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RESUMO

A cavidade bucal é um dos locais em que ha uma maior variedade de micro-organismos
que podem, por um desequilibrio, como acumulo exarcerbado de biofilmes, tartaros e
auséncia de higiene oral, tornar-se patogénicos. O objetivo deste estudo foi avaliar os
efeitos do fitoterapico Zingiber officinale sobre o crescimento e aderéncia de micro-
organismos Staphylococcus aureus e Candida albicans in vitro sobre superficies lisas de
resinas compostas Bulk Fill de alta viscosidade e esmalte dentario, comparando seus
resultados com a aplicacdo topica de clorexidina. Para isso, foi realizado uma pesquisa
experimental laboratorial in vitro com abordagem analitica, com duas resinas do tipo Bulk
Fill condensaveis Tetric N-Ceram Bulk Fill - Ivoclar, Sonic Fill -Kerr e 0 esmalte humano,
inoculando os grupos de micro-organismos supracitados, tendo como teste o Zingiber
officinale para inibicdo de crescimento, como controle positivo a clorexidina e como
controle negativo a ndo intervengdo. Neste estudo, foram utilizados dois sistemas de
tomografia por coeréncia optica (OCT): o Callisto (Thorlabs Inc, New Jersey, USA) e 0
LabScope (Lumedica, Durham, NC, USA), todas as amostras foram analisadas através do
OCT. A amostra total foi de 180 corpos de prova, tendo n = 10 por grupo, sendo obtidas 10
imagens de cada corpo de prova e 30 imagens de cada plaqueamento, ambos em trés
momentos distintos, estéreis, crescido e tratado. O processamento das imagens foi realizado
com um algoritmo produzido em linguagem MatLab para determinacdo da média da
intensidade de sinal e célculo da densidade 6ptica, usando as imagens em formato tiff
geradas pelo OCT Labscope. Foram calculadas a média e o desvio-padrédo de cada grupo,
utilizado o teste de Mann-Whitneye de Kruskal Wallis. A resina Tetric apresentou menor
crescimento de biofilme quando comparadas a Sonic quando tratadas por meio dos
enxaguantes analisados. O fitoterapico Zingiber officinale foi eficaz na inibigdo de
crescimento do Staphylococcos aureus e da Candida albicans in vitro sobre superficies
lisas de resinas compostas Bulk Fill de alta viscosidade e esmalte dentario, apesar da
Clorexidina apresentar os melhores resultados numéricos, ndo houve diferenca estatistica
entre a Zingiber officinale e a Clorexidina. Portanto, o Zingiber officinale ¢ um método
eficaze viavel para controle e inibi¢cdo microbiana.

Palavras chaves: Tomografia de Coeréncia Optica; Resina composta; A¢&o antibacteriana;
Biofilme; Zingiber officinale.



ABSTRACT

The oral cavity is one of the places where there is a greater variety of microorganisms that
can, due to an imbalance, become pathogenic. The aim of this study was to evaluate the
effects of Zingiber officinale phytotherapic on the growth and adherence of Staphylococcus
aureus and Candida albicans microorganisms in vitro on smooth surfaces of high viscosity
Bulk Fill composite resins and dental enamels, comparing their results with the application.
chlorhexidine. For this purpose, an in vitro experimental laboratory study of the analytical
type was carried out with two condensable Bulk Fill resins Tetric N-Ceram Bulk Fill -
Ivoclar, Sonic Fill-Kerer and human enamel inoculating the groups. aforementioned
microorganisms, using Zingiber officinale for growth inhibition as a positive control for
chlorhexidine and as a negative control for non-intervention. In this study, two optical
coherence tomography (OCT) systems were used: Callisto (Thorlabs Inc, New Jersey,
USA) and LabScope (Lumedica, Durham, NC, USA), all samples were analyzed by OCT.
The total sample consisted of 180 specimens, with n = 10 per group, and 10 images of each
specimen and 30 images of each plating were obtained, both at three different times, sterile,
grown and treated. Image processing was performed using an algorithm produced in
MatLab language to determine the average signal strength and calculate optical density
using the tiff images generated by OCT Labscope. The mean and standard deviation of
each group were calculated using the Mann-Whitney and Kruskal Wallis tests. Through
OCT evaluation, it was found that in the three surface types, both chlorhexidine and
Zingiber officinale were effective in inhibiting S. Aureus and C. Albicans. The Tetric resin
showed lower biofilm growth when compared to Sonic when treated with the analyzed
rinses Zingiber officinale being an effective and viable method for microbial control and
inhibition.

Keywords: Optical Coherence Tomography; Composite resin; Antibacterial action;
Biofilm; Zingiber officinale.
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1. CONSIDERACOES INICIAIS

RestauracGes dentarias diretas sdo consideradas a intervencdo mais predominante na
cavidade bucal (IONESCU et al., 2017; HEINTZE; ROUSSON, 2012).Com o advento das
resinas do tipo Bulk Fill, obteve-se uma simplificacdo da utilizacdo de compdsitos
dentérios para dentes posteriores (ROSATTOA et al., 2015), reduzindo o tempo operatorio
restaurador, por permitir uma maior penetracdo de luz no processo de cura (PAR et al.,
2018; VAN ENDE et al., 2012) e, consequentemente, reduzindo a quantidade de
incrementos a serem inseridos na cavidade dentéria a ser restaurada (LEPRINCE et al.,
2014).

Em sua composicéo, as resinas Bulk Fill apresentam uma matriz organica, particulas
de carga, moléculas iniciadoras de polimerizacdo e agente de unido (silano) (VAN ENDE et
al., 2012). A composicao e versatilidade da matriz organica interferem na polimerizagéo e
no grau de conversio(MARGHALANI, 2010). O grau de conversdao, é dado pela
quantidade de monbémeros convertidos em polimeros, apds a completa polimerizacdo do
material, fatorimportante para obtencdo de um bom material restaurador (BOING et al.,
2011).

Dessa forma, os fabricantes dos compdsitos Bulk Fill adicionaram fotoiniciadores
mais reativos e com maior absor¢do luminosa, que possibilitam maior profundidade de
cura; incluiram monémeros, que agem como moduladores da reacdo de polimerizacéo;
diminuiram a quantidade de particulas inorganica, para maior passagem de luz; além de
alterar a translucidez do composito para proporcionar a conversdo adequada de monémeros
em polimeros (VELOSO et al., 2018; ROSATTOA et al., 2015; ILIE; BUCUT;
DRAENERT, 2013).

Apesar de todas essas modificacBes, foi verificado que as resinas Bulk Fill
condensadas, ainda apresentam grau de conversdo inferior as resinas convencionais e
superior as resinas de baixa viscosidade (LEPRINCE et al., 2014). Este fato favorece a
formacdo de biofilme e dificuldade de remocéo sobre as superficies de resinas compostas,
pela liberacdo de mondmeros residuais ndo polimerizados (FLOREZ et al., 2016). Foi
constatado que as resinas Bulk Fill possuem propriedades mecanicas inferiores as resinas
convencionais, tais como micro-dureza superficial, resisténcia a fratura, resisténcia a
flexdo, mddulo de elasticidade (RIBEIRO et al., 2017).
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Outra caracteristica importante, é a camada superficial das resinas compostas, uma
vez gque o0 aumento da rugosidade da superficie, resulta em um maior acimulo de biofilme,
fator associado ao fracasso deste tipo de restauracdo(GLAUSER et al., 2017; IONESCU et
al., 2017; IONESCU et al., 2015; BRAMBILLA et al., 2012).

N&o existem estudos, at¢ o momento, sobre o crescimento e controle de micro-
organismos (MO) em superficies de resinas Bulk Fill, no entanto, devido as caracteristicas
do préprio material resinoso, é provavel a maior colonizacdo biofilme oral, sobre sua
superficie (FLOREZ et al., 2016). Dentre os micro-organismos comuns na cavidade oral e
propensos a causar infeccdes relacionadas aos biofilmes, estdo os staphylococcos aureus
(DOMENECH et al., 2013) e a candida albicans (ZAW; SAMARANAYAKE;
SAMARANAY AKE, 2007).

O uso de produtos naturais (fitoterapicos) é eficaz na regulacdo da formacédo de
biofilmes, tendo como vantagem a menor toxicidade e maior especificidade, quando
comparados aos farmacos sintéticos (KIM et al., 2016). Surge entdo o interesse de estudar
um colutério que possua atividades contra bactérias e fungos e possa ser aplicado na
cavidade oral. Sendo o Zingiber officinaleRoscoeeleito para esse estudo, por se enquadrar
nos criterios desejados, possuir um frescor proprio da planta - que otornaatrativo para
aplicacdo oral - e por ainda ndo existirem formulacdes desenvolvidas para fins

odontolégicos.

O gengibre foi primeiramente descrito pelo botanico inglés William Roscoe (1753-
1813) e é assim classificada: Reino Plantae; Divisao Magnoliophyta; Classe Liliopsida;
Ordem Zingiberales; Familia Zingiberaceae; Género Zingiber; Espécie Z. officinale,cujo
nome cientifico é Zingiber officinale Roscoe (CORDEIRO et al., 2013).Proveniente da
Africa do Sul e da Asia, hoje uma planta muito cultivada para uso na inddstria cosmética e
de medicamentos. Disponivel nas mais variadas formas: extrato fluido, extrato glicolico e
em oOleo essencial. Dentre as propriedades, estdo as atividades: antiinflamatdria, analgésica,
antiemética, antinausea, antimutagénica, antitlcera, hipoglicémica (ELPO; NEGRELLE,
2004; CHAVES, 2012) e antibacteriana (CHAKOTIYA, TANWAR; NARULA, 2017).

Uma possibilidade de analise precisa de imagens de biofimes pode ser realizada
através da Tomografia por Coeréncia Optica (OCT) que é uma técnica interferométrica de
baixa coeréncia, bem estabelecida, que realiza imagens tomogréficas de alta resolucéo,

ultrarrapidas, ndo invasivas, transversais e livre da emissdo de radiacdo ionizante


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5835072/#B13
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(ANDRADE et al., 2017; SHIMADA et al., 2015; MELO et al., 2005). Esta técnica dptica
avalia padrdes de interferéncia de luz de retroespalhamento para construir imagens, em
profundidade, de estruturas biolégicas (SUZUKI et al., 2010), transparentes e
semitransparentes (MOTA et al., 2013).Tornando-se, uma opg¢ao na deteccdo de biofilme
(HOU etal., 2019).

Em 1998 foi publicado o primeiro estudo aplicando OCT em Odontologia
(FELDCHTEIN et al., 1998), sendo bastante utilizado na area médica, em especial na
oftalmologia. Esse sistema é capaz de gerar imagens em pequena profundidade e de alta
resolucdo (COLSTON et al., 1998), através de ondas eletromagnéticas (MOTA et al.,
2013), utilizando Diodos Super Luminescentes (SLDs) como fonte de luz (HALL,
GIRKIN, 2004), que penetra a interface ar/tecido, gerando imagens com resolucéo
micrométrica, cujo tempo de aquisicdo da imagem € inferior a um segundo.

Diante do exposto,este estudoteve como finalidade avaliar, por meio do OCT, a
inibicdo de biofilmes orais com uso dofitoterapico Zingiber officinale em superficies
resinosas (Bulk Fill) e em esmalte dentéario, levando-se em consideracdo as propriedades
farmacoldgicas, devido aos compostos quimicos presentes, no extrato glicélico das folhas
da planta medicinal.Trata-se de um estudo inédito e de alta relevancia clinica, uma vez que
pretende elucidar o comportamento biolégico de microrganismos patogénicos sobre resinas,
comercialmente muito utilizadas, frente as caracteristicas fitoterapicas de uma planta nativa
brasileira e amplamente disponivel, de baixo custo, sob o prisma de uma tecnologia precisa

e inovadora.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos do fitoterapico Zingiber officinale Roscoe sobre o crescimento de
micro-organismos em resinas compostas Bulk Fill e esmalte dentario através da

Tomografia por Coeréncia Optica.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar os efeitos do fitoterapico Zingiber officinale Roscoe na inibicdo de
crescimento do Staphylococcos aureus e da Candida albicansin vitro sobre superficies lisas
de resinas compostas Bulk Fill de alta viscosidade e esmalte dentario, comparando seus

resultados com a aplicacdo tdpica de clorexidina;

Constatar se a viscosidade das resinas e seu tamanho médio das particulas
inorgénicas (hibridas e nanohibridas) influenciam no crescimento de microrganismos nas

resinas Bulk Fill;

Comparar o crescimento da colonizacdo do Staphylococcus aureus e Candida
albicanspor meiodo OCT.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 FLUXOGRAMA DA METODOLOGIA

PREPARO DE CORPOS DE PROVA
DISCOS DE RESINAS ESMALTE DENTARIO

PREPARO DOS MEIOS DE CULTURA

Staphylococcus aureus Candida albicans

|¢

PREPARO DO FITOTERAPICO
Zingiber officinale
ESCANEAMENTO DAS IMAGENS EM OCT
ESTERIES

INOCULAGAO DE MICRO-ORGANISMOS E MEIOS DE CONTROLE
CLOREXIDINA Zingiber officinale CALDO SD OU TSB

METODO INDIRETO DE CRESCIMENTO DE BIOFILME
PLAQUEAMENTO EM AGAR MUELLER HINTON PLAQUEAMENTO EM AGAR SABOURAUD

|¢

ESCANEAMENTO DAS IMAGENS EM OCT
CRESCIMENTO DE MO INIBICAO MO

|¢

COMPARAGAO E ANALISE DAS IMAGENS EM OCT
MATLAB

Figura 1. Fluxograma da metodologia

3.2 LOCAL DO ESTUDO

Este estudo foi pensado e desenvolvido no Programa de Pds Graduagdo em
Odontologia da Universidade Estadual da Paraiba (UEPB) na cidade de Campina Grande -
PB, no Laboratdrio de Biofotdnica e Materiais Aplicados a Saude do Centro Universitario
Tabosa de Almeida (ASCES-UNITA) na cidade de Caruaru - PE, e no Laboratdrio de
Fotbnica e Biofotdnica do Departamento de Fisica da Universidade Federal de Pernambuco
(UFPE), Recife - PE.
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Figura 2. Localizagdo geografica das cidades e centros universitarios envolvidos (Fonte: Google Maps).

3.3 TIPO DE ESTUDO

Tratou-se de uma pesquisa experimental
analitica(ANTUNES; PERES, 2006).

3.4 AMOSTRA

laboratorial

in vitrocom abordagem

Foram utilizados esmalte dentario humano e dois tipos de resina para o estudo,

descritas no Quadro 1.

Quadro 1. Resinas compostas, fabricante, composicao, classificacao e técnica de uso.

Tetric N-Ceram Bulk Fill Ivoclar Vivadent AG,
Schaan, Liechtenstein

U33216 Bis-GMA;
Bis-EMA;
UDMA.

SonicFill Kerr Corp., Orange, 6504838 Bis-GMA;
California, USA Bis-EMA;
TEGDMA.

Hibrido 10 seg = 1.000 mW/cm?
Espessura max do incremento: 4 mm
Nanohibrido 20 seg >1000mW/cm?

Espessura max do incremento: 5 mm

A resina Tetric N-Ceram Bulk Fill é uma resina padrédo para pesquisa de Bulk Fill

na literatura, por isso foram incluidas na amostra, além de apresentar sua forma de insercao
de maneira tradicional e ser do tipo hibrida (LEPRINCE et al., 2014). A resina Sonic Fill é

uma resina ainda pouco explorada, por seu elevado custo e por possuir um método de

insercdo diferente do convencional. Nela utiliza-se um dispositivo de vibracéo ultrassénica,

por meio de uma peca de méo, que altera a sua viscosidade no momento de inser¢do na

cavidade, promovendo maior escoamento e melhor adaptacdo da resina as paredes do
preparo, além de ser do tipo nanohibrida (ILIE, BUCUT, DRAENERT, 2013).Por esse
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motivo 0 interesse de seu uso nesse estudo, para verificar se essa modificagdo de
viscosidade e modo de aplicacdo, bem como sua classificacdo em hibrida ou nanohibrida,
teria alguma influéncia na adeséo de biofilme.

Foi confeccionado uma amostra de 120 corpos de prova em Resina e 60 corpos de

prova em esmalte dentario, n=10 por grupo estudado.

3.5 CRITERIOS DE INCLUSAO

Resinas Bulk fill de alta viscosidade aprovadas pela ANVISA.
Colutério a base do 6leo essencial de gengibre (Zingiber officinale Roscoe).

Terceiros molares higidos extraidos por indicacdo ortoddntica.

3.6 CRITERIOS DE EXCLUSAO

Resinas Bulk fill do tipo Flow, ou que ndo permitam o seu uso para escultura da
superficie oclusal.

Falhas ou bolhas visiveis nos corpos de prova.

Terceiros molares com caries lesdo de carie ou associado a alguma patologia

periodontal ou periapical.

3.7 VARIAVEIS

As variaveis dependentes e independentes do estudo, estdo representadas pela
Figura 3. A variavel resposta (dependente) foi o crescimento e inibicdo de microrganismo.
As variaveis explicativas (independentes) foi estabelecida pelo tipo de intervengdo para
alcancar a inibigéo, tipos de superficies a serem colonizadas e o método de diagndstico foi
através do OCT.
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INTERVENCAO

Zingiber Officinale CLOREXIDINA SEM INTERVENCﬁO

VARIAVEL INDEPENDENTE PRINCIPAL

L 4 L 2

TIPO DE CULTURA DE MO

DIAGNOSTICO

S. AUREUS CANDIDA

VARIAVEL DEPENDENTE

L) 1

TIPOS DE ESPECIES

NANOHIBRIDA
HUMANO

HIBRIDA

VARIAVEL INDEPENDENTE

Figura3. Variaveis do estudo.

3.8 SELECAO DOS MATERIAIS

.....

crescimento/aderéncia de microrganismos na superficie de resinas compostas de
incremento Unico. Para tal, foram testadas sobre o esmalte dentério e resinas Bulk fill
previamente apresentadas no Quadro 1.

Para controle microbiano, foi usado o Zingiber officinale, cujo potencial de acéo
serd comparado a clorexidina a 0,12%.

O oleo essencial adicionado ao produto manipulado foi da empresa Ferquima, com
aparéncia de liquido limpido, cor amarelo, isento de impurezas com origem da China
conforme descrito em laudo técnico (ANEXO B).

3.9 PREPARO DAS AMOSTRAS

As etapas de preparo das amostras, cultura de microrganismos, e aplicagdo do
fitoterapico e plagueamento foram realizadas, cada uma, por um unico pesquisador, no

intuito de evitar viés.
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3.9.1 DIVISAO E FORMACAO DOS GRUPOS DO ESTUDO
Os grupos experimentais foram constituidos de acordo com o tipo de resina
composta e método de controle do biofilme, conforme apresentado no Quadro 2. Também
foi analisado o esmalte dentario humano (KIM, KANG WI, 2017), com a finalidade de

avaliar a eficacia do Zingiber officinale sobre essa superficie.

Quadro 2. Composicado dos grupos experimentais.

Zingiber officinale (n= 10) G1
Cultura Staphylococcus aureus —
(n=30) Clorexidina (n= 10) G2
Esmalte humano Sem Intervengdo (n= 10) G3
(n=60) . . Zingiber officinale (n=10) G4
Cultura Candida albicans ==
(n= 30) Clorexidina (n= 10) G5
Sem Intervengdo (n= 10) G6
Zingiber officinale (n= 10) G7
Cultura Staphylococcus aureus ——
Clorexidina (n= 10) G8
Resina Hibrida (n=30) ~
. ) Sem Intervengdo (n= 10) G9
Tetric N-Ceram Bulk Fill, Ivoclar Zingiber officinale (n= 10) c10
ingiber officinale (n=
(n=60) Cultura Candida albicans g -
(n=30) Clorexidina (n= 10) G11
Sem Intervengdo (n= 10) G12
Zingiber officinale (n= 10) G13
Cultura Staphylococcus aureus —
Clorexidina (n=10) G114
Resina Nanohibrida (n=30) ~
L Sem Intervengdo (n= 10) G15
Sonic Fill, KERR Zingiber officinal T o16
ingiber officinale (n=
(n =60) Cultura Candida albicans _ = ( )
(n=30) Clorexidina (n=10) G17
Sem Intervengéo (n= 10) G18

3.9.2 CONFECCAO DOS CORPOS DE PROVA

3.9.2.1 DISCOS DE RESINA COMPOSTA

Foram confeccionados discos de resina composta a partir de uma matriz pre-
fabricada de teflon (Figura 4) com 8 mm de diametro e 2 mm de espessura, sendo
confeccionadas 60 amostras para cada tipo de resina composta selecionada para este estudo

(n=10 por grupo).

A jes 1

Figura. 4. Confeccdo dos disco de resinas, a partir de uma matriz de teflon pré-fabricada.
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O material resinoso foi inserido no interior da matriz e, sobre este, posicionado
sobre uma laminula de vidro a fim de nivelar o material na porcdo superior da matriz,
eliminando os excessos e, consequentemente, evitando a formacdo de bolhas na superficie.
Adicionalmente a laminula de vidro, serviu para impedir o contato da resina composta com
0 oxigénio do ambiente no momento da reacdo de cura, de modo a assegurar maior grau de
conversao.

Respeitou-se o tempo de fotoativacdo preconizado pelos respectivos fabricantes das
resinas compostas. A fonte de luz empregada foi LED de alta poténcia VALO (Ultradent,
Vivadent, Schaan, Liechtenstein, Austria), que emite radiacdo na faixa de 385 nm a 515
nm, com poténcia constante e irradiancia de 1.200 mW/cm?.

As amostras foram armazenadas ao abrigo da luz durante 24h em agua destilada a
temperatura ambiente, para permitir a expansdo higroscépica das mesmas e, entdo, foram
submetidas aos procedimentos de acabamento e polimento de superficie. Padronizou-se a
sequéncia de polimento para todos os espécimes, utilizando lixas dagua (3M, Sdo Paulo,
SP, Brasil) sob refrigeracdo constante em ordem decrescente de granulacdo (380 e 400)
durante 30 segundos para cada lixa, com a finalidade de simular a rugosidade e polimento
superficial da regido oclusal dos dentes posteriores, local de indicacdo para uso das resinas
Bulk Fill.

Apos o polimento, os espécimes foram banhados em cuba ultrassdnica(Ultrasonic
Cleaner, Cristofoli Equipamentos de Biosseguranca LTDA, Campo Mourdo, Parana,
Brasil)por 15 minutos, e novamente armazenados em &gua destilada ao abrigo da luz sob as
mesmas condic¢des anteriormente descritas, visando a remocéo dos residuos granulosos das
lixas e minimizar o impacto do mondmero residual na viabilidade celular.

Por fim, para dar inicio as etapas experimentais do estudo os espécimes foram
submetidos & esterilizacdo em luz ultravioleta (UV): 256 pum por 60 minutos (FARRUGIA
etal., 2015).

3.9.2.2 ESMALTE DENTARIO

O esmalte dentério foi extraido de coroas de dentes terceiros molares humanos,
doados pelo Banco de Dentes do Centro Universitario Tabosa de Almeida da ASCES-
UNITA (ANEXO C) e previamente desinfetados com Timol.Em seguida foram cortados
em blocos de esmalte (n=60) medindo 5 mm x 5 mm x 2 mm com o auxilio de micromotor

montado em peca reta (Modelo KaVo®, Joinville, Santa Catarina, Brasil) e disco flexivel
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diamantado dupla face (KG Sorensen, S&o Paulo, SP-Brasil). E polidos com a mesma

sequéncia de lixas que as amostras de resina composta, descrita anteriormente.

3.10 FORMULACAO DO FITOTERAPICO

A manipulacdo das substancias quimicas necessarias para o desenvolvimento
farmacotécnico do produto foi realizada no Laboratério de Farmacologia (ASCES-UNITA,
Caruaru, Pernambuco), onde apds o desenvolvimento da formulacdo também foram
realizados testes de estabilidade, densidade e pH.

Este modelo de fitoterapico a partir do Oleo essencial de Zingiber oficinalle j&
passou por estudos prévios de desenvolvimento, estabilidade e testes fisico-quimicos, tendo
sido aprovado em varios desses parametros na forma de gel (CORDEIRO et al., 2013).
Entretanto como néo existe formulacdo desenvolvida na forma de enxaguante bucal, as
manipulacBes farmacéuticas para confeccdo do colutéro nesse estudo, foram com finalidade

de uso laboratorial, detalhada no Quadro 3.

Quadro 3. Composicdo do Fitoterapico.
COMPOSICAO DO ENXAGUATORIO A PARTIR DO OLEO ESSENCIAL DE GENGIBRE

OLEO ESSENCIAL GENGIBRE 5%
PROPILENOGLICOL 10%
DUODECIL 0,3%
SACARINA 0,1%
NIPAGINO 2%
AGUA DESTILADA q.s.p 100%

Para desenvolvimento da formulacdo inicial, o duodecil foi solubilizado em
propilenoglicol, sendo dissolvido pelo aquecimento gradativo em chapa aquecedora.
Depois de completamente dissolvido, adicionou-se aos poucos, ainda sob aquecimento e
agitacdo, o Oleo essencial do gengibre, permanecendo em agitacdo e aquecimento até
dissolugdo completa. Finalmente foi adicionado &qua destilada gsp e todo o complexo ficou
sob agitacdo e aquecimento a 50 °C durante 3h. Sendo acondicionado em vidro ambar, ao

abrigo da luz, em ambiente arejado, até sua utilizacéo.
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3.11 APLICACAO DO FITOTERAPICO

O fitoterapico foi aplicado diretamente sobre a superficie a ser testada dos corpos de

prova, durante o tempo de 24h, por ser um estudo in vitro.

3.12 MEIOS DE CONTROLE

Como controle positivo, foi utilizado a Clorexidina a 0,12% em solucdo aquosa,
aplicadas nos corpos de prova, pelo mesmo tempo do experimento testado, por um periodo
de 24 horas. E como controle negativo, utilizou-se caldo SD ou TSB estéril que foi aplicado
nos grupos a serem testados, por igual periodo ao fitoterapico, 24h.

3.13 DESENVOLVIMENTO DE INOCULOS E BIOFILMES /CONTAMINACAO
DOS CORPOS DE PROVA

Para a contaminacgdo das amostras, todos os grupos foram expostos em momentos
distintos a inoculagdo de microrganismos, conforme Quadro 4. Utilizando para isso, uma
bactéria e uma levedura comuns na cavidade oral, todas cedidas pelo Laboratério de
Biofotonica e Materiais Aplicados em Odontologia da ASCES-UNITA.

Quadro 4. Microrganismos para inoculacdo dos grupos experimentais.

Staphylococcus aureus ATCC 25923 Cocos Gram-positivos

Candida albicans URM 6547 Leveduras

Os indculos foram vertidos em 10mL de caldo Sabouraud dextrose (SD - KASVI
Imp e Dist de Prod p/ Laboratorios Ltda. S&o José dos Pinhais - PR, lote: 011718503)para a
levedura e caldo Triptona Soja (TSB - SIGMA-ALDRICH, Co. St. Louis, lote:
BCBV7568) para a bactéria; apds 24h foi realizada a padronizagdo dos microrganismos

inoculados na proporcdo de 1:10 (100 pL do indéculo crescido adicionados a 900 L de
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caldo Sabouraud dextrose (SD) para a levedura e 900 pL caldo Triptona Soja (TSB) para a
bactéria, em tubos falcon estéreis, dando o volume total de 1 mL para cada amostra, e em
seguida adicionados os corpos de prova estéreis. Esses tubos foram incubados em por 48
horas para a levedura (35 °C) e 24 horas para a bactéria (37 °C) para formacéo inicial de
biofilme. Em seguida foram realizadas trocas do meio, removendo 500 pL contaminado e
adicionando 500 pL de caldo estéril a cada 24 h, até que se completassem 96 h de

crescimento do biofilme (Figura 5).

Figura 5. Padronizagdo do inoculo e condigdes de armazenamento.

3.14 APLICACAO DOS MEIOS DE TRATAMENTO E CONTROLE

Formadas as 96 h de crescimento de biofilme, os corpos de prova foram removidos,
lavados com 1 mL de &gua destilada esterilizada, por face, e depois da leitura no OCT,
foram colocados em novos tubos falcon estéreis contendo as solucbes de tratamento
(gengibre, clorexidina e um grupo sem intervencédo, deixados no proprio caldo SD ou TSB
estéril), ficando o fitoterapico em contato direto com as superficies das resinas e esmalte
durante o periodo de 24 h, armazenados em estufa microbioldgica.

Em seguida foram pipetadas (Figura 6) em placa Petri estéril com Agar Mueller
Hinton (KASVI Imp e Dist de Prod p/ Laboratdrios Ltda. Sdo Joseé dos Pinhais - PR, lote:
905161) para bactéria e Agar Sabouraud 4% (ISOFAR - IndUstria e comércio de produtos
quimicos Ltda. Duque de Caxias - RJ, lote: MC190216) para fungo, 10 pL do caldo
crescido, em triplicata para cada amostra, e armazenados em estufa a 35 °C para levedura e
37 °C para a bactéria, para analise em meio sélido, 24 h ap6s armazenamento em estufa
para bactéria e 48 h para fungo.
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Figura 6. Plagueamento em meio solidoa) Crescimento de Staphylococcus aureus com Agar Mueller
Hinton;b) Inibicdo de Staphylococcus aureusapés aplicacdo de solugdo de tratamento; c¢) Crescimento
deCandida albicanscom Agar Sabouraud; d) Inibicdo Candida albicansapds aplicacio de solucdo de
tratamento.

Como controle,removeu-se 200 puL do caldo contaminado para confirmacdo de
crescimento ou inibi¢do de cada grupo testado, adicionando 30 pL de Rezazurina em placa

de 96 pocos (Figura 7).

Figura 7. Controle por meio da Concentragdo Inibitéria Minima. a)uso da Rezazurina nos po¢os com o caldo

a ser analizado; b) confirmacdo de crescimento dos grupos testados; ¢) confirmacdo de inibicdo do grupo

submetidos ao tratamento.

3.15 ESCANEAMENTO DOS ESPECIMES ATRAVES DO OCT

Nesse estudo, foram utilizados dois sistemas de tomografia por coeréncia Optica: o
Callisto (Thorlabs Inc, New Jersey, USA) e o LabScope (Lumedica, Durham, NC, USA),
ambos disponiveis no Laboratorio de Foténica e Biofotonica do Departamento de Fisica da
UFPE.

Ambos sdo sistemas de OCT que operam no dominio espectral, utilizando um diodo
superluminescente como fonte de luz. O modelo comercial Callisto Spectral Domain OCT
Imaging System, possui comprimento de onda central de 930 nm, 100 nm de largura de
banda e 5 mW de poténcia de saida. Este sistema possui um espectrdmetro com camera
CCD para coleta do sinal e geracdo de imagens transversais bi e tridimensionais, com

resolucdo axial de 7/5,3 um (ar/agua) e resolugdo lateral de 8 um. As imagens geradas



33

foram capturadas na forma de matrizes numéricas com 2000 colunas x 512 linhas. A
frequéncia de varredura axial deste sistema é 1,2 kHz, o que permite a captura de duas
imagens por segundo com 105 dB de sensibilidade (MOTA et al., 2013).

J& 0 modelo OQ LabScope é um sistema SD-OCT possui comprimento de onda
central de 840 nm como fonte de luz e 0,75 mW de poténcia de saida. Imagens geradas por
este sistema apresentam uma resolucdo lateral de 15 um, resolucdo axial de 7 um no ar e
100 dB de sensibilidade, com captura de 12 imagens por segundo, constituindo uma matriz
numeérica de 512 x 512 pixels e 7 mm de amplitude de varredura.

A captura de imagens de OCT foi realizada antes e apds a inoculagcdo de
microrganismos e respectivos metodos de controle, buscando-se observar se havia
alteracdes estruturais na superficie dos corpos de prova. As amostras foram fixadas
perpendicularmente a fonte de luz, apoiadas em uma base metélica capaz de se deslocar nos
eixos x e z com auxilio de um parafuso micrométrico, de modo a permitir o deslocamento
da amostra com precisao (Figura 8).

Foi analisada apenas a face polida dos corpos de prova. Esta analise tem por
intencdo determinar o crescimento de microrganismo na superficie destes materiais.

Foram obtidas pelo Callisto, 10 imagens equidistantes para cada amostra (em trés
distintos tempos - estéril, crescido e tratado). E no OCT OQ LabScope, foram capturadas

30 imagens de cada amostra plaqueada em triplicata nos trés momentos.

Figura 8. Escaneamento dos espécimes através do OCT. a) Disco de resina escaneado com Callisto; b)Placa
de Petri escaneado com LabScope.

3.16 ANALISES QUANTITATIVAS DE BIOFILMES

As imagens capturadas foram processadas através do MatLab (KIM et al, 2018).

Para processamento dos dados, foram usadas as imagens em formato tiff geradas pelo OCT
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Labscope. Cada imagem corresponde a uma média de outras dez imagens obtidas a partir
de uma mesma regido e, portanto, ja produzidas com reducao de ruido, sem necessidade de
filtragem.

O processamento das imagens foi realizado com um algoritmo produzido em
linguagem MatLab para determinacdo da média da intensidade de sinal e calculo da
densidade Optica.Para determinacdo da intensidade de sinal, foi selecionada uma area
imediatamente abaixo da interface ar-material, e calculada distribuicéo de sinal conforme o
valor dos pixels (intensidade de branco). J& para determinacdo da densidade dptica, foi
considerada a razdo I/Imax em uma coluna especifica, escolhida individualmente para cada
imagem. Isto é, foi considerada a razdo entre o pixel com intensidade méaxima da amostra
em funcao da intensidade sinal por profundidade. Isto foi realizado individualmente para as

amostras estéreis, pds-crescimento de biofilme e pds-tratamento para inibicdo deste.

3.17 ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica foi realizada utilizando o software GraphPad Prism 7 (GraphPad
Software, Inc.). Foram calculadas a média e o desvio-padrdo de cada grupo. A distribuicéo
ndo normal foi determinada pelo teste de Kolmogorov-Smirnov. Para verificar se ha
diferenca entre os grupos, foi usado o teste de Mann-Whitney para comparacdes entre dois
grupos e o Teste de Kruskal Wallis com o Post-hoc de Dunn para comparac@es acima de

trés grupos. A significancia estatistica de todos os testes foi considerada como p>0,05.

3.18 CONSIDERACOES ETICAS

O presente estudo foi registrado na Plataforma Brasil, CAAE
10101019.4.0000.5187, seguindo as diretrizes estabelecidas na Resolucdo 466/12 do
Conselho Nacional de Saude do Ministério da Saude (CNS/MS) (BRASIL, 2012), e
submetido & apreciagio pelo Comité de Etica em Pesquisas (CEP) com Seres Humanos da
UEPB no tocante ao uso de dentes humanos p6s-exodontias, sendo aprovado sob o numero
3.251.657 (ANEXO A)
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4. RESULTADOS

4.1 APRESENTACAO
O projeto de pesquisa ora desenvolvido foi apresentado e aprovado em qualificacdo
pelo Programa de Pés-Graduagdo em Odontologia da UEPB. Como resultado da execugéo
desse projeto, um artigo sera apresentado nesta dissertacdo: “Inibicdo de microrganismos
em resinas compostas bulk fill com uso de fitoterapico Zingiber officinale”.
O referido artigo serd submetido ao periddico Scientific Reports (ISSN:2045-2322,
Fator de impacto: 4.011, Qualis Odontologia Al), cujas normas para submissdao de

trabalhos se encontram no ANEXOD.
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Resumo

A cavidade bucal & um dos locais em que ha uma maior variedade de micro-organismos
que podem por um desequilibrio, tornar-se patogénicos. O objetivo deste estudo foi avaliar
os efeitos do fitoterapico Zingiber officinale Roscoe sobre o crescimento e aderéncia de
micro-organismos Staphylococcus aureus e Candida albicansin vitro sobre superficies lisas
de resinas compostas Bulk Fill de alta viscosidade e esmalte dentario, comparando seus
resultados com a aplicacdo topica de clorexidina. Para isso, foi realizado uma pesquisa
experimental laboratorial in vitro com abordagem analitica, com duas resinas do tipo Bulk
Fill condensaveis Tetric N-Ceram Bulk Fill - lvoclar (hibrida), Sonic Fill -Kerr
(nanohibrida) e o esmalte humano, sob a acdo do Zingiber officinale Roscoe, clorexidina e
a ndo intervencdo. Foram utilizados dois sistemas de tomografia por coeréncia Optica
(OCT): o Callisto (Thorlabs Inc, New Jersey, USA) e o LabScope (Lumedica, Durham,
NC, USA) para escanear todas as imagens. A amostra total foi de 180 corpos de prova,
tendo n = 10 por grupo, sendo obtidas 10 imagens de cada corpo de prova e 30 imagens de
cada plagueamento, ambos em trés momentos distintos, estéreis, crescido e tratado.O
processamento das imagens foi realizado com um algoritmo produzido em linguagem
MatLab para determinacdo da média da intensidade de sinal e céalculo da densidade Optica,
usando as imagens em formato tiff geradas pelo OCT Labscope.Foram calculadas a média e
0 desvio-padréo de cada grupo, utilizado o teste de Mann-Whitney e de Kruskal Wallis.
Apos analise, verificou-se que nos trés tipos de superficies, tanto a clorexidina, como o
Zingiber officinaleRoscoeforam efetivos na inibicdo de S. Aureuse C. Albicans. A resina do
tipo hibrida apresentou menor crescimento de biofilme quando comparadas a nanohibrida
quando tratadas por meio dos enxaguantes analisados. Sendo o0 Zingiber

officinaleRoscoeum método eficaze viavel para controle e inibicdo microbiana.

Palavras chaves: Tomografia de Coeréncia Optica; Resina composta; A¢&o antibacteriana;
Biofilme; Zingiber officinalle.
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Introducéo

O uso de resinas compostas na odontologia é bastante abrangente, sendo
considerado o material restaurador direto mais utilizado devido as suas excelentes
propriedades estéticas e crescente procura por tratamentos minimamente invasivos'2. Com
o intuito de simplificar o uso dos compésitos dentarios para dentes posteriores®
(ROSATTOA et al., 2015), foram desenvolvida as Resinas Bulk Fill,que possuem
particulas de cargas que atuam permitindo a maior penetracdo de luz durante a reacéo de
cura’(PAR et al., 2018), deixando de lado caracteristicas importantes como fator C e
técnica incremental, reduzindo assim o tempo de trabalho®.

Para facilitar a propagacdo de luz em profundidade, outras modificacbes foram
realizadas nas resinas Bulk fill, dentre elas: (1) aumento da translucidez do composito;
(2)reducdo do namero de particulas inorgénicas; (3) adicdo de fotoiniciadores com
absorcdo luminosa com maior profundidade de cura; (4) inclusdo de monémeros de alto
peso molecular para reduzir a contracdo de polimerizacéo®’.

Apesar da diminuicdo do tempo de trabalho através do uso de volumes grandes de
material, as resinas Bulk fill deixam a desejar quando se trata das propriedades mecéanicas,
como microdureza superficial, resisténcia a fratura, resisténcia a flexdo, médulo de
elasticidade e grau de conversdo, sendo inferiores as resinas convencionais®. Bem como
surge a preocupacdo com a rugosidade superficial destas resinas, afinal o aumento da
rugosidade resulta em maior formagéo de biofilme®.

Por ser considerada uma resina relativamente nova no mercado, ainda ndo ha
estudos em relacdo a aderéncia de microrganismos em sua superficie e suspeita-se que por
seu grau de conversdo ser inferior, haja uma maior aderéncia de biofilme — o que € um
risco, uma vez que as resinas Bulk fill sdo indicadas para uso em dentes posteriores que,
por sua vez, sdo mais propicios a formacéo de biofilme por sua localizacéo e dificuldade de
acesso. Intmeros trabalhos in vitro®'%**2¥pyscaram meios de controlar ou inibir a
colonizacdo de biofilme nas superficies lisas ou rugosas de resinas compostas
convencionais e com isso, diminuir a incidéncia de lesdes bucais como caries recorrentes e
doengas periodontais.

Os estafilococos estdo entre as espécies de bactérias que sdo mais propensas a
causar infeccdes relacionadas ao biofilme*. Outro microrganismo capaz de formar biofilme
¢ a Candida, que tem como uma das principais caracteristicas a capacidade de viruléncia, a

versatilidade de adaptacéo a diferentes habitats e a formagdo de comunidades microbianas
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ligado & superficie™. Nesse contexto, desponta a necessidade de um produto (Ex.: colutério
ou gel) que apresente caracteristicas antimicrobianas, de baixo custo, que possam ser
aplicadas sobre estruturas dentarias e/ou restauracfes a fim de promover equilibrio entre
salide-doenca na cavidade bucal, e em especial de pacientes com dificuldades motoras para
higiene mecanica convencional.

Sabe-se que osprodutos naturais (fitoterapicos) sdo eficazes na regulacdo da
formacéo de biofilmes, tendo como vantagem a menor toxicidade e maior especificidade,
quando comparados aos farmacos sintéticos'®. Destaca-se entdo o gengibre, cujo nome
cientifico € Zingiber officinale Roscoe, pertencente a familia Liliaceae, proveniente da
Africa do Sul e da Asia, hoje uma planta muito cultivada para uso na inddstria cosmética e
de medicamentos. Dentre as propriedades do gengibre estdo as atividades antiinflamatdria,

111819 o antibacteriana

antiemética, antinausea, antimutagénica, antidlcera, hipoglicémica
90 Zingiber officinale est4 presente em varias formulacdes anti-inflamatorias e
analgésicas, nas mais variadas formas: extrato fluido, extrato glicdlico e, também,
disponivel em 6leo essencial. Entretanto, ndo existe até 0 momento formulagGes para seu
uso na forma de enxaguante bucal.

Uma possibilidade de analise de biofilme é por meio da Tomografia de Coeréncia
Optica (OCT), que é considerado uma das mais importantes categorias de imagem em
biofotonica®®. Trata-se de uma técnica interferométrica de baixa coeréncia bem
estabelecida, que gera imagens tomograficas de alta resolucdo, ultrarrapidas e néao
invasivas?#. Esta técnica ptica avalia padrdes de interferéncia de luz retroespalhada para
construir imagens, de estruturas biol6gicas, com pequena profundidade de
penetracdo”®?*#?° Embora raramente aplicada, esta técnica de imagem pode ser uma

opcdo na detecgdo de biofilme?”?

ja que foi desenvolvida como um método de geracédo de
imagens para estruturas transparentes e semitransparentes.

Diante do exposto, este estudo tera como finalidade avaliar por meio da tomografia
de coeréncia Optica, os efeitos de um fitoterapico no processo de aderéncia e crescimento
microbiologico em superficie resinosa (Bulk Fill) e sobre o esmalte dentario humano,
levando-se em consideragdo as propriedades farmacoldgicas devido aos compostos
quimicos presentes no extrato glicélico das folhas da Zingiber officinale. Trata-se de um
estudo inédito e de alta relevancia clinica, uma vez que pretende elucidar o comportamento
bioldgico de micro-organismos patogénicos sobre resinas largamente utilizadas frente as
caracteristicas fitoterapicas de uma planta nativa brasileira e amplamente disponivel, de

baixo custo, sob o prisma de uma tecnologia precisa e inovadora.
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Materiais e Métodos

Consideragdes Eticas

Trata-se de uma pesquisa experimental laboratorial in vitrocom abordagem
analitica®®(ANTUNES; PERES, 2006), com molares humanos doados pelo Banco de
Dentes do Centro Universitario Tabosa de Almeida, ap6s aprovacdo pela Comissdo de
Etica CAAE: 10101019.4.0000.5187 (Parecer: 3.251.657), da Universidade Estadual da
Paraiba (UEPB).

Confeccao dos Corpos de Prova

Duas resinas compostas foram selecionadas, apresentadas no Quadro 01. A Tetric
N-Ceram Bulk Fill (TET)é considerada padrdo ouro na literatura para pesquisas com
resinas Bulk Fill, por ser do tipo hibrida,cuja forma de uso consiste na insercdo de um
Gnico incremento com até 5 mm de espessura®’. ASonic Fill (SON), por sua vez, é uma
resina nanohibrida, cujo método de insercdo difere das demais resinas Bulk fill, uma vez
que faz-se necessario o uso de um dispositivo de vibracdo ultrassonica, por meio de uma
peca de méo, que altera a sua viscosidade no momento de inser¢cdo na cavidade,
promovendo maior escoamento e melhor adaptacdo da resina as paredes do preparo’.

Foram confeccionados 120 discos de resina composta a partir de uma matriz pré-
fabricada de teflon com 8 mm de didmetro e 2 mm de espessura. Para isso, 0 material
resinoso foi inserido no interior da matriz e, sobre este, foi posicionada uma laminula de
vidro a fim de nivelar o material na porgcdo superior, eliminando 0s excessos e,
consequentemente, evitando a formacéao de bolhas na superficie. Adicionalmente a laminula
de vidro serviu para impedir o contato da resina composta com o0 oxigénio do ambiente no
momento da reacdo de cura, de modo a assegurar maior grau de conversao.

Respeitou-se o tempo de fotoativagdo preconizado pelos respectivos fabricantes das
resinas compostas: 20 segundos por face. A fonte de luz empregada foi o LED de alta
poténcia VALO (Ultradent, Vivadent, Schaan, Liechtenstein, Austria), que emite radiagao
na faixa de 385 nm a 515 nm, com poténcia constante e irradiancia de 1.200 mW/cm?.

As amostras foram armazenadas ao abrigo da luz durante 24h em &gua destilada a
temperatura ambiente, para permitir a expansdo higroscopica das mesmas e, entdo, foram
submetidas aos procedimentos de acabamento e polimento de superficie. Padronizou-se a

sequéncia de polimento para todos os especimes, utilizando lixas d'agua (3M, Séo Paulo,
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SP, Brasil) sob refrigeragdo constante em ordem decrescente de granulagéo (380 e 400)
durante 30 segundos para cada lixa.

Apo6s o polimento, os espécimes foram banhados em cuba ultrassonica(Ultrasonic
Cleaner, Cristofoli Equipamentos de Biosseguranga LTDA, Campo Mourdo, Parana,
Brasil)por 15 minutos, e novamente armazenados em agua destilada ao abrigo da luz sob as
mesmas condi¢des anteriormente descritas, visando a remocao dos residuos granulosos das
lixas e minimizar o impacto do mondmero residual na viabilidade celular.

O esmalte dentéario (ESM)foi obtido a partir de terceiros molares humanos, doados
pelo Banco de Dentes da ASCES-UNITA, previamente desinfetados em timol. As coroas
foram seccionadas para obtencdo de blocos de ESM (n=60) a partir da face vestibular dos
dentes, medindo 5 mm x 5 mm x 2 mm com o auxilio de micromotor montado em peca reta
(Modelo KaVo®, Joinville, Santa Catarina, Brasil) e disco flexivel diamantado dupla face
(KG Sorensen, Sdo Paulo, SP-Brasil). Em seguida foram polidos com a mesma sequéncia
de lixas que as amostras de resina composta, descrita anteriormente.

Por fim, para dar inicio as etapas experimentais do estudo os espécimes foram
submetidos & esterilizac&o em luz ultravioleta (UV): 256 pm por 60 minutos*® (FARRUGIA
et al., 2015) e divididos em grupos conforme o quadro 2.

Formulagéo do Fitoterapico

Foi desenvolvido um enxaguante bucal a partir do 6leo essencial de Zingiber
officinale,(Ferquima Ind. e Comércio, Lote FERQ103, Vargem Grande Paulista, SP), com
aparéncia de liquido limpido, cor amarelo, isento de impurezas com origem da Costa do
Marfim. O produto foi desenvolvido com finalidade de uso laboratorial, e foi composto por
6leo essencial a 5%, propilenoglicol a 10%, duodecil a 0,3%, sacarina a 0,1%, nipagino a
2% e agua destiladag.s.p.100%. Para isso, o duodecil foi solubilizado em propilenoglicol,
sendo dissolvido pelo aquecimento gradativo em chapa aquecedora.Depois de
completamente dissolvido, adicionou-se aos poucos, ainda sob aquecimento e agitacédo, o
6leo essencial do Zingiber officinale, permanecendo em agitacdo e aquecimento até
dissolucao completa.Finalmente foi adicionado aqua destilada qgsp e todo o complexo ficou
sob agitacdo e aquecimento a 50C durante 3h. Sendo acondicionado em vidro ambar, ao

abrigo da luz, em ambiente arejado, até sua utilizacao.

Estirpes bacterianas, condicdes de crescimento e controle
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Os micro-organismos utilizados foram Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e
Candida albicans (URM 6547), comuns na cavidade oral, foram utilizados de forma
isolados. Apos esterilizacdo em luz ultravioleta, os corpos de prova de resina composta dos
18 grupos estudados foram dispensados individualmente em tubos tipo falcon estéreis de 15
mL e imersos hum volume de 1 mL de inéculo padronizado em 10° UFC/mL para cada
micro-organismo. Os meios de cultura utilizados foram caldo Sabouraud Dextrose (SD)
(KASVI Imp e Dist de Prod p/ Laboratorios Ltda. Sdo José dos Pinhais - PR, lote:
011718503) para a levedura e caldo Triptona Soja (TSB) (SIGMA-ALDRICH, Co. St.
Louis, lote: BCBV7568) para a bactéria. Os tubos contendo in6culo padronizado e corpos
de prova foram incubados em estufa microbioldgica por 96 horas a 35 °C para a levedura e
24 horas a 37 °C para a bactéria.

Em seguida, as aliquotas de 10pL do caldo crescido foram pipetadas em placa Petri
estéril com Agar Mueller Hinton (KASVI Imp e Dist de Prod p/ Laboratdrios Ltda. Sdo
José dos Pinhais - PR, lote: 905161) para bactéria e Agar Sabouraud Dextrose 4%
(ISOFAR - Industria e comércio de produtos quimicos Ltda. Duque de Caxias - RJ, lote:
MC190216) para a levedura em triplicata. As placas foram incubadas em estufa por 24 h
(37 °C) e 48 h (35 °C) para a bactéria e levedura respectivamente, em condicOes estaticas, a
fim de formar biofilme, para analise em meio s6lido?’.

Como controle, removeu-se 200 puL do caldo contaminado para confirmacdo de
crescimento ou inibicdo de cada grupo testado, adicionando 30 pL de Rezazurina
(Rezazurina sodium salt, SIGMA Aldrich Brasil Ltda. Cotia-SP, Lote: SHBL0708) em
placa de microtitulagdo 96 pocos pela técnica da Concentragdo Inibitéria Minima,
armazenados em estufa microbioldgica e realizado leitura final com 2h e 24h de
armazenamento.

Decorrido esse periodo, os corpos de prova foram removidos dos tubos e lavados
com 1 mL de 4gua destilada esterilizada por face, e os biofilmes foram escaneados através
do OCT para dar sequéncia as etapassubsequentes®’. Em seguidas, foram colocados em
novos tubos falcon estéreis contendo as solugbes de tratamento — colutério Zingiber
officinale(ZIN), clorexidina (CLX) e um grupo sem intervencdo (NI), deixados no préprio
caldo SD ou TSB estéril - ficando o fitoterapico em contato direto com as superficies das
resinas e esmalte durante o periodo de 24 h, armazenados em estufa microbioldgica. Logo
apos, foramfeitos novos plaqueamentos em placa Petri, nas mesmas condi¢des citadas

anteriormente, para avaliar se houve inibicao ap0s exposicdo aos meios de tratamento.



43

Como meio de controle desta etapa, repetiu-se a técnica da Concentracdo Inibitoria
Minima, cuja placa de microtitulacdo ficou armazenada em estufa microbiologica e

realizou-se leitura final ap6s tempo pré-determinado.

Medicbes de OCT e analise de intensidade de sinal de imagens 2D de OCT

OCT foi escolhido como método de analisar a morfologia transversal de cada disco
ou espécime coberto por biofilme®. Possui alta velocidade, sensibilidade e é a tecnologia
de Gltima geracdo para anélise in vivo®***As analises foram realizadas por meio do sistema
OCT que fornece informagdes detalhadas das estruturas com base na avaliagdo da luz
refletida e retroespalhada da amostra®>*?®,

Neste estudo, os biofilmes foram escaneados por dois sistemas de tomografia por
coeréncia Optica: Callisto Spectral Domain OCT Imaging (Callisto SD-OCT, Thorlabs Inc,
New Jersey, USA) e o LabScope (Lumedica, Durham, NC, USA), ambos operando no
dominio espectral.

O modelo comercial Callisto SD-OCTutiliza um diodo superluminescente emitindo
930 nm de comprimento de onda central, com 100 nm de largura de banda e 5 mW de
poténcia de saida. Este sistema possui um espectrdmetro com camera CCD para captura do
sinal e gera imagens transversais bi e tridimensionais, com resolugdo axial de 7/5,3 um
(ar/agua) e resolucdo lateral de 8 um. As imagens geradas foram capturadas na forma de
matrizes numericas com 2000 colunas x 512 linhas. A frequéncia de varredura axial deste
sistema é 1,2 kHz, o que permite a captura de duas imagens por segundo com 105 dB de
sensibilidade®” %%,

Enquanto, 0 modelo OQ LabScope é um sistema SD-OCT que usa um diodo
superluminescente com comprimento de onda central de 840 nm como fonte de luz e 0,75
mW de poténcia de saida. Imagens geradas por este sistema apresentam uma resolucao
lateral de 15um, resolugéo axial de 7um no ar e 100 dB de sensibilidade, com captura de 12
imagens por segundo, constituindo uma matriz numérica de 512 x 512 pixels e 7 mm de
amplitude de varredura.

A captura de imagens do Callisto SD-OCT foi realizada antes e apos a inoculagao
de micro-organismos e aplicacdo dos respectivos métodos de controle, buscando-se
observar se havia alteragdes estruturais na superficie dos corpos de prova. As amostras
foram fixadas perpendicularmente a fonte de luz, apoiadas em uma base metélica capaz de
se deslocar nos eixos x e z com auxilio de um parafuso micrométrico, de modo a permitir o

deslocamento da amostra com precisdo. Foi analisada apenas a face polida dos corpos de
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prova. Foram coletadas 10 imagens 2D aleatérias de cada amostra de resina e esmalte
dentario e armazenadas em computador para posterior analise. Esta analise teve por
intencdo determinar o crescimento ou inibicdo de micro-organismo na superficie destes
materiais.

Foi realizado também o escaneamento das amostras de biofilme crescido e inibido
em placas de Petri com 0 OCT OQ LabScope, seguindo metodologia proposta por HOU &
cols.(2019)?’. Para estas amostras foram selecionadas trés imagens de localizacdes distintas
em formato tiff, cada uma delas composta por uma média de 10 imagens do mesmo local.

Portanto, foram obtidas pelo Callisto Spectral, 10 imagens 2D (Fig. 1) equidistantes
para cada amostra (em trés momentos distintos — estéril, crescido e inibida). E no OCT OQ
LabScope, foram capturadas 30 imagens 2D (Fig. 2) de cada amostra plaqueada em

triplicata, nos mesmos tempos supracitados.

Analises das imagens do OCT

As imagens capturadas foram processadas através do MatLab®?.Para processamento
dos dados, foram usadas as imagens em formato tiff geradas pelo OCT Labscope. Cada
imagem corresponde a uma média de outras dez imagens obtidas a partir de uma mesma
regido e, portanto, ja produzidas com reducdo de ruido, sem necessidade de filtragem.O
processamento das imagens foi realizado com um algoritmo produzido em linguagem
MatLab para determinagdo da média da intensidade de sinal e célculo da densidade
Optica.Para determinacgdo da intensidade de sinal, foi selecionada uma area imediatamente
abaixo da interface ar-material, e calculada distribuicdo de sinal conforme o valor dos
pixels (intensidade de branco). Ja para determinagédo da densidade Optica, foi considerada a
razdo I/lméax em uma coluna especifica, escolhida individualmente para cada imagem. Isto
é, foi considerada a razéo entre o pixel com intensidade maxima da amostra em funcéo da
intensidade sinal por profundidade. Isto foi realizado individualmente para as amostras

estéreis, pds-crescimento de biofilme e pos-tratamento para inibicéo deste.

Analises Estatistica

A analise estatistica foi realizada utilizando o software GraphPad Prism 7 (GraphPad
Software, Inc.). Foram calculadas a média e o desvio-padrao de cada grupo. A distribuicdo
ndo normal foi determinada pelo teste de Kolmogorov-Smirnov. Para verificar se ha

diferenca entre os grupos, foi usado o teste de Mann-Whitney para comparacgdes entre dois
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grupos e o Teste de Kruskal Wallis com o Post-hoc de Dunn para comparacdes acima de

trés grupos. A significancia estatistica de todos os testes foi considerada como p<0,05.

Resultados e Discussao

A tomografia por coeréncia Optica ¢ ummétodo viavel e seguro para estudo e
medicdo da espessura e morfologia de biofilmes®*3>36:37:38.39,

De acordo com a metodologia proposta, foi identificado que o biofilme se apresenta
no OCT de maneira distinta dependendo do tipo de micro-organismo e do meio de cultura
(Fig. 1 e 2). Por isso, nesta pesquisa, as imagens foram coletadas de duas formas: direta,
sobre as amostras de resina e esmalte dentario com uso do Callisto e de forma indireta,em
placas Petri,para analise de biofilme, usando 0 OCT OQ LabScope, pois desta maneira ndo
haveria influéncia de agua sobre a superficie do biofilme, caracterizado como um problema
na analise do OCT ao comparar diferentes espécies de biofilme ou substratos. Uma vez que
a presenca de agua, interfere na intensidade de sinal e escala de valor de cinza associada,
podendo ser maior ou menor, dependendo da espécie?’ %4,

Como o OCT mede a intensidade de luz que se propaga através da amostra, foi
possivel comparar as médias de intensidade a partir das areas hachuradas (Fig.1 e 2),
determinandoos valores médios das intensidades de sinal amostras estéreis, expostas ao
crescimento e ao tratamento,onde foi constatada inibigdo de crescimento de biofilme frente
aos micro-organismos testados. A partir disso, foi possivel também mensurar a intensidade
Optica, que é dada pela intensidade de sinal do OCT em fungdo da concentracdo
microbiolégica?’, que foram realizadas a partir das amostras estéreis, pos crescimento e pos
tratamento de inibicdo (Fig. 3 e 4).

A partir das mensurac@es de intensidades dpticas pelo OCT, foi possivel tracar uma
andlise das medias de inibicdo intragrupos(Tabela 1) que revelou que as colbnias de
Staphylococcus aureuse Candida Albicans, nos gruposZIN e CLXapresentaram 0s menores
valores medios de crescimento de biofilme, quando comparados ao grupo NI. Este padrao
se repetiu nas trés diferentes superficies estudadas o que corrobora com a hip6tese de que
ambos 0s enxaguantes demonstraram padrdes similares de inibi¢do de crescimento.

Na superficie ESM o teste de Kruskal-Wallis demonstrou que os tratamentos com
ZIN e CLX apresentaram diferencas significativas (<0,0001), em relacdo ao grupo controle
negativo NI (Tabela 1). Entretanto, ndo foi encontrada significancia entre os enxaguantes

bucais ZIN e CLX sendo ambos efetivos na inibicdo deS. Aureuse C. Albicans. Dessa



46

forma, os dados sugerem que o ZINpossa se tornar uma alternativa viavel, natural,de poder
bactericida e fungicida®, de acordo com esse ensaio in vitro.

Ainda na Tabela 1, na avaliagdo da superficie de resina hibrida TET, foi constatado
a menor colonizacdo de biofilmes sobre esta superficie, comparada ao ESM, cujas
intervengdes com 0s enxaguantes bucais testados mostraram diferencas significativas
(<0,0001). Ja em relacdo a superficie nanohibrida SON,foram vistos maior crescimento de
biofilme em todos os grupos testados, sendo estatisticamente significativo(<0,0001).

Ao fazer a andlise extragrupo (tipo de intervengdo x superficies), foi verificado
comportamento similar entre 0s micro-organismos testados, frente aos grupos de
tratamento, cuja intervencdo CLX mostrou 0s menores valores quando comparadas aos
demais, e o grupo NI apresentou as maiores médias (Tabela 2). Na intervencdo com ZIN
observa-se uma menor média no grupoESM, com 2,548E+03; e a maior na resina SON
6,643E+03. Estas diferencas s&o estatisticamente significativas (p<0,0001). Quando
comparada a acdo do ZIN nas diferentes superficies observou-se que ndo houve diferencas
significativas entre 0 ESM e a TET. Entretanto, houve diferencas entre 0 ESM e a SON, e
entre as resinas.Sugere-se, portanto, que a resina Tetric N-Ceram Bulk Fill possua uma
lisura superficial e, consequentemente, comportamento semelhante ao esmalte dentario.

Na intervencdo CLX pode-se observar (Tabela 2) que a menor média é na superficie
ESM, seguido de TET e com o maior valor a SON (p<0,0001). Esperava-se gque as resinas
do tipo nanohibrida tivessem menor adesdo e crescimento de biofilme, no entanto na
analise do grupoNI observa-se maior intensidade de sinalna SON, seguida do ESM e a
menor TET. Mostrando que a resina TET do tipo hibrida possui 0 menor crescimento de
biofilme entre as superficies testadas. O teste de Dunn revelou que houve diferengas entre o
ESM e a SON, e entre as resinas (p<0,0001). Nao foi encontrada diferencas significantes
entre ESM e TET, confirmando o maior crescimento de biofilme sobre as resinas SON do
tipo nanohibrida.

Em estudo prévio®, é sugerido que o padrdo da superficie ndo influenciaria na
formacéo de biofilme. Entretanto, vai de encontro ao que foi verificado nesta pesquisa, uma
vez que o tipo de particula, nanohibrida ou hibrida, bem como a viscosidade do material,
alterou de forma significativa no maior crescimento e colonizagao de biofilme.

Isso,também, pode ser justificado pela rugosidade de superficie das Resinas Bulk
Fill, que aumentam a capacidade de retencdo de biofilme sobre as resinas em comparacao
ao esmalte, pois diferencas na adesao do biofilme podem ser atribuidas a variados niveis de

rugosidade superficial®** .
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Outro fator que pode estar associado a diferenga de biofilme em distintas superficies
resinosas € a reacdo de cura, uma vez que havendo reacdo de cura incompleta, ja
aumentaria a capacidade de retencdo de biofilme, sugerindo que as Resinas Bulk Fill
tenham um grau de conversdo menor que o desejado’.

Avaliou-seo crescimento e a inibigcdo nas diferentes col6nias(Staphylococcus aureus
x Candida albicans)nos grupos de inibicdo (ZIN e CLX) e crescimento (NI) em relacdo ao
tipo de colénia utilizado(Tabela 3). Foram encontradas diferencas estatisticas em todos 0s
grupos das superficies de resina, onde verificou-se que o crescimento da Candida albicans
foi estatisticamente superior ao Staphylococcus aureus(p<0,001).Enquanto nos grupos
testados da superficie de ESM nao foi encontrada significancia entre a intervencao e o tipo
de col6nia utilizado (p>0,05).

Apesar de ndo haver outros estudos prévios na literatura com Zingiber Officinale na
aplicacdo oral, bem como na inibicdo de micro-organismos sobre superficies, ndo foi

possivel comparar os resutados obtidos nessa pesquisa com estudos bases, pois para nosso
conhecimento este € o primeiro estudo que utiliza o Zingiber Officinalecomo enxaguante
bucal com fins de controle e inibicdo de biofilme, o que faz desta pesquisa um estudo
inédito. Tal descoberta, torna-se importante tanto pelo poder de inibicdo do Zingiber
Officinale frente a micro-organismos, assim como o fato de se tornar uma alternativa

fitoterapica de baixo custo, efeitos colaterais e contra-indicacao.

Conclusoes

Foi apresentada uma nova opcao fitoterapica a base de Zingiber officinale, eficaz na
inibicdo de crescimento do Staphylococcos aureus e da Candida albicans,in vitro, sobre
superficies lisas de resinas compostas Bulk Fill de alta viscosidade e esmalte dentario.

A resina Sonic Fill apresentou pior desempenho, com maior crescimento e adeséo
de biofilme e menor resposta a intervencdo. Ja a resinaTetricN-Ceram Bulk Fill se
comportou de forma semelhante ao esmalte dentario, agregando menos biofilme sobre sua
superficie.

Houve maior deposicdo de biofime por Candida albicans do que por
Staphylococcosaureusnas superficies resinosas, se comparado ao esmalte dentario que

apresentou padrdo semelhante de deposicdo de microorganismo.



48

Referéncias

10.

11.

12.

lonescu, A.C. et al. Streptococcus mutans adherence and biofilm formation on
experimental composites containing dicalcium phosphate dihydrate nanoparticles. J
Mater Sci: Mater Med. 28, 108-119 (2017).

Heintze, S.D. & Rousson, V. Clinical effectiveness of direct class Il restorations - a
meta —analysis. J Adhes Dent. 14, 407-31 (2012).

Rosattoa, C.M.P., et al. Mechanical properties, shrinkage stress, cuspal strain and
fracture resistance of molars restored with bulk-fill composites and incremental
filling technique. Journal of Dentistry. 43, 1519-1528 (2015).

Par, M. et al. Real-time Light Transmittance Monitoring for Determining
Polymerization Completeness of Conventional and Bulk Fill Dental Composites.
Operative Dentistry. 43, 19-31 (2018).

Leprince J.G. et al. Physico-mechanical characteristics of commercially available
bulk-fill composites. J Dent. 42, 993-1000 (2014).

Veloso, S.R.M., et al. Clinical performance of bulk-fill and conventional resin
composite restorations in posterior teeth: a systematic review and meta-analysis.
Clinical Oral Investigations. (2018).Disponivel em: https://d0i:10.1007/s00784-018-
2429-7, acessado em 03 de maio de 2018.

llie, N., Bucuta, S. & Draenert, M. Bulk-fill resin-based composites: an in vitro
assessment of their mechanical performance. Operative Dentistry, 38, 618-625
(2013).

Glauser, S. et al. Bacterial colonization of resin composite cements: influence of
material composition and surface roughness. Eur J Oral Sci.125, 294-302 (2017).
Isler, S. et al. The effects of different restorative materials on periodontopathogens
in combined restorative-periodontal treatment. J Appl Oral Sci. 26, 1678-7757
(2018).

Derchi, G. et al. Bacterial adhesion on direct and indirect dental restorative
composite resins: An in vitro study on a natural biofilm. J Prosthet Dent. 117, 669-
676 (2017).

Zaltsman, N. et al. Surface-modified nanoparticles as anti-biofilm filler for dental
polymers. PLoS One. 12, 0189397 (2017).

Florez, F.L.E. et al. Real-time Assessment of Streptococcus mutans Biofilm
Metabolism on Resin Composite. Dent Mater. 32, 1263-1269 (2016).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28618020
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5731751/

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

49

Hyun, H.K., Ferracane, J.L. Influence of biofilm formation on the optical properties
of novel bioactive glass-containing composites. Dent Mater. 32, 1144-1151 (2016).
Domenech, M., et al. Biofilm Formation Avoids Complement Immunity and
Phagocytosis of Streptococcus pneumoniae. Infectar. Immun. Espanha, 81, 2606—
2615 (2013).

Zaw M.T., Samaranayake, Y.H,. Samaranayake, L.P. In vitro biofi Im formation of
Candida albicans and non- albicans Candida species under dynamic and anaerobic
conditions. Arch Oral Biol. 52, 761-767 (2007).

Kim, H.-S. et al. Raffinose, a plant galactoside, inhibits Pseudomonas aeruginosa
biofilm formation via binding to LecA and decreasing cellular cyclic diguanylate
levels. Scientific Reports, 6,d0i:10.1038/srep25318 (2016).

Elpo, E.R.S. & Negrelle, R.R.B. Zingiber officinale Roscoe: Aspectos botanicos e
ecoldgicos. Visdo Académica, 5, 27-32 (2004).

Chaves, F.C.M. et al. Avaliacdo agronémica e caracterizacdo quimica de acessos de
gengibre (Zingiber officinale) nas condigdes de Manaus, AM. Hortic. bras. 30,
(2012).

Chakotiya A.S., Tanwar A., Narula A. & Sharma R.K. Zingiber officinale: Its
antibacterial activity on Pseudomonas aeruginosa and mode of action evaluated by
flow cytometry. Microbial Pathogenesis. 107, 254-260 (2017).

Fernandes, L.O. Optical coherence tomography follow-up of patients treated from
periodontal disease. Journal of Biophotonics. 12, 201800209 (2018).

Mota, C.C.B.O., Fernandes, L.O., Cimdes, R., & Gomes, A.S.L. Non-Invasive
Periodontal Probing Through Fourier-Domain Optical Coherence Tomography.
Journal of Periodontology, 86, 1087-1094 (2015).

Andrade M.C.L. et al. A new approach by optical coherence tomography for

elucidating biofilm formation by emergent Candida species. PLoS ONE. Sé&o
Francisco, 12,e0188020(2017).

Maia, A.M.A., Freitas, A.Z., Campello, S.L., Gomes, A.S.L. & Karlsson, L.
Evaluation of dental enamel caries assessment using Quantitative Light Induced
Fluorescence and Optical Coherence Tomography. J Biophotonics, 9, 596-602
(2016).

Shimada, Y., et al. 3D evaluation of composite resin restoration at practical training
using swept-source optical coherence tomography (SS-OCT). Dent Mater J. 31,
409-17, (2012).



25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

50

Suzuki, L.C. et al. Real time optical coherence tomography monitoring of Candida
albicans biofilm in vitro during photodynamic treatment. Biophotonics: Photonic
Solutions for Better Health Care Il. 7715, 771524-1 (2010).

Melo, L.S. et al. Evaluation of enamel dental restoration interface by optical
coherence tomography. J Biomed Opt., 10,27-64 (2005).

Hou, J. et al. Bacterial Density and Biofilm Structure Determined by Optical
Coherence Tomography. Scientific Reports, 9, doi:10.1038/s41598-019-46196-7
(2019).

Mota, C.C.B.O. et al. Optical Coherence Tomography as an Auxiliary Tool for the
Screening of Radiation-Related Caries. Photomedicine and Laser Surgery, 31, 301-
306 (2013).

Antunes, J.L.F. & Peres, M.A. Epidemiologia da Saude Bucal. Guanabara
Koogan, (Rio de Janeiro, 2006).

Farrugia, C., Cassar, G., Valdramidis, V., & Camilleri, J. Effect of sterilization
techniques prior to antimicrobial testing on physical properties of dental restorative
materials. Journal of Dentistry, 43, 703—714 (2015).

Pattem, J., et al. A Multi-scale Biophysical Approach to Develop Structure-Property
Relationships in Oral Biofilms. Scientific Reports, 8, doi:10.1038/s41598-018-
23798-1 (2018).

Kim, S. et al. Design and implementation of a low-cost, portable OCT system.
Biomedical Optics Express, 9, 1232. doi:10.1364/b0e.9.001232 (2018).

Kim, S-H., Kang S-R., Wi, W-J. Improved accuracy in periodontal pocket depth
measurement using optical coherence tomography. J Periodontal Implant Sci. 47,
13-19 (2017).

Bao, Q.et al. Antibacterial and anti-biofilm efficacy of fluoropolymer coating by a
2,3,5,6-tetrafluoro- p -phenylenedimethanol structure.Colloids Surf. B: Biointerf.
151, 363-371 (2017).

Desmond, P., Morgenroth, E. & Derlon, N. Physical structure determines
compression of membrane biofilms during Gravity Driven Membrane (GDM)
ultrafiltration.Water Res. 143, 539-549 (2018).

Fortunato, L. & Leiknes, T.In-situ biofouling assessment in spacer filled channels
using optical coherence tomography (OCT): 3D biofilm thickness mapping. Biores.
Technol. 229, 231-235 (2017).



51

37. Ogrodzki, P.et al. Rapid in-situ imaging and whole genome sequencing of biofilm
in neonatal feeding tubes: A clinical proof of concept.Sci. Rep.7, 15948 (2017).

38. Qian, J.et al. Water quality and daily temperature cycle affect biofilm formation in
drip irrigation devices revealed by optical coherence tomography.Biofouling 33,
211-221 (2017).

39. Wagner, M. & Horn, H. Optical coherence tomography in biofilm research: A
comprehensive review.Biotechnol. Bioeng. 114, 1386-1402 (2017).

40. Gusnaniar, N.et al. Structural changes inS. epidermidisbiofilms after transmission
between stainless steel surfaces.Biofouling. 33, 712—-721 (2017)

41. Haisch, C. & Niessner, R. Visualisation of transient processes in biofilms by optical
coherence tomography.Water Res.41, 24672472 (2007).

42. Snuossi M, et al. Laurus nobilis, Zingiber officinale and Anethum graveolens
Essential Oils: Composition, Antioxidant and Antibacterial Activities against
Bacteria Isolated from Fish and Shellfish. Molecules, 21, 1414 (2016).

43. lonescu, A.C. et al. Influence of matrix and filler fraction on biofilm formation on
the surface of experimental resin-based composites. J Mater Sci: Mater Med. 26, 58
(2015).

Agradecimentos

Os autores agradecem a CAPES (Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel
Superior), por concessdo de bolsa a PTSSP. Este estudo faz parte das atividades do INCT-
INFO (Institutos Nacionais de Ciéncia e Tecnologia, Instituto de Fotbnica - 465.763/2014-
6), apoiado pelo programa CNPg/CAPES/MCT, e PRONEX (Programa de Exceléncia em
Biofotdnica e Nanofotdnica - APQ-0504-1.05/14) patrocinado pela FACEPE/CNPq.

Informacoes sobre os autores

AfiliacOes

Universidade Estadual da Paraiba - UEPB

Departamento de Odontologia - Programa de P6s-Graduacdo em Odontologia

Rua Barauna, 531 — Bairro Universitario- Campina Grande - PB — Brasil

Centro Universitario Tabosa de Almeida — ASCES-UNITA
Curso de Odontologia

Av. Portugal, 584 - Universitario, Caruaru — PE — Brasil



52

Universidade Federal de Pernambuco — UFPE
Departamento de Fisica
Av. Prof. Luiz Freire s/n - Cidade Universitaria, Recife - PE - Brasil

Contribuicéo

MHCVC, PTSSP e CCBOM idealizaram e conceberam esse projeto. PTSSP, NAEL,
MCOL e RLSH projetaram e desenvolveram a pesquisa. PLAN, CCBOM e MHCVC,
supervisionaram a pesquisa. AFMM desenvolveu a formulacdo a ser testada e monitorou o
fitoterapico. MMA idealizou 0 método de analise. SLC desenvolveu o método de analise e
analisou os experimentos. ASLG revisou criticamente manuscrito. Todos o0s autores

contribuiram na redacdo do manuscrito.

Autor Correspondente

Maria Helena Chaves de Vasconcelos Catéo, PhD

Universidade Estadual da Paraiba

Departamento de Odontologia - Programa de P6s-Graduacdo em Odontologia
Rua Barauna, 531 — Bairro Universitario- Campina Grande - PB — Brasil
CEP 58429-500 Phone/Fax:+55 83 3315-3471

e-mail: mhelenact@zipmail.com.br

Declaracéo de interesse

Todos os autores envolvidos nesta pesquisa, declaram ndo haver conflitos de interesse em
potencial com a autoria e/ou publicacdo desse artigo. As opinifes e afirmacdes contidas
neste documento sdo de responsabilidade dos autores. Declaramos nenhum interesse

financeiro concorrente.



53

Figuras, Quadros e Tabelas

Quadro 1. Resinas compostas, fabricante, composicao, classificacdo e técnica de uso.

RESINAS FABRICANTE / MATRIZ PARTICULAS -
2 FOTOATIVACAO
COMPOSTAS LOTE ORGANICA DE CARGA
Tetric Ivoclar Vivadent AG, Bis-GMA,; 10 seg > 1.000 mW/cm®
N-Ceram Schaan, Liechtenstein Bis-EMA; Hibrido Espessura max do
Bulk Fill /U33216 UDMA. incremento: 4 mm
Kerr Corp., Orange, Bis-GMA; 20seg >1000mW/cm?
SonicFill Califérnia, USA /| Bis-EMA, Nanohibrido Espessura max do

6504838 TEGDMA. incremento: 5 mm



Quadro 2. Composicao dos grupos experimentais.
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Esmalte humano

Cultura Staphylococcus
aureus

Zingiber officinale

Clorexidina

Sem Intervencéo

Cultura Candida albicans

Zingiber officinale

Clorexidina

Sem Intervencéo

Tetric N-Ceram Bulk Fill
IVOCLAR

Cultura Staphylococcus
aureus

Zingiber officinale

Clorexidina

Sem Intervencéo

Cultura Candida albicans

Zingiber officinale

Clorexidina

Sem Intervencéo

Sonic Fill
KERR

Cultura Staphylococcus
aureus

Zingiber officinale

Clorexidina

Sem Intervencao

Cultura Candida albicans

Zingiber officinale

Clorexidina

Sem Intervencéo
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Tabela 1- Médias e desvio padrao da intensidade do sinal dos grupos estudados e analise
intragrupos das superficies.

Cultura Superficie Intervencgéo Média Ej{i;’ég p-valort
Zingiber officinale 10  2,548E+03% 0,60
Esmalte - 10 ab N
Dentario Clorexidina 2,089E+03 0,49 <0,0001
Sem intervencéo 10 20,55E+03° 0,97
Tetric N-  Zingiber officinale 10 4,152E+03° 0,83
Staphylococcus  ceram  Clorexidina 10 2,592E+03%* 0,73  <0,0001*
aureus Bulk Fill  sem intervencao 10 20,14E+03" 0,96
Zingiber officinale 10 6,643E+03¢ 0,72
Sonic Fill  Clorexidina 10 4,992E+03" 0,60  <0,0001*
Sem intervencao 10 2554E+03' 1,09
Zingiber officinale 10  2,065E+03' 0,77
Esmalte ) oxidi 10  2,147E+03% 0,50  <0,0001*
Dentério orexidina , + , <0,
Sem intervencio 10  21,04E+03' 2,46
_ Tetric N-  Zingiber officinale 10 7,721E+03™ 0,89 .
Candida Ceram  Clorexidina 10 6,263E+03™ 047 <0.0001
albicans . ’ . o
Bulk Fill sem intervencéo 10  32,04E+03 2,91
Zingiber officinale 10 13,2E+03° 3,90 .
Sonic Fill  Clorexidina 10 10,53E+03" 3,34 <0,0001
Sem intervencao 10  35,82E+03' 2,03

1 Teste de Kruskal-Wallis; Post-hoc de Dunn. Letras diferentes indicam significancia estatistica.

* Diferengas estatisticas significativas
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Tabela 2 — Avaliacao da intensidade de sinal da inibicdo nas diferentes superficies (Tipo
de intervencao x superficies)

Cultura Intervencéo Superficie Média Desv~|o p-valort
padréo

Esmalte 10 2,548E+03°% 0,60

Sticnale | BakEm L0 4152E403% 083  <00001"
Sonic Fill 10 6,643E+03° 0,72
Esmalte 10 2,089+03° 0,49

Staphylococcus  Clorexidina e N-Ceram 10, sgopg3% 73 <0.00017
Sonic Fill 10  4,992E+03" 0,60
Esmalte 10 20,55E+03° 0,97

Sem Tetric N-Ceram 10 2014E+03%" 096  <0,0001*

intervencao Bulk Fill _

Sonic Fil 10 >554E+03" 1,09
Esmalte 10 2,065E+03' 0,77

o L .

gflﬁgﬁ;; Tetrg:ull\li CFZiﬁram 10 7 721E+03 K 0.89 <0,0001

Sonic Fill 10  13,2E+03 " 3,90
Esmalte 10 2,147E+03™ 0,50

. _ *

Candida albicans Clorexidina Tetrg:ull\ll( 'C:Ziﬁram 10 6,263E+03 " 0,47 <0,0001

Sonic Fill 10 10,53E+03 ™ 3,34
Esmalte 10 21,04E+03° 2,46

Sem Tetric N-Ceram 10 32 04E+03 291 <0,0001*

intervencédo Bulk Fill ' '

Sonic Fill 10 35,82E+039' 2,03

1 Teste de Kruskal-Wallis; Post-hoc de Dunn. Letras diferentes indicam significancia estatistica.

* Diferengas estatisticas significativas



Tabela 3 — Avaliacdo da inibigcdo e crescimento nas diferentes superficies

(Staphylococcus aureus x Candida albicans)
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. ) o Desvio
Superficie  Intervencgéo Colbnia N Média . p-valort
Padréo
Zingiber Staphylococcus
10 2,548E+03 0,60
Officinale  aureus
0,1655
Candida albicans 10 2,065E+03 0,77
Staphylococcus
Esmalte Clorexidina 10 2,089E+03 0,49
aureus 0,7394
Candida albicans 10 2,147E+03 0,50
Sem Staphylococcus
10  20,55E+03 0,97
Intervencdo aureus 0,1051
Candida albicans 10 21,04E+03 2,46
Zingiber Staphylococcus
10 4,152E+03 0,83
Officinale  aureus <0,0001*
Candida albicans 10 7,721E+03 0,89
Tetric N- Staphylococcus
Clorexidina 10 2,592E+03 0,73
Ceram aureus <0,0001*
Bulk Fill Candida albicans 10 6,263E+03 0,47
Sem Staphylococcus
10  20,14E+03 0,96
Intervencdo aureus <0,0001*
Candida albicans 10 32,04E+03 2,91
Zingiber Staphylococcus
10 6,643E+03 0,72
Officinale aureus 0,0021*
Candida albicans 10 13,2E+03 3,90
Staphylococcus
Clorexidina 10  4,992E+03 0,60
Sonic Fill aureus 0,0003*
Candida albicans 10 10,53E+03 3,34
Sem Staphylococcus
10 25,54E+03 1,09
Intervencdo aureus <0,0001*
Candida albicans 10 35,82E+03 2,03

1 Teste de Mann-Whitney

* Diferencas estatisticas significativas.
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Figura 1. Comparacdo das amostras em trés momentos distintos expostas a Candida

Albicans.

Figura 1. a ) Placa estéril Agar Sabouraud 4%; b) Crescimento Candida Albicans em Sonic; c) Inibicdo
Candida Albicans em Sonic.
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Figura 2. Comparacdo das amostras em trés momentos distintos expostas ao

Staphylococcus aureus.

Figura 2. a) Placa estéril Agar Mueller Hinton; b) Crescimento Staphylococcus aureus em Sonic; ) Inibigdo
Staphylococcus aureus em Sonic.
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Figura 3. Comparacdo da densidade Optica das amostras expostas aCandida Albicans.
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Figura 4. Comparacdo da densidade Optica das amostras expostas ao Staphylococcus

aureus.

Densidade Otica

esteril
crescimento
inibicao

100 150
Profundidade

250



62

5. CONSIDERACOES FINAIS

Foi visto colonizacdo e crescimento do Staphylococcusaureus e Candida albicans
sobre as superficies testadas, ndo havendo diferenca entre as espécies para o esmalte
dentério. Entretanto, nas superficies resinosas foi verificado maior crescimento de Candida
albicans, frente ao S.aureus.

O tamanho das particulas inorganicas das resinas (hibridas e nanohibridas), bem
como sua viscosidade podem ter influenciadono crescimento de microrganismos nas resinas
Bulk Fill, apresentando as do tipo hibrida melhores resultados e as nanohibridas maior
crescimento e adesdo de biofilme.

O fitoterapico Zingiber officinale Roscoe foi eficaz na inibicdo de crescimento do
Staphylococcos aureus e da Candida albicansin vitro sobre superficies lisas de resinas
compostas Bulk Fill de alta viscosidade e esmalte dentario.

Estudos futuros poderéo analisar se o Zingiber officinale causa manchamento sobre
as superficies de esmalte e resinas compostas, uma vez que esta € uma desvantagem da
Clorexidina. Também é importante a continuidade deste estudo visando o aprimoramento e

desenvolvimento de formula farmacéutica do colutorio para aplicacédo clinica do produto.
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Objetivo da Pesquisa:

Num estudo experimental laboratorial in vitro do tipo analitico, com trés resinas do tipo Bulk Fill condensada
(Voco, Ivoclar e Kerr) e o esmalte humano como controle, inoculando os trés grupos de micro-organismos
supracitados e tendo como teste da inibigdo de crescimento o Zingiber oficinalle Roscoe, como controle
positivo a Clorexidina e a agua destilada como controle nulo. Serdo avaliados avaliar os efeitos do gel
fitoterapico Zingiber oficinalle Roscoe sabre o crescimento e aderéncia de microrganismaos Sthaphylococcos
aureus, Candida albicans e cultura mista

in vitro sobre superficies lisas de resinas compostas Bulk Fill de alta viscosidade,

comparando seus resultados com a aplicagao tdpica de clorexidina
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N&o existem riscos, pois trata-se de uma pesquisa in vitro.
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Os beneficios sdo que os usos de produtos naturais sdo eficazes na regulagdo da formacao de biofilmes,
tendo como vantagem a menor toxicidade e maior especificidade, quando comparados aos farmacos
sintéticos (KIM et al., 2016). Nesse contexto a utilizagdo de um fitoterapico que tenha agao especifica, com
teste de

suscetibilidade antimicrobiana, com CIM ou CIMA (Concentrag&o Inibitéria Minima)

para Staphylococcus aureus e Candida, ambos muito comuns na cavidade oral e testa-los na cultura mista
da cavidade bucal e ver se possui a mesma ag¢do. Envolvendo uma planta nativa brasileira, cujo extrato seja
de baixo custo, e que se enquadre nos

critérios de incentivos do SUS para pesquisas e/ou desenvolvimento de arranjos

produtivos locais de plantas medicinais e fitoterapicos com incentivo governamental.
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Portanto, emitimos parecer favoravel
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Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:
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2001 e autorizado pela Vigiléncia Sanitaria da Secretaria de Salde da Prefeitura Municipal de Caruaru, afravés do Oficio n®
SSCI093 de 11 de maio de 2016,

DECLARAGAO DE EMPRESTIMO

Declaramos para fins de comprovagéo junto ao CEP que, autorizamos
a retirada por empréstimo em nossa Entidade de 60 (sessenta) terceiros
molares integros, por Pettely Thaise de Souza Santos Palmeira — CPF n°
064.102.104-69 , aluna da Universidade Estadual da Paraiba, vinculada ao
programa de pés-graduagao a nivel de Mestrado, com a finalidade de realizar
um trabalho de pesquisa, sob o titule: “ Inibicdo de Micro-organismos em
Resinas Compostas Bulk Fill com uso do Fitoterapico Zingiber
officinale pelo Sistema de Tomografia por Coeréncia Optica *, sob a
orientagdo da prof® Dra. Maria Helena Chaves de Vasconcelos Catdo
tendo como co-orientadora a prof* Dra. Claudia Cristina Brainer de
Oliveira Mota.

Dando cumprimento ao nosso Regulamento, de acordo com o Cap. V,
Art. 5° Item IV das Normas que regem o funcionamento do BDH da
ASCES/UNITA, os referidos elementos ficaréo sob a responsabilidade da
pesquisadora requerente, relativo ao transporte, estudo/pesquisa, que se
desenvolvera no Laboratorio de Biofoténica da ASCES/UNITA e o respectivo
comprometimento, da devolugdo de todos elementos ora retirados por
empréstimo, independentemente do estado em que os espécimes se
encontrem apdés o estudo/experiéncia.

Caruaru-PE, 20 de fevereiro de 2019
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ANEXO D - NORMAS DO PERIODICO SCIENTIFIC REPORTS

Scientific Reports

Format of articles

Scientific Reports publishes original research in one format, Article. In most cases we do
not impose strict limits on word count or page number. We do, however, strongly
encourage authors to write concisely and to adhere to the guidelines below.

Articles should ideally be no more than 11 typeset pages in length. As a guide, the main
text (not including Abstract, Methods, References and figure legends) should be no more
than 4,500 words. The maximum Atrticle title length is 20 words. The Abstract — which
must be no more than 200 words long and contain no references — should serve both as a
general introduction to the topic and as a brief, non-technical summary of the main results
and their implications.

For the main body of the text, there are no explicit requirements for section organization.
According to the authors' preference, the text may be organized as best suits the research.
As a guideline and in the majority of cases, however, we recommend that you structure
your manuscript as follows:

Introduction

Results (with subheadings)
Discussion (without subheadings)
Methods

A specific order for the main body of the text is not compulsory and, in some cases, it may
be appropriate to combine sections. Figure legends are limited to 350 words. As a guideline
references should be limited to 60 (this is not strictly enforced). Footnotes should not be
used.

We suggest that Articles contain no more than 8 display items (figures and/or tables). In
addition, a limited number of uncaptioned molecular structure graphics and numbered
mathematical equations may be included if necessary. To enable typesetting of papers, the
number of display items should be commensurate with the word length — we suggest that


https://www.nature.com/srep/publish/guidelines#general-figure
https://www.nature.com/srep/publish/guidelines#tables
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for Articles with less than 2,000 words, no more than 4 figures/tables should be included.
Please note that schemes are not used and should be presented as figures.

Authors must provide a competing interests statement within the manuscript file.

Submissions should include a cover letter, a manuscript text file, individual figure files and
optional supplementary information files. For first submissions (i.e. not revised
manuscripts), authors may incorporate the manuscript text and figures into a single file up
to 3 MB in size; the figures may be inserted in the text at the appropriate positions, or
grouped at the end. Supplementary information should be combined and supplied as a
single separate file, preferably in PDF format.

The following file types can be uploaded for Article text:

e txt, doc, docx, tex, (pdf [first submissions only])*

*We are unable to accept PDF files for article text for revised manuscripts.

A submission template is available in the Overleaf template gallery to help you prepare a
LaTeX manuscript within the Scientific Reports formatting criteria.

Scientific Reports is read by scientists from diverse backgrounds. In addition, many are not
native English speakers. Authors should, therefore, give careful thought to how their
findings may be communicated clearly. Although a shared basic knowledge of science may
be assumed, please bear in mind that the language and concepts that are standard in one
field may be unfamiliar to non-specialists. Thus, technical jargon should be avoided and
clearly explained where its use is unavoidable.

Abbreviations, particularly those that are not standard, should also be kept to a minimum.
Where unavoidable, abbreviations should be defined in the text or legends at their first
occurrence, and abbreviations should be used thereafter. The background, rationale and
main conclusions of the study should be clearly explained. Titles and abstracts in particular
should be written in language that will be readily intelligible to any scientist. We strongly
recommend that authors ask a colleague with different expertise to review the manuscript
before submission, in order to identify concepts and terminology that may present
difficulties to non-specialist readers.

The format requirements of Scientific Reports are described below.

Scientific Reports uses UK English spelling.


https://www.overleaf.com/latex/templates/template-for-submissions-to-scientific-reports/xyrztqvdccns#.VNzKqC7HTlM
https://www.overleaf.com/
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Cover letter

Authors should provide a cover letter that includes the affiliation and contact information
for the corresponding author. Authors should briefly explain why the work is considered
appropriate for Scientific Reports. Authors are asked to suggest the names and contact
information for scientific reviewers and they may request the exclusion of certain referees.
Finally, authors should indicate whether they have had any prior discussions with a
Scientific Reports Editorial Board Member about the work described in the manuscript.

Format of manuscripts

In most cases we do not impose strict limits on word counts and page numbers, but we
encourage authors to write concisely and suggest authors adhere to the guidelines below.
For a definitive list of which limits are mandatory please visit the submission checklist

page.

Articles should be no more than 11 typeset pages in length. As a guide, the main text (not
including Abstract, Methods, References and figure legends) should be no more than 4,500
words. The maximum title length is 20 words. The Abstract (without heading) - which must
be no more than 200 words long and contain no references - should serve both as a general
introduction to the topic and as a brief, non-technical summary of the main results and their
implications.

The manuscript text file should include the following parts, in order: a title page with
author affiliations and contact information (the corresponding author should be identified
with an asterisk). The main text of an Article can be organised in different ways and
according to the authors' preferences, it may be appropriate to combine sections.

As a guideline, we recommend that sections include an Introduction of referenced text that
expands on the background of the work. Some overlap with the Abstract is acceptable. This
may then be followed by sections headed Results (with subheadings), Discussion (without
subheadings) and Methods.

The main body of text must be followed by References, Acknowledgements (optional),
Author Contributions (names must be given as initials), Additional Information (including
a Competing Interests Statement), Figure Legends (these are limited to 350 words per
figure) and Tables (maximum size of one page). Footnotes are not used.

For first submissions (i.e. not revised manuscripts), authors may choose to incorporate the
manuscript text and figures into a single file up to 3 MB in size in either a Microsoft Word,
LaTeX, or PDF format - the figures may be inserted within the text at the appropriate
positions, or grouped at the end.


https://www.nature.com/srep/publish/checklist
https://www.nature.com/srep/publish/checklist
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For revised manuscripts authors should provide all textual content in a single file, prepared
using either Microsoft Word or LaTeX. We do not accept PDF files for article text for
revised manuscripts. Figures should be provided as individual files.

Supplementary Information should be combined and supplied as a separate file, preferably
in PDF format. The first page of the Supplementary Information file should include the title
of the manuscript and the author list.

Authors who do not incorporate the manuscript text and figures into a single file should
adhere to the following: all textual content should be provided in a single file, prepared
using either Microsoft Word or LaTeX; figures should be provided as individual files.

The manuscript file should be formatted as single-column text without justification. Pages
should be numbered using an Arabic numeral in the footer of each page. Standard fonts are
recommended and the 'symbols’ font should be used for representing Greek characters.

TeX/LaTeX - Authors submitting LaTeX files may use the standard ‘article’ document
class (or similar) or may use the wiscirep.cls file and template provided by Overleaf. Non-
standard fonts should be avoided; please use the default Computer Modern fonts. For the
inclusion of graphics, we recommend graphicx.sty. Please use numerical references only
for citations. Our system cannot accept .bib files. If references are prepared using BibTeX
(which is optional), please include the .bbl file with your submission (as a ‘LaTeX
supplementary file’) in order for it to be processed correctly; this file is included
automatically in the zip file generated by Overleaf for submissions. Please see this help
article on Overleaf for more details. Alternatively ensure that the references (source code)
are included within the manuscript file itself. As a final precaution, authors should ensure
that the complete .tex file compiles successfully on their own system with no errors or
warnings, before submission.

Manuscripts published in Scientific Reports are not subject to in-depth copy editing as part
of the production process. Authors are responsible for procuring copy editing or language
editing services for their manuscripts, either before submission, or at the revision stage,
should they feel it would benefit their manuscript. Such services include those provided by
our affiliates Nature Research Editing Service and American Journal Experts. Scientific
Reports authors are entitled to a 10% discount on their first submission to either of these
services. To claim 10% off English editing from Nature Research Editing Service, click
here. To claim 10% off American Journal Experts, click here. Please note that the use of an
editing service is at the author's own expense, and in no way implies that the article will be
selected for peer-review or accepted for publication.

Methods


https://www.overleaf.com/latex/templates/template-for-submissions-to-scientific-reports/xyrztqvdccns
https://www.overleaf.com/help/207
https://www.overleaf.com/help/207
http://authorservices.springernature.com/language-editing/?utm_source=natureGuideToAuthors&utm_medium=referral&utm_campaign=natureGuideToAuthors
http://www.aje.com/
http://secure.authorservices.springernature.com/c/10NR/?utm_source=nroasLetters&utm_medium=email&utm_campaign=scirepsletters
http://www.aje.com/go/natureresearch/?utm_source=nroasLetters&utm_medium=email&utm_campaign=scirepsletters
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Where appropriate, we recommend that authors limit their Methods section to 1,500 words.
Authors must ensure that their Methods section includes adequate experimental and
characterization data necessary for others in the field to reproduce their work. Descriptions
of standard protocols and experimental procedures should be given. Commercial suppliers
of reagents or instrumentation should be identified only when the source is critical to the
outcome of the experiments. Sources for kits should be identified. Experimental protocols
that describe the synthesis of new compounds should be included. The systematic name of
the compound and its bold Arabic numeral are used as the heading for the experimental
protocol. Thereafter, the compound is represented by its assigned bold numeral. Authors
should describe the experimental protocol in detail, referring to amounts of reagents in
parentheses, when possible (eg 1.03 g, 0.100 mmol). Standard abbreviations for reagents
and solvents are encouraged. Safety hazards posed by reagents or protocols should be
identified clearly. Isolated mass and percent yields should be reported at the end of each
protocol. Any manuscript reporting an experiment/s on live vertebrates (or higher
invertebrates), humans or human samples must include a statement of ethical approval in
the Methods section (see our detailed requirements for further information on preparing
these statements).

References

References will not be copy edited by Scientific Reports. References will be linked
electronically to external databases where possible, making correct formatting of the
references essential.

References should be numbered sequentially, first throughout the text, then in tables,
followed by figures; that is, references that only appear in tables or figures should be last in
the reference list. Only one publication is given for each number. Only papers or datasets
that have been published or accepted by a named publication, recognized preprint server or
data repository should be in the numbered list; preprints of accepted papers in the reference
list should be submitted with the manuscript. Published conference abstracts and numbered
patents may be included in the reference list. Grant details and acknowledgements are not
permitted as numbered references. Footnotes are not used.

BibTeX (.bib) bibliography files cannot be accepted. LaTeX submission must either
contain all references within the manuscript .tex file itself, or (for authors using the
Overleaf template) can include the .bbl file generated during the compilation process as a
‘LaTeX supplementary file’ (see the "Format of manuscripts" section for more details).

Scientific Reports uses standard Nature referencing style. All authors should be included in
reference lists unless there are six or more, in which case only the first author should be
given, followed by ‘et al.". Authors should be listed last name first, followed by a comma
and initials (followed by full stops) of given names. Article and dataset titles should be in
Roman text, only the first word of the title should have an initial capital and the title should


https://www.nature.com/srep/journal-policies/editorial-policies#experimental-subjects
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be written exactly as it appears in the work cited, ending with a full stop. Book titles should
be given in italics and all words in the title should have initial capitals. Journal and data
repository names are italicized and abbreviated (with full stops) according to common
usage. Volume numbers and the subsequent comma appear in bold. The full page range
should be given (or article number), where appropriate.

Published papers:

Printed journals

Schott, D. H., Collins, R. N. & Bretscher, A. Secretory vesicle transport velocity in living
cells depends on the myosin V lever arm length. J. Cell Biol. 156, 35-39 (2002).

Online only

Bellin, D. L. et al. Electrochemical camera chip for simultaneous imaging of multiple
metabolites in biofilms. Nat. Commun. 7, 10535; 10.1038/ncomms10535 (2016).

For papers with more than five authors include only the first author’s name followed by ‘et
al.’.

Books:

Smith, J. Syntax of referencing in How to reference books (ed. Smith, S.) 180-181
(Macmillan, 2013).

Online material:

Babichev, S. A., Ries, J. & Lvovsky, A. I. Quantum scissors: teleportation of single-mode
optical states by means of a nonlocal single photon. Preprint at https://arxiv.org/abs/quant-
ph/0208066 (2002).

Manaster, J. Sloth squeak. Scientific American Blog
Networkhttp://blogs.scientificamerican.com/psi-vid/2014/04/09/sloth-squeak (2014).

Hao, Z., AghaKouchak, A., Nakhjiri, N. & Farahmand, A. Global integrated drought
monitoring and prediction system (GIDMaPS) data sets.
figsharehttps://doi.org/10.6084/m9.figshare.853801 (2014).
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Author contributions

Scientific Reports requires an Author Contribution Statement as described in the Author
responsibilities section of our Editorial and Publishing Policies.

Competing interests

A competing interests statement is required for all papers submitted to Scientific Reports. If
there is no conflict of interest, a statement declaring this must still be included in the paper.

The statement included in the article file must be explicit and unambiguous, describing any
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Examples of declarations are:
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Data availability

Scientific Reports requires a Data Availability Statement to be included in all submitted
manuscripts (at the end of the main text, before the References section); see 'Availability of
materials and data' section for more information.

Supplementary Information

Any Supplementary Information should be submitted with the manuscript and will be sent
to referees during peer review. It is published online with accepted manuscripts. We request
that authors avoid “data not shown™ statements and instead make their data available via


https://www.nature.com/srep/journal-policies/editorial-policies#author-responsibilities
https://www.nature.com/srep/journal-policies/editorial-policies#author-responsibilities
https://www.nature.com/srep/journal-policies/editorial-policies/
https://www.nature.com/srep/journal-policies/editorial-policies/#competing
http://www.nature.com/srep/journal-policies/editorial-policies#availability
http://www.nature.com/srep/journal-policies/editorial-policies#availability
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deposition in a public repository (see 'Availability of materials and data’ for more
information). Any data necessary to evaluation of the claims of the paper that are not
available via a public depository should be provided as Supplementary Information.
Supplementary Information is not edited, typeset or proofed, so authors should ensure that
it is clearly and succinctly presented at initial submission, and that the style and
terminology conform to the rest of the paper. Authors should include the title of the
manuscript and full author list on the first page.

The guidelines below detail the creation, citation and submission of Supplementary
Information - publication may be delayed if these are not followed correctly. Please note
that modification of Supplementary Information after the paper is published requires a
formal correction, so authors are encouraged to check their Supplementary Information
carefully before submitting the final version.

1. Multiple pieces of Supplementary Information can be combined and supplied as a
single file, or supplied separately (e.g. supplementary videos, spreadsheets [.csv or
XlIsx] or data files).

2. Designate each item as Supplementary Table, Figure, Video, Audio, Note, Data,
Discussion, Equations or Methods, as appropriate. Number Supplementary Tables
and Figures as, for example, "Supplementary Table S1". This numbering should be
separate from that used in tables and figures appearing in the main article.
Supplementary Note or Methods should not be numbered; titles for these are
optional.

3. Refer to each piece of supplementary material at the appropriate point(s) in the main
article. Be sure to include the word "Supplementary” each time one is mentioned.
Please do not refer to individual panels of supplementary figures.

4. Use the following examples as a guide (note: abbreviate "Figure™ as "Fig." when in
the middle of a sentence): "Table 1 provides a selected subset of the most active
compounds. The entire list of 96 compounds can be found as Supplementary Table
S1 online." "The biosynthetic pathway of L-ascorbic acid in animals involves
intermediates of the D-glucuronic acid pathway (see Supplementary Fig. S2 online).
Figure 2 shows..."

5. Remember to include a brief title and legend (incorporated into the file to appear
near the image) as part of every figure submitted, and a title as part of every table.

6. File sizes should be as small as possible, with a maximum size of 50 MB, so that
they can be downloaded quickly.

Further queries about submission and preparation of Supplementary Information should be
directed to email: scirep.admin@nature.com.

Figure legends


http://www.nature.com/srep/journal-policies/editorial-policies#availability
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Figure legends begin with a brief title sentence for the whole figure and continue with a
short description of what is shown in each panel in sequence and the symbols used;
methodological details should be minimised as much as possible. Each legend must total no
more than 350 words. Text for figure legends should be provided in numerical order after
the references.

Tables

Please submit tables in your main article document in an editable format (Word or
TeX/LaTeX, as appropriate), and not as images. Tables that include statistical analysis of
data should describe their standards of error analysis and ranges in a table legend.

Equations

Equations and mathematical expressions should be provided in the main text of the paper.
Equations that are referred to in the text are identified by parenthetical numbers, such as
(1), and are referred to in the manuscript as "equation (1)".

For submissions in a .doc or .docx format please ensure that all equations are provided in an
editable Word format. These can be produced with the equation editor included in
Microsoft Word.

General figure guidelines

Authors are responsible for obtaining permission to publish any figures or illustrations that
are protected by copyright, including figures published elsewhere and pictures taken by
professional photographers. The journal cannot publish images downloaded from the
internet without appropriate permission.

Figures should be numbered separately with Arabic numerals in the order of occurrence in
the text of the manuscript. When appropriate, figures should include error bars. A
description of the statistical treatment of error analysis should be included in the figure
legend. Please note that schemes are not used; sequences of chemical reactions or
experimental procedures should be submitted as figures, with appropriate captions. A
limited number of uncaptioned graphics depicting chemical structures - each labelled with
their name, by a defined abbreviation, or by the bold Arabic numeral - may be included in a
manuscript.

Figure lettering should be in a clear, sans-serif typeface (for example, Helvetica); the same
typeface in the same font size should be used for all figures in a paper. Use 'symbols' font
for Greek letters. All display items should be on a white background, and should avoid
excessive boxing, unnecessary colour, spurious decorative effects (such as three-
dimensional 'skyscraper' histograms) and highly pixelated computer drawings. The vertical
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axis of histograms should not be truncated to exaggerate small differences. Labelling must
be of sufficient size and contrast to be readable, even after appropriate reduction. The
thinnest lines in the final figure should be no smaller than one point wide. Authors will see
a proof that will include figures.

Figures divided into parts should be labelled with a lower-case bold a, b, and so on, in the
same type size as used elsewhere in the figure. Lettering in figures should be in lower-case
type, with only the first letter of each label capitalized. Units should have a single space
between the number and the unit, and follow SI nomenclature (for example, ms rather than
msec) or the nomenclature common to a particular field. Thousands should be separated by
commas (1,000). Unusual units or abbreviations should be spelled out in full or defined in
the legend. Scale bars should be used rather than magnification factors, with the length of
the bar defined on the bar itself rather than in the legend. In legends, please use visual cues
rather than verbal explanations such as "open red triangles".

Unnecessary figures should be avoided: data presented in small tables or histograms, for
instance, can generally be stated briefly in the text instead. Figures should not contain more
than one panel unless the parts are logically connected; each panel of a multipart figure
should be sized so that the whole figure can be reduced by the same amount and reproduced
at the smallest size at which essential details are visible.

Figures for peer review

At the initial submission stage authors may choose to upload separate figure files or to
incorporate figures into the main article file, ensuring that any inserted figures are of
sufficient quality to be clearly legible.

When submitting a revised manuscript all figures must be uploaded as separate figure files
ensuring that the image quality and formatting conforms to the specifications below.

Figures for publication

Each complete figure must be supplied as a separate file upload. Multi-part/panel figures
must be prepared and arranged as a single image file (including all sub-parts; a, b, c, etc.).
Please do not upload each panel individually.

Please read the digital images integrity and standards section of our Editorial and
Publishing Policies. When possible, we prefer to use original digital figures to ensure the
highest-quality reproduction in the journal. When creating and submitting digital files,
please follow the guidelines below. Failure to do so, or to adhere to the following
guidelines, can significantly delay publication of your work.


https://www.nature.com/srep/journal-policies/editorial-policies/#digital-image
https://www.nature.com/srep/journal-policies/editorial-policies/
https://www.nature.com/srep/journal-policies/editorial-policies/
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Authors are responsible for obtaining permission to publish any figures or illustrations that
are protected by copyright, including figures published elsewhere and pictures taken by
professional photographers. The journal cannot publish images downloaded from the
internet without appropriate permission.

Springer Nature remains neutral with regard to jurisdictional claims in published maps and
institutional affiliations.

1. Line art, graphs, charts and schematics

For optimal results, all line art, graphs, charts and schematics should be supplied in vector
format, such as EPS or Al, and should be saved or exported as such directly from the
application in which they were made. Please ensure that data points and axis labels are
clearly legible.

2. Photographic and bitmap images

All photographic and bitmap images should be supplied in a bitmap image format such as
tiff, jpg, or psd. If saving tiff files, please ensure that the compression option is selected to
avoid very large file sizes.

Please do not supply Word or Powerpoint files with placed images. Images can be supplied
as RGB or CMYK (note: we will not convert image colour modes).

Figures that do not meet these standards will not reproduce well and may delay publication
until we receive high-resolution images.

3. Chemical structures

Chemical structures should be produced using ChemDraw or a similar program. All
chemical compounds must be assigned a bold, Arabic numeral in the order in which the
compounds are presented in the manuscript text. Structures should then be exported into a
300 dpi RGB tiff file before being submitted.

4. Stereo images

Stereo diagrams should be presented for divergent ‘wall-eyed' viewing, with the two panels
separated by 5.5 cm. In the final accepted version of the manuscript, the stereo images
should be submitted at their final page size.

Statistical guidelines
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Every article that contains statistical testing should state the name of the statistical test, the
n value for each statistical analysis, the comparisons of interest, a justification for the use of
that test (including, for example, a discussion of the normality of the data when the test is
appropriate only for normal data), the alpha level for all tests, whether the tests were one-
tailed or two-tailed, and the actual P value for each test (not merely "significant” or "P <
0.05™). It should be clear what statistical test was used to generate every P value. Use of the
word "significant” should always be accompanied by a P value; otherwise, use
"substantial,” "considerable," etc.

Data sets should be summarized with descriptive statistics, which should include the n
value for each data set, a clearly labelled measure of centre (such as the mean or the
median), and a clearly labelled measure of variability (such as standard deviation or range).
Ranges are more appropriate than standard deviations or standard errors for small data sets.
Graphs should include clearly labelled error bars. Authors must state whether a number that
follows the + sign is a standard error (s.e.m.) or a standard deviation (s.d.).

Authors must justify the use of a particular test and explain whether their data conform to
the assumptions of the tests. Three errors are particularly common:

e Multiple comparisons: When making multiple statistical comparisons on a single
data set, authors should explain how they adjusted the alpha level to avoid an
inflated Type | error rate, or they should select statistical tests appropriate for
multiple groups (such as ANOVA rather than a series of t-tests).

e Normal distribution: Many statistical tests require that the data be approximately
normally distributed; when using these tests, authors should explain how they tested
their data for normality. If the data do not meet the assumptions of the test, then a
non-parametric alternative should be used instead.

e Small sample size: When the sample size is small (less than about 10), authors
should use tests appropriate to small samples or justify their use of large-sample
tests.

Chemical and biological nomenclature and abbreviations

Molecular structures are identified by bold, Arabic numerals assigned in order of
presentation in the text. Once identified in the main text or a figure, compounds may be
referred to by their name, by a defined abbreviation, or by the bold Arabic numeral (as long
as the compound is referred to consistently as one of these three).

When possible, authors should refer to chemical compounds and biomolecules using
systematic nomenclature, preferably using IUPAC. Standard chemical and biological
abbreviations should be used. Unconventional or specialist abbreviations should be defined
at their first occurrence in the text.


http://www.chem.qmul.ac.uk/iupac/

85

Gene nomenclature

Authors should use approved nomenclature for gene symbols, and use symbols rather than
italicized full names (for example Ttn, not titin). Please consult the appropriate
nomenclature databases for correct gene names and symbols. A useful resource is
LocusLink.

Approved human gene symbols are provided by HUGO Gene Nomenclature Committee
(HGNC), e-mail: hgnc@genenames.org; see also www.genenames.org. Approved mouse
symbols are provided by The Jackson Laboratory, e-mail: nomen@informatics.jax.org; see
also www.informatics.jax.org/mgihome/nomen.

For proposed gene names that are not already approved, please submit the gene symbols to
the appropriate nomenclature committees as soon as possible, as these must be deposited
and approved before publication of an article.

Avoid listing multiple names of genes (or proteins) separated by a slash, as in
'Oct4/Poubfl’, as this is ambiguous (it could mean a ratio, a complex, alternative names or
different subunits). Use one name throughout and include the other at first mention: 'Oct4
(also known as Pou5f1)".

Characterization of chemical and biomolecular materials

Scientific Reports is committed to publishing technically sound research. Manuscripts
submitted to the journal will be held to rigorous standards with respect to experimental
methods and characterization of new compounds. Authors must provide adequate data to
support their assignment of identity and purity for each new compound described in the
manuscript. Authors should provide a statement confirming the source, identity and purity
of known compounds that are central to the scientific study, even if they are purchased or
resynthesized using published methods.

1. Chemical identity

Chemical identity for organic and organometallic compounds should be established through
spectroscopic analysis. Standard peak listings (see formatting guidelines below) for 1H
NMR and proton-decoupled 13C NMR should be provided for all new compounds. Other
NMR data should be reported (31P NMR, 19F NMR, etc.) when appropriate. For new
materials, authors should also provide mass spectral data to support molecular weight
identity. High-resolution mass spectral (HRMS) data are preferred. UV or IR spectral data
may be reported for the identification of characteristic functional groups, when appropriate.
Melting-point ranges should be provided for crystalline materials. Specific rotations may be
reported for chiral compounds. Authors should provide references, rather than detailed


http://www.genenames.org/
http://www.informatics.jax.org/mgihome/nomen
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procedures, for known compounds, unless their protocols represent a departure from or
improvement on published methods.

2. Combinational compound libraries

Authors describing the preparation of combinatorial libraries should include standard
characterization data for a diverse panel of library components.

3. Biomolecular identity

For new biopolymeric materials (oligosaccharides, peptides, nucleic acids, etc.), direct
structural analysis by NMR spectroscopic methods may not be possible. In these cases,
authors must provide evidence of identity based on sequence (when appropriate) and mass
spectral characterization.

4. Biological constructs

Authors should provide sequencing or functional data that validates the identity of their
biological constructs (plasmids, fusion proteins, site-directed mutants, etc.) either in the
manuscript text or the Methods section, as appropriate.

5. Sample purity

Evidence of sample purity is requested for each new compound. Methods for purity
analysis depend on the compound class. For most organic and organometallic compounds,
purity may be demonstrated by high-field 1H NMR or 13C NMR data, although elemental
analysis (£0.4%) is encouraged for small molecules. Quantitative analytical methods
including chromatographic (GC, HPLC, etc.) or electrophoretic analyses may be used to
demonstrate purity for small molecules and polymeric materials.

6. Spectral data

Detailed spectral data for new compounds should be provided in list form (see below) in
the Methods section. Figures containing spectra generally will not be published as a
manuscript figure unless the data are directly relevant to the central conclusions of the
paper. Authors are encouraged to include high-quality images of spectral data for key
compounds in the Supplementary Information. Specific NMR assignments should be listed
after integration values only if they were unambiguously determined by multidimensional
NMR or decoupling experiments. Authors should provide information about how
assignments were made in a general Methods section.

Example format for compound characterization data. mp: 100-102 °C (lit."" 99-101 °C);
TLC (CHCI3:MeOH, 98:2 v/v): R = 0.23; [o]o = -21.5 (0.1 M in n-hexane); *H NMR (400
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MHz, CDCl3): 6 9.30 (s, 1H), 7.55-7.41 (m, 6H), 5.61 (d, J = 5.5 Hz, 1H), 5.40 (d, J =5.5
Hz, 1H), 4.93 (m, 1H), 4.20 (q, J = 8.5 Hz, 2H), 2.11 (s, 3H), 1.25 (t, J = 8.5 Hz, 3H); **C
NMR (125 MHz, CDCl3): 6 165.4, 165.0, 140.5, 138.7, 131.5, 129.2, 118.6, 84.2, 75.8,
66.7, 37.9, 20.1; IR (Nujol): 1765 cm-; UV/Vis: Amax 267 nm; HRMS (m/z): [M]" calcd.
for CyoH15C12NOs, 420.0406; found, 420.0412; analysis (calcd., found for CyH;5C12NOs):
C (57.16, 57.22), H (3.60, 3.61), Cl (16.87, 16.88), N (3.33, 3.33), O (19.04, 19.09).

7. Crystallographic data for small molecules

Manuscripts reporting new three-dimensional structures of small molecules from
crystallographic analysis should include a .cif file and a structural figure with probability
ellipsoids for publication as Supplementary Information. These must have been checked
using the IUCR's CheckCIF routine, and a PDF copy of the output must be included with
the submission, together with a justification for any alerts reported. Crystallographic data
for small molecules should be submitted to the Cambridge Structural Database and the
deposition number referenced appropriately in the manuscript. Full access must be provided
on publication.

8. Macromolecular structural data

Manuscripts reporting new structures should contain a table summarizing structural and
refinement statistics. Templates are available for such tables describing NMR and X-ray
crystallographydata. To facilitate assessment of the quality of the structural data, a stereo
image of a portion of the electron density map (for crystallography papers) or of the
superimposed lowest energy structures (=10; for NMR papers) should be provided with the
submitted manuscript. If the reported structure represents a novel overall fold, a stereo
image of the entire structure (as a backbone trace) should also be provided.


http://checkcif.iucr.org/
http://www.ccdc.cam.ac.uk/
http://www.dropbox.com/s/0qoca9tdusof217/tables_nmr_f.pdf?dl=0
http://www.dropbox.com/s/eg6yz85szjto36c/tables_xray_f.pdf?dl=0
http://www.dropbox.com/s/eg6yz85szjto36c/tables_xray_f.pdf?dl=0

