durante o dia levam a insatisfagcao dos pacientes. Portanto,
a presencga de enxaguatérios bucais com sabor agradavel, uso mais facil e efeito
adequado parece necessaria e motiva alguns pesquisadores em suas
investigacboes. Dessa forma, Bakhtiari et al. (2019), investigaram a eficacia do
cinamaldeido sobre as espécies C. albicans e C. glabrata e compararam com a

nistatina por meio da determinagéo da CIM e da CFM. O extrato de cinamaldeido
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na concentracao de 62,5 pl/mL foi capaz de prevenir a proliferacao de C. albicans e
para os casos de C. glabrata, concentracbes acima de 62,5 ul/mL, inibiram
completamente o crescimento deste fungo.

Martorano-Fernandes et al. (2021) investigaram a atividade antifungica de
dois fitoconstituintes, um deles o cinamaldeido, como potencial limpador de prétese
dentaria, bem como o efeito do tratamento na mudanca de cor de espécimes
confeccionados a base de poli(metil)metacrilato (PMMA). Para avaliagdo, os
autores utilizaram biofilmes de C. albicans formados sobre espécimes de PMMA e
expostos a um tratamento diario por 10 minutos com cinamaldeido (10 mg/ mL).
Analises de viabilidade celular (UFC/ mL), metabolismo celular (MTT) e rugosidade
do biofiime foram realizadas. Os resultados do estudo mostraram que o
cinamaldeido foi capaz de diminuir o numero de células viaveis, quando comparado
ao uso da solugao salina (controle de crescimento), em 76% e o metabolismo do
biofilme em aproximadamente 70%, sem alterar a cor da resina acrilica.

Choonharuangdej et al. (2021), determinaram a eficacia do oleo essencial
de canela na erradicacao do biofilme de Candida albicans em espécimes de PMMA
polimerizados por calor e determinar se eles retardam a formacao de biofilme
fungico. O efeito antifungico foi determinado pelos métodos de disco difusdo em
agar e microdiluicdo para determinacdoda CIM. A viabilidade do biofiime foi
determinada pleo ensaio de XTT. A CIM em culturas planctdnicas de C albicans foi
de 0,1 uyL/mL. Em 8 vezes a concentracgéo inibitéria minima, o éleo de canela (0,8
ML/mL) erradicou o biofilme fungico pré-estabelecido em 99,0% em um tempo de
exposicdo de 1 hora. Em contraste, altas concentracbes de 8 e 16 vezes a
concentragdo inibitéria minima de 6leo de canela revestidos em espécimes de
PMMA por 24 horas foi capaz de inibir a formagao de biofilme fungico em apenas
aproximadamente 70,0%. Esses resultados mostraram que o 6leo de canela pode
eliminar biofilme pré-estabelecido de C albicans e restringir a formacéao de biofilme
fungico em espécimes de PMMA polimerizados por calor.

Além dos tantos achados laboratoriais, sédo encontrados resultados clinicos
promissores para o uso do cinamaldeido na area odontolégica em pomadas e
mucoadesivos (Alves et al., 2022; Molania et al., 2022). Sdo encontrados também,
estudos com resultados promissores que utilizam outros produtos naturais como o
extrato de propolis para areas de mucosite peri-implantar (Gonzalez-Serrano et al.,

2021) ou da propolis vermelha em culturas planctonicas de espécies de Candida
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em superficies de titdnio (Martorano-Fernandes, Cavalcanti, Almeida,2020).
Entretanto, ndo foram verificados relatos na literatura do uso do cinamaldeido, em
modelo de biofilme polimicrobiano para mucosite-perimplantar (Yanakiev et al.,
2020). Dessa forma, observa-se a necessidade de estudos que executem essa

avaliacao, justificando a realizagédo do presente trabalho.
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3.0BJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Avaliar, por meio de um estudo in vitro, a atividade antimicrobiana de um
colutério experimental com cinamaldeido a 1% sobre a formagédo de biofilmes
polimicrobianos, a partir da saliva de doadores com saude periodontal e de
doadores com gengivite, em superficies de titanio e de zircdnia que simulavam um

implante com sua coroa protética
3.2. Objetivos especificos

e Quantificar as células viaveis presentes nos biofilmes expostos ao colutério
experimental por meio da contagem do numero das unidades formadoras
de col6nia (UFC);

¢ Quantificar a biomassa viavel dos biofilmes apds a exposi¢cao ao colutério
experimental por meio do ensaio do cristal-violeta (CV);

e Determinar a atividade metabdlica dos biofilmes expostos ao colutério

experimental por meio do sal de metiltetrazolium (MTT);
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Highlights

e Antimicrobial activity of the experimental cinnamaldehyde mouthwash was

detected.

e Antimicrobial activity of the experimental cinnamaldehyde mouthwash was similar
to chlorhexidine.

« Biomass and metabolic activity of the biofilms decreased.
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ABSTRACT

Objective: Evaluate the antimicrobial effect of an experimental mouthwash containing 1%

cinnamaldehyde in a polymicrobial biofilm model for peri-implant mucositis.

Materials and Methods: Polymicrobial biofilms were seeded on zirconia (n=6/group) and
on titanium (n=6/group) surfaces from stimulated saliva collection from 2 periodontal health
donors and 2 with gingivitis. Salivary pellicle was performed, by 60 min. Inoculum was
seeded (1x10® CFU/mL) in McBain medium, and biofilms on zirconia were cultured in
aerobiosis and biofilms on titanium in microaerophilic conditions for 24h. Daily challenges
with 10% sucrose were stablished. Samples were exposed to the experimental mouthwash
for 1 minute, twice a day, for 72 hours. Chlorhexidine digluconate at 0.12% and saline
solution (at 0.9%) were used as controls. Biofilms were kept in culture for an additional 24

hours to count viable cells, evaluate biomass and cellular metabolism.

Results: In zirconia, evaluation of cellular metabolism did not detect a statistically
significant difference between the biofilm conditions (p>0.05). It was found that cellular
metabolism was decreased from exposure to mouthwash and chlorhexidine, with a
difference compared to the negative control (p<0.05). In titanium, viable cell count in two
media and the biomass were higher for biofilms from the periodontal health salivary
condition (p<0.05). There was a decrease in the biomass of biofilms exposed to the
experimental mouthwash for both salivary conditions. Metabolic activity was decreased
when exposed to experimental mouthwash and chlorhexidine compared to the negative

control (p<0.05).

Conclusions: Experimental mouthwash with 1% cinnamaldehyde showed an antimicrobial

effect similar to chlorhexidine against polymicrobial biofilms.

Keywords: Biofilm; Saliva; Titanium; Natural Products; Cinnamaldehyde.
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INTRODUCTION

The gingiva and peri-implant mucosa are constantly challenged by the oral
environment, especially by exposure to dental biofilm and its toxins (Araujo & Lindhe
2018).While biofilms that form on dental surfaces are the primary etiological factors of
dental caries and/or periodontal diseases, biofilms that adhere to implant surfaces are
harmful to the peri-implant mucosa and anchoring bone. The presence of peri-implant
disease may be a key factor in the failure of oral rehabilitation (Gabriel et al., 2020).

The microbial succession that occurs following the formation of biofilms is a
triggering factor for biofilm-dependent diseases, such as peri-implant diseases. Early
colonizers may promote succession by more pathogenic microorganisms that increase the
overall virulence of this peri-implant biofilm (Martorano-Fernandes et al., 2021; Schincaglia
et al., 2017). This biofilm has characteristics such as proteolytic activity, associated with the
presence of Porphyromonas gingivalis, gram negative and anaerobic bacteria. However, it
can present saccharolytic species such as Streptococcus mutans and Streptococcus
sanguinis, both gram positive and aerobics. In addition, the presence of Candida albicans
(Jailani et al., 2022; Shreaz et al., 2016) may represent a synergistic character, allowing
interactions between species, promoting an increase in EPS.

Non-surgical peri-implant therapy with mechanical disorganization of the biofilm
and debridement of the affected surfaces is an important preventive and therapeutic strategy
for the reversibility of the conversion of peri-implant mucositis into health and against the
progression of peri-implant mucositis to peri-implantitis (Heitz-Mayfield & Salvi, 2018;
Verardi & Fundo, 2014). Despite this, well-established biofilms behave in defiance of
treatments, as they present a dense polymeric EPS that disturbs the penetration of
antimicrobial substances and their mechanical disorganization. Thus, interfering with
biofilm development during its early stages and attenuating bacterial pathogenicity are
considered promising, innovative, and high-value strategies to avoid the therapeutic
challenges associated with infections(Ali et al., 2021; Dudek-Wicher et al., 2022).

Additional therapy with antibiotics and antiseptics may be an indication within non-
surgical treatment to help control biofilm especially in patients who have greater difficulty
in reaching hard-to-reach areas, with chlorhexidine as the topical antimicrobial substance
gold standard (Pitts et al., 2021; Poppolo God & Ouanounou , 2022). Considering the

transition from peri-implant mucositis to peri-implantitis, the use of chlorhexidine at a
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concentration of 0.12% as an adjuvant solution for abutment surfaces may reduce the stress
factor, which is the accumulation of biofilm in this critical transition area between the
prosthesis and the implant, possibly interfering with the progression of the disease.

However, in addition to the fact that the various side effects of chlorhexidine, such
as tooth staining and taste changes in the mouth, are already known (Shino et al., 2016)
recommendations for a treatment protocol with chemical agents for implant decontamination
are still inconclusive (Herrera et al., 2023; Verardi & Fundo, 2014) .Therefore, other
substances such as extracts of natural origin and isolated molecules, the phytoconstituents,
have been studied because they have distinct molecular targets and fewer side effects, with
satisfactory effects against peri-implant biofilm(Gosau et al., 2010; Guimaraes et al., 2019;
Herrera et al., 2023; Verardi & Fundo, 2014).

Cinnamaldehyde is one of these promising substances, being the main
phytoconstituent extracted from cinnamon (Cinnamomum cassia) (Doyle et al., 2019; Shreaz
et al., 2016). Its main reported biological activity is its inhibitory effect on bacterial
proliferation (Shreaz et al., 2016). Its inhibitory effects occur through inhibition of ATPase
activity, inhibition of cell wall biosynthesis, and alteration of membrane structure and
integrity (Ali et al., 2021; Jailani et al., 2022; Shreaz et al., 2016).

In the dental field, some available studies have investigated the antibiofilm
properties of cinnamaldehyde against bacteria such as Streptococcus mutans (He et al., 2019;
Ribeiro et al., 2018), Porphyromonas gingivalis (Gan et al., 2023) and fungi (Bakhtiari et
al., 2019; Martorano Fernandes et al., 2021b) using planktonic cultures and other types of
biofilm models that did not have the advantages of a polymicrobial model. The justification
and relevance of this research lies in the perspective of finding promising therapeutic
possibilities for peri-implant mucositis, based on a biofilm model that better simulates the
clinical picture of a rehabilitated patient with this condition.

To this end, an in vitro study was used to evaluate the antimicrobial activity of an
experimental mouthwash containing cinnamaldehyde on the formation of polymicrobial
biofilms on rehabilitation surfaces (zirconia and titanium), using saliva from periodontal
health donors and donors with gingivitis, in order to test the following hypothesis: “Is there
a difference in the antimicrobial activity of the experimental mouthwash in the proposed
biofilm model between the two groups of donors (healthy and gingivitis) from which the

saliva was obtained?”
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MATERIALS AND METHODS

Ethical Aspects

This study was approved by a local research ethics committee (CAAE
53719721.6.0000.5188) following Brazilian ethical standards (Resolution 466/12, National
Health Council) and the Declaration of Helsinki.

Preparation of Titanium specimens

Specimens of commercially pure titanium type IV were used, in the dimensions of
1.3 x 0.2 cm. For the standardization of surface roughness, it was determined using a 3D
Optical Profilometer (CCI MP Taylor Hobson Profilometer). The data were used for random
allocation of specimens according to their roughness, excluding those with a value lower

than 0.20 pm.

Preparation of Zirconia Specimens

Ultratranslucent zirconia discs (Katana Zirconia Block, Kuraray South America
LTDA, Sao Paulo, Brazil) were obtained in the dimensions 4 x 4 x 4 mm. The surfaces were
regularized with abrasive sandpaper with increasing grit (#600, #800, and #1200, 3M ESPE
/ Irvine, CA, USA). The sintering protocol followed the manufacturer's recommendations
(temperature of 1550°C (2822°F) with a heating rate of 10°C/min (18°F/min.), cooling rate
of -10°C/min (-18°F/min.) with a duration of 2 hours.

Collection of salivary samples

Salivary samples were collected from 2 periodontal health donors and 2 donors
diagnosed with gingivitis without reduced periodontium (Chapple et al., 2018) using the
stimulated saliva method (Justino et al., 2017).The exclusion criteria for donors were: age
not between 18 and 25 years, systemic involvement, use of antimicrobials or mouthwashes
in the last 2 months, presence of active dental caries lesions, smokers, being undergoing
orthodontic treatment, and use of dental prosthesis.

For the differential diagnosis between gingival/periodontal health and gingivitis
health statuses for the two groups of donors, the parameters of probing depth and bleeding
at probing were considered, according to the new classification of periodontal and

perimplant diseases of 2018 (Chapple et al., 2018b).
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These donors were evaluated for their oral condition and were instructed to collect
the first saliva of the day in 50 mL tubes in the following 5 minutes after chewing a sample
of Parafilm® (Sigma Aldrich-Merck KGaA, Darmstadt, Germany) for 5 minutes. After saliva
collection, a pool of salivary samples (a pool of saliva from healthy donors and a pool of
saliva from donors with gingivitis) was created. Part of the volume of the pool of the saliva
of the periodontal health donors was diluted 1:1 in adsorption buffer(Lemos et al., 2010) and
sterilized using a 0.22 um filter system and stored at -20 °C, to be used in salivary pellicle
formation. Another part of this collected volume was used in the formation of the inoculum
for the proposed biofilm model. The entire volume collected from the saliva of donors with

gingivitis was used in the formation of the inoculum for the gingivitis biofilm.

Formation of polymicrobial biofilm

Initially, the formation of salivary pellicle (filtered saliva) was induced on the
zirconia and titanium surfaces, in aerobiosis for 60 minutes at 37°C. The preparation of the
biofilm inoculum was performed from the unfiltered salivary pool, considering the cell
density of 103 CFU/mL. Two distinct biofilms were prepared: HB (saliva collected from
donors with periodontal health) and GB (saliva collected from donors with gingivitis).

The biofilms were developed in McBain medium(Janus et al., 2015), supplemented
with 10% filtered saliva. The biofilms on the titanium specimens were cultured on
microaerophilia (at 37°C) and the biofilms on the zirconia specimens in aerobiosis, for 3
days (72 hours), simulating the supragingival condition, in which the culture medium was
changed every 24 hours (Figure 1). On the 2nd and 3rd days, biofilms were exposed to 10%
sucrose solution 3 x/day (5 min each). Exposure to sucrose was used to simulate
carbohydrate intake and to stimulate biofilm formation. The change of means was carried
out at each challenge. During this step, no microorganisms were added to the samples(Souza

et al., 2018).

Preparation of the experimental mouthwash

Cinnamaldehyde (Sigma Aldrich-Merck® KGaA, Darmstadt, Germany) at 10%
was used as a test substance. The technical specifications of the phytoconstituent are shown
in Table 1.

Cinnamaldehyde was prepared in a microemulsion system, which was performed

using the cold emulsification method. 10% cinnamaldehyde was used as the oil, Kolliphor
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(Wang et al., 2023)® ELP (4%) as the lipophilic surfactant and Pluronic® F-68 (4%) as the
hydrophilic surfactant. The components of the formulation were separated into the oily and
aqueous phases, considering their respective degrees of lipophilicity. The oil phase was
composed of 10% cinnamaldehyde and 4% Kolliphor® ELP. The aqueous phase was
composed of a solution of Pluronic®F-68 at a concentration of 4%. These percentages are
correlated to the total mass of the formulation (Table 2).

For preparation of the mouthwash, a microemulsion diluted in a mouthwash base
in a ratio of 1:10 (formulation: base) was used (Table 3).

Exposure to the experimental mouthwash

After 72-hour incubation period of the biofilm, the culture medium was replaced,
and the specimens were exposed to the experimental mouthwash for 1 minute. These
exposures were performed 2x/day, with an interval of 6 hours between them, for 3 days,
mimicking the effect of a possible chemical agent in the oral cavity. After exposure, the
samples were washed with saline solution (0.9%) 2 times, and then a new aliquot of McBain
medium supplemented with saliva was inserted, without additional of inoculum. After the
last exposure, the plates were incubated for an additional 24 hours, and then the proposed
tests were performed (Figure 2). Alcohol-free 0.12% chlorhexidine digluconate (Periograd®-
New York, USA) was used as the positive control, and saline solution (0.9% NaCl) was used

as the negative control.

Quantification of viable cells

To determine the number of viable cells, the specimens were transferred to tubes
containing 1.0 mL of sterile 0.9% saline solution, subjected to shaking for 60 seconds,
followed by serial dilution of the aliquots, to determine the number of viable microorganisms
(10° to 107). Aliquots of 10 pl of each serial dilution were seeded on plates with different
culture media.

ASD culture medium was used for quantification of Candida and MSA medium
was used for streptococci of the mitis group and streptococci of the mitis-mutans subgroup.
Total microorganism counts were performed on plates with BHI medium. After sowing, the
plates were incubated at 37°C for 24 hours in an aerobic atmosphere (ASD and BHI). The

samples seeded in MSA medium were incubated in a microaerophilic environment by the
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sail technique. The amount of viable microorganisms was expressed in LogioCFUmL.

Analyses were performed in triplicate, so that for this test an n=6 was reached.

Total Biomass Quantification

The biomass quantification was performed by the violet crystal method. The culture
medium was removed, and the samples were dried for 60 minutes at 45°C. 500 uL of 0.5%
violet crystal (Labsynth Produtos para Laboratério Ltda., Diadema, SP, Brazil) was inserted
into an aqueous solution, followed by stirring for 30 minutes. The dye was removed, and
three successive washes were performed with 0.9% saline solution, and then 600uL of 33%
acetic acid was added to dilute the dye. The result of this chemical reaction was determined
by spectrophotometry at 595 nm. Analyses were performed in triplicate, so that for this test

an n=6 was reached.

Biofilm Metabolic Analysis

After the incubation period, the culture medium was removed, and 10%
methyltetrazolium salt (MTT-5mg/mL) was added to the McBain medium. The specimens
were incubated for 3 hours at 37 °C in the presence of MTT salt, and the system was
protected from light. Afterwards, the medium was removed, and acid isopropanol was
inserted, and the homogenization of the samples was performed. The supernatant was
removed and absorbance determined at 570 nm. The absorbance values obtained were used
absolutely. Analyses were performed in triplicate, so that for this test an n=8 was reached

for titanium and an n=6 for zirconia.

Data analysis

The sample size was based on previous pilot studies.

The tabulation and statistical analysis of the collected data were performed using
the Jamovi® Software (version 2.8-Sydney, Australia). Normality was determined by the
Shapiro-Wilk test and homoscedasticity by the Levene test. Thus, according to the normality
of the data obtained, the test used was Kruskal-Wallis, complemented by Mann-Whitney or
DSCEF test. The level of significance adopted for this study was 5%.
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RESULTS
Evaluating the antimicrobial effect of the experimental mouthwash with 1%
cinnamaldehyde, the results will be presented in two sessions, considering the abiotic

surface.

TITANIUM

It was found that the count of yeasts of the genus Candida in the biofilm seeded on
titanium surfaces (Figure 3) did not show differences in the comparison between biofilms
from saliva of periodontal health individuals or those diagnosed with gingivitis (p>0.05). In
addition, there were no differences in exposure to the experimental mouthwash and positive
and negative control groups (p>0.05).

The total aerobic microorganism count verified in BHI medium (Figure 4) was
higher in biofilms seeded from the salivary collection of periodontal health individuals
(p<0.05). However, there were no differences regarding the effect of the solutions (p>0.05).

Regarding the count in the medium, MSA, it was found that the biofilm from
patients with periodontal health had a higher CFU count (Figure 5). Regarding the effect of
the solutions, there were no differences in them (p>0.05).

Regarding the biomass evaluation, using the violet crystal test (Figure 6), it was
found that the biofilms from the saliva of individuals with periodontal health presented
higher biomass (p<0.05), as well as those subjected to exposure to the negative control
(p<0.05). It was also observed that there was a decrease in the biomass of the biofilms
submitted to the experimental mouthwash in both salivary conditions.

In the evaluation of cell metabolism performed by MTT assay (Figure 7), it was
observed for the biofilms from the saliva of individuals with gingivitis a higher metabolic
activity (p<0.05), which was also observed for the negative control groups. It could also be
observed that for the biofilms of both salivary conditions, there was a decrease in metabolic
activity in the face of exposure to the experimental mouthwash and chlorhexidine, with a

statistically significant difference in comparison to the negative control (p<0.05).

ZIRCONIA

Regarding the biofilms seeded on zirconia surfaces, it was found that no statistically

significant differences were detected between the biofilm conditions or between the
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solutions (p>0.05), with no differences for the CFU/mL count (Figures 8, 9 and 10), nor for
the evaluation of the biomasses (Figure 11) of the microorganisms evaluated.

Regarding the evaluation of cell metabolism, no statistically significant differences
were detected between the biofilm conditions (p>0.05). On the other hand, it was found that
cell metabolism was decreased from exposure to mouthwash and chlorhexidine (Figure 12),

with a difference in comparison to the negative control (p<0.05).

DISCUSSION

This study evaluated, in vitro, the antimicrobial effect of an experimental
mouthwash with 1% cinnamaldehyde in a polymicrobial biofilm model of peri-implant
mucositis, from the saliva of healthy donors and donors with gingivitis. Characterization and
use of this experimental model were due to the need to simulate a peri-implant mucositis,
with the titanium and zirconia surfaces simulating an implant with its prosthetic crown,
mimicking a prosthetic rehabilitation on an implant. However, it is worth noting that it was
not the objective of this study to use the type of surface as a variable, so there is no
comparison between them.

Polymicrobial biofilms are models that are rarely used to evaluate the antimicrobial
effect of products of natural origin, such as cinnamaldehyde, due to its complexity (Didehdar
et al., 2022). Recent study has shown that polymicrobial biofilms formed in vitro according
to the protocol suggested have characteristics similar to those of biofilms that grow in the
oral cavity, since the interaction and competition for nutrients between microorganisms can
modulate their behavior, as well as their response to antimicrobial agents (Farias et al.,
2020).

Although these models are static, the generated biofilms capture a large part of the
species and functional diversity of the original samples. Furthermore, when subgingival
biofilm samples from healthy patients and those with periodontitis were used as inocula,
biofilms with great similarity to clinical inocula were generated, with a clear distinction
between health-derived and periodontitis-derived microbiomes(Baraniya et al., 2020).

Still on the methodological aspects, it is worth noting that the experimental model
used in this study used a daily cariogenic challenge, with exposure to sucrose. This factor
makes the environment conducive to the metabolism of many microorganisms that are
fundamental in the formation and establishment of oral bacterial biofilms (Bowen et al.,

2018; Carinci et al., 2019; Cenci et al., 2009; Santos et al., 2019; Sissons et al., 1991).
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Studies evaluating the antimicrobial effect and even other actions of this
phytoconstituent have been published. However, many of these studies evaluate the potential
of this molecule by determining the MIC against planktonic cultures or in mono- or
duospecies biofilms models. Although these data are important, caution is needed when
comparing this information with that of studies evaluating the antimicrobial effect on a
developed biofilm as in the present study ( Bakhtiari et al., 2019; Doyle & Stephens, 2019;
Friedman, 2017; Gan et al., 2023; He et al., 2019; Martorano -Fernandes et al., 2021; Ribeiro
etal., 2018).

In addition, as many methodological differences are found in studies evaluating the
antimicrobial activity of cinnamaldehyde, the MIC values found have presented different
values (Al et al., 2021; Balasubramanian et al., 2021; de Fatima Souto Maior et al., 2019;
He et al., 2019; Ribeiro et al., 2018). In this study, cinnamaldehyde was used at a
concentration of 1% (10mg/mL). This choice was based on previous research (data not yet
published) by the research group involved in this work.

Regarding the results found, the experimental mouthwash used did not significantly
affect cell viability, considering the gingival condition when counting the microorganisms
evaluated. This discrete activity of the mouthwash on cell viability may be related to the
culture conditions employed, such as the daily cariogenic challenge, since the matrix
becomes thicker and more compact, making it difficult for the antimicrobial to act (He et al.,
2019). On the other hand, although no statistical difference was demonstrated, there was a
reduction in the cell viability of yeasts of the genus Candida and total microorganisms when
compared to chlorhexidine, results similar to those found in other studies (Bakhtiari et al.,
2019; Martorano-Fernandes et al., 2021Db).

Although chlorhexidine has its antimicrobial nature established in the literature as
the gold standard, the results obtained in this study for this substance in MSA medium were
similar to the results of the negative control. However, it is noteworthy that under the
conditions of the present study, in which there is a polymicrobial and mature biofilm, there
is less efficacy of the treatments (Jeyakumar et al., 2020), so that their properties become
limited. This result may be linked to the time of biofilm cultivation. Mature biofilms have
an extensive variety of microorganisms, thick architecture, well-developed water channels,
as well as proteins and exopolysaccharides, which hinder the diffusion of antimicrobial
substances into the matrix (Balasubramanian et al., 2021). Perhaps the substances used in

this study could have had a better effect in a shorter evaluation time.
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Regarding the quantification of biomass and the evaluation of cell metabolism, the
experimental mouthwash significantly reduced these parameters in a similar way to
chlorhexidine. These results corroborate other studies that also confirmed that
cinnamaldehyde attenuated the formation of biofilms and reduced the metabolic activity of
viable microorganisms when their concentration increased (Choonharuangdej et al., 2021;
He et al., 2019; Ribeiro et al., 2018).

This study was the first to provide experimental evidence of the promising effect of
this phytoconstituent in this type of biofilm model, contributing to the investigation of
alternative, preventive and therapeutic strategies for the control of peri-implant biofilm.
Although this effect was evaluated in a model for dental caries, in this study, it was evaluated
for peri-implant mucositis, since it is not found in the literature (Jeong et al., 2021).

The use of cinnamaldehyde in another form of presentation, in microemulsion, is
also a strong point of this study. Micro and nanoemulsions allow greater availability of
bioactive molecules and better solubility, and these factors must be considered, since low
stability and bioavailability of the molecule interfere with the action (Jailani et al., 2022).
Thus, the current study tried to overcome the challenge of cinnamaldehyde, which is its
hydrophobicity, which hinders its availability in biofilms.

In summary, the results of the present investigation demonstrate that the
experimental mouthwash studied in the biofilm model used presents a promising
antimicrobial effect similar to that of chlorhexidine, mainly related to the decrease of
biomass and cellular metabolism, suggesting its potential use as a mouthwash in the
prevention of peri-implant mucositis.

The main limitation of this study is that it only provides in vitro evidence. Another
limitation is the failure to perform cytotoxicity tests for 1% cinnamaldehyde. Thus, although
promising, the effect and safety of this treatment strategy need to be further explored through
complementary in vitro studies. To advance in this field, it is suggested to evaluate the
cytotoxic effect of the phytoconstituent on the oral mucosa, in addition to conducting animal
and clinical studies, considering the complexity of the peri-implant biofilm. Thus, there will
be more evidence on the use of phytoconstituents in the chemical control of biofilm as an

adjuvant to peri-implant therapy.
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CONCLUSION

The experimental mouthwash with 1% cinnamaldehyde showed an antimicrobial
effect against polymicrobial biofilms developed from the saliva of healthy donors with
gingivitis in a model of peri-implant mucositis. This effect was similar to that of

chlorhexidine.
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TABLES

Table 1-Technical description of the phytoconstituent cinnamaldehyde.

Substance

Chemical formula

Density

Molecular weight

Cinnamaldehyde

C6H5CH=CHCHO

1.050g/mL

132.16 g/mol

Table 2-Composition of the system with cinnamaldehyde in microemulsion.

OILY PHASE AQUEOUS PHASE
Cinnamaldehyde Kolliphor® Pluoronic®
CE 10 200mg (10%) 80mg (4%) 1720uL (4%)
Table 3 - Basis for experimental mouthwash

SUBSTANCE CONCENTRATION
Sodium Benzoate 0,1%
Saccharin 0,75%
Propylene glycol 15,0%
Poloxamer 407 0,5%

Sodium Hydroxide 20% q.s.p- pH 6,3
Disodium Edta 0,05%
DMSO 0,1%
H20 q.s.p. 100,0mL
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FIGURES

Fig.1: Experimental design of a polymicrobial biofilm model. Biofilm was developed to
simulate a supragingival condition. After the formation of the salivary film (stimulated
filtered human saliva) on titanium discs and zirconia blocks for 60 min in aerobiosis, the
inoculum was prepared from the unfiltered salivary pool. Biofilms were developed for 72
hours (supragingival phase) in McBain medium supplemented with 10% filtered human
saliva. Biofilms were exposed to 10% sucrose solution 3x/day, Smin each (2nd and 3rd

days), with medium change at each challenge.

Proliferation of microorganisms

|
[ \

salivary film polymicrobial model

(filtered saliva)
D
-
s &, ( \
> Inoculum
-~/

(unfiltered saliva)

L] [T T T T T T T 1

60min 24h 48h 72h

|:| Salivary film formation-60min

I:] Microbial adhesion

Cariogenic challenge: 3x/day (8h, 12h and 16h) with 10% sucrose for
5min, followed by washing with saline solution (0.9% NaCl).

‘ Change of culture medium at each challenge or exhibition.
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Fig.2: Experimental design of a polymicrobial biofilm model. Biofilm was developed to
simulate a supragingival condition. After formation of the salivary film (stimulated filtered
human saliva) on titanium discs and zirconia blocks for 60 min in aerobiosis, the inoculums
were prepared from the unfiltered salivary pool. Biofilms were developed for 72 hours
(supragingival phase) in McBain medium supplemented with 10% filtered human saliva.
Biofilms were exposed to 10% sucrose solution 3x/day, Smin each (2nd and 3rd days), with
medium change at each challenge. After 72 hours, the biofilms were exposed to the
experimental mouthwash for 1 min 2x/day (for another 72 hours). After a final incubation

of another 24 hours (completing 168 hours), tests were performed.

168h

A e | 0o e E5

[T 0] | I |
a* * a* * a* * . =

|:| Salivary film formation-60min

|:| Microbial adhesion

Cariogenic challenge: 3x/day (8h, 12h and 16h) with 10% sucrose for 5min, followed by washing with saline
solution (0.9% NacCl).

D Exposure to the experimental mouthwash: 2x/day (9h and 15h) for 1min, followed by washing with saline solution
(0.9% NaCl%).

l:‘ Collection: CFU count, violet crystal test, MTT assay.

f Change of culture medium at each challenge or exhibition.
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Fig.3 — Count of viable cells of the biofilms (LogioCFU/mL) in ASD medium for
quantification of yeasts of the genus Candida in titanium. Each box presents 50% of the
group's data; the lower and upper limits of the boxes represent the 25th and 75th percentiles,
respectively; the antenna ends represent the minimum and maximum values of the group;
and the horizontal line inside the box represents the median, n=6. *Different letters represent
statistical difference (Kruskal-Wallis, p<0.05). **Lowercase letters represent statistical
differences between groups of substances. Capital letters represent a statistical difference

between salivary conditions.
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Fig.4 — Count of viable cells of biofilms (LogioCFU/mL) in BHI medium, to count total
aerobic microorganisms in titanium. Each box presents 50% of the group's data; the lower
and upper limits of the boxes represent the 25th and 75th percentiles, respectively; the
antenna ends represent the minimum and maximum values of the group; and the horizontal
line inside the box represents the median, n=6. *Different letters represent statistical
difference (Kruskal-Wallis, p<0.05). **Lowercase letters represent statistical differences

between groups of substances. Capital letters represent a statistical difference between

salivary conditions.
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Fig.5 — Count of viable cells of the biofilms (LogioCFU/mL) in MSA medium for counting
Streptococcus of the mitis-mutans groups in titanium. Each box displays 50% of the group's
data; the lower and upper limits of the boxes represent the 25th and 75th percentiles,
respectively; the antennae ends represent the minimum and maximum values of the group;
and the horizontal line inside the box represents the median, n=6. *Different letters represent
statistical difference (Kruskal-Wallis, p<0.05). **Lowercase letters represent statistical
differences between groups of substances. Capital letters represent statistical difference

between salivary conditions.
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Fig.6 — Quantification of biomass of titanium biofilms (absorbance values by
spectrophotometry at 595nm) by crystal violet test. Each box presents 50% of the group's
data; the lower and upper limits of the boxes represent the 25th and 75th percentiles,
respectively; the antenna ends represent the minimum and maximum values of the group;
and the horizontal line inside the box represents the median, n=6. *Different letters represent
statistical difference (Kruskal-Wallis, p<0.05). **Lowercase letters represent statistical
differences between groups of substances. Capital letters represent a statistical difference

between salivary conditions.
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Fig.7 — Evaluation of cellular metabolism in titanium using the MTT assay represented by
absorbance at 570nm. Each box presents 50% of the group's data; the lower and upper limits
of the boxes represent the 25th and 75th percentiles, respectively; the antenna ends represent
the minimum and maximum values of the group; and the horizontal line inside the box
represents the median, n=8. *Different letters represent statistical difference (Kruskal-
Wallis, p<0.05). **Lowercase letters represent statistical differences between groups of

substances. Capital letters represent a statistical difference between salivary conditions.
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Fig.8 — Count of viable cells of the biofilms (LogioCFU/mL) in ASD medium for
quantification of yeasts of the genus Candida in zirconia. Each box presents 50% of the
group's data; the lower and upper limits of the boxes represent the 25th and 75th percentiles,
respectively; the antenna ends represent the minimum and maximum values of the group;
and the horizontal line inside the box represents the median, n=6. *Different letters represent
statistical difference (Kruskal-Wallis, p<0.05). **Lowercase letters represent statistical

differences between groups of substances. Capital letters represent a statistical difference

between salivary conditions.
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Fig.9 — Count of viable cells of the biofilms (LogioCFU/mL) in BHI medium, to count total
aerobic microorganisms in zirconia. Each box presents 50% of the group's data; the lower
and upper limits of the boxes represent the 25th and 75th percentiles, respectively; the
antenna ends represent the minimum and maximum values of the group; and the horizontal
line inside the box represents the median, n=6. *Different letters represent statistical
difference (Kruskal-Wallis, p<0.05). **Lowercase letters represent statistical differences
between groups of substances. Capital letters represent a statistical difference between

salivary conditions.
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Fig.10 — Count of viable cells of the biofilms (LogioCFU/mL) in MSA medium for counting
Streptococcus of the mitis-mutans groups in zirconia. Each box presents 50% of the group's
data; the lower and upper limits of the boxes represent the 25th and 75th percentiles,
respectively; the antennae ends represent the minimum and maximum values of the group;
and the horizontal line inside the box represents the median, n=6. *Different letters represent
statistical difference (Kruskal-Wallis, p<0.05). **Lowercase letters represent statistical
differences between the groups of substances. Capital letters represent statistical difference

between salivary conditions.
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Fig.11 — Quantification of biomasses of zirconia biofilms (absorbance values by
spectrophotometry at 595nm) using the crystal-violet test. Each box presents 50% of the
group's data; the lower and upper limits of the boxes represent the 25th and 75th percentiles,
respectively; the antenna ends represent the minimum and maximum values of the group;
and the horizontal line inside the box represents the median, n=6. *Different letters represent
statistical difference (Kruskal-Wallis, p<0.05). **Lowercase letters represent statistical
differences between groups of substances. Capital letters represent a statistical difference

between salivary conditions.
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Fig.12 — Evaluation of cellular metabolism in zirconia using the MTT assay represented by
absorbance at 570nm. Each box presents 50% of the group's data; the lower and upper limits
of the boxes represent the 25th and 75th percentiles, respectively; the antenna ends represent
the minimum and maximum values of the group; and the horizontal line inside the box
represents the median, n=6. *Different letters represent statistical difference (Kruskal-
Wallis, p<0.05). **Lowercase letters represent statistical differences between groups of

substances. Capital letters represent a statistical difference between salivary conditions.
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5. CONSIDERAGOES GERAIS

Dentre os resultados encontrados, a reducdo na biomassa e na atividade
metabdlica dos biofiimes apds a exposicdo ao colutério experimental com
cinamaldeido a 1% foram os achados mais solidos. Os resultados referentes a
contagem de unidades formadoras de col6nia também nos mostraram dados
promissores, ratificando o que a literatura ja nos apontava quanto a sua atividade
antimicrobiana, uma vez que esta molécula € descrita como supressora da divisao
celular bacteriana por meio da inibicdo da atividade de ATPases, inibicdo da
biossintese da parede celular e tem a capacidade de interferir na permeabilidade
da membrana citoplasmatica de bactérias e do fungo C. albicans, comprometendo
assim a integridade celular.

Os achados desta investigagdo, comprovando o potencial antimicrobiano
do fitoconstituinte avaliado, s&o respaldados pela literatura que ja nos indica e
comprova as tantas atividades do cinamaldeido além da antimicrobiana, que séo
propriedades anti-inflamatdrias, anti-cancer, anti-diabética, anti-oxidante,
antiobesidade, anti-depressao, anti-ulcera e anti-viral.

Em resumo, os resultados deste estudo demonstram que o colutério bucal
experimental estudado no modelo de biofilme utilizado apresenta um efeito
antimicrobiano promissor semelhante ao da clorexidina, sugerindo seu potencial
uso como enxaguante bucal na prevengado da mucosite peri-implantar, o que pode
instigar novas investigagdes sobre a incorporagao desse fitoconstituinte em outros
produtos de uso odontologico ou até em materiais dentarios.

Por outro lado, apesar dos bons resultados obtidos, é importante ressaltar
que este estudo apresenta a limitacdo de ndo ter realizado a avaliagao do efeito
citotéxico do cinamaldeido a 1%. Entretanto, consideramos a realizagao dessa
etapa fundamental na validagao de sua utilizagdo, uma vez que é necessario a
obtencdo de seguranga quanto a sua manipulagdo, além da necessidade da
realizagcao de estudos clinicos. E aqui ja fica registrado o incentivo para a realizagéo
de novas pesquisas nesta area.

Por fim, embora haja a necessidade da realizagdo de mais pesquisas para
a consolidacdo dos achados a respeito deste fitoconstituinte, os resultados

mostrados até aqui sugerem potencial promissor quanto ao uso desta substancia
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na Odontologia, principalmente como coadjuvante no controle quimico do biofilme

peri-implantar.
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6. CONCLUSAO

O colutorio experimental com cinamaldeido a 1% apresentou efeito
antimicrobiano frente aos biofilmes polimicrobianos desenvolvidos a partir da saliva
de doadores saudaveis e com gengivite em um modelo de mucosite peri-implantar.

Esse efeito foi semelhante ao da clorexidina.
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APENDICE

APENDICE 1: TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)
PARA PARTICIPAGAO EM PESQUISA CIENTIFICA
UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA

DEPARTAMENTO DE CLINICA E ODONTOLOGIA SOCIAL
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM ODONTOLOGIA

Esta pesquisa intitula-se “Analise comparativa da agé&o antimicrobiana de diferentes
agentes (cinamaldeido, clorexidina, triclosan) em um modelo de biofilme de
microcosmos sobre superficies de titanio”, e esta sendo desenvolvida pela
pesquisadora responsavel Veronica Cabral dos Santos Cunha D’Assuncgéo, aluna do
Programa de Pés-graduacao em Odontologia da Universidade Federal da Paraiba
(PPGO-UFPB). O objetivo da presente pesquisa €& comparar o efeito
antimicrobiano de 3 agentes quimicos, clorexidina, cinamaldeido a 1% e triclosan
em um modelo de biofiime de microcosmos sobre superficies de titanio. A sua
participacdo na pesquisa é voluntaria e, portanto, o(a) senhor(a) ndo é obrigado(a)
a fornecer as informagdes e/ou colaborar com as atividades solicitadas pelo
pesquisador(a). Caso decida ndo participar da pesquisa, ou resolver a qualquer
momento desistir de participar, ndo sofrera nenhum dano ou prejuizo. Para o
desenvolvimento desta pesquisa sera executado o procedimento de coleta salivar:
*O material biolégico doado (saliva) sera coletado pela pesquisadora responsavel;
*Relata-se que os possiveis riscos decorrentes durante o procedimento serao
minimos. Fui informado que: 1) O objetivo da presente pesquisa € comparar o efeito
antimicrobiano de 3 agentes quimicos, clorexidina, cinamaldeido a 1% e triclosan
em um modelo de biofiime de microcosmos sobre superficies de titanio. 2) O
procedimento de coleta da saliva sera realizado pela pesquisadora. A coleta sera
realizada por meio do “ato de cuspir” em recipientes trazidos pela propria
pesquisadora. Uma espécie de filme, cortado em pequenos pedagos sera entregue
€ 0 mesmo sera mascado por 5 minutos, como se fosse um chiclete. Apds esse
tempo, a saliva sera coletada por 2 minutos a mais. 3) Fica registrado, que fui
informado de que essas informagdes, dados e material serdo usadas pelo (a)
responsavel pela pesquisa com propositos cientificos. 4) A participagao nesta
pesquisa sera voluntaria ndo sendo oferecido nenhum tipo de pagamento ou troca
de servigo perante autorizagao. 5) Ha total liberdade em nao participar da pesquisa,
sem nenhum prejuizo ao colaborador. 6) Estou ciente que esta pesquisa nao ira
interferir em minhas condi¢cbes de saude geral e oral. 7) Potenciais riscos de
engasgo ou degluticdo serao prevenidos pela equipe de pesquisadores, com a
explicagao prévia do procedimento. Mesmo assim, a equipe esta apta a intervir se
qualquer intercorréncia acontecer durante a coleta da saliva, sendo os riscos
minimizados. 8) Minha identidade sera mantida em sigilo e que tenho total liberdade
para solicitar maiores esclarecimentos antes e durante o desenvolvimento da
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pesquisa e consultar o Comité de Etica em Pesquisa para qualquer informagao
sobre o projeto. 9) Estou ciente que nao terei beneficio direto com este estudo, mas
estou disposto a autorizar minha participagao para que os resultados encontrados
possam ajudar outras pessoas. 10) Desta forma, confirmo que recebi de maneira
clara, todas as informagdes necessarias ao meu consentimento.

Por este instrumento particular, declaro para os devidos fins éticos e legais, que eu,
........................................................................................... ) ereeeenennnn.. @NOS, RG N°

................. ,Jresidente a
ey N , NA CIHAAE A .o , Estado
de . fui informado e concordo voluntariamente com a participagao na

pesquisa “Analise comparativa da agédo antimicrobiana de diferentes agentes
(cinamaldeido, clorexidina, triclosan) em um modelo de biofilme de microcosmos
sobre superficies de titanio”. E declaro que tomei ciéncia e que fui esclarecido(a)
de maneira a nao restarem quaisquer duvidas sobre minha participagdo no estudo,
de acordo com os termos acima relacionados.

Comité de Etica em Pesquisa - CEP

Centro de Ciéncias da Saude - 1° andar

Campus | - Cidade Universitaria - CEP: 58.051-900 - Joao Pessoa-PB
Telefones para contato:

Secretaria do Comité de Etica em Pesquisa: (83) 3216 7791

e-mail: eticaccsufpb@hotmail.com

Pesquisador responsavel: Veronica Cabral dos Santos Cunha D’Assunc¢ao Programa
de Pés-graduagao em Odontologia da Universidade Federal da Paraiba Centro de
Ciéncias da Saude Cidade Universitaria - Jodo Pessoa - PB - Brasil CEP: 58051-

900

Tel: (83) 9 9603-4100

Email:veronicacabralsca@gmail.com
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Assinatura do participante

Assinatura Pesquisador Responsavel

Joao Pessoa, de de

VOCE RECEBERA UMA COPIA DESTE TERMO ASSINADA POR VOCEE
POR UM DOS PESQUISADORES RESPONSAVEIS.
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ANEXOS

ANEXO 1: Certidao de aprovagao do CEP

CENTRO DE CIENCIAS DA
SAUDE DA UNIVERSIDADE w
FEDERAL DA PARAIBA -
CCS/UFPB

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA
Titulo da Pesquisa: ANALISE COMPARATIVA DA AcAO ANTIMICROBIANA DE DIFERENTES AGENTES

(CINAMALDEIDO, CLOREXIDINA, TRICLOSAN) EM UM MODELO DE BIOFILME DE
MICROCOSMOS SOBRE SUPERFICIES DE TITANIO

Pesquisador: Verdnica Cabral dos Santos Cunha D Assun¢ao
Area Temitica:

Versdo: 1

CAAE: 53719721.6.0000.5188

Instituicdo Proponente: Centro de Ciéncia da Salide
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER
Namero do Parecer: 5.151.282

Apresentacao do Projeto:

Trata-se de uma Tese de Doutorado do Programa de Pés-graduacao em Odontologia da UFPB cuja
pesquisadora pretende comparar o efeito antimicrobiano de 3 agentes quimicos,

cinamaldelido a 1%, clorexidina e triclosan em um modelo de biofilme de microcosmos sobre superficies de
titAnio.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Comparar o efeito antimicrobiano de 3 agentes quimicos, clorexidina, cinamaldeido a 1% e triclosan em um
modelo de biofilme de microcosmos sobre superficies de titanio a partir da saliva de individuos saudaveis e
de individuos com gengivite.

Objetivo Secundario:

+ Determinar a atividade metabdlica do biofilme em modelo de microcosmos exposto aos 3 agentes
referidos, por meio do sal de metiltetrazolium (MTT);» Quantificar as células vidveis presentes no modelo
exposto aos 3 agentes; + Quantificar a biomassa viavel dos biofilmes apds a exposicao aos 3 agentes; *
Analisar de forma qualitativa, a partir do DNA, a presenca de microrganismos aerébios e microaerdfilos;»
Avaliar o efeito dos agentes antimicroblanos tanto nos

Endereco: Prédio da Redloria da UFPB ¢ 1° Andar

Bairro: Cidade Universitaria CEP: 53.051.900
UF: PB Municipio: JOAO PESSOA
Telefone: (83)3216-7791 Fax: (B3)3216-7791 E-mail: comitedeeticagecs. ufpd be
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CENTRO DE CIENCIAS DA
SAUDE DA UNIVERSIDADE w
FEDERAL DA PARAIBA -
CCS/UFPB

Continuagao do Parecer: 5. 181282

biofilmes formados a partir da saliva dos doadores com sadde gengival/periodontal com os biofilmes
formados a partir da saliva dos doadores com gengivite.

Avaliagio dos Riscos e Beneficios:

Rizcos:

A sua participagao na pesguisa & voluntdria e, portanto, ofa) senhor{a) ndo & obrigado(a) a fornecer as
informagoes efou colaborar com as atividades solicitadas pelo pesquisadoria). Caso decida nao participar da

pesquisa, ou resolver a qualquer momento desistir de participar, ndo sofrerd nenhum dano ou prejuizo.

Relata-se que os possiveis nscos decomentas durante o procedimento serdo minimos. Riscos de engasgo

ou degluticho serao prevenidos pela equipe de pesquisadores, com a explicaglo prévia do procedimento.
Mesmo assim, a equipe estd apta a intervir se qualquer intercorréneia acontecer durante a coleta da saliva,

sendo o8 riscos minimizados. Leve desconforto pode ser sentido durante o procedimento de songadem
periodontal para o preenchimento do periograma, o que serad minimizado pela expenéncia do avaliador que
conhece a forga ideal para executar tal exame.

Beneficios:
Nao havera beneficio direto com este estudo, mas a participacao permitird que os resultados encontrados
possam ajudar outras pesscas.

Comentirios e Consideraghes sobre a Pesquisa:

Estudo laboratorial, com documentacao direta @ abordager indutiva. Amostras salivares de 08 individuos (4
sauddveis e 4 com gengivite) serao coletadas pelo método da coleta estimulada, por 5 minutes. Uma parte
das amostras de saliva sera filtrada e utilizada para a formagao da pelicula salivar & a outra parte nao
fillrada sera utilizada para o indculo do modelo de biofilme proposto. Discos de titdnio (n=16/grupo) serao
esterilizados e reservados para posterior avaliagao da rugosidade superficial (Ra) em Perfilbmetro Optico
3D Esses discos serdo submetidos a formagao de pelicula salivar por 60 minutoes, a 37°C. Serd realizado o
modelo simulando uma condigdo supragengival por 72h, em meio mFUM modificado. As amostras serao
expostas as substdncias avaliadas: cinamaldeido 1%, clorexidina 0,12%, triclosan a 0.3% e solugio
tamponada de PBS. Estas exposicbes serdo realizadas durante 1 minuto a cada 24 horas, por 3 dias
consecutivos. Apds a ditima exposicao, os biofimes serdo cultivados por 24 horas adicionais, totalizando
168 h de cultivo. Serdo, entao, avaliados quanto a atividade metabdlica dos micrerganismos; quantificacao
de células vidveis, quantificagao da biomassa total; e, realizagao da andlise qualitativa de DMA.

Endereo: Prédic da Refloria da UFPE § 1° Andar

Bairro: Cidade Universitaria CEP: 53.051-900
UF: PB Municipio: JOAD PESS0A
Telefone:  (33)3216-7791 Fax: (B3)3216-7791 E-mail: comitedesticagBecs. ulpb.br
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CENTRO DE CIENCIAS DA
SAUDE DA UNIVERSIDADE
FEDERAL DA PARAIBA -

CCS/UFPB

Continuagao o Parecer: 5.181.282

Consideragbes sobre os Termos de apresentacido obrigatdria:
Os termos de apresentacao obrigatéria atendem aocs requisitos formais do CEP.

Recomendagdes:

Nao ha recomendagdes.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
Sou de parecer favordvel a execucio desse projeto de pesquisa, salvo melhor juizo.
Consideragdes Finals a eritério do CEP:
Certifico que o Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Ciéncias da Sadde da Universidade Federal da
Paraiba — CEP/CCS aprovou a execuglo do referido projeto de pesquisa. Outressim, informo que a
autorizacio para posterior publicacao fica condicionada 4 submissfo do Relatdrio Final na Plataforma Brasil,

via Notificacao, para fing de apreciacao e aprovacao por este egrégio Comité.

Este parecer fol elaborado baseado nos documentos abaixo relaclonados:

Qoo ™™

Tipo Documento Arguive Postagem Autor Situacao
Informacoes Basicas| PE_INFORMACOES BASICAS DO P | 25/11/2021 Aceito
do Projeto ROJETO 1864499 pdf 14:41:47
Outros COMPROMISSODOPESQUISADOR.pd| 25M1/2021 |Verbnica Cabral dos | Aceito

f 14:39:36 |Santos Cunha D
Assuncan
Qutros TEEMODEAUTORIZACAODONUCLED | 251172021 |Verbnica Cabral dos | Aceito
DEMEDICINATROPICALazsinado. pdf 14:34:56 |Santos Cunha D
_ Assuncao
Declaracio de MaterialBiologico. pdf 25M172021 |Verbnica Cabral dos | Aceito
Manuseio Material 14:33:55 |Santos Cunha D
Biolagico / Assuncao
Biorepositdrio /
Biobanco
Qutros CertidacPPGOVeronicaCabral pdf 241172021 |Verbnica Cabral dos | Aceito
21:45:00 |Santos Cunha D
i _ _ AZSUNcI0 _
Qutros CartadeAnuenciaVeronicaCabral docx 241172021 |Verbnica Cabral dos | Aceito
21:44:19 | Santos Cunha
Endereco: Pradic da Reiloria da UFPE § 1° Andar
Bairre: Cidade Universitaria CEP: 53.051-900
UF: PB Municipio: JOAD PESS0A
Telefone:  (3313216-7701 Fax: (B3)3216-7791 E-mail: comibedestica@ocs ufph be
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CENTRO DE CIENCIAS DA

SAUDE DA UNIVERSIDADE Wﬂ\o
FEDERAL DA PARAIBA -
CCS/UFPB
Contnuagdo do Parecer: 5.151.282
Outros CartadeAnuenciaVeronicaCabral.docx 24/11/2021 |D Assuncgao Aceito
21:44:19
Outros Periograma.docx 24/11/2021 |Verdnica Cabral dos | Aceito
21:39:51 |[Santos Cunha D
Assuncao
Outros ICDAS.docx 24/11/2021 |Verdnica Cabral dos | Aceito
21:39:26 |[Santos Cunha D
Assuncio -
TCLE / Termos de |TERMODECONSENTIMENTOLIVREEE| 24/11/2021 |Verdnica Cabral dos | Aceito
Assentimento / SCLARECIDO.docx 21:38:44 |[Santos CunhaD
Justificativa de Assungao
Auséncia _
Projeto Detalhado / |PROJETODOUTORADOVeronicaCabral| 24/11/2021 |Verdnica Cabral dos | Aceito
Brochura .docx 21:38:25 |[Santos CunhaD
Investigador Assuncao
Orgamento ORCAMENTO.docx 24/11/2021 |Verdnica Cabral dos | Aceito
21:38:11 |[Santos Cunha D
= = Assu
Cronograma CRONOGRAMA docx 24/11/2021 |Verdnica Cabral dos | Aceito
21:37:24 |Santos Cunha D
—lAssunciio -
Folha de Rosto FolhaderostoVeronicaCabral.docx 24/11/2021 [Verdnica Cabral dos | Aceito
21:36:20 |Santos Cunha D
Assuncao
Situagdo do Parecer:
Aprovado
Necessita Apreciacdo da CONEP:
Nao
JOAO PESSOA, 07 de Dezembro de 2021
Assinado por:
Eliane Marques Duarte de Sousa
(Coordenador(a))
Endereco: Prédio da Redloria da UFPB , 1° Andar
Bairro: Cidade Universitaria CEP: 53.051.900
UF: PB Municipio: JOAQO PESSOA
Telefone: (83)3216-7791 Fax: (B3)3216-7791 E-mail: comedeetica@@ecs ulpb br
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ANEXO 2 — TERMO DE AUTORIZAGAO DO NUCLEO DE MEDICINA TROPICAL
(NUMETROP)

UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA
Centro de Ciéncias da Saude
Nucleo de Medicina Tropical (NUMETROP)
TERMO DE AUTORIZACAO

Jodo Pessoa, 09 de novembro de 2021

Encaminhamento ao:

Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Ciéncias da Saude

Eu, Prof. LAURO SANTOS FILHO, Vice-coordenador do Nucleo de Medicina
Tropical (NUMETROP/CCS), comunico que temos ciéncia da condugao do projeto
intitulado “Andlise comparativa da agcao antimicrobiana de diferentes agentes
(cinamaldeido, clorexidina, triclosan) em um modelo de biofilme de

microcosmos sobre superficies de titanio” .

Outrossim, comunicamos a anuéncia/autorizagao ao projeto, ressaltando que o
mesmo utilizara as dependéncias do Laboratério de Microbiologia Oral para a sua

execugao.

Atenciosamente,

b7

Prof. Lauro Santos Filho
Coordenador do Nucleo de Medicina Tropical
NUMETROP/CCS/UFPB
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ANEXO 3 - TERMO DE DECLARAGAO PARA USO DE MATERIAL BIOLOGICO

TERMO DE DECLARACAO PARA USO DE MATERIAL BIOLOGICO

Joédo Pessoa,(_ﬂ de ;ﬂ de _MJ)

PARA:
Comité de Etica em Pesquisa

Centro de Ciéncias da Saude

DECLARACAO DE USO DE MATERIAL BIOLOGICO E DADOS COLETADOS

Declaro, para os devidos fins, que o material biol6gico (saliva), os dados
e as informacdes coletadas serdo usados exclusivamente para os fins previstos
no projeto intitulado: “Analise comparativa da acdo antimicrobiana de diferentes
agentes (cinamaideido, clorexidina, triciosan) em um modeio de biofilme de
microcosmos sobre superficies de fitanio”. Apdés a utilizacdo na presente
pesquisa, 0 material sera descartado em lixo biolbgico da referida instituigio.

Atenciosamente,
e Galal o Snit Bulha, Dhoounas

Verbnica Cabral dos Santos Cunha D’Assuncéo

Aluna do Programa de P6s-Graduagéo em Odontologia

Matricula: 20211010639
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ANEXO 4 - TERMO DE COMPROMISSO DO PESQUISADOR

TERMO DE COMPROMISSO DO PESQUISADOR

Joéo Pessoa,Gf[ de j 1 de _Q,D_Q .)L

PARA:

Comité de Etica em Pesquisa

Centro de Ciéncias da Saude

Eu, Verénica Cabral dos Santos Cunha D’Assuncéo, aluna do Programa
de Pos-graduagdo em Odontologia da Universidade Federal da Paraiba,
pesquisadora responséavel pelo projeio de pesquisa “Andlise comparativa da
acdo antimicrobiana de diferentes agentes (cinamaldeido, clorexidina, triclosan)
em um modelo de biofiime de microcosmos sobre superficies de titanio”,
comprometo-me a observar e cumprir as normas da Resolucdo 466/2012 do
CNS em todas as fases da pesquisa.

Atenciosamente, )
Nondinia, Gt deo Gty bumbe Dhoour?
Verdnica Cabral dos Santos Cunha D’Assuncéo
Aluna do Programa de Pés-Graduacio em Odontologia

Matricula: 20211010639
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ANEXO 5 - CARTA DE ANUENCIA

CARTA DE ANUENCIA

Declaramos para os devidos fins, que aceitaremos a pesquisadora Veronica
Cabral dos Santos Cunha D'Assuncao, a desenvolver parte do seu projeto de
pesquisa “Andlise comparativa da agao antimicrobiana de diferentes agentes
(cinamaldeido, clorexidina, triclosan) em um modelo de biofilme de microcosmos
sobre superficies de titanio”, que esta sob a orientagcdo da Prof.? Leopoldina de
Fatima Dantas de Almeida cujo objetivo € comparar o efeito antimicrobiano de 3
agentes quimicos, cinamaldeido a 1%, clorexidina e triclosan em um modelo de
biofilme de microcosmos sobre superficies de titanio, nesta Clinica de Periodontia
(DCOS-CCS/UFPB).

Esta autorizacdo esta condicionada ao cumprimento da pesquisadora aos
requisitos da Resolucdo 466/12 CNS e suas complementares, comprometendo-se
a mesma a utilizar os dados pessoais dos sujeitos da pesquisa, exclusivamente para
os fins cientificos, mantendo o sigilo e garantindo a nao utilizacao das informacoes
em prejuizo das pessoas e/ou das comunidades.

Antes de iniciar a coleta de dados a pesquisadora devera apresentar a esta
Instituicdo o Parecer Consubstanciado devidamente aprovado, emitido por Comité
de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos, credenciado ao Sistema

CEP/CONEP.
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Nome/assinatura e carimbo do responséve! pela Instituicdo ou pessoa por ele delegada
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