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RESUMO

Neste trabalho avaliamos a atividade biologica de lectinas de sementes de Erythrina
fusca e velutina, de algas marinhas Hypnea musciformes, Bryothamnion seaforthii e
triquetrum e do diterpeno casbano, um produto natural isolado de Croton nepetaefolius,
sobre Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145. Foi comparada a agdo in vitro das 5
lectinas e do diterpeno casbano, sobre colonias de P. aeruginosa, em placas de
poliestireno. Investigada a acdo das lectinas de alga marinha H.musciforme, de sementes
de Erythrina velutina, e do diterpeno casbano, no processo de formag¢do do biofilme
bacteriano de P.aeruginosa, em placas de poliestireno; e identificado entre as lectinas de
E.velutina, H musciforme e diterpeno casbano, aquele com maior potencial de aplicagdo
no controle do crescimento de colonias de P. aeruginosa. As lectinas testadas ndo foram
capazes de inibir o crescimento e a formagdo de biofilme de Pseudomonas aeruginosa
nas condi¢des experimentadas. Por outro lado, diterpeno casbano, na concentracido de
500 pg/mL em 18 horas, foi capaz de inibir o crescimento de P. aeruginosa em 40%,
comparado ao controle positivo. Esta inibicdo foi observada até uma concentragdo de
125 pg/mL. Entretanto, ndo foi observada inibi¢do da formagdo do biofilme da P.
aeruginosa nas concentracdes utilizadas neste estudo.

Palavras - chave: Pseudomonas aeruginosa; lectina; diterpeno.



ABSTRACT

In this study the biological activity of seeds lectins from Erythrina velutina and fusca, marine
algae Hypmnea musciformis, Bryothamnion seaforthii and triquetrum and the diterpene
casbane, a natural product isolated from Crofon nepetaefolius was evaluated upon
Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145. We compared the in vitro effect of lectins and
diterpene casbane on colonies of P. aeruginosa in microtiter plates. Investigated the action of
lectins from marine algae H. musciforme of seeds of Erythrina velutina, and diterpeno
casbano in the process of formation of P. aeruginosa biofilm on polystyrene plates, and
identified among lectins: E. velutina, H. musciforme and diterpene casbane, the one with
greater potential for application in controlling the growth of colonies of P. aeruginosa. The
lectins tested were able to inhibit growth and biofilm formation of P. aeruginosa in the
studied conditions. Moreover, diterpene casbane at a concentration of 500 mg/mL in 18
hours, was able to inhibit the growth of P. aeruginosa in 40%, compared to positive
control. This inhibition was observed until a concentration of 125 mg/mL. However, the
inhibition of biofilm formation of P. aeruginosa there was no observed at the concentrations

used in this study.

Keywords: Pseudomonas aeruginosa; lectin; diterpene.
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1.1 REVISAO LITERATURA:

1.1.1 Historico e caracteristicas gerais de Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa, Bacilo gram negativo ndo fermentador (BGNNF),
aerobio estrito (exceto em presenca de nitrato, circunstdncia em que cresce em condicdes
anaerobias), ndo esporulados, ndo utilizam carbohidrato como fonte de energia ou os
degradam ndo por fermentagdo, mas pela via oxidativa.

Os BGNNF raramente causam infecgdes comunitarias sendo relacionados
predominantemente as infeccdes hospitalares. Dentre as principais caracteristicas deste grupo
podem - se alinhar: as biologicas, tendo o microorganismo minimas necessidades
nutricionais, a tolerabilidade as variagdes de condicdes fisicas e a capacidade de desenvolver
resisténcia aos antimicrobianos e de escapar dos mecanismos de defesa do hospedeiro.

Microorganismos moveis com flagelos polares. A familia pseudomonadaceae,
cuja maioria possuem vida livre, podendo infectar diversas espécies de plantas e animais,
sendo somente algumas espécies patogénicas para o ser humano. O género Pseudomonas
inclui espécies fluorescentes (P. aeruginosa, P. fluorescens, P. putida, entre outras) e ndo
fluorescentes (P. stutzeri, P. pseudoalcaligenes, P. alcaligenes, entre outras). Apesar dos 03
membros (aeruginosa / fluorecens / putida) produzirem pioverdina apenas a P. aeruginosa
produz piocianina a qual impede o crescimento de outras bactérias, elimina a atividade ciliar
respiratoria e produz danos oxidativos nos tecidos oxigenados (PALLERONI , 1998).

As primeiras observagdes clinicas relacionadas a P. aeruginosa ocorreram no
campo das infeccdes relacionadas & assisténcia a satde, quando SEDILLOT (1850)
descreveu que a secre¢do verde-azulada das feridas operatorias estava relacionada a um pior
progndstico do pos-operatdrio. Um pigmento, a piocianina, foi extraido em 1860, por Fordos,
sendo associado a microrganismos em forma de bastonete em 1862, por PITT (1998).
Apenas em 1882, GESSARD conseguiu obter este microrganismo em cultura pura, que foi
chamado de Bacillus pyocyaneus (SKERMAN, 1980). Os termos “pyocyaneum” e
“aeruginosa” se referem a caracteristica da coloragdo azul esverdeada formada pelas culturas
devido a produgdo de piocianinas.

P. aeruginosa sio bacilos gram negativos retos ou ligeramente curvos, podendo
ser observadas como células isoladas, aos pares, ou em curtas cadeias; € intensa ou
suavemente curvado, mede 1,5 a 3 u de comprimento e 0,5 - 0,8 p de largura, motilidade por
meio flagelo polar e apresentam multiplicagdo favoravel sem muita exigéncia nutricional,

sobrevivendo em agua destilada, com grande proliferagio em meios de cultura ndo
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necessitando de fatores orgénicos de crescimento. Desenvolve - se bem entre 37 e 42°C e ndo
tolera pH acido (POLLACK, 2000).

Microrganismo com estrutura externa apresenta caracteristicas gerais dos Gram
negativos: estrutura multilaminar composta de membrana externa, seguida de espago
periplasmatico que inclut uma fina camada de peptidioglicano na parede celular, e
internamente, a membrana citoplasmatica. Envolvendo tudo isso, encontra - se uma capsula
ou camada mucdide (POLLACK, 2000). A membrana externa ¢ uma estrutura bi laminar,
cujo folheto externo, hidrofilico, ¢ composto por moléculas de lipopolissacarideos (LPS). O
LPS ¢ considerado o principal determinante sorologico de muitas bactérias Gram - negativas
(VOLK et al., 1991). Ou seja, P. aeruginosa ¢ sorologicamente heterogénea, ¢ o LPS
determina o tipo de antigeno determinante dessa variabilidade.

P. aeruginosa, em cultura pode exibir multiplos tipos de colonias. Um exemplo ¢
a forma mucodide que ocorre devido a producdo de grandes quantidades de alginato,
polissacarideo capsular que permite a bactéria infectante aderir as superficies epiteliais
pulmonares e formar biofilme, os quais protegem a bactéria contra os antibidticos e o sistema
imunoldgico do organismo.

A grande maioria das amostras de P. aeruginosa pode ser identificada nos meios
de cultura comuns devido as caracteristicas morfologicas das colonias e a produgdo difusa de
pigmentos (GILARDI, 1980). Pode ser identificada bioquimicamente através de reacdes
positivas para oxidase, indofenol, arginina - hidrolase, utilizacdo de citrato, oxida¢do da
glicose e xilose.

Esta bactéria, além de invasiva, € toxinogénica. Produz um grande niimero de
produtos extracelulares (elastases, proteases) que, assim como a suas estruturas externas e
componentes da superficie celular, estdo envolvidos na patogénese das infec¢des. Dois
pontos devem ser comentados: Colonizagdo e a Invasao.

Na colonizag@o por P. aeruginosa pode ocrorrer em uma variedade de tecidos.
Dois fatores de adesdo foram identificados: a fimbria (pilus) e a capsula mucdide (alginato).
As fimbrias (pili) sdo apéndices superficiais, mais finos e menores que o flagelo, que
permitem a aderéncia do microrganismo aos receptores do gangliosideo GM 1 presentes na
superficie das células epiteliais do hospedeiro. A cépsula mucoide possibilita aderéncia a
superficie mucosa normal, através da intera¢do do alginato com material mucoide similar que
recobre a superficie mucosa (DOIG et al, 1988). A substincia mucdide ¢ um
exopolisacarideo, constituido por um polimero acetilado, do qual fazem parte os acido S-D-

manurénico e glucoronico unidos por ligagdo f-1.4, a qual atua na adesdo e prote¢do contra
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fagocitose, acdo surfactante pulmonar e antibiotico. Além da formagdo de micro-colonias
fortemente aderidas e recobertas por alginato, LPS e proteinas (biofilme).

Na invaséo ocorre a producgdo de elastases que degradam as imunogloglobulinas e
os componentes do complemento eliminando atividade dos neutrofilos, exotoxina A que €
responsavel pela destruigdo tecidual, inibi¢do sintese protéica, interrompendo atividade
celular e a resposta macrofagica, lipase, fosfolipase C que destroem a membrana

citoplasmatica e surfactante pulmonar.

1.1.2 Epidemiologia das infeccdes causadas por Pseudomonas aeruginosa

Estando presente no solo e agua, os BGNNF raramente causam infec¢des
comunitarias, apesar ser encontrada na microbiota intestinal de 7 a 25%, eles estdo
relacionados principalmente a infec¢do hospitalar, onde atuam principalmente como
patégeno oportunista causando um grande numero de enfermidades como infec¢do trato
urinario, septicemia, pancreatite e infeccdes pulmonares cronicas (ARTENSTEIN, 1993;
GANG et al., 1999; VALENTE et al., 2000, GARAU, 2003; WU et al., 2003).

A maioria das infec¢des causadas por P. aeruginosa podem ser relacionadas a
deficiéncias no sistema de saude, principalmente as encontradas no ambiente hospitalar. No
entanto infec¢des causadas por esta bactéria adquiridas na comunidade podem variar de
leves a graves, sendo geralmente relacionadas a pessoas que ndo apresentam
Imunossupressdo, que entram em contato com agua ou solugdes contaminadas (POLLACK,
2000). Dentre as infec¢cdes comunitarias, merecem destaque:

Infeccdes relacionadas ao uso de drogas ilicitas devido a contaminag¢do da agua
usada como diluente, causando bacteremia e endocardite de valva nativa. (LEVINE et al.,
1986).

Infeccdo superficial do ouvido, principalmente nos individuos que praticam
esportes aquaticos, conhecida como “otite do nadador” (VAN ASPEREN et al., 1995).

Infeccdo ocular relacionada ao uso de lente de contato, devido a contaminagdo da
solucdo que preserva as lentes. Ceratite pode estar relacionada a trauma ocular ou a uso de
medicamentos contaminados como colirios (MATTHEWS et al., 1992).

Infecc¢des relacionadas ao uso de piscinas, banheiras de hidromassagem, como
infeccdes cutineas, otites externas, infec¢des trato urinario, pneumonias (RATNAM et al.,
1986; CRNICH et al., 2003).
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Pneumonia comunitaria, em pacientes com DPOC ou ICC (HENDERSON et al.,
1992). Ja foi descrita a relagdo entre infeccdo pulmonar cronica e a formacgdo de
bronquiectasias, sugerindo-se que a infec¢do contribuiria no desenvolvimento desta
complicagdo (NAGAKI et al., 1992). Infecgdo cronica por P. aeruginosa esta associada com
aumento da morbidade e mortalidade nos pacientes com fibrose cistica, pois uma vez que a
infeccdo cronica se estabelece, ¢ muito dificil de erradica - 14, mesmo com terapia
antimicrobiana intensa (JONES ez al., 2003).

Porém, P. aeruginosa ¢ principalmente um patéogeno nosocomial; ou seja, tem
papel de destaque, pela frequiéncia, custo ou pela morbi-mortalidade relacionada as suas
infecgoes.

No Brasil, ndo temos disponibilidade de dados oficiais de infec¢des hospitalares
coletados de modo sistematico. A importancia deste patogeno nas infeccdes hospitalares e
principalmente, nas pneumonias, € sugerida nos estudos locais, porém com dados disponiveis
em resumos de congressos. Segundo o sistema SENTRY (Programa de vigilancia
epidemioldgica e resisténcia antimicrobiana) foi a causa mais frequente de infec¢des do trato
respiratorio (32%), a segunda de infec¢des urinarias e de ferida cirurgica (12% cada) no
periodo de 1997 a 2001 (SADER, 1998). Entre 1993 e 1995, em UTI de pacientes
oncolégicos no Rio de Janeiro, P. aeruginosa foi o terceiro agente mais comum em
pneumonias (VELASCO et al., 1997). Figueiredo e colaboradores isolaram P. aeruginosa
em enfermaria e UTI, constataram sua presenca na urina (26,7%), secre¢do traqueal (26,1%),
pele (19,8%), ponta de cateter (8,6%), sangue (4%) e outros materiais (14,8%).
(FIGUEIREDO et al., 2007).

As infecc¢des estdo entre as maiores causas de obitos em pacientes internados em
UTI, sendo as de origem respiratoria as mais prevalentes, correspondendo a 50 % das
infeccdes nosocomiais em pacientes criticamente enfermos (VINCENT ez al., 1995; COOK
et al., 1998). Nos pacientes em uso continuo de ventilagdo mecéanica os estudos demonstram
aumento do risco desenvolver pneumonia em 21 vezes, sendo a taxa média de 20% ou de 16
a 21 infecgdes em cada 100 pacientes (COOK et al., 1998). Define-se pneumonia associada
ventilagdo mecanica (PAVM) aquela que surge 48 - 72 horas apos intubacgdo orotraqueal e a
institui¢do da ventilagdo mecéanica invasiva (CELIS, 1988).

Dentre os fatores de risco para desenvolvimento de PAVM a secre¢do que se
acumula acima do balonete do tubo e principalmente a presenga de um biofilme, com
contaminagdo por bactérias dentro do tubo traqueal, quando da aspiragdo traqueal ou

realizacdo de broncoscopia (ATS, 2005).
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De acordo com dados do SENTRY (SADER et al, 2004), P. aeruginosa
permanece como a bactéria que mais frequentemente causa PAVM além do Acinetobacter sp.
, enterobactérias resistentes e S. aureus oxacilina resistente.

Além da alta freqtiéncia, infec¢des por P. aeruginosa sao motivo de preocupacio
pelo custo e mortalidade a que estdo relacionadas. FAGON et al., (1993) encontraram
mortalidade atribuivel de 42,8% pacientes que desenvolveram pneumonia associada
ventilagdo mecéanica por P. aeruginosa. Gomez et al., (2004) mostrou que em 211 casos,
entre 0s anos de 1992 a 1998, ocorreu cerca de 28% mortalidade que estava relacionada a
gravidade do quadro inicial e a presenga de complicagdes. Comparando com bacteremias
causadas por S.aureus, OSMON et al., (2004) observaram que a mortalidade por P.
aeruginosa fol maior do que aquela por S. aureus sensivel a oxacilina (30,6% versus 16,2%)
ou resistente a oxacilina (13,5%), sendo mais elevada na presenca de endocardite.

P. aeruginosa mostra uma facilidade peculiar de desenvolver resisténcia aos
antimicrobianos, € a associa¢do da resisténcia com o aumento de taxas de mortalidade,
morbidade e custos € observada.

O espectro clinico das infec¢des por P. aeruginosa pode variar de leve a sepse
grave, dependendo do o¢rgdo acometido: infecgdes relacionadas a dispositivos como
pneumonia secundaria ao uso de ventilador mecénico, bacteremia associada ao uso de cateter
vascular, infecc¢do urinaria relacionada ao uso de cateter vesical, infeccdo operatoria, abscesso
pulmonar, entre outras. A pneumonia relacionada ao uso de prétese ventilatoria, por vezes
necrotizante, esta entre as infec¢des hospitalares de maior mortalidade (RELLO et al., 1997).
Trabalho realizado por Guerra e colaboradores, em unidade terapia intensiva hospital privado
no ano de 2005 demonstrou que a pneumonia associada ventilagdo mecanica decorrente P.
aeruginosa resistente ao carbapénicos apresentou taxa de mortalidade 71%.

O modo de transmissdo desta bactéria a partir do ambiente para o paciente seria
através de liquidos contaminados, por meio de contato direto ou aspiracdo de seus aerossois,
ou transferéncia indireta através das mdos que tocaram em superficies umidas
(SEHULSTER, 2003). Entre as fontes dos surtos relacionados a P .aeruginosa citadas
anteriormente encontramos: equipamentos de limpeza de ambiente, pias, lavadora automatica
de endoscopios (SCHELENZ, 2000). Gaze para curativo, endoscopios, broncoscdpios
(SRINIVASAN et al., 2003). Os profissionais de saude ja foram identificados como fonte
dos surtos relacionados ao uso de unha posti¢a e natural (MOOLENAAR et al., 2000).
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1.1.3 Resisténcia antimicrobiana em Pseudomonas aeruginosa

Um dos mais graves problemas que atingem os hospitais de maior complexidade
¢ a emergencia de bacilos Gram-negativos multiresistentes, principalmente P. aeruginosa, K
.pneumoniae, A. Baumanni e Enterobacter ssp., sendo que o percentual de resisténcia mais
elevado € encontrado nas amostras isoladas de UTI, o que pode ser justificado pelo maior uso
de antibidticos neste meio, com transmissdo desta cepa entre os pacientes. Em relacdo a P.
aeruginosa, o sistema SENTRY mostra que os niveis de resisténcia sdo importantes na
América Latina e, principalmente, no Brasil, pois além de terem taxas mais altas de
resisténcia em relagdo a outras regides do mundo, niveis crescentes t€m sido observados.
(SADER, 2004). Nos ultimos 20 anos, um aumento notavel da resisténcia de bactérias aos
antimicrobianos vem sendo relatado, principalmente em dareas de aten¢do a pacientes graves
(FRIDKIN, 1999; BOUZA et al., 2003). Por exemplo, nos EUA, entre os anos de 1998 -
2003, notou - se um aumento de cerca de 12% na resisténcia de amostras de S. aureus e
Enterococcuc sp. a oxacilina e vancomicina respectivamente. Entre as enterobactérias, um
aumento de até 47% na resisténcia as cefalosporinas de terceira geragdo em amostras de K.
pneumoniae € P. aeruginosa, observou - se aumento de 9% na resisténcia as quinolonas e de
15% ao imipenem (NNIS, 2004). Fora do ambiente hospitalar também foi observado a
diminui¢do de sensibilidade ao antimicrobianos. Este fato € preocupante visto que a perda de
sensibilidade em curto espaco de tempo ndo € correspondida a velocidade em que novos
antimicrobianos podem ser langados no mercado (D' AGATA, 2004).

Dentre os paises da América Latina, a resisténcia parece ser mais acentuada no
Brasil, conforme sugerida por Andrade e colaboradores (ANDRADE et al., 2003). Conforme
estes autores amostras isoladas no periodo de 1997 - 2001, tendo observado 90% das
amostras com resisténcia simultanea a varias classes de antimicrobianos eram procedentes do
Brasil. Este perfil de multirresisténcia (MR) aumentou, em média, em 5,4% ao ano, neste
periodo.

Gales e colaboradores (GALES et al,, 2003) chamaram a atencdo para a
similaridade e disseminagdo de amostras de P. aeruginosa com resisténcia a varios
antimicrobianos, incluindo carbapenens, distribuidas por 12 hospitais de diferentes estados
brasileiros. Estudo realizado por Figueiredo e colaboradores (FIGUEIREDO, 2007) na cidade
do Recife em dois hospitais publicos evidenciou taxas de resisténcia antimicrobiana da
Pseudomonas aeruginosa similares ao estudo de Kliffer et al. (2003) que compilou cepas de

21 hospitais de varias regides do Brasil sendo mais elevada do que as descritas em outros
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paises. Revelou elevada prevaléncia de multi resisténcia, com 49,7% das cepas resistentes a
trés ou mais antibioticos e 28% das cepas resistentes a seis ou mais antibidticos.

Os mecanismos que explicam essa resisténcia sdo as caracteristicas intrinsecas da
P. aeruginosa e a resisténcia adquirida no qual o antibidtico deixa de ser ativo devido
mutagdes ou da aquisicio de novos genes que levem a resisténcia adquirida. As
caracteristicas intrinsecas: produ¢do de f-lactamase induziveis do tipo AmpC, que conferem
resisténcia aos f-lactdmicos como cefalotina e ampicilina, os sistemas de efluxo, que
removem f-lactdmicos, cloranfenicol, fluoroquinolonas, macrolideos e ainda corantes e
detergentes; auséncia de porinas de alta permeabilidade, producdo de enzimas inativadoras de
aminoglicosideos, baixa permeabilidade da membrana externa e sua disposi¢do em forma de

biofilme bacteriano.

1.1.4 Biofilme bacteriano

Biofilme tem sido descrito em varios sistemas desde a descricdo de Van
Leeuwenhoek no século XVII. Aparentemente 99,9 % das bactérias do ecossistema aquatico
natural crescem na forma de biofilme. Esta predominancia de biofilme foi estabelecida em
todos ecossistemas naturais, exceto em aguas profundas (COSTERTON, 1995).

Marshall (1976) demonstrou envolvimento de finas fibras de polimero
extracelular no qual se ancoravam as bactérias na sua superficie. Costerton et al. (1978)
observaram que comunidades de bactérias unidas no sistema aquatico sdo encontradas
envoltas em glicocalix, matriz que se demonstrou ser um polissacarideo.

Biofilmes sdo agregados de microorganismos nas interfaces solidos / liquido ou
solido/ar, onde as células estdo imersas em matriz de substancia polimérica extracelular
(EPS), composta por polissacarideos e proteinas (WINGENDER, 1999). Expolissacarideos
sdo considerados componentes fundamentais na determinacdo da estrutura e integridade
funcional do biofilme microbiano, pela formagédo gel tridimensional altamente hidratado onde
os microrganismos estdo aderidos. Além disso, a ligagdo das células do biofilme (coesdo) e o
ancoramento do biofilme no substrato (adesdo) sdo realizados pelos exopolissacarideos
(Figura 1, pag 23).

A nova definicdo descreve o biofilme como uma microbiota derivada de
comunidade séssil caracterizado por células que sdo irreversivelmente aderidas a um
substrato ou interface e sdo embebidas em uma matriz de substancias poliméricas

extracelulares as quais elas produzem e exibe um fendtipo alterado com respectiva taxa de
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crescimento e transcricdo genética (COSTERTON, 2002). Esta definicdo pode ser util,
porque algumas populagdes bacterianas que preenchiam os critérios para ser denominados
biofilme, os quais envolvem formacdo matriz e crescimento em uma superficie, ndo assumem
o fenotipo de biofilme. Essas populacdes ndo biofilmes, incluem colonias de bactéria que
crescem em superficie de Agar, possuem células planctdnicas que se ancoram na superficie e
ndo exibem nenhuma caracteristica de resisténcia de um biofilme verdadeiro. Podendo ser
relatado que células biofilme as quais estavam contidas na matriz € que se separam
circulando nos fluidos corporais possuem as mesmas caracteristicas de resisténcia de sua

comunidade geradora (COSTERTON, 2002).
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Figura 1 - Diagrama de formagéo de biofilme adaptado de Stoodley et al., 2002.
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O estudo da aderéncia celular com biofilme P.aeruginosa foi historicamente
focado na produgdo de alginato (NIVENS ez al., 2001). Costerton e Lappin-Scott (1995)
observaram que a ades@o desencadeia expressdo de genes que controlam produgdo de
componentes bacterianos necessario para adesdo e formagdo biofilme, enfatizando que este
processo formacdo foi regulado por genes especificos transcritos durante aderéncia celular
inicial. Por exemplo, no estudo da P. aeruginosa, foi demonstrado que o gene (alg C)
controla a fostomanomutase envolvido na sintese do alginato exopolisacarideo e que os genes
alg D, alg U, rpoS, controlam a sintese de polifosfoquinase (DAVIES; GEESEY, 1995).

A formagdo dos biofilmes por P. aeruginosa nos tecidos infectados foi

demonstrada como responsavel pela resisténcia inerente das bactérias por certos antibioticos
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(STEWART, 2001). A capacidade da lectina em mediar a interacdo célula-célula em uma
determinada populagdo bacteriana pode estar envolvida no desenvolvimento e manutengéo
dos biofilmes, determinando a habilidade da P. aeruginosa em colonizar superficies bidticas
e abioticas (IMBERTY et al., 2004).

Integridade do biofilme depende integridade estrutural da natureza matriz
extracelular e sua composi¢do. (BRANDA et al., 2005). Na P. aeruginosa pensou-se durante
muito tempo que o alginato poderia ser maior constituinte da matriz, mas classes biofilmes
ndo mucodide sdo formados com pouco ou nenhum alginato (WOZNIAK et al., 2003;
BRANDA et al., 2005). Recentemente 2 polimeros de carboidrato foram identificados na
matriz P. aeruginosa, envolvidos no desenvolvimento do biofilme. Eles sdo polimeros ricos
em glicose (FRIEDMAN; KOLTER, 2004) e rica em manose (MATSUKAWA;
GREENBERG, 2004). Além disso, tem sido demonstrado que a morte das células bacterianas
com lise e liberagdo do DNA tem papel importante no desenvolvimento do biofilme (WEBB
et al., 2003). Multiplos fatores de superficie estdo envolvidos a cada estagio de
desenvolvimento biofilme P. aeruginosa e incluem producdo de alginato (NIVENS et.al,
2001), flagelo e pili tipo IV (O' TOOLE; KOLTER, 1998).

Desenvolvimento do biofilme € controlado por um niimero de vias regulatorias
incluem quorum sensing (DE KIEVIT et al., 2001) repressdo de catabdlitos (O' TOOLE et
al., 2000) e expressdo de genes da fase estacionaria (HEYDORN et al., 2002 ).

A natureza da estrutura biofilme e atributos fisiologicos dos organismos do
biofilme conferem uma resisténcia inerente aos agentes antimicrobianos, mesmos se 0S
agentes forem antibioticos, desinfetantes ou germicidas. Os mecanismos responsaveis por
essa resisténcia podem ser um ou mais dos seguintes: 1) atraso na penetragdo do agente
antimicrobiano através da matriz do biofilme. 2) alteragdo na taxa crescimento dos
organismos do biofilme e 3) outras mudangas fisioldgicas devido ao modelo crescimento

biofilme.

1 - Atraso na penetraciao agente antimicrobianos - as substancias poliméricas
extracelulares constituintes presentes da matriz representam uma barreira difusional para
essas moléculas influenciando na taxa de transporte dessa molécula para o interior do
biofilme ou reagdo do material antimicrobiano com o material da matriz. Suci e cols. (SUCI
et al., 1994) demonstraram um atraso na penetragdo da ciprofloxacina no biofilme P.
aeruginosa, o qual normalmente necessita de 40 segundos para esterilizar uma superficie

demorou cerca de 21 minutos para uma superficie contendo biofilme. Hoyle (1992)
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encontrou que células bacterianas dispersas sdo 15 vezes mais susceptiveis a tobramicina que
células em biofilmes intactos.

Hatch e Schiller (HATCH et al., 1998) demonstraram que suspensdo de alginato
2% 1solado da P. aeruginosa inibiu a difusdo da gentamicina e tobramicina e seu efeito foi
inverso pelo uso de alginato liase. Nem todos agentes antimicrobianos sdo afetados de forma
1gual, glicopeptideos como vancomicina e teicoplamina sdo significantemente afetados,
entretanto agentes como rifampicina, clindamicina e os macrolideos sdo minimamente
afetados ou ndo sdo afetados. Outros estudos (GORDON et al., 1988) examinaram a difusdo
de diversos agentes antimicrobianos (ceftazidima, piperacilina, gentamicina e tobramicina)
através de gel alginato naturais ou sintéticos e encontrou que os antibioticos f lactamicos

difundem na matriz mais rapidamente que os aminoglicosideos.

2 - Alteraciio na taxa crescimento organismo biofilme - células associadas ao
biofilme crescem significantemente mais lentas que células na forma planctonica, como
resultado a captagcdo agente antimicrobianos € mais lenta. Anwar e cols. (ANWAR et al.,
1992) encontraram que biofilmes de P. aeruginosa com 10 dias de idade sdo
significantemente mais resistentes a tobramicina e piperacilina que biofilme de células jovens
(02 dias). Contagem células do biofilme mais velho foi reduzida apenas 20% pela exposicdo
da dose. Resultados similares t€ém sido observados com diversas combinag¢des de bactérias e
agentes antimicrobianos (CHUARD et al., 1993; DESAI et al., 1998; AMORENA et al.,
1999).

3 - Outras mudancas fisiologicas devido ao modelo de crescimento do
biofilme - bactérias Gram negativas respondem a limita¢do nutrientes e outros stress do meio
ambiente pela sintese de fatores sigma. Em E. coli, esses fatores sigma estdo sob controle do
rpoS regulon, o qual regula a transcri¢do de genes que produz diminuigé@o do efeitos stress.

Desta forma, o desenvolvimento de drogas que inibam ou previnam a formagdo
de biofilmes tem futuro promissor (STEWART e COSTERTON, 2001). Os mecanismos
responsaveis pela formacdo biofilme tem sido alvo de estudos recentes, diversas proteinas
estdo sendo identificadas na formagdo e desenvolvimento dos biofilmes (KLAUSEN et al.,
2003). Por exemplo, a utilizag@o de canos de distribui¢do de agua colonizados com biofilme
de P. aeruginosa produtor de galactosidase ndo metabolizada podem ser alternativa para a

remogdo e prevencdo de acumulo de biofilmes.
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1.1.5 LECTINAS
1.1.5.1 Definicao

A hemaglutinagdo de eritrocitos em extratos de plantas, mediada por proteinas,
foi primeiramente identificada por Stillmark em 1888, pesquisando fatores de toxicidade em
Ricinus communis (BARONDES, 1988). Ele mostrou que o material responsavel pela
hemaglutina¢do era uma proteina que chamou de ricina, embora agora esteja evidente que o
que ele chamou de ricina era uma complexa mistura de moléculas toxicas e lectinas nio
téxicas. Outro pioneiro no estudo de lectinas foi o pesquisador Karl Landsteiner que iniciou
novos estudos utilizando aglutininas vegetais como ferramentas para o descobrimento dos
grupos sanguineos A, B e O (LANDSTEINER; RAUBITSCHEK, 1907). O termo
“Lectinologia”, uma expressdo introduzida por Potapov (1968), surgiu para designar uma
area de estudos inteiramente voltada a pesquisa sobre uma classe especial de proteinas
denominadas lectinas.

A primeira defini¢do de lectinas foi proposta por Boyd e Shapleigh (1954). Estes
autores utilizaram o termo lectina (do latim, /egere - capaz de escolher, selecionar para
lembrar o aspecto seletivo de ligagcdo de certas proteinas de sementes a eritrocitos humanos).
Eles demonstraram essa seletividade em 1954 quando verificaram que extratos de sementes
de Phaseolus vulgaris aglutinavam eritrécitos de apenas alguns individuos. Peumans et al.
(1998) definiu lectinas como proteinas com no minimo um dominio ndo catalitico que ligam
reversivelmente a mono ou oligossacarideos especificos. Esta interacdo ¢ mediada por
liga¢des de hidrogénio ou forcas de Van der Waals (WEIS et al., 1996).

Algumas lectinas podem ter um segundo tipo de sitio de ligagcdo que interage com
um sitio ndo carboidratico. Pois, algumas enzimas de plantas sdo compostas de um sitio de
ligag¢do a carboidrato e um sitio catalitico, que atuam independentemente (COLLINGE et al.,
1993). Varias proteinas ligantes de carboidrato possuem somente um sitio de ligagdo ndo
sendo capazes de aglutinar células ou precipitar glicoconjugados; diversas espécies de
legumes contém proteinas que estdo relacionadas com as lectinas e sdo destituidas de
atividade de ligagdo a carboidrato (PEUMANS et al., 1995).

De acordo com Peumans e Van Damme (1995) as lectinas foram subdivididas em
quatro classes principais: merolectinas, hololectinas, quimerolectinas e superlectinas (figura
2, pag. 27).

Merolectinas: proteinas que consistem exclusivamente de um Unico dominio de

ligagdo a carboidrato. Devido seu carater monovalente as merolectinas sdo incapazes de
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precipitar glicoconjugados ou aglutinar células. Heveina, uma proteina do latex de
seringueira (Hevea brasiliensis) que se liga a quitina, ¢ uma tipica merolectina (VAN
PARUIS et al., 1991).

Hololectinas: compostas exclusivamente de dominios de carboidratos ligantes,
mas com dois ou mais sitios ligantes, que sdo idénticos ou parecidos. Devido as hololectinas
serem di ou multivalente elas podem aglutinas células e/ou precipitar glicoconjugados. As
hololectinas comportam — se como verdadeiras aglutininas e compreende a maioria das
lectinas de plantas.

Quimerolectinas: fusdo das proteinas compostas de um ou mais dominios de
carboidratos ligantes € um dominio ndo relacionado com uma atividade catalitica bem
definida e que age independentemente dos dominios de carboidratos ligantes. Dependendo do
numero de sitios de ligacdo a carboidratos, as quimerolectinas comportam — se como
merolectinas ou hololectinas. Um representante deste grupo € a ricina (toxina da mamona),
que possui dois dominios de ligagdo para carboidrato comportando — se como uma
hololectina e um dominio para inativacdo do ribossomo (PEUMANS ef al., 1998).

Superlectinas: consistem de no minimo dois dominios de ligagdo para
carboidratos. Diferente das hololectinas os dominios de ligacdo para carboidratos das
superlectinas reconhecem acucares estruturalmente e funcionalmente diferentes. Como a
lectina do bulbo tulipa (TxLCI) que sdo formados por dois dominios de ligagdo a carboidrato,

que reconhecem manose € GalNAac, respectivamente (VAN DAMME et al.,1996).
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Figura 2 - Classificacdo de lectinas segundo PEUMANS e VAN DAMME (1995) e VAN
DAMME et al. (1996).
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1.1.5.2 Ocorréncia e atividade biolégica de lectinas

Lectinas estdo amplamente distribuidas na natureza e centenas destas moléculas
téem sido isoladas de plantas, virus, bactérias, invertebrados e vertebrados, incluindo
mamiferos. Apresentando uma grande variedade de formas e tamanhos, desempenhando
papéis bioldgicos em muitos processos celulares, tais como comunicacdo celular, defesa de
hospedeiros, fertilizacdo, desenvolvimento, infeccdo parasitdria e metastase tumoral
(GABIUS; GABIUS, 1997, DEL SOL et al., 2006).

Numerosas bactérias produzem lectinas de superficie comumente fazendo parte
das fimbrias. As varias lectinas de bactérias parecem funcionar nas etapas iniciais das
infecc¢des, por exemplo, quando ocorre a aderéncia das bactérias a células epiteliais do trato
urindrio e gastrintestinal. As lectinas de bactérias também podem agir como moléculas de
reconhecimento em fagocitose de bactérias em auséncias de opsoninas por macrofagos de
camundongos, de ratos, macrofagos peritoneais, linfocitos e polimorfonucleares humanos
(SHARON, 1987). Muitas enterobactérias, como E. coli € Salmonellae spp., possuem lectinas
na sua superficie, fazendo parte das fimbrias. P. aeruginosa produz 02 lectinas chamadas de
Lec A (PA-1IL)e Lec B (PA IIL) (GILBOA-GARBER, 1972).

Lec A ¢ uma proteina tetramérica consiste de 04 subunidades 12,75 KDa ¢
conhecida como ligante D - galactose e seus derivados. Garber e colaboradores (1991)
demonstraram que Lec A se liga derivados hidrofébicos de thiogalactose e galactose melhor
do que propriamente a D - galactose. Lec A foi reportada se localizar principalmente no
citoplasma da célula e apenas uma pequena fragdo estaria presente na superficie celular
(GLICK; GARBER, 1983). Lec A demonstrava efeitos citotoxicos nas células do epitélio
respiratorio pela diminui¢do na sua taxa de crescimento, contribuindo com injuria do epitélio
respiratorio durante infeccdo por P.aeruginosa (BAJOLETLAUDINAT et al., 1994). Em
adi¢do, foi demonstrado que Lec A induz aumento na absor¢do da exotoxina A, um
importante fator de viruléncia extracelular (LAUGHLIN et al., 2000).

Lec B exibe uma alta especificidade para L-fucose e seus derivados e uma baixa
afinidade para D-manose (GLICK; GARBER, 1983), diminuindo in vitro a freqiiéncia do
batimento ciliar do epitélio respiratorio (ADAM et al., 1997).

Alguns estudos tém sugerido que ambas lectinas determinam a viruléncia da
P.aeruginosa, indicando que a fragdo expressa na superficie celular é altamente significante.
Lec A promove adesdo da bactéria a células da cornea de coelho (WENTWORTH et. al.,
1991) e efeito citotoxico para linfocitos periféricos humanos (SHARABI; GILBOA-
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GARBER, 1979) e células do epitélio respiratério (BAJOLETLAUDINAT et al., 1994). Tem
sido demonstrado que Lec A ndo apenas auxilia na adesdo P. aeruginosa a células epiteliais
intestinais na sepse derivada do intestino, mas também induz defeito de permeabilidade,
permitindo que exoprodutos citotoxicos, incluindo exotoxina A, cruzem a barreira epitelial
(LAUGHLIN et al., 2000).

Intrigantemente a expressdo do gene Lec A pode ser induzida pelo hospedeiro
devido ao estimulo para producdo de interferon gama, sugerindo que um patdogeno
oportunista como P. aeruginosa pode alterar a funcdo imune do hospedeiro e ajustar seu
fenotipo de viruléncia (WU et al., 2003). Além disso, como uma adesina para células
eucarioticas, lectinas purificadas de P.aeruginosa podem também aumentar a agregacéo
celular (GILBOA - GARBER, 1972).

Durante infec¢do, P. aeruginosa pode ser protegida das defesas do hospedeiro
pela adesdo. Parece que a natureza multivalente de Lec A é muito conveniente a ligagdo de
diversas células. Possivelmente por uma via derivada de galactose que esta presente nos
lipopolisacarideos (LPS) da P. aeruginosa. De fato, preparados de Lec A purificados sempre
contém tracos de LPS (GILBOA - GARBER, 1972).

Em protozoarios, a lectina de Entamoeba histolytica parece desempenhar
importante papel na citotoxicidade em células epiteliais do colon, atuando na etapa de
aderéncia a célula hospedeira, possuindo ainda, um papel na citotoxicidade celular, distinto
da fun¢do de aderéncia (SAFFER; PETRI, 1991). A seqiiéncia de aminodcidos desta lectina,
determinada na sua totalidade, apresentou um total de 1.209 aminoacidos, possuindo 16 sitios
de glicosilagdo e uma regido hidrofobica de 28 aminoacidos ((PINTO -da- SILVA et al,,
2002).

Em virus, a lectina parece estar envolvida no processo de adesdo a célula
hospedeira. A infec¢do pelo virus da influenza € iniciada pelo evento de adesdo, mediada por
uma lectina da capa do virion que reconhece e se liga a residuos de acido sidlico da superficie
celular (GLICK et al., 1991).

Lectinas ocorrem também em fungos Rhizoctonia solani (KELLENS;
PEUMANS, 1991) e Pholiota aurivella (KAWAGISHI et al., 1991).

Em algas marinhas, o nimero de trabalhos envolvendo lectinas ¢ ainda pequeno,
porém tem crescido bastante nos ultimos anos. A primeira lectina de alga marinha a ser
purificada e caracterizada parcialmente foi a da alga vermelha Ptilota plumosa (ROGERS et
al., 1977, ROGERS; BLUNDEN, 1980). As algas vermelhas, Classe Rhodophyceae, sdo as

que apresentam o maior numero de espécies com atividade hemaglutinante e também o maior
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numero de lectinas isoladas (AINOUZ et al., 1995; SAMPAIO et al., 1999, NAGANO et al.,
2002; MORI et al. 2005, NASCIMENTO et al., 2006; seguidas das verdes, Classe
Chlorophyceae (ROGERS et al., 1986; SAMPAIO et al. 1998; BENEVIDES et al., 2001,
WANG et al., 2004, ICHIHARA et al. 2009) enquanto que apenas uma aglutinina
(mucopolisacarideo) de alga parda foi isolada e caracterizada (aglutinina de Fucus
vesiculosus)( FERREIROS; CRIADO, 1983).

Em geral as lectinas de algas marinhas apresentam valores mais baixos de peso
molecular, variando de 4,2 kDa para as isolectinas de H. japonica (HORI et al., 1986) até 60
kDa para uma lectina de Enteromorpha prolifera (AMBROSIO et. al, 2003). De uma
maneira geral, a atividade hemaglutinante das lectinas de algas marinhas ndo ¢ dependente da
adi¢do de cations divalentes e ndo costumam ser inibidas por agucares simples. As lectinas de
algas marinhas apresentam, geralmente, alto teor de aminodcidos 4&cidos, baixas
concentracdes de aminoacidos basicos e auséncia de aminoacidos sulfurados (SAMPAIO,
1992, 1997, CALVETE et al 2000).

A atividade bioldgica de lectinas de algas marinhas vem sendo testada em
diferentes sistemas celulares. Recentemente, PINTO etz al. (2009) demostraram que lectinas
de Bryothamnion seaforthii (BSL) e Bryothamnion triquetrum (BTL) foram capazes de
diferenciar linhagens de células de cancer de colon humano.

Em seres humanos apds a descrigdio de NOWELL (1960) sobre a atividade
mitogénica de lectinas sobre linfocitos humanos do sangue periférico, estudando a lectina de
sementes de Phaseolus vulgaris PHA) novo e importante ramo de pesquisa surgia tanto para
a lectinologia quanto para a imunologia. A determinag¢do da mitogenicidade de lectinas se
realiza através de ensaios onde suspensdes celulares sdo incubadas com lectinas em varias
concentragdes diferentes, determinando-se o aumento de incorporagdo de timidina triciada no
DNA apo6s 48 a 72 horas.

Esta descoberta desencadeou um grande niumero de pesquisas nas quais lectinas
vegetais, que apresentavam especificidade a diferentes tipos de carboidratos, foram utilizadas
frente a diversos sistemas celulares a fim de estudar sua agdo biologica (BARRAL - NETO et
al., 1992; BENTO et al., 1993; BARRAL-NETO et al., 1996; ANDRADE et al., 1999;
FERREIRA et al., 2000; BARBOSA et al., 2001, CAVADA et al., 2001). Pouco tempo apos
a descoberta de NOWELL, AUB et al. (1965) relataram que a lectina de trigo (WGA) era
capaz de distinguir células normais de outras malignas dentro de um mesmo tecido, através

da aglutinacdo especifica das células transformadas.
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Entre muitas atividades biologicas de lectinas ja descritas podemos exemplificar
algumas tais como: indugdo da producdo de 6xido nitrico (NO) in vitro e in vivo (ANDRADE
et al., 1999); indugdo de migragdo de neutrdfilos para a cavidade peritoneal (ALENCAR et
al., 1999); inducdo de liberagdo de histamina (GOMES et al., 1994). Trabalho recente de
revisdo enfoca em detalhes varias atividades bioldgicas in vivo e in vitro de lectinas de
leguminosas, correlacionando estas atividades com aspectos estruturais (CAVADA et al.,
2001).

1.1.5.3 Caracteristicas gerais das lectinas vegetais

Geralmente, as lectinas estdo distribuidas por todas as partes da planta. A maior
parte, porém, ¢ encontrada nas sementes. Outras partes das plantas como folhas, caule, raizes
e flores, contém pouca quantidade que ndo necessariamente sdo idénticas em estrutura ou
especificidade a carboidratos com as lectinas encontradas nas sementes (RUDIGER, 1998).
Algumas lectinas sdo classificadas como metaloproteinas, pois necessitam de cations Ca'" e
Mn"" para realizar a sua atividade hemaglutinante, sendo que estes ions estdo associados a
uma série de aminodcidos conservados que participam da ligagdo ao carboidrato
(MURDOCK et al, 2002). Lectinas sao geralmente glicosiladas e compostas de 2 ou 4
protdmeros ligadas ndo covalentemente. O peso molecular das lectinas de plantas varia de 8,5
a 265 KDa.

As lectinas consistem de subunidades, cujo numero varia entre 1, no caso da
lectina de rizomas de Urtica dioica (PEUMANS et al., 1984) a 10, no caso de uma das
lectinas de Araucaria angustifolia (DATTA et al., 1991). No entanto, as lectinas podem
apresentar diferentes padroes de associacdes de suas subunidades dependendo da
caracteristica do meio onde se encontram (pH e temperatura) (DEL SOL et al., 2006).

Lectinas distinguem-se de todas as outras proteinas de plantas pela sua
capacidade de ligar-se a carboidratos simples ou complexos. Podem ser subdivididas em
grupos de acordo com a sua especificidade por carboidratos (Figura 3, pag 32). Ha algumas
décadas, somente as lectinas ligante de D - manose/glicose, Gal/GalNac, GIcNAc/(GlcNAc),
fucose e acido sidlico eram conhecidas (PEUMANS et al,1998). Um novo grupo de
especificidade for adicionado, o de lectinas de monocotiledoneas ligantes de D - manose
(especificidade exclusiva por D - manose). Muitas lectinas ndo se relacionam neste grupo de
especificidade devida ndo se ligarem a mono ou oligossacarideos, pois requerem glicanos

mais complexos para uma eficiente inibi¢do da sua atividade hemaglutinante (PEUMANS et
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al., 1998). A especificidade das lectinas € usualmente determinada por ensaios de inibi¢do da
aglutinacdo das células ou da precipitagdo de glicoproteinas, na qual diferentes carboidratos
sdo utilizados para verificar a sua capacidade de inibir a atividade da lectina. A ligag@o entre
sacarideos e lectinas pode ser observada por métodos fisico-quimicos, como equilibrio de

dialise, espectofotometria, fluorimetria e ressonancia magnética (SHARON et al., 1987).

Especdificidade Lectinas

Grupo Fucose

, Ulex europaeus
Fucose

Grupo Galactose/ N-acetilzalactosamina
' lacalina (4rtocarpus integrifolia)
(Galactose=>GalN Ac
Clerodendron richotomum
Gal=GalN Ac
Soja (Glycine max)
Gal=<GalNAC
Grupo N-acetilglicosamina ]
CGierme de Trigo (Friticum aestivum)
GleNAc _
) Urtica dioica
(GleNAC),

Grupo Manose
Galanthus nivalis
Manose )
) Con A (Canavalia ensiformes)
Manose/Glicose
Calystegia sepium
Manose/Maltose

Grupo Acido Sidlico

G o (Germe de trigo ( Triticum aestivum)
Acido Sialico

, —— Sambucus nigra
MNeuSAco(2,0)Gal/ GalNAC -
) Maackia amurensis
NeuSAco(2,3)Gal/GalNACc

Grupo de Glicanos Complexos
PHA ({ Phaseolus vulgaris)
Especificidade com complexos conhecidos
Euonymus europaeus
Especifidade com complexos desconhecidos

Figura 3 - Especificidade de ligacdo a carboidratos das lectinas vegetais. Adaptada de
PEUMANS et al. (1998).

As lectinas podem ser encontradas em diferentes formas moleculares, como as
1soformas ou isolectinas. Isto pode ser determinado por pequenas mudangas na sequéncia de

aminoacidos. Um exemplo classico deste caso € a lectina de sementes de Datura stramonium
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que ¢ formada pelas subunidades diferentes, A e B com 32 KDa e 28 KDa respectivamente.
Podendo ser associadas originando trés isoformas com as seguintes estruturas: AA, AB e BB
(SHIBUYA et al., 1986).

1.2 Diterpeno Casbano
1.2.1 Definicao

O uso de plantas com fins terapéuticos ¢ uma tradicdo milenar presente nas
culturas de varias nagdes constituindo ainda hoje, um recurso alternativo de grande aceitagdo,
ndo somente nos centros urbanos, mas sobretudo nas pequenas comunidades rurais. Este
comportamento vem chamando a atencdo da comunidade cientifica no sentido de comprovar
a eficacia e promover o uso seguro desses recursos naturais (FENNELL et al., 2004). Vale
ressaltar que as plantas sdo fontes naturais de uma infinidade de substancias quimicas que sdo
biossintetizadas com varias finalidades, entre elas, protegé-las contra predadores ou atrair
polinizadores (STEPP, 2004).

Levando em consideracdo a biodiversidade vegetal que existe no planeta (cerca
de 250.000 espécies) e que somente cerca de 5 a 15% foi investigada do ponto de vista
fitoquimico e/ou farmacologico, as pesquisas com plantas superiores apresentam-se como
uma fonte extremante promissora para a descoberta de novas substancias que possam ser
utilizados no tratamento de varias doengas (ROJAS et al., 2003).

Dentre todas as familias pertencentes a flora mundial, a familia Euphorbiaceae
(ordem Euphorbiales), destaca-se por ser uma das maiores entre as dicotiledoneas, sendo
dividida em quatro subfamilias (Phyllanthoideae, Crotonoideae, Poranteroideae e
Ricinocarpoideae). Compreende cerca de 300 géneros, e 5000 espécies de arvores, arbustos,
subarbustos, trepadeiras e ervas, distribuidos preferencialmente em dreas tropicais, sendo
raras em paises frios (GEMTCHUJNICOV, 1976; QUER, 1980; EVANS;TAYLOR, 1983;
WATSON, 1992).

No Brasil, ocorrem 72 géneros e cerca de 1100 espécies em todos os tipos de
vegetacdo (BARROSO, 1984). Dentre os géneros nativos do Brasil destacam-se os seguintes:
Croton, Phyllanthus, Euphorbia e Jatropha (JOLY, 1998). O género mais representativo ¢
Euphorbia (cerca de 1600 espécies) seguido do género Croton com cerca de 700 espécies.
Estudos fitoquimicos realizados com espécies de Crofon, t€ém mostrado a presenga de
alcaloides (SANCHEZ et al., 1982) flavondides (SHETTY et al., 1983), terpenoides
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(KHIER ; SALIH, 1979), saponinas (VERA et al., 1990) e taninos (CESPEDES et al.,
1992).

O género destaca-se por muitas de suas espécies apresentarem uso na medicina
popular, dentre as quais, C. nepetaefolius (fig. 4) conhecida como “marmeleiro sabid”,
“marmeleiro cravo” ou “marmeleiro de cheiro”, sendo utilizada na medicina popular como
estomaquico, carminativo € no tratamento de colicas intestinais, sendo esta ultima acgéo
comprovada cientificamente (ABDOM, 2002). Além do fato, dos diterpenos apresentam
uma grande variedade de atividades farmacoldgicas (HANSON, 1996-2006).

Figura 4 - Croton nepetaefolius
SANTOS, H. S Tese de Doutorado - UFC, 2007

Estudos fitoquimicos realizados em espécies de Croton t€m revelado a existéncia
de metabdlitos pertencentes a diversas classes, incluindo: alcaldides, flavonoides, terpenoides
e taninos. Dentre estas classes, podemos destacar o isolamento de diterpenos com os mais

variados esqueletos (Figura 5, pag. 35).
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Desta maneira, foi realizada uma pesquisa bibliografica no science finder, web of

science e sciencedirect sobre dados de atividades farmacologicas de diterpenos com

esqueletos casbano (Figura 6, pag 38) isolados de espécies da familia Euphorbiaceae (Tabela

1).

Tabela 1 - Correlagdo entre as espécies e as atividades farmacologicas de diterpenos casbanos
1solados da familia Euphobiaceae relatados na literatura.

Atividade
Espécie Estrutura Referéncia
farmacologica
Croton nepetaefolius 01 - VERA et al., 1990
02-04 CHOl et al., 1988
Agrostistachys hookeri citotoxica
05 CHOl et al., 1986
Croton nitens 06 - BURKE et al., 1981
Euphorbia ebracteolata 07-08 bactericida e citotoxica XU etal., 1998
Mallotus hookerianus 09-11 - BAI etal., 2006
Maprounea 12-13 - KASHMAN et al., 1994

SANTOS, H. S Tese de Doutorado - UFC, 2007
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(02) R=0, R,=OH, R;=H (04)
(03) Ry=R,= R,=OH

(07) R=OH

(09) R = OH
(10)R=H
(11) R = OCH,CH;

Figura 6 - Estruturas de diterpenos casbeno isolados da familia Euphorbiaceae relatados na literatura.
SANTOS, H. S Tese de Doutorado - UFC, 2007
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1.2.2 Determinacao estrutural do diterpeno casbano

O diterpeno casbano (figura 7) foi isolado a partir da fragdo hexanica do extrato
etanolico de C. nepetaefolius como 6leo denso esverdeado. Por intermédio dos espectros de
RMN "C verificou-se a presenca de vinte sinais de carbonos. Esta substancia foi isolada
anteriormente dessa espécie, sendo identificada como 1,4-dihidroxi-2E,6F,12E-trien-5-ona-
casbeno cujos dados espectrais de RMN "H, RMN °C, IV e massas (Figuras 8, 9, 10, 11 e

12) estdo em acordo com valores da literatura (Tabela 2, pag 40) (Santos et al. 2008).

Figura 7 - Diterpeno casbano

SANTOS, H. S Tese de Doutorado - UFC, 2007
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Tabela 2 - Dados de RMN'H e >C de diterpeno casbano em CDCl;. Os deslocamentos
quimicos em Jc¢ e Oy estdo em ppm e constantes de acoplamento (J, entre parénteses) em Hz.

40
3¢ du

1 77,64 4,09 (dd, 9.6, 6,2)

2 144,02

3 125,48 5,14 (d, 9,4)

4 67,82 5,24 (d, 9.4)

5 199,74

6 134,61

7 145,11 6,25 (d, 10,4)

8 28,08 1,50 (dd, 10,4, 8,3)

9 35,67 1,23 - 1,15 (m)

10 25,36 1,23 - 1,15 (m)
0,79 - 0,72 (m)

11 39,85 2,27 -2,03 (m)
1,71 - 1,68 (m)

12 137,39

13 119,72 4,66 (dd, 6,3)

14 31,66 2,27 (m)

15 27,73

16 16,12 0,99 (s)

17 29,25 1,13 (s)

18 15,43 1,56 (s)

19 10,15 1,66 (s)

20 12,08 1,90 (s)
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Figura 11 - Espectro de RMN'"*C-DEPT 135° (CDCl3, 500 MHz) de THCN-3.
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Figura 12 - Espectro de massas de diterpeno casbano
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2 OBJETIVOS:

2.1 Geral

Avaliar atividade bactericida contra P. aeruginosa (ATCC 10145) de lectinas
isoladas de sementes de Erythrina fusca e velutina, de algas marinhas Hypnea
musciformes, Bryothamnion seaforthii e triquetrum e do diterpeno casbano, um

produto natural isolado de C. nepetaefolius.

2.2 Especificos

Comparar a acdo in vitro de 5 lectinas isoladas de sementes de E. fusca e
velutina, bem como as lectinas de algas marinhas: H. musciforme, B. seaforthii e
B. triquetrum e do produto natural diterpeno casbano, sobre colonias de P.

aeruginosa.

Descrever o efeito das lectinas isoladas da alga marinha H. musciforme e da
semente Erythrina velutina e do diterpeno casbano, no processo de formagédo do

biofilme bacteriano de P. aeruginosa.

Identificar entre as lectinas de E. velutina, H. musciforme e do diterpeno casbano,
aquele com maior potencial de aplicacdo no controle do crescimento de coldnias

de P. aeruginosa .
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Pseudomonas aeruginosa

A bactéria foi cedida pela Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ); INCQS: 00311;
ORIGEM: ATCC 10145.

3.2 Isolamento das lectinas / Diterpeno casbano.
As lectinas estudadas (Tabela 3) foram isoladas e purificadas no Laboratorio de
Moléculas Biologicamente Ativas (Biomol-Lab), do Departamento de Bioquimica e Biologia

Molecular do Centro de Ciéncias da Universidade Federal do Ceara.

Tabela 3 - Lectinas de acordo com especificidade por carboidratos e referéncia

Lectinas Sigla Especificidade Referéncia
Erythrina velutina EVL Galactose MORAES et al., 1996
Erythrina fusca EFL Galactose
Hypnea musciformis HML Mucina NAGANO et al., 2005
Bryothamnion seaforthii BSL  Mucina/Fetuina/Avidina AINOUZ et al., 1995
Bryothamnion triquetrum BTL  Mucina/Fetuina/Avidina AINOUZ et al., 1995

C. nepetaefolius (caule) foi coletado no municipio de Caucaia. A excicata da
espécie estudada encontra-se depositada no Herbario Prisco Bezerra da Universidade Federal

do Ceara, sob o numero 33582, sendo identificadas pelo professor Edson de Paula Nunes.

3.3 Procedimentos experimentais gerais utlizados na determinacao estrutural do

diterpeno casbano

O aparelho utilizado para a obten¢do dos espectros de absor¢do na regido do
infravermelho, for um espectrometro Perkin-Elmer, modelo 1000-FT. Os pontos de fusdo
foram obtidos em equipamento de microdeterminagdo digital da METTLER TOLEDO. Os
espectros de Ressondncia Magnética Nuclear uni e bidimensionais, foram obtidos em
espectrometro Bruker DRX-300 ¢ DPX-500 (‘H: 300 e 500 MHz, “C: 75 e 125 MHz),
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utilizando CDCIl3; como solvente e TMS como padrdo interno. Os espectros de massas foram

registrados em espectrometro de massas, aparelho Shimadzu QP5050A, operando em 70 eV.

3.4 Isolamento do diterpeno casbano do extrato etandlico do caule de Croton

nepetaefolius

O caule (5 kg), seco a temperatura ambiente, foi triturado e submetido a extracdo
a frio com etanol. A solugdo obtida foi destilada sob pressdo reduzida fornecendo o extrato
etanolico (58,2 g), que foi adsorvido em 30 g de gel de silica e submetido a coluna
cromatografica contendo 120 g de gel de silica, utilizando os eluentes: hexano (F 1-15),
hexano/acetato de etila (1:1 F 16-25), acetato de etila (F 26-40) e etanol (F 41-48), obtendo-
se um total de quarenta e oito fracdes, de 100 mL cada. As fragdes hexanicas (F 1-15) 225 g
foram reagrupadas, adsorvidas em 40 g de gel de silica e recromatografadas sobre 90 g de gel
de silica com hexano (F* 1-10), hexano/acetato de etila (1:1 F* 11-16), acetato de etila (F’
17-21) e etanol (F” 22-25), obtendo-se um total de vinte e cinco fra¢des, de 50 mL cada. As
fracdes (F” 11-16) 14,04 g foram reunidas, adsorvidas em 29 g de gel de silica e submetidas a
novo tratamento cromatografico sobre 50 g de gel de silica com hexano (F” 1),
hexano/acetato de etila (9:1 F** 2-5; 8:2 F* 6-15; 7:3 F** 16-32) e acetato de etila (F*” 33)
obtendo-se um total de trinta e trés fragdes, de 25 mL cada. As fracdes (F’” 10-13), obtidas
com hexano/acetato de etila (8:2), reunidas forneceram 3 g do diterpeno 1,4-dihidroxi-

2E,6E,12E-trien-5-ona (SANTOS et al., 2008).

3.5 Cultura Bacteriana

O microorganismo foi crescido a partir da inoculagdo de 100 plL de uma cultura
estoque, mantida em Brain Heart Infusion (BHI) com 20% de glicerol, em 10 mL de BHI por
24 horas a 37 ° C. Ap0s a ativagdo inicial, 200 pL dessa cultura foram adicionados a 20 mL
de BHI, sempre mantendo a propor¢do de 100 pL da cultura para cada 10 mL de meio estéril.
Em seguida foi realizado centrifugacdo (12.000 rpm; 10 minutos ; - 4 ° C), lavada quatro
vezes com NaCl 0,15 M. Apos esta etapa, foi obtida uma concentragédo de 1,5 x 10% Unidades
Formadoras de Colonias UFC/mL, através de dilui¢do, utilizando a escala de MAC
FARLAND e observado a absorbancia por espectrofotometria a 600 nm, com leitura igual a
0,101.
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A escala de MAC FARLAND consiste na afericdo indireta da turvacdo
(turbidimetria) de uma suspensdo bacteriana através da dispersdo da luz, tendo como
parametro a turvagdo obtida pela mistura de quantidades variaveis de uma solucdo de cloreto
de bario a 1% e de acido sulftrico a 1%. Normalmente, considera-se que o tubo numero 1 da

escala de MAC FARLAND corresponda a uma amostra contendo 3,0 X 10* UFC / mL.

3.6 Determinacao da atividade hemaglutinante das lectinas

Os testes de atividade hemaglutinante foram realizados com hemécias de coelho.
Para tanto, o sangue coletado foi submetido a centrifugacdo por 10 minutos a 4.000 x RPM.
O sobrenadante foi descartado e as hemacias foram lavadas com solug@o de NaCl 0,15 M por
5 ciclos de centrifugagdo. As hemacias lavadas foram diluidas para uma concentrag¢do final
de 2%. Parte desta solugdo fo1 tratada com enzimas proteoliticas (tripsina e papaina, 0,1 mg
de enzima para 10 mL de sangue diluido a 2%) como descrito por Ainouz et al.(1992).

A atividade hemaglutinante das lectinas foi determinada por dilui¢des seriadas
em tubos de ensaio. Foi preparado uma solugdo de lectina na concentra¢do de 2 mg /mlL em
tampdo Tris-HC1 0,1 M; pH 7,6. Ao primeiro tubo de ensaio foi adicionado 100 pl de solugdo
de lectina (2mg/ml) e, em seguida, foram feitas uma série de diluigdes (1/2 até 1/8). A cada
tubo de ensaio foi adicionado 100 pl de hemacias coelho a 2% (v/v), e a reagédo incubada a
37° C por 30 minutos. Apos repouso por 30 minutos a temperatura ambiente, a leitura dos

ensaios foi realizada por inspe¢do macroscopica da ocorréncia de aglutinagéo.

3.7 Ensaio de Atividade Antibacteriana

O microorganismo foi crescido a partir da inoculagdo de 100 pL. de uma cultura
estoque, mantida em Brain Heart Infusion (BHI) com 20% de glicerol, em 10 mL de BHI por
24 horas a 37 ° C. Apos essa ativagdo inicial, a cultura foi renovada em mais 10 mL de BHI
caldo estéril com inoculagdo de 100 pl e crescidos nas mesmas condi¢des descritas acima.
Essa renovagdo foi feita para obter um microorganismo com melhor crescimento e
desenvolvimento. Em seguida, a cultura foi centrifugada, lavada duas vezes com NaCl 0,15
M, sendo em seguida ajustada sua concentragdo com auxilio de espectrofotdmetro, para com
absorbancia de 0,101, correspondente a turbidez do tubo 0,5 da escala de Mac Farland (1,5 x
10® UFC/mL). Apds o ajuste da concentragdo as solugdes de lectinas foram preparadas, em

concentragdes que variavam de Img/mL a 7,8 pg/mL e mantidas em estoque até a utilizacdo.
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Em tubos tipo eppendorfs foram distribuidas 100 pL. das solugdes de lectinas em cada uma
das concentracdes e apds foi adicionado 100 ul. da solu¢do bacteriana ajustada. Apds a
inoculag@o os tubos foram incubados a 37 © C por 6 horas. Para os grupos controles, foram
utilizados 100 uL NaCl 0,15 M e 100 pL de solugdo de albumina sérica bovina (BSA) nas
mesmas concentragdes das lectinas. Em seguida, as solugdes foram retiradas da estufa e
realizada a inoculagdo com 4 pL da solugdo contendo as bactérias em contato com a lectina,
em placa de microtitulagio (ELISA) contendo 200 pl. de BHI. A primeira leitura oi
considerada como tempo zero. Apos esse procedimento, a placa foi incubada a 37° C, sendo
realizadas leituras nos tempos de 6 h, 12 h, 18 h, e 24 horas em Leitor de ELISA (BioTrak II
— Plate Reader) com comprimento de onda de 620 nm.

Ja para o diterpeno casbano foram utilizadas concentracdes que variaram de 1
mg/mL a 125 pg/mL, adicionadas aos eppendorfs num volume de 100 pL, juntamente com
100 pL da solugdo bacteriana ajustada. Em seguida, as solugdes foram retiradas da estufa e
realizada inocula¢do com 4 pul. da solugdo, em placa de microtitulacdo (ELISA) contendo 200
ulL de BHI. A primeira leitura foi considerada como tempo zero. Apds esse procedimento a
placa foi incubada a 37 °C e realizadas leituras nos tempos de 6, 12, 18, e 24 horas em Leitor

de ELISA (BioTrak II — Plate Reader) com comprimento de onda de 620 nm.

3.8 Ensaio da formacao do biofilme bacteriano utilizando diferentes meios de cultura.

O ensaio de aderéncia de P. aeruginosa em placa de ELISA foi realizado segundo
a metodologia descrita por O'TOOLE - KOLTER (1998), com algumas adaptacdes. Para esse
ensaio foram utilizados os seguintes meios: Brain Heart Infusion (BHI), Luria-Bertani (LB) e
Tryptic Soy Brouth (TSB). Apds uma ativacdo inicial, uma cultura estoque foi renovada em
mais 10 mL de BHI caldo estéril com inéculo de 100 pL e crescidos por 24 horas a 37 °C.
Em seguida, a cultura foi centrifugada, lavada trés vezes com NaCl 0,15 M e apos ajustada
para uma concentra¢io de 1,5 x 10® UFC/mL (segundo a escala de MacFarland 0,5). Apds o
ajuste da concentragdo, 200 wL. dos meios de cultura (BHI, LB e TSB) foram distribuidos em
placa de microtitulagdo, e realizada inoculagdo com 4 pl. de solugdo bacteriana. Apos a
montagem, a placa foi incubada a 37 °C, e a analise da formagdo de biofilmes realizada nos
tempos de 12 e 24 horas.

Passada esta etapa, as placas foram retiradas da estufa e lavadas trés vezes com

agua destilada (Biotrak II — Plate Wash) sendo em seguida adicionado 200 uL de cristal



49

violeta a 1% por 15 minutos. Apds a coloragdo com o cristal violeta o processo de lavagem
foi repetido e a placa colocada sob temperatura ambiente por 1 hora. Em cada pogo foram
adicionados 200 puL de acido acético 33%, e, apds 15 minutos, a suspensdo foi transferida
para outra placa de microtitulagcdo de fundo chato. Em seguida foi realizada a quantificagao

em leitor de ELISA usando comprimento de onda de 595 NM (Genequant-Pro).

3.9 Ensaio de inibi¢ao da formacao do biofilme bacteriano em placas de poliestireno (96

pocos) usando lectinas/diterpeno casbano.

O ensaio de aderéncia de P. aeruginosa em placas de poliestireno foi realizado
segundo a metodologia descrita por O'TOOLE-KOLTER (1998), com algumas adaptagdes.
As solugdes de cada lectina foram testadas em concentragdes variando de 1 mg/mL e 500
ug/mL e o diterpeno casbano nas concentragdes de 1 mg/mL a 125 pg/ml. Apds ativagdo,
uma cultura estoque foi renovada em mais 10 mL de BHI caldo estéril com inoculacdo de
100 pl e crescido por 24 horas a 37 °C. Em seguida, a cultura foi centrifugada, lavada duas
vezes com tampdo fosfato 0,1 M contendo NaCl 0,15 M, pH 7,2, sendo ajustada para uma
concentragdo de 1,5 x 10° UFC/mL utilizando espectrofotometro. Apés o ajuste da
concentracdo, 50 pulL dessa solugdo foram adicionados em cada um dos pogos da placa junto
com 50 pL de solucdo de lectina em cada uma das concentragdes (1mg/ml e 500 pg/ml). Para
o controle foi utilizado BSA, nas mesmas concentracdes. Em seguida, as placas foram
colocadas na estufa a 37 °C por duas horas e apds este periodo, os pocos ja utilizados foram
completados com 100 pL. de caldo BHI. Os pogos restantes foram completados com 100 pL
de diterpeno casbano nas concentra¢des descritas acima, juntamente com 100 pul. de BHI e 4
uL da suspensdo ajustada da bactéria. O controle foi feito utilizando-se solugdao de NaCl 0,15
M, pH 7,2. As placas foram incubadas a 37 °C por periodos de 24, 48 e 72 horas. Passado
esse tempo as placas foram retiradas da estufa e lavadas trés vezes com agua destilada
(Biotrak II — Plate Wash), sendo depois adicionados 200 pLl. de cristal violeta a 1% por 15
minutos. Apds a coloracdo com o cristal de violeta o processo de lavagem foi repetido e a
placa colocada sob temperatura ambiente por 1 hora. Em cada poco foram adicionados 200
uL de acido acético 33%, e, apos 15 minutos, a suspensdo foi transferida para outra placa de
microtitulacdo de fundo chato e seguida realizada a quantificacdo em leitor de ELISA com

comprimento de onda de 595 nm (Genequant - Pro).
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4 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados dos testes de inibi¢cdo da formagdo do biofilme bacteriano foram
demonstrados através de graficos. A diferenca entre médias de replicatas foi verificada
através da aplicag@o do teste One-way ANOVA com Bonferroni post-test executados com o
auxilio do programa GraphPad Prism versdo 3.00 para Windows, Software GraphPad, San
Diego California USA. Para esses testes foram considerados estatisticamente significativos

valores de p<0,01.
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S RESULTADOS

5.1 Atividade hemaglutinante

As lectinas isoladas de sementes de E. velutina e E. fusca, bem como as lectinas
de alga marinha H. musciformis, B. seaforthii e B. triquetrum foram capazes de aglutinar
eritrocitos de coelho em todas as diluigdes testadas, demonstrando a viabilidade destas

proteinas para os ensaios utilizando P. aeruginosa .

Figura 13 - Fotografia de um codgulo obtido apos incubacdo de Hypnea musciformis com

hemacias de coelho a 2% tratada com tripsina.

5.2 Atividade Antibacteriana

Nenhuma das lectinas testadas foi capaz de inibir o crescimento de P. aeruginosa
ATCC 10145 nas condigdes experimentadas (Graficos 1 a 10, pag 52-56). Por outro lado,
diterpeno casbano na concentracdo de 500 pg/mL em 18 horas foi capaz de inibir o
crescimento de P. aeruginosa em 40% comparado ao controle (H20 Mili - Rios). Esta

inibigdo foi observada até uma concentragdo de 125 pg/mL (Grafico 11, pag 57).
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Grifico 1 - Atividade da lectina de sementes de E. velutina (1mg/mL) sobre o crescimento de P. aeruginosa (A
=620 nm).
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Grifico 2 - Atividade da lectina de sementes de E. velutina (500 pg/mL) sobre o crescimento de P. aeruginosa
(A =620 nm).
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Grifico 3 - Atividade da lectina de E. fusca (1mg/mL) sobre o crescimento microbiano de P. aeruginosa (A =

620 nm).
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Grafico 4 - Atividade da lectina de E. fusca (500 pg/mL) sobre o crescimento microbiano de P. aeruginosa (A

=620 nm).



1.5+

ABSORBANCIA / UA

0.0

1.0

0.5+

-k N

12.0

18.0

Tempo (horas)

240

54

—1NaCl
N BSA
I BTL (1mg/mL)

Grifico 5 - Atividade da lectina de B. triquetrum (1mg/mL) sobre o crescimento microbiano de P. aeruginosa

(A =620 nm).
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Grifico 6 - Atividade da lectina de B. triquetrum (500pg/mL) sobre o crescimento microbiano de P. aeruginosa

(A =620 nm).
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Grafico 7 - Atividade da lectina de B. seaforthii (1mg/mL) sobre o crescimento microbiano de P. aeruginosa (A

=620 nm).
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Grifico 8 - Atividade da lectina de B. seaforthii (500 pg/mL) sobre o crescimento microbiano de P. aeruginosa

(A =620 nm).



1.5

1.0

0.5

ABSORBANCIA / UA

0.0

k= 0l

0.00 6.00

12.00

18.00

Tempo (horas)

24.00

56

—1NaCl
N BSA
B HML (1mg/mL)

Grafico 9 - Atividade da lectina de H. musciformis (1mg/mL) sobre o crescimento microbiano de P. aeruginosa

(A =620 nm).
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Grafico 10 - Atividade da lectina de H. musciformis (500 pg/mL) sobre o crescimento microbiano de P.

aeruginosa (A = 620 nm).
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Grifico 11 - Atividade do diterpeno casbano nas diferentes concentragdes sobre o crescimento microbiano de P.

aeruginosa (A = 620 nm).

5.3 Ensaio da formacao do biofilme bacteriano utilizando diferentes meios de cultura

Em ensaio de formacdo de biofilme em placas de microtitulagcdo, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 10145 mostraram uma discreta formacdo de biofilme, ndo havendo
diferenga estatistica significante entre os meios de cultura utilizados no experimento,

conforme demonstrado nos graficos 12 e 13.
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Grifico 12 - Ensaio de formagéo de biofilme de P. aeruginosa apds 12 horas de incubagdo nos meios Brain
Heart Infusion (BHI), Luria-Bertani (LB) e Tryptic Soy Brouth (TSB) (A =595 nm).
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Grafico 13 - Ensaio de formagdo de biofilme de P. aeruginosa apos 24 horas de incubagdo nos

meios Brain Heart Infusion (BHI), Luria-Bertani (LB) e Tryptic Soy Brouth (TSB) (A = 595 nm).

5.4 Inibi¢ao da formacao de biofilme bacteriano em placas de poliestireno de 96 pocos
através do tratamento com a lectinas

As lectinas, E. velutina e H. musciformis, utilizadas nos ensaios de inibi¢do da
formagdo de biofilme bacteriano foram submetidas previamente ensaio de atividade
hemaglutinante para atestar sua atividade biologica. As bactérias foram quantificadas
utilizando cristal de violeta a 1%, de acordo com O’toole - Kolter (1998). Os resultados nédo
demostraram inibi¢do da formacdo do biofilme da cepa bacteriana testada pelas lectinas E.
velutina (EVL), H. musciformis (HML) e diterpeno casbano nas concentra¢des utilizadas

(graficos 14 a 16).
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Grafico 14 - Atividade da lectina de sementes de E. velutina (1mg/mL) sobre a formag@o de biofilme de P.

aeruginosa (A = 595 nm).
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Grafico 15 - Atividade da lectina de H. musciformis (1mg/mL) sobre a formagédo de biofilme de P. aeruginosa
(A =595 nm).
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Grafico 16 - Atividade do diterpeno casbano nas diferentes concentragdes sobre a formagdo de biofilme de P.

aeruginosa (A = 595 nm).
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6 DISCUSSAO

O presente estudo foi desenvolvido com intuito de avaliar o uso de produtos
naturais como possivel insumo terapéutico. Para tanto, avaliou-se a atividade biologica de
duas lectinas de sementes Erytrina Velutina e E. Fusca, bem como as lectinas de algas
marinhas Hypnea musciformis, Bryohtamniom. seaforthii e B. triquetrum, assim como do
diterpeno casbano, produto natural extraido de Croton nepetaefolius sobre o crescimento
bacteriano de P. aeruginosa, tanto na forma planctonica, através de ensaio de MIC, como na
forma de biofilme.

Conforme demonstrado em outros trabalhos as lectinas vegetais podem
exercer um efeito antibacteriano frente a diversas bactérias, seja sobre a forma planctonica
(OLIVEIRA et al., 2008) ou sobre biofilmes (TEIXEIRA et al., 2007). Estes efeitos podem
ser explicados através da ligacdo entre a lectina e os carboidratos bacterianos, que levam ao
dano celular bacteriano ou impedem a adesdo a superficie que servira de base para a
formagdo de biofilmes (TEIXEIRA et al., 2007).

Holanda et al. (2005) demonstrou que a lectina isolada da alga vermelha
Solieria filiformis inibiu crescimento da P. aeruginosa na forma planctonica, sendo
justificado pela interacdo com glicoconjugado manana, presente na superficie celular das
bactérias gram negativas, promovendo alteracdo no fluxo de nutrientes e explicando, assim, o
efeito bacteriostatico.

O estudo de Aristoteli e Willcox (2006) demonstrou diminui¢do da aderéncia
P. aeruginosa ao olho humano, pelo uso de lectina extraida Sambucus nigra, provavelmente
por inibi¢do competitiva dos receptores de ades@o bacteriana no olho pela lectina.

No presente estudo as lectinas utilizadas ndo interferiram no desenvolvimento da
cepa testada, tanto na forma planctonica como no biofilme, provavelmente pela falta de
especificidade da ligagcdo entre lectina e carboidratos expostos na superficie bacteriana.
Convém considerar o fato de que as 2 lectinas presentes na superficie P.aeruginosa, Lec A
(PA - IL) e Lec B (PA - IIL), fundamentais para formacdo do biofilme, localizam-se
principalmente no citoplasma da célula e apenas uma pequena fracdo estaria presente na
superficie celular (GLICK; GARBER, 1983 ) podendo assim interferir na a¢do das lectinas
testadas. Outro fator a ser considerado diz respeito a variagcdo sazonal da presenga de lectinas
em algas marinhas. Estudos tém demonstrado que existe uma variagdo sazonal quanto a
presenca de atividade hemaglutinante em algas marinhas (TAKAHASHI; KATAGIRI, 1987,
ZAVODNIK, 1987, BENEVIDES et al., 1999), sendo que a época do ano em que as algas
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sdo coletadas esta relacionada ao nivel de atividade detectada e que esta diretamente ligado
ao ciclo de vida da planta (crescimento e reprodugdo) (SAMPAIO et al., 1996).

Os mecanismos de resisténcia bacteriana podem ser adquiridos ou
intrinsecos (FAJARDO et al., 2008). A resisténcia adquirida pode ocorrer por mutagdo ou
aquisi¢do de genes resisténcia de outros microorganismos. (Genes resisténcia adquirida
podem ser capazes de produzir enzimas inativando produto antibacteriano, modificar alvos de
acdo dos antimicrobianos ou expressar mecanismos de efluxo que previnem ag¢do dos
antibacterianos sobre os alvos intracelulares. Bombas de efluxo especificas para
antibacterianos sdo determinantes importantes para resisténcia intrinseca e/ou adquirida
(LOMOVSKAYA; WATKINS, 2001). A Pseudomonas aeruginosa possue bomba de efluxo
(MeXY-OprM) que esta envolvida na resisténcia aos aminoglicosideos e cefalosporina de
quarta geracdo (HOCQUET et al., 2003). O estudo de Melzig et al. (2001) utilizando
triterpeno e saponina demonstrou que estes compostos foram capazes de inibir a bomba de
efluxo em S. aureus, alterando a permeabilidade membrana.

Em nosso trabalho, observamos que o diterpeno casbano foi capaz de inibir o
crescimento da cepa P. aeruginosa na sua forma planctonica em cerca de 40%, na
concentracdo de 500 pg/mL, com 18 horas de crescimento. Porém, ndo demonstrou inibi¢éo
do crescimento do biofilme de P. aeruginosa nas concentragdes utilizadas neste estudo. Na
verdade, a disposi¢do da P. aeruginosa sob a forma de biofilme causa atraso na penetragdo do
agente antimicrobiano, onde a matriz do biofilme representa uma barreira difusional para
essas moléculas, influenciando na sua taxa de transporte para o interior do biofilme
(MARSHALL, 1976). E também observada alteragdio na taxa de crescimento do biofilme,
uma vez que células associadas ao biofilme crescem de modo signicantemente mais lento que
células na forma planctonica. Como resultado, a captacdo de agentes antimicrobianos € mais
lenta (ANWAR et al., 1992). O estudo atual ndo conseguiu elucidar o efeito inibitorio do
diterpeno casbano sobre a forma planctonica de P. aeruginosa. Porém, existe a possibilidade

do mecanismo de agdo estar relacionado a inibi¢do dos sistemas de efluxo.
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7 CONCLUSAO

Concluimos neste estudo que as lectinas isoladas de sementes, E. velutina e E.
fusca, bem como as lectinas de alga marinha H. musciformis, B. seaforthii e B. triquetrum
ndo foram capazes de inibir o crescimento da cepa P. aeruginosa ATCC 10145 na sua forma
planctonica e na forma de biofilme com utilizacdo da lectina E. velutina e H. musciformis. A
utilizagcdo do diterpeno casbano inibiu crescimento na forma planctonica, ndo inibindo a
formagdo do biofilme da P. aeruginosa ATCC 10145.

Os dados encontrados apontam para um potencial antibacteriano do diterpeno
casbano, com a possivel utilizagdo dessa molécula como ferramenta bioldgica. Novos estudos
com aprofundamento da atividade biologica e elucidacdo do mecanismo de agédo do diterpeno
casbano sobre P. aeruginosa e outros patdgenos sdo necessarios. Estes envolvem testes de
citotoxicidade e estabelecimento de protocolos em seres humanos, através dos quais se

buscard inseri-lo como insumo terapéutico contra diversas infec¢des.
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