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RESUMO

As bactérias tém uma tendéncia natural para desenvolver comunidades de células
rodeadas por uma matriz de polissacarideo chamada de biofilme. Biofilmes sao
formados nas superficies dos dentes (placa dentaria) e sao o principal fator etiolégico
para a maioria dos problemas dentarios como a carie, gengivite e periodontite. A placa
dental é constituida por multiplas espécies de bactérias que participam nos
ecossistemas complexos da cavidade oral humana. O género Streptococcus é
comumente encontrado na cavidade oral, destacando-se as espécies S. mutans e S.
parasanguinis. Neste contexto, a pesquisa de novos compostos capazes de prevenir
ou erradicar biofilmes orais foi intensificada junto a essas bactérias. Este estudo teve
como objetivo avaliar a atividade antibacteriana e antibiofilme de 5 calcogenol ésteres
sintéticos (S501, S502, S503, S505, S506) em S. mutans ATCC 25175 e S.
parasanguinis ATCC 903. O efeito dos calcogenol ésteres em culturas plancténicas
foi determinada por concentragao inibitoria minima (CIM) e concentracéo bactericida
minima (MBC). No que diz respeito a formacado de biofilme, os compostos foram
adicionados a bactérias em diferentes concentragdes (7,80 a 250 ug/mL) em placas
de micro titulagdo. As placas foram incubadas durante 24 h a 37° C num agitador
orbital a 120 rpm sob pressao atmosférica, com 5% de CO2. A formacéao de biofilmes
foi caracterizada por biomassa total, por meio de coloracdo com violeta de cristal, e 0
numero de células viaveis foi expresso como log UFC/mL. Também foram realizados
ensaios com biofilmes pré-formados com os calcogenol ésteres. Os resultados
mostraram que os calcogenol ésteres S505 e S506 apresentaram CIM de 125 e 62,50
pg/mL, respectivamente, para S. mutans, ja S501, S502 e S506 apresentaram CIM de
62.50, 31.25 e 250 uyg/ml para S. parasanguinis. No que diz respeito a formacéao de
biofiime, em geral, todos os compostos reduziram eficazmente a formagao de
biomassa e o numero de células viaveis, principalmente em S. parasanguinis e
interferiram no biofilme pré-formado de ambas as espécies. Concluiu-se que os
calcogenol ésteres testados tém potencial para serem uma alternativa eficaz contra

biofilmes orais envolvendo as espécies S. mutans e S. parasanguinis.

Palavras-chave: S. parasanguinis; S. mutans; bactérias orais; calcogenol ésteres;

biofilmes.



RESUMEN

Las bacterias tienen una tendencia natural a desarrollar comunidades de células
rodeadas por una matriz de polisacarido llamada biopelicula. Las biopeliculas se
forman en la superficie de los dientes (placa dental) y son el principal factor etiolégico
de la mayoria de problemas dentales como caries, gingivitis y periodontitis. La placa
dental esta formada por multiples especies de bacterias que participan en los
complejos ecosistemas de la cavidad bucal humana. El género Streptococcus se
encuentra comunmente en la cavidad bucal, destacando las especies S. mutansy S.
parasanguinis. En este contexto, se intensifico la busqueda de nuevos compuestos
capaces de prevenir o erradicar las biopeliculas bucales con estas bacterias. Este
estudio tuvo como objetivo evaluar la actividad antibacteriana y antibiopelicula de 5
ésteres de calcogenol sintéticos (S501, S502, S503, S505, S506) en S. mutans ATCC
25175y S. parasanguinis ATCC 903. El efecto de los ésteres de calcogenol en cultivos
planctonicos se determind mediante concentracidn minima inhibitoria (CIM) vy
concentracion minima bactericida (CBM). Con respecto a la formacion de biopeliculas,
los compuestos se agregaron a las bacterias en diferentes concentraciones (7,80 a
250 pg/mL) en placas de microtitulacion. Las placas se incubaron durante 24 ha 37°C
en un agitador orbital a 120 rpm bajo presién atmosférica, con 5% de CO2. La
formacion de biopeliculas se caracterizd por la biomasa total, utilizando tincion con
violeta cristal, y el nUmero de células viables se expresé como log UFC/mL. También
se realizaron pruebas con biopeliculas preformadas con ésteres de calcogenol. Los
resultados mostraron que los ésteres de calcogenol S505 y S506 tenian una MIC de
125y 62,50 pg/ml, respectivamente, para S. mutans, mientras que S501, S502 y S506
tenian una MIC de 62,50, 31,25 y 250 pg/ml para S. parasanguinis. Con respecto a la
formacion de biopeliculas, en general, todos los compuestos redujeron efectivamente
la formacién de biomasa y el numero de células viables, principalmente en S.
parasanguinis, e interfirieron en la biopelicula preformada de ambas especies. Se
concluyé que los ésteres de calcogenol probados tienen el potencial de ser una
alternativa eficaz contra las biopeliculas orales que involucran especies de S. mutans

y S. parasanguinis.

Palabras clave: S. parasanguinis; S. mutans; bacterias orales; ésteres de calcogenol;

biopeliculas.
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1 INTRODUGAO

A carie dentaria é definida como uma destruigao localizada de tecidos duros
dentarios causada por subprodutos acidos provenientes da fermentacao bacteriana
de carboidratos, geralmente a sacarose. Os sinais da desmineralizagao sao vistos nos
tecidos dentarios rigidos, no entanto o processo da doenga € iniciado no biofilme
bacteriano. A doenca ¢ inicialmente reversivel e pode ser interrompida em qualquer
estagio, mesmo quando o esmalte e a dentina sao destruidos, desde que seja possivel
remover o biofilme bacteriano que cobre a superficie do dente (SELWITZ; ISMAIL;
PITTS, 2007). Ela & considerada como uma das principais doengas crbnicas
infecciosas em pacientes pediatricos que podem ser preveniveis, no entanto se faz
necessario a utilizagao de boas praticas de saude para se evitar que os individuos
possam ser acometidos por tal doenga ao longo de toda a vida (WANG, 2012). A carie
dentaria e a doenga periodontal sdo consideradas infecgdes bacterianas e juntas
afetam cerca de 60-90% da populagdo mundial, vale ressaltar que a epidemiologia
dessa doenga varia de acordo com a regiao e as condi¢gdes socioecondémicas a qual
a populagéo esta submetida (AIMUTIS, 2012).

O género Streptococcus esta relacionado diretamente com processos
importantes no que diz respeito a evolugdo da carie dentaria (WU et al., 2009).
Streptococcus parasanguinis sdo bactérias sem motilidade, sendo consideradas
colonizadores iniciais da superficie dentaria (AJDIC, 2002). Streptococcus mutans, por
sua vez, sao bactérias acidogénicas que atuam na dissolugdo mineral da superficie
dentaria, sendo esta a espécie mais consistentemente associada com a carie dentaria.
Vale ressaltar, também, que que S. mutans é encontrada em placas de ateroma e esta
relacionada com a endocardite, infecgao que atinge parte da membrana mais interna
do coracdo (NAKANO et al., 2006, AJDIC et al., 2002).

As bactérias raramente existem sob a forma planctonicas, preferindo formar
biofilmes (SANTOS et al., 2002). Biofilmes sdo conceituados como comunidades
microbianas complexas que aderem em uma grande variedade de superficies e sao
geralmente associadas com uma matriz extracelular composta por diferentes
polimeros (FLEMMING, WINGENDER, 2010). Vale salientar que bactérias em um
biofiime sao mais resistentes a acdo de agentes antibacterianos, devido a barreira

fisica formada pela matriz extracelular bem como a fatores de comunicagao bacteriana
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que induzem a producado de enzimas e proteinas importantes para a adaptagcdo do
biofilme as novas condigdes do meio (CATALDI et al., 2014; CORBIN et al., 2011).

Nesse contexto, existe uma grande preocupagédo em buscar novas alternativas
capazes de prevenir ou ainda de controlar os biofilmes bacterianos. Os
organocalgenois s&o um grupo de substancias que tém demonstrado diversas
atividades bioldgicas na literatura, dentre elas, podem-se destacar as propriedades:
antimicrobianas, antioxidantes, antitumorais e de inibicdo de compostos enzimaticos
(NARAYANAPERUMAL, 2010). Dentro dessa classe de organocalgenois, pode-se
destacar os calcogenol ésteres que sao intermediarios importantes em varias
transformacdes organicas.

A classe dos calcogenol ésteres sao categorizadas em selenoésteres e
tioésteres. Os tioésteres possuem grande valor na industria farmacéutica devido as
suas atividades bioldégicas, como por exemplo na supressao de tumores in vivo e sao
agentes anti-HIV, enquanto que os selenoésteres s&o precursores de radicais acila e
de anions e tém atraido a atencdo para a sintese de novos materiais moleculares
(NARAYANAPERUMAL, 2010).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

v' Avaliar o potencial de calcogenol ésteres no controle de crescimento
microbiano e na formacgao de biofilmes monoespécie de bactérias cariogénicas

de cavidade oral.

2.2 Objetivos Especificos

v’ Sintetizar e caracterizar calcogenol ésteres de selénio e enxofre;

v’ Estabelecer o efeito de calcogenol ésteres sobre o crescimento plancténico de
S. parasanguinis ATCC 903 e S. mutans ATCC 25175;

v' Avaliar o efeito de calcogenol ésteres sobre a formagdo de biomassa das
estirpes monoespécies supracitadas;

v' Verificar viabilidade de células incrustadas no biofime das estirpes
monoespécies supracitadas;

v Averiguar o efeito dos calcogenol éteres sobre biofilmes pré-formados das

estirpes monoespécies supracitadas.
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3 FUNDAMENTAGAO TEORICA

3.1 Organocalcogénios

Os primeiros estudos a respeito dos compostos organocalcogénios datam
da de 1840 e foram realizados por Wholer, no entanto devido a suas propriedades
organolépticas, em especial seu odor gerado, por essas substancias, a quimica
dessas substancias caiu em esquecimento e apenas na segunda metade do século
XX essas substancias voltaram a ser pesquisadas (FREDGA, 1973). Os
organocalcogénios apresentam em sua estrutura atomos do grupo 16 da tabela
peridodica como heteroatomos e uma cadeia orgéanica, sendo que estes, por sua vez,
podem utilizados na sintese de varias sequéncias sintéticas de novos componentes
da classe dos organocalcogénios (BACK, 2009).

Estes compostos possuem relativa importancia biolégica e apresentam
propriedades medicinais, sendo geralmente considerados antioxidantes, anti-
inflamatorios, possuem efeitos neuroprotetores e convulsionantes, também
participacdo em eventos apoptéticos, sao antitumorais e alguns de seus componentes
apresentam também propriedades antimicrobianas, sendo inibidores competitivos
para algumas proteinas (DANIEL; HOFFMANN et al., 2009).

Vias sintéticas para aminoacidos de enxofre e selénio substituidos tém
atraido a atengao de varios grupos de pesquisa, uma vez que desempenham um papel
importante nos processos metabdlicos (MORODER et al., 2005), uma vez que alguns
tipos de organocalcogénios podem atuar como mimetizadores de glatationa
peroxidase (GPxs) que sado familias de enzimas antioxidantes combatendo as
espécies reativas oxidativas (EROs), nas células animais subprodutos do
metabolismo celular gerados na redugao de O2 no processo de transferéncia de
elétrons, tais como o oxigénio singleto (O2°), radical hidroxila (OH") e perdxido de
hidrogénio (H202) (HERBETTE; ROECKEL-DREVET; DREVET, 2007). Abaixo se
encontra um tipo de GPxs que ocorre no citoplasma e mitocéndria celular (Figura 1).
A capacidade em reduzir as EROs esta relacionada ao potencial de reducdo do

selénio presente na forma de selenol no sitio ativo da enzima.
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Figura 1 - Enzima humana glutationa peroxidase |.

Fonte: Elaborado pelo autor.

A quimica de organosulfurados tem se destacado nos ultimos anos por sua
ampla variedade de aplicagdes em diferentes areas da biologia. Essas substancias,
que possuem uma ligagao entre carbono e enxofre, sdo usadas como modelos para
o desenvolvimento de novos medicamentos organosulfurados. Alguns exemplos sao
o Nelfinavir e o Tripanovir, que sao eficazes contra a protease do HIV. No entanto, a
literatura sobre esses compostos ainda é escassa, havendo poucos estudos e

publicacdes sobre eles.

Figura 2 — Estrutura quimica do principio ativo do (a) Tripanavir e do (b) Nelfinavir.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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3.2 Calcogenol ésteres

Os calcogenol ésteres possuem um grupo carbonila ligado a um elemento do
grupo 16 da tabela periodica, pertencem a classe dos organocalcogénios e sao
considerados intermediarios importantes em varias transformagdes organicas. Os
Selenoésteres, integrantes dos calcogenol ésteres s&o considerados uma
subclassificacado e tém sido utilizados como precursores de radicais acila e de anions,
atraindo a atencao para a sintese de novos materiais moleculares, especialmente
materiais supercondutores e cristais liquidos (VIEIRA et al., 2009). Também sao
utilizados para a sintese de proteinas por ligagdo quimica de ésteres calcogenol, e na
sintese de produtos naturais tais como: Crinipellin A, (+) - Geissoschizine, e (-)Acido
Pseudolarico B (PATTENDEN et al, 2009).

Figura 3 — Grupo funcional dos Selenoésteres. R e R’ representam cadeias carbénicas

alifaticas, ciclicas ou aromaticas.

O

N

R™ SeR’

Fonte: Elaborado pelo autor.

A figura 4 representa a estrutura de um tioester que também sao considerados
organocalcogénios e estdo relacionados com diversas atividades biolégicas como
supressao dos tumores e agentes anti-HIV. Eles sdo considerados intermediarios
cruciais para uma variedade de transformacgdes orgéanicas e na sintese de compostos
carbonilas, incluindo a formacao e degradacéao de acidos gordos e de mevalonato, o
precursor de esteroides (PROKOPCOVA et al., 2008).

Figura 4 — Grupo funcional dos Tioésteres. R e R’ representam cadeias carbdnicas

alifaticas, ciclicas ou aromaticas.

O

PR

R SR

Fonte: Elaborado pelo autor.
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3.3 Biofilmes bacterianos

Biofilmes foram observados pela primeira vez no século XVII quando van
Leeuwenhoek descreveu pequenos “animalculos” da placa dental. Mas, tornaram-se
amplamente conhecidos em 1978, quando Costerton e colaboradores relataram que
em sistemas aquaticos as comunidades de bactérias encontravam-se envolvidas
numa matriz de natureza polissacaridica, capaz de mediar o processo de adeséao
celular. Era criada a Teoria dos Biofilmes, que alavancou os estudos nesta area
(ERRIU et al., 2014).

Atualmente biofiimes sdo definidos como comunidades microbianas
complexas, caracterizadas por células ligadas aos mais diversos tipos de superficies
e envolvidas por uma matriz extracelular de biopolimeros derivados do proprio
metabolismo bacteriano (BATONI, 2011).

Estima-se que cerca de 99% dos micro-organismos que habitam o planeta
vivam nestas comunidades microbianas. Biofilmes sdo ubiquos, estando distribuidos
em ambientes como o solo, em tecidos vivos, dispositivos médicos e/ou industriais,
sistemas de tubulacdo de agua ou até mesmo ambientes marinhos (WILLCOX, 2013).

Os biofilmes sdo um exemplo de adaptacgao fisiolégica e uma das fontes
mais importantes de resisténcia bacteriana aos antibiéticos (SIMOES, 2011).
Bactérias incorporadas em biofilmes podem apresentar niveis de resisténcia mais
elevados aos produtos antimicrobianos do que suas formas plancténicas. Isso devido
a capacidade de bactérias inseridas nos biofilmes passarem a exibir caracteristicas
fenotipicas distintas de suas formas plancténicas, com relagédo a taxa de crescimento
e a transcricdo de genes (MAH; O'TOOLE, 2001).

Outra particularidade do biofilme bacteriano € a presenga da matriz
polimérica extracelular, que pode ser constituida por proteinas, acidos nucléicos,
lipideos, substancias humicas e heteropolimeros, tais como glicoproteinas
(FLEMMING, WINGENDER, 2010). A matriz polimérica & responsavel pela
morfologia, estrutura, coesao e integridade funcional dos biofilmes, a sua composigcao
determina a maioria das propriedades fisico-quimicas e biolégicas dos biofilmes
(ALLISON, 2003). Independentemente da sua composigdo, as substancias
poliméricas extracelulares sdo consideradas elementos-chave da matriz de um

biofilme (ALLISON, 2003). Estas substancias permitem a adesao célula-célula e as
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superficies, conferindo estabilidade mecéanica a estrutura dos biofilmes. Assegurando
também, um ambiente altamente hidratado, que permite ndo sé a sobrevivéncia dos
micro-organismos que integram os biofilmes, mas também a manutengao da atividade
de enzimas, capazes de degradar compostos a serem utilizados como nutrientes e
compostos téxicos que coloquem em risco a integridade celular (JEFFERSON, 2004).

Biofilmes ainda contam com um sistema de comunicacdo de grande
importancia, haja vista que a adaptagcdo bem sucedida de bactérias as mudancgas nas
condi¢cbes naturais € dependente da sua capacidade de detectar e responder de
acordo ao ambiente externo e a expressao génica modulada (DANIELS et al., 2004).

Esse mecanismo de comunicagao entre espécies bacterianas denominado
de quorum sensing, caracteriza-se pela liberagao de sinais quimicos (auto-indutores)
secretados pelas células bacterianas, capazes de induzir diversas alteragdes como
por exemplo a regulacdo da expressdao de genes em resposta a densidade
populacional (KELLER; SURETTE, 2006). Assim, altas densidades celulares
resultardo em concentragdes elevadas de sinal, que ira induzir a expressao de certos
0s genes e/ou de alteragbes fisiolégicas em células vizinhas (PARSEK;
GREENBERG, 2005). Este mecanismo de comunicagao célula-célula em bactérias
(quorum sensing) controla um grande numero de processos de desenvolvimento,
incluindo os relacionados com a formacao de biofilme (CAMILLI; BASSLER, 2006).

A formacao de biofilmes pode ser considerada um mecanismo de protecao
para a comunidade bacteriana contra stress externos. O desenvolvimento de biofilmes
consiste em mecanismos complexos e altamente regulados, que envolve uma
cronologia bastante criteriosa (BATONI, 2011). Na Figura 5 estdo esquematizados os
estagios de desenvolvimento de um biofilme.

O primeiro passo na formagao de um biofime é a adesdo dos micro-
organismos a uma superficie. Esta adesao inicial pode ocorrer através de forgas
fracas, do tipo interagdes eletrostaticas ou de Van der Waals, e/ou através de
moléculas de adeséo celular (adesinas, pili, fimbrias) pelas quais se estabelece uma
ancoragem mais permanente (SINGH; PAUL; JAIN, 2006).
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Figura 5 - Esquema dos estagios de desenvolvimento dos biofilmes.
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Fonte: (SAUER, 2003).

A medida que o biofilme se desenvolve, colonizadores secundarios se
ligam aos receptores das bactérias ja aderidas, por processos denominados coadesao
ou coagregacao (KOLENBRANDER et al.,, 2010). As bactérias ja estabelecidas
produzem polimeros extracelulares (matriz) que consolidam a fixacdo do biofilme.
Nesta etapa, ocorre a maturacéo do biofilme, e microcoldnias desenvolvem-se em um
biofilme maduro adquirindo uma arquitetura tipica, com canais para o transporte de
agua, oxigénio e nutrientes para as células formadoras do biofilme (BATONI, 2011;
DONLAN, 2002).

Por ultimo, ocorre a fase de dispersao, onde porcoes de células do biofilme
maduro se desprendem e migram para outras regides, que ao se fixarem a um
substrato, poderao dar inicio a um novo biofilme (LINDSAY; VON HOLY, 2006).

Biofilmes tem uma importancia clinica, estando associados a uma grande
quantidade de infecgdes. Estima-se que mais de 80% das infecgdes microbianas no
corpo humano sdo mediadas por biofilmes que contribuem significativamente para a
morbidade e mortalidade, especialmente em ambiente hospitalar (COGAN, 2006).

Muitas destas infecgbes estao relacionadas com implantes em que as
populagdes microbianas podem aderir a superficies de dispositivos médicos, tais
como cateteres urinarios, valvulas cardiacas, dispositivos intrauterinos, lentes de

contato e proteses dentais (BATONI, 2011). Causando problemas de saude comuns
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como infecgdes do trato urinario, otite média, placa dentaria, gengivite, endocardite e
fibrose cistica (DONLAN; COSTERTON, 2002).

Tais infecgbes sao de dificil diagndstico e ndo séo trataveis com as
abordagens convencionais, pois os biofilmes tem mecanismos intrinsecos
responsaveis pela sua alta resisténcia aos agentes antimicrobianos (COX; WRIGHT,
2013).

A Tabela 1 descreve varios exemplos de infec¢des clinicamente relevantes

associada ao desenvolvimento de biofilme (BATONI et al., 2011).

Tabela 1 — Infecgdes humanas associadas com formagao de biofilmes e micro-
organismos comumente envolvidos.

Doengas associadas a Principais micro-organismos envolvidos
biofilmes
Endocardite valvular nativa Staphylococcus aureus

Otite Staphylococcus  aureus,  Staphylococccus
epidermidis, Pseudomonas aeruginosa,
Streptococcus pneumonie

Infecgao do trato urinario Staphylococcus saprophyticus

Fibrose cistica P. aeruginosa, S. aureus, Haemophylus
influenzae, S. pneumoniae

Doencas periodontais Porphyromonas gingivalis, Aggregatibacter
actinomycetemcomitans, Bacteroides
forsythus, Treponema denticola

Carie Streptococcus mutans

Artrite séptica aguda S. aureus

Prostatite bacteriana P. aeruginosa, Staphylococcus coagulase-

cronica negativo

Fonte: (BATONI et al., 2011)
3.4 Carie dentaria

A carie dentaria € uma doenca cronica, infecciosa e de carater multifatorial.
A sua etiologia € atribuida a fatores como microbiota cariogénica, dieta inadequada,
hospedeiro susceptivel e o tempo (Figura 6, p. 24). Caracteriza-se por dissolugao
localizada dos tecidos duros do dente, devido a produgdo de acidos a partir do
metabolismo bacteriano na placa dental, a céarie prevalece como a principal causa de
dor orofacial e perda dentaria em populagées em todo o mundo (FEJERSKOV; KIDD,
2005).
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Trata-se de uma doenga com alta prevaléncia na espécie humana,
atingindo quase 100% da populagdo mundial adulta, e 60-90% de criangcas em idade
escolar (AIMUTIS, 2012). Considerada um grave problema de saude publica n&o
apenas para paises em desenvolvimento, mas também para paises desenvolvidos
dente (SELWITZ; ISMAIL; PITTS, 2007)

Durante o século XX, dentre todos os organismos associados a aparigao
da carie dental, os estreptococos do grupo mutans despertaram grande interesse por
parte dos pesquisadores ao redor do mundo (AL-DAJANI; LIMEBACK, 2012). Tal
periodo de pesquisas chegou ao seu auge quando pesquisadores recolheram estirpes
de Streptococcus mutans isoladas inicialmente de lesbes cariosas humanas e as
utilizaram em modelos cariogénicos murinos, estabelecendo-se o papel crucial dessa
espécie no processo de formacgao da carie. Contudo, deve-se ressaltar que a carie é
uma doenca de cunho microbiano, mas que sO ocorre quando da alteragdo em
proporcao da microbiota residente/patogénica associada a fatores ambientais (ZERO
et al., 2009). Os principais tragos virulentos inerentes a micro-organismos associados
a carie incluem acidogénese e aciduricidade, reservas intracelulares de
polissacarideos e formacao de glicanos extracelulares que permitam a adesao celular
de outros organismos (ZERO et al., 2009). Embora o S. mutans seja um dos micro-
organismos cariogénicos mais amplamente pesquisados, estudos ressaltam que ele
€ apenas um dentre mais de 1000 outras espécies encontradas no biofilme oral
(WADE, 2013). Em estudos realizados através de identificagcdo molecular bacteriana,
pesquisadores relatam que comunidades bacterianas distintas, inclusive algumas
novas espécies, estdo associadas com o processo cariogénico e que S. mutans nao
é detectavel em 10 - 20% dos individuos com caries extensas (BERGER; BEIER;
QUIVEY, 2012). Evidéncias recentes também elucidaram o papel de algumas
leveduras, como a Candida albicans, como um membro da microbiota mista envolvida
no aparecimento da carie (KLINKE et al., 2009).

Como ja referido, a carie ndo € um evento singular, mas sim o resultado de
uma acumulagao de eventos, que se propaga por um periodo de tempo (LIMA, 2007).
O processo carioso é a dindmica do fenbmeno de desmineralizagdo-remineralizacao
resultante do metabolismo microbiano na superficie dentaria que, com o passar do

tempo, pode resultar em perda de mineral e, possivelmente, conduzira a cavitagao.
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Figura 6 — Fatores etioldgicos primarios da carie dentaria.
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Fonte: (LIMA, 2007).

A placa dental (biofilme) aparece como um fator etiolégico fundamental na
carie dentaria (MARSH et al., 2010). As bactérias no biofilme sdo metabolicamente
ativas, causando flutuagdes no pH. Essas flutuagdes podem causar uma perda de
minerais do dente quando o pH esta baixo ou um ganho de mineral quando o pH
aumenta (MANJI et al., 1991). O resultado cumulativo destes processos pode ser uma
perda liquida de mineral, conduzindo a dissolu¢cdo dos tecidos duros dentarias e a

formagao de uma leséo de carie (Figura 7, p. 25).

Figura 7 - Aspecto da carie dentaria em um estagio grave.

Fonte: (MELO, 2008).

Outro aspecto relevante na epidemiologia da carie é a influéncia de fatores
socioeconémicos e comportamentais, para a prevaléncia e severidade da doenca.
Principalmente no que diz respeito a renda familiar e a escolaridade do chefe da

familia. Neste ambito, diversos autores demonstram a importancia de variaveis como:
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renda, educacao, fatores comportamentais, conhecimento, escolaridade e atitudes, no
desenvolvimento da carie dentaria (Figura 8) (CORTELLAZZI et al., 2009).

Figura 8 - Diagrama dos fatores etioldgicos do desenvolvimento da carie dentaria.
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Fonte: (CERQUEIRA, 2010).

O conhecimento da epidemiologia da doenga carie € essencial para
determinar o programa de prevengado e tratamento da doenga. A experiéncia da
doenca carie pode ser expressa pela severidade das suas lesdes, mensurada por
indices como o CPO-D (numero de dentes permanentes cariados, perdidos e
obturados) e o CEO-D (numero de dentes deciduos, com indicagado de extragao e
obturados) (CERQUEIRA, 2010).

Levantamentos epidemiolégicos nacionais em saude bucal foram
realizados nos anos de 1986, 1996, 2003 e 2010. Comparando os achados dos
referidos estudos, percebe-se um expressivo declinio na prevaléncia de carie em
criangas de 12 anos, principalmente nas regides Sul e Sudeste. Os dados também
mostram uma tendéncia de crescimento na prevaléncia da doenca em fungao da idade
(Figura 9) (COIMBRA, 2012).
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Figura 9 — Média do CEO/CPO e respectivos componentes, segundo o grupo etario.
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Fonte: (MOREIRA, 2011).

Os ultimos dados oficiais mostram que entre 2007 e 2010, o Ministério da
Saude investiu R$ 2,7 bilhdes para melhorar a saude bucal da populagéo do pais. As
principais ag¢des foram delimitadas por meio da execugdo do programa Brasil
Sorridente (MOREIRA, 2011). Através desse programa, a saude bucal passou a ser
ofertada de forma integral. Houve a inser¢do de procedimentos, laboratérios de
proteses dentarias, a distribuicdo de kits de escova e pasta dentaria, e a ampliagao
do acesso a agua tratada e fluoretada. O programa proporcionou que diversos
brasileiros tivessem pela primeira vez uma consulta odontologica e ajudou a diminuir
a incidéncia de doengas bucais entre os brasileiros (MOREIRA, 2011).

Apesar das consideraveis melhoras nas condi¢des da saude bucal nas
ultimas décadas, a carie dentaria continua a afetar milhdes de pessoas, tanto no Brasil
como em grande parte do mundo. Prevalecendo ainda como a maior causa das perdas
dentarias (GIACAMAN et al., 2010).

A chave para a prevencao e tratamento desta doenca oral, esta no controle
efetivo dos patégenos e biofilmes orais. Até agora, muitos agentes antimicrobianos,
tais como clorexidina, hexetidina, delmopinol e os compostos fendlicos, péde inibir o
desenvolvimento de biofilme e afetar o metabolismo bacteriano. No entanto, eles
podem ocasionar efeitos colaterais, como vOmitos, interferéncia gustativa,
pigmentagao dos dentes, podendo induzir a resisténcia de micro-organismos quando
o uso for prolongado (WANG et al., 2012)


http://portal.saude.gov.br/portal/saude/area.cfm?id_area=406
http://portal.saude.gov.br/portal/saude/area.cfm?id_area=406
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Estirpes bacterianas e condi¢cdes de cultivo

As estirpes bacterianas utilizadas foram Streptococcus mutans ATCC
25175 e Streptococcus parasanguinis ATCC 903, ambas pertencentes a American
Type Culture Collection. A suspensao estoque dos microrganismos foi mantida a -
80°C em caldo BHI (Brain Heart Infusion, Himedia, Mumbai, india) com 20% de
glicerol. Cada microrganismo foi estriado em BHI — agar estéril e incubadas durante
24 horas a 37°C em 5,0% de COz2. Apds a ativagao inicial, ocorreu a transferéncia de
cerca de 5 coldnias para 10 mL de caldo BHI caldo estéril e cultivadas sob as mesmas
condic¢des, descritas anteriormente.

Posteriormente, as células bacterianas em fase de crescimento
exponencial de acordo com curva de crescimento previamente realizada, foram
diluidas as concentragdes de 2 X 106 UFC.mL-' em meio BHI suplementado com 1%
de sacarose para os experimentos referentes a determinagdo da CIM, e de 2 X 106
UFC.mL"" para os experimentos referentes a biofilmes e para 1 X 108 UFC.mL"" para

0 ensaio de biofilme pré-formado sob as mesmas condi¢gbes anteriores.

4.2 Sintese e caracterizagao de calcogenol ésteres

Foi preparada uma mistura de p6é de Zn (0,5 mmol) e difenil disselenideo
(PhSeSePh) ou difenil disulfideo (PhSSPh) (0,5 mmol) e hexafluorofosfato de 1-butil-
3-metilimidazdlio (BMIM-PF6 - 0,5 mL) em temperatura ambiente e na presenca de
nitrogénio. Posteriormente, foi adicionado lentamente varios analogos de cloreto de
acila (1 mmol). A Mistura de reacional foi agitada durante 2 ou 3 minutos (e foi
monitorada para cromatografia em camada delgada). A mistura foi extraida com éter
etilico (3 x 15 ml), e esse extrato etilico foi lavado com salmoura, seca com MgSO4
deixando-se evaporar todos os vestigios de éter etilico. A Purificacdo ocorreu em
coluna de silica gel tendo como eluente um gradiente de concentracdo de hexano e
acetato de etila.

A elucidagdo estrutural dos calcogenol ésteres foi realizada por

ressonancia magnética nuclear de carbono 13 e hidrogénio.
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4.3 Ensaio de atividade antimicrobiana

A atividade antibacteriana dos calcogenol ésteres foi avaliada através do
teste de microdiluicdo em placas de 96 pocos de poliestireno. Em sintese, os pogos
foram preenchidos com 100 uL de uma suspenséo de bactérias ajustadas a 2 x 10
CFU / mL. Em seguida, com 100 yL de cada calcogenol éster foi adicionado em
diferentes concentragbes que variavam de 250 - 7.8 ug/mL, obtendo-se um volume
final de 200 pL por pogo. As placas foram incubadas durante 24 horas a 37°C com 5,0
% de COz2 sob agitagédo constante. Apos incubacgao foi feito a analise visual das placas
e amedida de turbidez de cada pogo com o auxilio do espectrofotdmetro (Spectramax)
a 620 nm. Foi considerado CIM (Concentracdo Minima Inibitéria) a menor
concentracédo de calcogenol éster capaz de inibir o crescimento visual das bactérias.

Para determinagdo da CBM (Concentragdo Bactericida Minima) 10 yL da
suspensao contida nos pogcos em que nao houve um crescimento microbiano visivel,
foi inoculado em placas de petri com meio BHI agar. Foi considerada CBM a menor
concentracdo da substancia-teste capaz de inibir completamente o crescimento

microbiano nas placas de petri.

4.4 Ensaio de atividade antibiofilme

O ensaio de formagado de biofilme microbiano foi realizado segundo a
metodologia descrita por Stepanovic e colaboradores (2000). As placas de poliestireno
de fundo “chato” foram preparadas da mesma forma do ensaio de atividade
antimicrobiana. Contudo, para cada ensaio, duas placas eram utilizadas, uma para
quantificacdo da biomassa e outra para contagem de UFC’s (Unidades Formadoras

de Coldnias) aderidas a placa.

4.4.1 Quantificagcao de biomassa

Placas estéreis de 96 pocos foram preparadas utilizando um procedimento
semelhante ao utilizado nos ensaios de atividade antimicrobiana, com a mesma
concentragéo de células e substancias. Apds 24h, o sobrenadante de cada pogo foi

removido e os biofilmes formados foram lavados trés vezes com 200 ul de agua
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esterilizada/pogo para remover as células fracamente aderidas. A biomassa de
biofiilme foi quantificada utilizando a coloragdo violeta de cristal (CV)12.
Resumidamente, as placas contendo os biofilmes foram secas durante cerca de 15
minutos e 200 pL de metanol de grau analitico foi transferido para cada pogo por 15
minutos para fixar as células. Em seguida, o metanol foi removido e adicionado 200
ML de 1% CV poco durante 5 minutos. Posteriormente, o processo de lavagem foi
repetido com agua estéril e as placas foram deixadas a temperatura ambiente. Para a
dissolucédo do corante preso ao biofilme, foram adicionados 200 uL de acido acético
33% por 5 minutos. Em seguida, a absorbancia obtida foi medida com o auxilio do

espectrofotdmetro (Spectramax) a 590nm.

4.4.2 Contagem das Unidades Formadoras de Colénias (UFC)

Foram preparadas placas estéreis de 96 pocos utilizando um procedimento
semelhante ao utilizado nos ensaios de atividade antimicrobiana, com a mesma
concentracao de células e substancias. Apos as 24 horas de incubagdo a 37 °C em
5,0 % de CO2, as placas foram lavadas trés vezes com agua destilada estéril para
remogao das células fracamente aderidas. Em seguida, em cada pogo da placa foram
adicionados 200 pL de solugao de H20 estéril e levado para o banho de ultrassénico
(Sonicor/SC-52) por 6 minutos para a liberagao das células. O volume de cinco pogos
de cada concentragao foi removido e reunido em um eppendorf estéril perfazendo um
volume final de 1 mL. Em uma nova placa de 96 pocos foi realizada a diluicdo na base
dez da suspensao de células para posterior plaqueamento em BHI agar. Em seguida
as placas foram incubadas a 37 °C durante 24 horas com 5,0 % de CO2. Apds a
contagem do numero de colbnias crescidas em cada placa, o valor foi expresso em

numero de Log UFC/mL.

4.5 Biofilme pré-formado

Os ensaios foram também realizados em placas de 96 pogos (200 uL com
106 UFC / ml) e foram incubadas durante 24 h a 37°C em 5,0 % de CO2 sob agitagcao
constante. Apds 24 h, 200 pL de meio foi removido € um volume igual de calcogenol

ésteres em concentragdes variando de 250 a 7.8 ug / mL foi adicionado. Apds 24 h, o
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sobrenadante novamente foi retirado e todos os pogos foram lavados trés vezes com
agua destilada estéril para remocao das células fracamente aderidas. Em seguida, os
biofilmes foram avaliados quanto a formagao de biomassa e numero de células viaveis

como descrito anteriormente.

4.6 Analise estatistica

Todos os experimentos foram realizados em triplicata com os respectivos
resultados categorizados em Microsoft Excel (Versdo 2013 para Windows) e posterior
analise estatistica no software GraphPad Prism (Versao 6.0 para Windows). Para a
analise de diferengas inter-grupos foi realizado teste de ANOVA com pos-teste de

Bonferroni e nivel de significancia de p<0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Sintese de calcogenol ésteres

Foram sintetizados 5 analogos de calcogenol ésteres (S501, S502, S503,
S505 e S506) e foram elucidados através de Ressonancia Magnética Nuclear de 13C
e 1H. As suas estruturas quimicas estdo descritas na figura 10 e seus deslocamentos

quimicos dos espectros de ressonancia nuclear estdo descritos logo abaixo.
Figura 10 - Estrutura quimica dos Calcogenol ésteres.

S501 S502 S503

D D D

S$505 S506

Forte: Elaborado pelo autor.

5.2 Concentragao inibitéria minima (CIM) e bactericida minima (CBM)

Os resultados mostraram que calcogenol ésteres S505 e S506
apresentaram CIM de 125 e 62.50 pg/ml para S. mutans e S501; S502 e S506 com
valores de CIM de 62.50; 31.25 250 yg/mL, respectivamente, para S. parasanguinis.
Os demais calcogenol ésteres apenas interferiram no crescimento de ambas as
bactérias (dados ndo mostrados). Curiosamente, nenhum calcogenol éster
apresentou CBM (Tabela 2).
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Tabela 2 - Concentragdo inibitéria minima (CIM) de Calcogenol ésteres e a

concentracao bactericida minima (CBM) contra agentes patogénicos orais.

CIM (pg/mL) CBM
Bactéria (bg/mL)
S501 S502 S503 S505 S506 (M9
S. mutans ATCC 25175 - - - 250 62,5 -
S. parasanguinis ATCC 903 62,5 31,25 - - 250 -

Fonte: Elaborado pelo autor.

5.3 Atividade antibiofilme e quantificagdo da biomassa

No que diz respeito a formagao de biofiime para S. parasanguinis, a
formacdo de biomassa foi reduzida na presenca de S503, S505 e S506 e
completamente inibida com S501 (250,00 pg/mL) e 502 (31,25 ug/mL). Para S. mutans
houve uma reducdo de biomassa na maioria das concentracbes de S501 e S502

enquanto os demais so tiveram agao nas duas maiores concentragdes (Figura 11 e
12).
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Figura 11 - Avaliagdo quantitativa de biofiimes S. parasanguinis ATCC 903.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 12 - Avaliagdo quantitativa de biofilmes de S. mutans ATCC 25175.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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5.4 Contagem de células viaveis

Com relagcdo ao numero de células viaveis, os calcogenol ésteres
exerceram atividades sobre as espécies bacterianas testadas. A figura 13 mostra que
S. parasanguinis apresentou maior susceptibilidade a todos agentes do teste e os
resultados mostraram que os compostos S501; S502 e S506 em concentracdes de
250 pg/mL foram capazes de reduzir a quantidade de células bacterianas viaveis em
cerca de 4,4 log1o; 2,9 log1o e 2,2 log10. Houve pouca variancia nesses resultados para
essas substancias. As substancias S503 e S505 também reduziram o numero de
células na menor concentragao testada em cerca de 1,9 log1ioe 0,3 log1o, muito embora
S505 seja mais efetivo em concentragdes maiores de 31,25 ug/mL S. mutans, figura
14, teve a sua quantidade de células viaveis diminuida. Em concentragdes maiores
de S501; S503 e S505 houve um aumento do numero de células, no entanto a medida
que a concentracdo diminuiu ocorreu uma redug¢ao. No entanto, o composto S506 foi
bastante efetivo no que se refere ao numero de células viaveis, reduzindo em cerca
de 3,7 log1o (250 pg/mL); 3,9 log1o (125 pg/mL); 2,7 log1o (62,5 pg/mL); 2,8 log1o (31,25
pg/mL); 2,3 logto (15,6 pg/mL) e 1,9 logtwo (7,8 ug/mL). Vale salientar que o seu
analogo, S505, substituido por um grupamento metil na posigao para-dirigente em um
dos seus anéis benzénicos, se mostrou menos efetivo, reduzindo cerca de 0,8 log1o
na concentragao de 250 yL/mL e cerca de 2,0 log1o na concentragéo de 7,8 pg/mL
(Figura 13 e 14).



Figura 13 - Avaliagdo das unidades formadoras de coldnias de S. parasanguinis ATCC 903.
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Figura 14 - Avaliacdo das unidades formadoras de colonias de S. mutans ATCC 25175.
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5.5 Quantificagao de biomassa de biofilmes pré-formados

Os resultados do ensaio estdo descritos na figura 15 e mostraram que
todos os compostos foram efetivos no que se refere a redugao de biomassa para S.
parasanguinis. Destacando-se a atividade do S506 que reduziu a biomassa em cerca
de 85% na concentragao de 250ug/mL e na menor concentragao de 7.8 pg/mL reduziu
cerca de 31%, no entanto os compostos S501 e S502 e S505 foram também bastantes
significativos reduzindo a biomassa na concentragao de 250ug/mL em cerca de 55%,
63% e 56%, respectivamente. Para a S. mutans os resultados das substancias foram

pouco significativos em relagéo ao grupo controle.

Figura 15 - Avaliagdo quantitativa de biofilmes pré-formados S. parasanguinis ATCC
903 e S. mutans ATCC 25175.
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5.6 Numero de células viaveis de biofilmes pré-formados

Os resultados da avaliacdo do numero de células viaveis do biofilme pré-
formados estdo descritos na figura 16. Para S. parasanguinis, todas as substancias
reduziram o numero de células viaveis, mas apenas nas maiores concentragdes. A
substancia S502 se destacou nesse ensaio reduziu cerca de 1.9, 1.2, 1.1 log1o nas
concentragdes 250, 125, 62.5 e 31.25 yg/mL, mas foi pouco efetivo em concentragbes
de 15.6 e 7.8 yg/mL. Para S. mutans houve pouca redugao no que diz respeito ao
numero de células nas maiores concentracoes de S501, S502 e S503, no entanto a
medida que a concentragao foi diminuindo houve uma queda na diminui¢do do niumero

de células, porem o mesmo nao foi observado nas substancias S505 e S506.

Figura 16 — Avaliagcdo das unidades formadoras de colénias de S. parasanguinis
ATCC 903 e S. mutans ATCC 25175 em biofilme pré-formado.
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6 DISCUSSAO

Shaaban e colaboradores (2014) relataram que uma série de
organocalcogénios possuem toxicidade contra Mycobacterium phlei, Micrococcus
luteus, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Staphylococcus aureus e
Klebsiella pneumoniae, tipos de bactérias, e contra Aspergillus niger, um tipo de fungo,
no entanto n&o determinou seus CIM e MBC. No entanto, EI-Shamy e colaboradores
(2015) relataram valores de CIM entre 250 e 12,5 pg/mL de 23 tipos de nucleosideos
de enxofre e selénio para Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis,
Salmonella typhi, Aspergillus niger e Candida albicans. 1sso demonstra que esses
compostos podem ser grandes promissores no que diz respeito a propriedades
antimicrobianas.

S. parasanguinis desempenha papel fundamental para o processo de
desenvolvimento do biofilme cariogénico, uma vez que possui uma série de genes
relacionados a produgdo de proteinas de ligacdo, como o gene Fap1, que é
responsavel pela produgédo de fimbrias encarregadas da adesdo do préprio micro-
organismo a superficie dentarias e o gene BapA1, responsavel pela ligacdo direta
entre colonizador inicial e colonizador secundario, contribuindo para o
desenvolvimento do biofilme (GARNETT et al., 2012). Enquanto S. mutans é uma
bactéria que possui caracteristicas acidogénicas e aciduricas, sendo apontada como
um patdégeno primario e mais abundante da carie dental em humanos (SOTO et al.,
2013). Biofilme orais sdo descritos como um dos fatores que contribuem para o
desenvolvimento de carie. Remover o biofilme da superficie dentaria seria uma grande
alternativa no combate as caries.

Em nosso trabalho buscou-se sintetizar e caracterizar substancias eficazes
no combate ao biofilme. Deve-se ressaltar a importancia deste trabalho, pois ele é a
primeira descricdo do efeito de calcogenol éteres de selénio e enxofre na literatura
para as estirpes que foram alvo de estudo e existem poucos relatos a respeito de
organocalcogénios e bactérias do género Streptococcus.

Os valores de CIM encontrados mostraram que cada analogo de
calcogenol ésteres tem uma acgéo especifica contra as bactérias testadas, podendo
agir, inclusive por alguns mecanismos diferentes, ainda n&o elucidados. Ainda dentro
desse contexto, foi relatado na literatura que nanoparticulas de selénio possuem

propriedades antibacterianas contra o género Staphylococcus apresentando CIM de
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250 pg/mL para Staphylococcus epidermidis e CIM de 125 ug/mL para
Staphylococcus aureus. Tal achado foi relatado por Stevanovi¢a e colaboradores
(2015). Ele ainda relatou que essas nanoparticulas de selénio possuem CIM de 500
pg/mL para Klebsiella pneumoniae e Bacillus subtilis. Kim e colaboradores (2006)
também descreveram o efeito antibacteriano e antifungico de 18 compostos de
enxofre sobre uma série de microrganismos, os melhores resultados foram
encontrados foram para tiosulfinatos contendo benzila como radical, apresentando
CIM de 16 ug/mL para Streptococcus agalactiae.

A revisao da literatura nao demonstrou trabalhos publicados a respeito de
biofiimes e calcogenol ésteres, no entanto Shakibaie e colaboradores (2015)
demonstraram que nanoparticulas de selénio em concentragdes abaixo de 16 pg/mL
reduziram o biofilme Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e Proteus
mirabilis entre 34% a 55%, evidenciando, assim os compostos de selénio como fortes
agentes antibiofilmes. Com relagao a quantificagcdo de biomassa do biofilme ocorreu
diferengas entre o grupo controle e todos os calcogenol ésteres. Curiosamente os
melhores resultados apresentaram como radical o grupamento nitro (NO2). Acredita-
se que essa porgao polar possa ser um requisito para desestruturar as membranas
celulares por meio de uma interacao nao especifica com fosfolipides membranas e
desestabilizar as interagcbes nao-covalentes entre os acidos graxos da bicamada
lipidica, e assim interferindo no desenvolvimento celular. Além disso, o efeito sobre a
formacdo de biofilme parece estar diretamente relacionado com a inibicdo do
crescimento, que mostra uma agao nao especifica relacionada com a atividade
antibiofilme (CARNEIRO et al., 2010). Sabe-se, também, que a interrup¢cédo ou mesmo
a degradacdo da matriz polimérica extracelular dos biofiimes pode interferir
diretamente na comunicagéo dessas comunidades, de modo a dispersa-las (SUN,
2013). A eficiéncia do efeito inibitério o biofilme é bem apreciavel, considerando a
resisténcia bem conhecida destas comunidades, principalmente para S. mutans, uma
vez que esta estirpe forma uma grande quantidade de biofilme.

Shakibaie e colaboradores (2015) descrevem na literatura que
nanoparticulas de selénio reduzem a ligeiramente quantidade de UFC/mL de biofilmes
de trés isolados clinicos de P. mirabilis, S. aureus e P. Aeruginosa, sendo nao toéxico
para as mesmas. No que se refere a contagem do numero de células viaveis. Em
nosso trabalho, S. parasanguinis mostrou uma maior susceptibilidade em modelo

dose-resposta a todas as substancias citadas. No caso S. mutans observamos que os
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calcogenol ésteres promoveram a diminuigdo do numero de células viaveis quando
comparado com o grupo controle a medida que a concentragdo das substancias
diminuia, no entanto para as mesmas substancias houve um aumento da producao
de matriz polimérica extracelular nas mesmas concentragdes, sugerindo que o agente
do teste ocasiona estresse a estirpe do estudo, aumentando a quantidade de
biomassa a medida que ocorre redugdo no numero de células. Tal achado foi
encontrado por Carneiro e colaboradores (2010), assim como Liu e Burne (2009). No
nosso trabalho encontramos um selenoester eficaz no que se refere a reducado das
estirpes estudas, evidenciando uma maior importancia para o grupamento nitro
presente na estrutura quimica dos calcogenol ésteres.

Os resultados da quantificacdo de biomassa e de células bacterianas
viaveis de ambas as bactérias no ensaio de biofilme pré-formado demonstram uma
dessensibilizacdo dos calcogenol ésteres em relagao as estirpes avaliadas. Sabe-se
que o crescimento bacteriano em biofilmes promove uma protecdo a atuagao de
antibidticos e a fatores de estresse ambiental tanto devido a barreira fisica formada
pela matriz extracelular o que dificulta a penetracdo dos agentes antimicrobianos
dentro do biofilme como também devido aos mecanismos de comunicagao bacteriana
que estimulam as bactérias a produzir enzimas e proteinas importantes para a
adaptacao fisioldgica do biofilme (SOTO et al., 2013).
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7 CONCLUSOES

Em nosso estudo foram sintetizados por uma rota alternativa 5 tipos de
analogos do calcogenol ésteres e foram realizados ensaios antimicrobianos e
antibiofilmes contra as estirpes S. mutans ATCC 25175 e S. parasanguinis ATCC 903.
Ap0s elucidacao e analise dos resultados, verificou-se que essas substancias podem
ser consideradas potenciais agentes de controle contra esses agentes cariogénicos,
reduzindo a quantidade de biofiimes em alguns casos para ambas as estirpes.
Observou-se que os compostos testados nado possuem atividade bactericida,
apresentando apenas atividade bacteriostatica, tornando-as efetivas no controle
dessas bactérias, mas sem erradica-las.

No entanto, maiores estudos relacionados aos mecanismos de agao
dessas substancias sobre a membrana celular bacteriana precisam ser realizados,
tendo em vista buscar uma maior compressao para buscar realizar possiveis
modificagdes em sua estrutura quimica para aumento de atividade antimicrobiana.
Também é necessario realizar estudos adicionais de citoxicidade, a fim de autenticar

a sua aplicabilidade.
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ANEXO A - RESSONANCIA MAGNETICA DE NUCLEAR DE CARBONO 13 E
HIDROGENIO DOS CALCOGENOL ESTERES

COMPOSTO S501 - 4-metilbenzoselenoato de fenila
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COMPOSTO S502 - 4-nitrobenzoselenoato de fenila
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COMPOSTO S503 - p-metilbenzoselenoato de p-toluila
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COMPOSTO S505 - p-metilbenzotioato de p-clorofenila
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COMPOSTO S506 - p-nitrobenzotioato de p-clorofenila

cl
O /O/
ds
O,N 3¢

8.5

A 4

8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 55 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0

170

160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0

53



54

190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0

Deslocamentos quimicos

S501. 4-nitrobenzoselenoato de fenila com 89% de rendimento; 1H NMR (CDCI3,
400MHz): & = 7.80 (d, J= 8.4 Hz, 2H), 7.58 — 7.55 (m, 2H), 7.38 - 7.36 (m, 3H),7.20
(d, J= 8.0 Hz, 2H), 2.34 (s, 3H); 13C NMR (CDCI3, 100 MHz) & = 192.4,144.7, 136.1,
135.8, 129.4, 129.1, 128.7, 127.2, 125.8, 21.5.

S502. 4- nitrobenzoselenoato de fenila com 72% de rendimento; 1H NMR (CDCI3,
400 MHz): 6 = 8.35-8.33 (m, 2H), 8.17-8.00 (m, 2H), 7.66—7.40 (m, 2H), 7.30—

7.23 (m, 3H); 13C NMR (CDCI3, 100 MHz) & = 192.5, 150.6, 143.0, 136.1,131.5,
129.6, 128.1, 124.9, 124 .2.

S503. p-metilbenzoselenoato de p-toluila com 97% de Rendimento; RMN 'H (CDCls,
400 MHz), &(ppm): 7,80 (d, J = 8,07 Hz, 2H), 7,44 (d, J = 8,07 Hz, 2H), 7,26 — 7,15
(m, 4H), 2,40 (s, 3H), 2,38 (s, 3H). RMN '3C (CDCIls, 100 MHz), &(ppm): 193,13;
144,77; 139,09; 136,29; 130,17; 129,53; 127,42; 122,29; 21,71; 21,31.

S505. p-metilbenzotioato de p-clorofenila com 83% de Rendimento. RMN 'H (CDCls,
400 MHz), é(ppm): 7,89 (d, J = 8,31 Hz), 7,41 — 7,38 (m, 4H), 7,28 (d, J = 8,31 Hz),
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2,42 (s, 3H). RMN "3C (CDCls, 100 MHz), &(ppm): 172,09; 144,57; 130,28; 129,19;
126,73; 21,67.

S506. p-nitrobenzotioato de p-clorofenila com 92% de Rendimento. RMN "H (CDCls,
200 MHz), é(ppm): 8,34 (d, J = 9,04 Hz, 2H), 8,18 (d, J = 9,04 Hz, 2H), 7,50 — 7,38
(m, 4H). RMN '3C (CDCls, 50 MHz), 6(ppm): 188,36; 150,72; 140,92; 136,59; 136,10;
129,77; 128,50; 124,54; 113,79.



