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RESUMO

Os biofilmes sdo uma forma mais resistente de vida microbiana comparada a forma
planctonica, em vida livre. Essa resisténcia esta diretamente relacionada as caracteristicas
naturais de sobrevivéncia das células microbianas vivendo nesse tipo de comunidade. A
doenca céarie capaz de acometer os tecidos dentais estd diretamente relacionada com a
formacéo de comunidades microbianas e ainda apresenta grande impacto social e econémico
sobre a sociedade atual. O presente trabalho teve como objetivo investigar a potencialidade de
compostos vegetais como insumos biotecnoldgicos a serem aplicados na prevencdo e
tratamento da cérie dental. Para tanto, foram realizadas metodologias de verificacdo da
atividade antimicrobiana e antibiofilme de lectinas vegetais do género Canavalia e 6leos
essenciais de Croton zehntneri assim como de seus componentes majoritarios frente a
bactérias envolvidas na cérie. Além disso, foi verificada a possivel acdo simultanea de lectinas
e diterpeno casbano (DC) sobre a expressdo de genes de viruléncia relacionados a formacéo
de biofilmes de Streptococcus mutans. Dentro dos limites das metodologias realizadas no
presente trabalho pode-se concluir que: lectinas vegetais do género Canavalia podem
interferir no fator micro-organismos relacionado a carie dental; dleos essenciais e seus
componentes majoritarios apresentaram atividade antimicrobiana significativa sobre S.
mutans e ainda que as solugdes da lectina ConM e ConM/DC atuando simultaneamente foram
capazes de alterar a expressdo de genes relacionados a formacdo de biofilmes por S. mutans,
podendo vir a ser usado em estudos pré-clinicos no intuito de instituir novas alternativas de

prevencao e terapéutica para doenga cérie.

Palavras-chave: Biofilmes. Carie dentaria. Lectinas. Fitoterapia.



ABSTRACT

Biofilms are more resistant form of microbial life compared to planktonic form, in the wild.
This resistance is related to the natural characteristics of survival of microbial cells living in
this type of community. The caries that can affect the dental tissues is directly related to the
formation of microbial communities and still has great social and economic impact on society.
This study aimed to investigate the potential of plant compounds as biotechnological inputs to
be applied in prevention and treatment of dental caries. To this end, methods were performed
to verify the antimicrobial and antibiofilme activity of plant lectins of the genus Canavalia
and essential oils of Croton zehntneri as well as its major components against bacteria
involved in caries. Furthermore, was verified the possible simultaneous action of lectins and
casban diterpene (DC) on the expression of virulence genes related to biofilm formation of
Streptococcus mutans. Within the methodology undertaken in this work can be concluded
that: lectins of the genus Canavalia can interfere with the factor micro-organisms related to
dental caries; essential oils and their major components showed significant antimicrobial
activity against S. mutans and that solutions of ConM lectin and ConM/DC acting
simultaneously were able to alter the expression of genes related to biofilm formation by S.
mutans, and may be used in preclinical studies in order to develop new alternatives for

prevention and therapy for caries.

Keywords: Biofilms. Tooth decay. Lectins. Herbal.
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1 INTRODUCAO

Bactérias patogénicas apresentam numerosos mecanismos de defesa contra
agentes antimicrobianos e a resisténcia a drogas atualmente comercializadas é crescente.
Dentre esses mecanismos de defesa bacterianos, pode-se citar a formacéo de biofilmes que
sdo responsaveis por uma serie de doencas de natureza crbnica e demonstram extrema
resisténcia a antibioticos e ao sistema de defesa do hospedeiro (LEWIS, 2001; FUX, et al.,
2003).

Os biofilmes sdo uma forma mais resistente de vida microbiana comparada a
forma planctonica, em vida livre. Essa resisténcia esta diretamente relacionada as
caracteristicas naturais de sobrevivéncia das células microbianas vivendo nesse tipo de
comunidade. Dentre estas caracteristicas destacam-se o crescimento mais lento de células
associadas ao biofilme, comparando-se com as células microbianas de vida livre, e, baixa
regulacdo de processos celulares causada, principalmente, por um contato menor das células
no interior do biofilme com nutrientes externos. Além disso, para sua protecdo, essas bactérias
produzem uma matriz extracelular polissacaridica que dificulta a acdo de agentes
antimicrobianos, justificando ainda mais sua resisténcia, uma vez que essa matriz extracelular
age como uma barreira de difusdo para pequenas moléculas (ANDERSON; O’TOOLE, 2008;
HALL-STOODLEY; STOODLEY, 2009).

Considerando esses aspectos, o aumento da incidéncia de espécies bactérianas
resistentes a medicamentos tem levado a busca de novas abordagens para lidar com infec¢oes
em areas de grande importancia médica e odontoldgica (OFEK, et al., 2003; TEIXEIRA,
2006). Nas altimas décadas, o uso irracional de antimicrobianos determinou o surgimento de
cepas multiresistentes, impulsionando a comunidade cientifica a pesquisa nas areas de
quimica, farmacologia e microbiologia para a descoberta de novos agentes antimicrobianos
(CECHINEL FILHO, 2000; MACIEL, et al., 2000; SOUZA, et al., 2003). Atualmente,
compostos naturais tém emergido como importantes candidatos com enfoque biotecnoldgico
na busca por novas drogas antimicrobianas e antibiofilmes (SCHACHTER, 2003). A
relevancia destas pesquisas é devido a importancia dos biofilmes como etiologia de vaérias
doencas humanas persistentes e cronicas (SIMOES, et al., 2010).

Nesse contexto, tém sido desenvolvidos estudos em todo o mundo baseados nas

propriedades bioldgicas de muitas plantas de utilizacdo rotineira pela medicina popular que
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poderdo contribuir, de forma inovadora, na terapéutica antimicrobiana (ZACCHINO et al.,
2001; YAMAMOTO; OGAWA, 2002; HOLETZ et al., 2002).

E importante ressaltar que o conhecimento popular sobre as propriedades
curativas de plantas e outros produtos naturais € utilizado por muitos povos desde periodos
remotos, sendo esses compostos fontes de moléculas com relevancia como agentes
antimicrobianos que podem vir a ser utilizados na tentativa de superar a resisténcia aos
medicamentos novos e antigos usados no tratamento clinico (SIMOES, et al., 2010).

Considerando toda a problematica em relacdo a resisténcia antimicrobiana, torna-
se de extrema importancia o desenvolvimento de estudos sobre a atividade bioldgica de
produtos extraidos de plantas, seu mecanismo de acdo e toxicidade através de metodologias
multidisciplinares, aliando conhecimentos de microbiologia, biologia molecular e
farmacologia com foco em aplicacdo biotecnoldgica de possiveis produtos obtidos com uso

clinico validado.
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Capitulo 2-Revisao de Literatura
Biofilmes
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2 BIOFILMES
2.1 Conceito e correlacdes de interesse biomédico

A observagdo do mundo microbiano através de diferentes técnicas de microscopia
tem proporcionado aos estudiosos, ao longo dos anos, a possibilidade de observar os micro-
organismos arranjados em comunidades compartilhando nutrientes, metabolitos, elementos
genéticos e, desta forma, mostrando-se capazes de resistir as intempéries do ambiente
sobrevivendo e causando doengas de dificil erradicagdo. Biofilmes tém impacto sobre a
humanidade de varias maneiras a medida que podem formar-se em ambientes naturais,
aparatos médicos e aparelhagem industrial (LOPEZ et al., 2010).

Em 1847, Leuwenhoek wusou um microscopio primitivo e descreveu
“animaliculos” de uma amostra raspada de dentes humanos. Quase 100 anos depois, em 1934,
Claude Zobell examinando populacdes marinhas diretamente ao microscopio concluiu que
aquelas bactérias estavam aderidas as superficies formando populagdes sésseis. Entre 1935 e
1978, os microbiologistas Ron Gibbons e van Houte do Forsyth Dental Center examinaram
os biofilmes microbianos que formam a placa dental. O primeiro estdgio de formacdo dos
biofilmes em cultura pura foi observado em 1964 quando foi estabelecido o estagio de adesédo
irreversivel dos micro-organismos a uma superficie como o primeiro de formacdo destas
comunidades microbianas (COSTERTON, 1999).

Mais de sessenta anos depois do primeiro relato referente aos biofilmes
(ZOBELL, 1943), eles continuam sendo motivo de preocupacdo em uma ampla gama de
areas, especificamente nas areas de alimentos, ambiental e no campo biomédico (FLINT;
BREMER; BROOKS, 1997; SIHORKAR; VYAS, 2001; VERAN, 2002; MAUKONEN et
al., 2003). Baseado em observacdes da placa dental e comunidades sésseis dos corregos das
montanhas, Costerton e colaboradores, em 1978, lancaram uma teoria dos biofilmes que
explicava mecanismos pelos quais micro-organismos aderem a superficies vivas ou inertes, e
quais beneficios os micro-organismos vivendo nestas comunidades teriam.

De acordo com Hoiby e colaboradores (2010) um biofilme é um consorcio
estruturado de bactérias capazes de produzir uma matriz polimérica que consiste de
polissacarideos, proteinas e DNA. Estas comunidades podem estabelecer-se em uma ampla
variedade de superficies (ABEE et al., 2010). Além da capacidade de produzir biopolimeros
extracelulares, as células em comunidades apresentam padrdo de crescimento reduzido e
genes especificos regulados para mais ou para menos. A organizagdo dos micro-organismos

em biofilmes ocorre naturalmente, pois vivendo neste tipo de comunidade aumentam
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consideravelmente as probabilidades de sobrevivéncia destes seres microscopicos. A
producdo de substancias poliméricas extracelulares por micro-organismos € aceita como um
mecanismo-chave para facilitar a adesdo celular irreversivel a superficies inanimadas em
ambientes aquosos, promovendo assim o desenvolvimento de um biofilme (BEECH et al.,
2005).

Biofilmes bacterianos estdo relacionados a problemas de salide humana, pois séo
responsaveis por muitas doencas infecciosas, associadas a muitas superficies inertes,
incluindo aparatos médicos para uso interno e externo. Podem estar presentes em tubulagdes
de &gua em hospitais levando a aquisicdo de infeccbes apds internamento (BORDI,
BENTZMANN, 2011). E relevante evidenciar que, a formacéo de biofilmes em dispositivos
médicos, tais como cateteres ou implantes, resultam em infec¢des crénicas de dificil terapia
(HALL-STOODLEY et al., 2004; DONLAN, 2008; HATT; RATHER, 2008).

Desde as primeiras observacgdes usando microscopia confocal, tornou-se evidente
que biofilmes maduros vivos ndo sdo camadas Unicas estruturadas de células microbianas em
uma superficie. Ao invés disso, eles aparecem como entidades heterogéneas em tempo e
espaco, constantemente mudando em decorréncia de processos externos e internos
(DONLAN; COSTERTON, 2002). Um biofilme pode ser formado por uma Unica espécie
bacteriana ou fungica, embora possa também consistir de muitas espécies bacterianas,
fangicas, e ainda algas e protozoarios (BATONI et al., 2011). Um exemplo de biofilme
monoespecifico sdo aqueles formados em valvulas cardiacas de pacientes com endocardite
infecciosa formados por Staphylococcus epidermidis (BUTANY et al., 2002). Além disso,
infeccOes tém sido associadas com a formacao de biofilmes em superficies humanas tais como
dente, pele e o trato urindrio (HATT; RATHER, 2008) (Quadro 1). Esta organizacdo em
comunidade que 0s micro-organismos podem assumir confere resisténcia a muitos
antimicrobianos, protecdo ao ataque de protozoarios e frente as defesas do hospedeiro
(MATZ; KIELLEBERG, 2005; ANDERSON; O°’TOOLE, 2008).
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Quadro 1 - Infec¢Bes/doencas humanas associadas com formacéo de biofilmes e micro-organismos comumente

envolvidos.

Doengas associadas a biofilmes / Principais micro-organismos envolvidos

Endocardite valvular nativa

Otite

Infeccéo do trato urinario

Fibrose cistica

Doencas periodontais

Cérie

Artrite séptica aguda

Prostatite bacteriana cronica

Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis,
Pseudomonas aeruginosa, Streptococcus pneumoniae

Staphylococcus saprophyticus

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

Porphyromonas gingivalis, Aggregatibacter
actinomycetemcomitans, Bacteroides forsythus,
Treponema denticola

Streptococcus mutans

S. aureus

P. aeruginosa, Staphylococcus coagulase-negativo

Aparelhos médicos colonizados por biofilmes

Vélvulas do coragdo

Cateter venoso central

Cateter urinario

Acrilicos dentais

Aparelhos intra-uterinos

S. aureus, S. epidermidis, Streptococcus sanguis,
Streptococcus spp., Enterococcus spp., Candida spp.

S. aureus, S. epidermidis, Candida albicans, P.
aeruginosa, Klebisiella pneumoniae, Enterococcus
faecalis

Staphylococcus spp, Enterococcus spp., K. pneumoniae,
P. aeruginosa, Escherichia coli, Proteus mirabilis

C. albicans

S. aureus, Enterococcus spp., C. albicans

Fonte: BATONI et al., 2011 com modificagdes.
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Atualmente sabe-se que em ambientes naturais 95-99% dos micro-organismos
existem na forma de biofilmes (NIKOLAEV; PLAKUNOV, 2007). Estas comunidades
protegem seus habitantes microbianos ndo apenas do oxigénio, mas também das
consequéncias de outros fatores ambientais danosos (PAERL; PINCKNEY, 1996). Bacteérias
crescendo em biofilmes podem causar infecgdes cronicas (COSTERTON et al., 2003) que sé&o
caracterizadas por inflamacdo persistente e dano tecidual (BJARNSHOLT et al., 2009).
Infeccbes cronicas, incluindo infecgbes de corpo estranho, sdo infeccBes que 1) persistem a
despeito de antibioticoterapia, sistema imune inato e adaptativo e resposta inflamatdria do
hospedeiro e 2) em contraste & colonizacdo, sdo caracterizados por resposta imune e
persisténcia patologicos (HOIBY et al., 2010).

Micro-organismos pertencentes a essas comunidades microbianas exibem
propriedades Unicas, tais como tolerancia multidroga e resisténcia tanto a opsonizacao quanto
a fagocitose, permitindo-lhes sobreviver em ambientes hostis e resistir a pressdes seletivas
(WEITAO, 2009). Parece que a imunidade do hospedeiro ¢ ineficiente em “limpar” essas
microcomunidades, pois, evidéncias mostram a incapacidade de células fagociticas em
realizar suas funcdes (LEID et al., 2002) ou, possivelmente, mesmo que haja fagocitose,
parece haver uma diminuicdo na producdo e liberacdo de espécies reativas de oxigénio
(JESAITIS et al., 2003).

Estas comunidades apresentam carater unico também porque abrigam diferentes
espécies em uma estrutura na qual podem cooperar, preferencialmente, do que competir
(BORDI; BENTZMANN, 2011) (Quadro 1). Constituem sociedades microbianas com seu
préprio conjunto de regras sociais e padrées de comportamento, incluindo o altruismo e
cooperacgéo, o que favorece o sucesso do grupo (SHAPIRO, 1998; PARSEK; GREENBERG,
2005) compartilhando comportamentos, por um lado, e competicdo (VELICER, 2003) por
outro. Determinadas subpopulacbes podem exibir especializacdo; esses padrdes de
comportamento sdo orquestrados por comunicacfes quimicas (WEIGEL et al., 2007). Assim,
se constituem em uma forma Unica de interacdes entre as espécies, induzindo mudangas

marcantes nas relacdes simbidticas entre seus componentes (HANSEN et al.,2007).
2.2 Biofilme oral
A formacéo da placa bacteriana sobre a superficie dental ocorre inicialmente com

0 contato entre 0s micro-organismos e a saliva na cavidade oral, onde ha a formacdo da
pelicula adquirida do esmalte (LEACH; SAXTON, 1966 apud SIQUEIRA et al., 2007; HAY,
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1967 apud SIQUEIRA et al., 2007). Esta pelicula abriga constituintes que influenciam o
desenvolvimento da placa. Os constituintes derivados da saliva adsorvem-se seletivamente a
superficie, e incluem amilase, lisozima, histatinas, peroxidases, estaterinas, mucina e
proteinas ricas em prolina (MAYHALL; BUTLER, 1976 apud SIQUEIRA et al., 2007).
Algumas dessas moléculas sofrem mudancgas conformacionais quando adsorvidas a superficie
dental fornecendo sitios de ligacéo especificos para os micro-organismos (HAY et al., 1971;
GIBBONS et al., 1990; BOWEN; KOO, 2011).

Essa pelicula acelular rica em glicoproteinas salivares serve como ponto de
ancoragem e interagdo bacteriana inicialmente de cocos e bacilos Gram-positivos,
principalmente o Streptococcus sanguinis (PACHECO, 2007). O acumulo progressivo de
bactérias levando ao desenvolvimento inicial da placa bacteriana cria condicGes para
proliferacdo de anaerdbios, contribuindo para o aumento da diversidade dos micro-

organismos presentes nos biofilmes orais (Figura 1).

Figura 1 - Modelo ilustrativo da colonizagdo de bactérias orais na superficie dental
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Fonte: KOLENBRANDER et al., 2010, adaptado.

O biofilme maduro que se acumula sobre a superficie dental é constituido por uma
grande variedade de micro-organismos, mas, apenas alguns apresentam fatores de viruléncia
que podem levar a instalacdo e desenvolvimento da leséo cariosa. Estudos de Loesch (1976),
Newman (1976) e Slots (1976) foram as bases para a formulacdo da Teoria da Placa

Especifica que prevalece até os dias atuais. Esta abordagem mostra que existem diferentes
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tipos de biofilmes orais, com diferentes atividades metabdlicas relacionadas a diferentes
composi¢des microbianas. Em funcdo das diferencas metabolicas tais biofilmes apresentam
diferentes acOes sobre seus substratos de crescimento (DE LORENZO, 2010).

Loesche e colaboradores em 1975 verificaram a relacdo direta da presenca de
Streptococcus mutans com o desenvolvimento da cavitacdo relacionada a doenga cérie em
pacientes com consumo de sacarose. O desenvolvimento da lesdo de carie esta relacionado
com a capacidade de produzir acido latico por este microrganismo como resultado do
metabolismo da sacarose. Este acido latico catalisa o crescimento da Veillonella alcalescens,
que contribui para uma maior complexidade da placa dentéria. Por outro lado, alguns micro-
organismos produzem dextrano (a partir da metabolizagdo da sacarose), que funciona como
molécula de adesdo das bactérias entre si, mais especificamente o Streptococcus mutans,
Streptococcus sanguinis e 0 Actinomyces viscosus, com alta afinidade para as glicoproteinas
salivares (CAWSON; ODELL, 2002; PACHECO, 2007).

A adesdo dos micro-organismos ao dente e aos tecidos bucais pode ser
determinada por moléculas de adesdo que se ligam a receptores especificos, habitualmente
acucares simples. Este processo envolve os antigenos adesina | e Il, as glucosiltransferases
(Gtfs) e a proteina de ligacdo ao glucano (Glucan binding protein-Gbp) (NOGUEIRA et al.,
2005). Posteriormente, a placa bacteriana é colonizada por Streptococcus mutans e
Streptococcus sobrinus, que produzem Gtfs. Estas enzimas séo capazes de clivar a sacarose
em glicose e frutose, e de catalisar a polimerizacdo das moléculas de glicose em dextrano
hidrossoltuvel e em dextrano insolivel em &gua, substancias fundamentais para a agregacao
dos estreptococos entre si e a pelicula dentaria (PACHECO, 2007). No entanto, o
Steptococcus mutans parece produzir essencialmente dextrano hidrossoltvel, o que explica a
sua maior facilidade para formar o biofilme dental, consequentemente levando ao
desenvolviemnto da carie (PACHECO, 2007).

Streptococcus mutans apresenta-se in vivo quase que exclusivamente como
biofilme na superficie dental. BrpA (Biofilm regulater protein), uma proteina associada a
superficie, parece estar envolvida na regulacdo da divisao celular, autolise, tolerancia ao stress
e formacédo de biofilmes (WEN et al., 2006). Desta forma, observa-se que a formacgédo de
biofilmes € um processo altamente regulado e relacionado a expressé@o de genes de viruléncia.

A placa dentéria é tipicamente um sistema com multiplas espécies formando uma
comunidade microbiana, onde o potencial de espécies patogénicas pode coexistir com seres

inofensivos, micro-organismos comensais. Fatores ambientais e/ou genéticos podem
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promover sobrecrescimento das espécies patogénicas e contribuir com o aparecimento de
doencas bucais (BATONI et al., 2011).

2.3 Mecanismos de formacao dos biofilmes

O entendimento das bases moleculares do desenvolvimento dos biofilmes tem
sido favorecido por melhoramentos dos métodos genéticos, genémicos e desenvolvimento de
técnicas de visualizagdo que revelam os processos envolvidos no desenvolvimento, fisiologia
e adaptacdo dos micro-organismos a esta condicao de vida. Uma pletora de sistemas permite a
bactéria identificar e ancorar a superficies apropriadas e aderir umas as outras para formar
comunidades multicelulares (BORDI; BENTZMANN, 2011).

Esse crescimento bacteriano em culturas puras tem sido a principal maneira de se
realizar cultivo microbioldgico desde o tempo de Pasteur até os dias atuais. Esses tipos de
experimentos tém servido bem para fornecer conhecimento e entendimento da genética e
metabolismo procariético e tem facilitado o isolamento e identificacdo de patdgenos de uma
variedade de doencas (COSTERTON et al., 1987).

Quando se tornou evidente que o comportamento de bactérias associadas a
superficies ndo podia ser predito a partir de observacbes feitas em micro-organismos
cultivados em suspensdo, na sua forma planctonica, um novo termo para descrever
populacbes microbianas sésseis foi introduzido através de pesquisas com biofilmes
(JAKUBOVICS; KOLENBRANDER, 2010).

A formacdo de biofilmes pode ser considerada um mecanismo de protecdo para a
comunidade bacteriana contra insultos externos, assim, parece razoadvel que sinais
extracelulares especificos regulem a ativacdo de padrfes metabdlicos que desencadeiam o
estabelecimento dos biofilmes. Essa sinalizacdo externa pode advir de diversas fontes: podem
ser produzidas e secretadas pela prépria comunidade bacteriana, onde as moléculas sao
designadas autoindutores, que se acumulam no meio extracelular, sendo sua concentracdo
correlacionada com a densidade populacional (LOPEZ et al., 2010), e que em altas
concentragdes, podem desencadear cascatas de sinalizagdo que levam a respostas
multicelulares na populagdo bacteriana. Esse mecanismo de comunicacdo célula-célula
(designado quorum sensing) controla um grande numero de processos incluindo aqueles
relacionados a formagéo do biofilme (CAMILLI; BASSLER, 2006).
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Cada espécie bacteriana tem seu proprio arsenal de ferramentas para realizar
adesdo, e contém um numero de moléculas diferentes para cada espécie que podem ser usadas
antagonicamente ou sinergicamente, dependendo da situacdo (HAGAN et al.,2010).

O processo de formacdo dos biofilmes tem sido extensamente descrito
(COSTERTON et al.,1995; HABASH; REID, 1999; DONLAN; COSTERTON, 2002). Este é
um processo que envolve muitas etapas: uma ligacdo inicial reversivel de células plactonicas a
uma superficie seguida de uma fase de maturacdo. A ligacdo inicial envolve forcas de atracéo
e repulsdo entre as células e a superficie. Essas forcas incluem interacOes eletrostaticas e
hidrofébicas, forcas de van der Waals, forcas hidrodindmicas em temperatura adequadas
(AGARWAL et al., 2010). Apos a ligagdo com a superficie as bactérias crescem e dividem-se
formando densos aglomerados celulares que caracterizam o biofilme. Esta fase esta associada
com a producdo de polissacarideo pelas células bacterianas, que se tornam irreversivelmente
aderidas ao substrato. Com o tempo, microcol6nias desenvolvem-se em um biofilme maduro
adquirindo uma arquitetura tipica, com projecdes tipo cogumelo separadas por canais
preenchidos por fluidos. O estagio final (fase de dispersdo) envolve o desligamento de células
unitarias ou grupos celulares do biofilme maduro, sendo considerada uma etapa essencial para
a disseminagdo bacteriana (Figura 2) (BATONI et al.,2011).

Tanto quanto a hidrofobicidade celular e a presenca de fimbrias e de flagelos, a
producdo de PEC é um dos principais fatores que influencia a taxa e o grau de adesdo de
células microbianas em diferentes superficies, além de proteger contra o estresse ambiental e
desidratacdo (VU et al., 2009). Desta forma, a producdo de PEC tem sido alvo de diversas
pesquisas para impossibilitar o processo de formacdo e de maturacdo dessas comunidades
microbianas (MURRAY et al., 2009; NAGORSKA et al., 2010).
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Figura 2 - Esquema de ciclo de crescimento universal dos biofilms com caracteristicas comuns
em quatro estagios.
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Fonte: BORDI; BENTZMANN, 2011, adaptado. Os estagios de desenvolvimento dos biofilmes
incluem: iniciacdo (I), maturacao (Il e I11), manutencédo (IV), e dissolucédo (V).

Os colonizadores iniciais interagem com a superficie através de interacdes fracas,
principalmente do tipo forgas de van der Waals. Caso estes primeiros micro-organismos nao
sejam retirados da superficie, por acdo mecanica ou quimica, podem ancorar-se de forma mais
permanente através de moléculas de adesdo celular, tais como pili e flagelo (Figura 3)
(CARNEIRO et al., 2010). A adesdo dos micro-organismos aos tecidos moles adjacentes é
determinada pela existéncia de moléculas de adesdo (adesinas), que se fixam a receptores
especificos, habitualmente acucares simples (PEREIRA et al., 2010).

As primeiras microcolénias criam substrato e ambiente propicios para chegada de
outras células através de sitios de adesdo e comegcam a construir a matriz que formara o
biofilme. Apenas algumas espécies sdo capazes de aderir a uma superficie em si. Outras
podem ancorar-se a matriz ou até mesmo diretamente as col6nias ja existentes. Uma vez que a
colonizagdo tenha iniciado, o biofilme se desenvolve através de uma combinacdo de divisdo
celular e de recrutamento de outras células (CARNEIRO, 2010).
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Em se tratando do esmalte dental, os primeiros colonizadores sdo principalmente
0s estreptococos do grupo mitis, que incluem, Streptococcus mitis, Streptococcus sanguinis,
Streptococcus oralis e Streptococcus gordonii (BLACK et al., 2004), que representam 56%
do total da microbiota inicial (NYVAD; KILIAN, 1999). Espécies pioneiras se multiplicam
formando microcolonias as quais ficam mergulhadas em muco bacteriano extracelular,
polissacarideos e proteinas salivares adsorvidas, resultando em um filme confluente de micro-
organismos (Figura 3).

O metabolismo destas espécies pioneiras cria condi¢bes apropriadas para
colonizagdo por bactérias com maior nivel de exigéncias atmosféricas (PHILIP; MARTIN,
2005). Cooperacdo metabolica é bem documentada entre espécies bacterianas da flora oral
(KOLENBRANDER et al.,, 2002; KURAMITSU et al.,, 2007) e o desenvolvimento
subsequente da placa dental envolve coagregacdes intergenéricas com 0s colonizadores
primarios (PHILIP; MARTIN, 2005) (Figura 3).

Figura 3 - Diagrama ilustrando as etapas de formacdo de um biofilme multiespécie.
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Fonte: RICKARD et al., 2003, adaptado.
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2.4 Resisténcia dos biofilmes as medidas antimicrobianas

Os métodos primarios para o controle de doencas relacionadas a placa dental
envolvem remocdo da maior quantidade destes depositos microbianos e a protecdo do esmalte
dental. Estas abordagens séo razoavelmente efetivas, pois a cérie e a doenga periodontal
permanecem sendo doencas muito prevalentes no mundo ocidental. Esta é uma area que
merece investimentos da ciéncia no sentido de utilizacdo de métodos e produtos que
interfiram com o acumulo bacteriano através do controle da adesdo, inibicdo da comunicagéo
interbacteriana ou o0 estabelecimento da matriz polissacaridica (JAKUBOVICS;
KOLENBRANDER, 2010).

A maioria dos individuos tem dificuldade em manter os padrbes necessarios de
controle de placa por periodos prolongados. Estratégias adicionais vém sendo desenvolvidas
de forma a tornar o controle de micro-organismos patogénicos menos dependentes do
paciente, estratégias estas que devem favorecer os métodos convencionais de higiene
mantendo os niveis de placa compativeis com salde.

A cavidade oral é colonizada por uma rica colecdo de micro-organismos benéficos
que vivem em harmonia com o hospedeiro, havendo beneficios para ambas as partes. Desta
forma, produtos de cuidados a satde oral devem preferencialmente tentar controlar os niveis
de placa ao invés de elimina-la, de forma que permanecam as propriedades benéficas da
microflora residente (MARSH, 1992; MARSH, 2010).

Desse modo, existem medidas consideradas antiplaca, que previnem a formacao
dos biofilmes e medidas antimicrobianas que envolvem acgfes de inibicdo ou morte de
bactérias-alvo, atividades estas que podem ser expressas em termos de concentragdo inibitéria
minima (CIM) e concentracdo bactericida minima (CBM). Estas técnicas sdo aplicadas em
testes com bactérias na sua forma plancténica. No entanto, é mais preditivo para uso clinico a
realizacdo de testes utilizando técnicas de formacao de biofilmes ou mesmo avaliacao frente a
biofilmes maduros.

O objetivo do uso de adjuvantes aos métodos mecanicos de controle da placa
dental deve ser manter ou restaurar o balanco saudavel do microbioma oral. Placa associada a
satde é geralmente representada por um biofilme imaturo e composto primariamente por
Gram-positivas anaerobias facultativas (AAS et al., 2005; WADE, 2010). Uma das maneiras
de realizar-se o controle da placa é blogueando mecanismos especificos de aderéncia e/ou

coagregacédo durante o desenvolvimento destas comunidades (KELLY; YOUNSON, 2000).
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Estes mecanismos incluem o uso de analogos de adesinas, anticorpos para epitopos-chave e
peptideos que bloqueiem sitios especificos.

A interrupcdo dos mecanismos de quorum-sensing € outro possivel alvo para
terapias frente aos biofilmes (NJOROG; SPERANDIO, 2009). Medidas deste tipo podem
tornar bactérias associadas a biofilmes mais susceptiveis a antimicrobianos ou diminuir sua
patogenicidade (BJARNSHOLT et al., 2005).

Uma grande variedade de agentes tem sido formulada de forma a aumentar o
potencial de controle de placa, entre eles: antibioticos, compostos quaternarios de aménio,
acetato e gluconato de clorexidina (OLIVEIRA, 1998; BRADING; MARSH, 2003; BAEHNI,
TAKEUCHI, 2003). Clorexidina apresenta boa substantividade, com amplo espectro de
atividade frente a bactérias Gram-positivas, Gram-negativas e leveduras e pode reduzir a
placa associada a carie e gengivite (KLEEREBEZEM et al.,1997; MUKAMOLOVA et
al.,1998).

A clorexidina tem aplicacbes no tratamento periodontal, infeccOes
dermatoldgicas, feridas da pele, infeccBes oftalmoldgicas e de garganta e endodontia
(TEIXEIRA; CORTES, 2005). Seu uso frequente e por longo prazo, apresenta muitos efeitos
colaterais como mudancas no sabor dos alimentos, e uma sensagdo de queimacao na ponta da
lingua (GREENBERG et al., 2008; MORE et al., 2008; PORTO et al. 2009). Além disso, a
clorexidina € menos eficiente na reducdo de niveis de Lactobacillus, que sdo fortemente
relacionados com a evolucdo da carie (AMBROSIO et al. 2008).

Alguns fatores devem ser considerados para a selecdo de uma substéncia
antimicrobiana, como: toxicidade, baixa permeabilidade, retentividade e capacidade de
manutencdo do equilibrio da microbiota residente na cavidade bucal (CURY, 2003). Outra
importante consideracdo é a forma de veiculacdo e administracdo destes agentes antiplaca. A
liberacdo destes na cavidade oral pode ser feita através de bochechos, sprays, dentifricios,
géis ou veiculos de liberacdo prolongada, como vernizes (SCHEIE, 2007).

Considerando essas observagOes, a utilizagcdo de produtos naturais como recurso
para salde € tdo antiga quanto a civilizacdo humana e, por muito tempo, produtos minerais,
vegetais e animais, constituiram o arsenal terapéutico disponivel as popula¢fes (EISENBERG
et al., 1998). Embora a presenca de substancias antimicrobianas nos vegetais superiores nao
seja um fato recente, somente a partir da descoberta da penicilina é que esta busca teve grande
impulso (TAVARES, 1996; COELHO et al., 2004).

As plantas possuem varias vias metabdlicas secundarias que dao origem a

diversos compostos como alcaloides, flavanoides, isoflavanoides, taninos, cumarinas,
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glicosideos, terpenos, poliacetilenos que, por vezes, sdo especificos de determinadas familias,
géneros ou espécies, e cujas funcdes, até pouco tempo, eram desconhecidas (COWAN, 1999;
SIMOES et al., 2003; SOUZA et al., 2010). Com o avanco das pesquisas, foram atribuidas as
referidas substancias importancias relevantes nos mecanismos de defesa das plantas contra
seus predadores sejam fungos, bactérias, virus, parasitas, insetos, moluscos ou animais
superiores (LIMA, 2006).

Pesquisas envolvendo a biodiversidade da flora brasileira apresentam-se como
uma fonte extremante promissora para a descoberta de novas substancias que possam ser
utilizados no tratamento de vérias doencas (CARNEIRO, 2010). Embora poucos estudos
sejam relatados na literatura (NASCIMENTO et al., 2000; ABURJAI et al., 2001; AQIL et
al., 2005), a avaliacdo da acdo sinérgica entre produtos naturais e antibidticos de uso corrente
na clinica médica parecem um campo promissor na tentativa de minimizar o efeito de cepas
resistentes ou ainda a capacidade dos micro-organismos organizados em biofilmes de resistir

as medidas antimicrobianas.
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Capitulo 3-Revisao de Literatura
Carie Dentaria
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3 CARIE DENTARIA
3.1 Aspectos gerais

Cérie é uma palavra que deriva do latim carie, que significa apodrecimento,
decomposicéo, destruicdo, corrosdo (DE LORENZO, 2010). Embora esta patologia apresente
a cavitacdo como seu principal sinal clinico, a instalacdo desta doenca infecciosa multifatorial
e transmissivel precede esta evidéncia.

E fundamental conceituar-se a cérie dentaria como um processo anormal, pois vai
contra as condi¢des naturais onde o0 homem primitivo ndo desenvolvia uma lesdo no esmalte
que pudesse ser considerada carie dentaria, por estar inserido em uma biodiversidade
comandada pela natureza, em um equilibrio fisico-quimico (LIMA, 2007). O desequilibrio da
ecologia bucal gerado pela introducdo de alimentos e hébitos incompativeis com a
manutencdo da salde bucal instalou na humanidade uma das doencas mais abrangentes
existentes. A carie € uma doenca infecciosa, transmissivel que é fortemente modificada pela
dieta e tem sido uma das doengas mais prevalentes nos seres humanos (KRASSE, 1965 apud
CARVALHO, 2010). Através dos tempos, muitas teorias sobre a sua etiologia foram
levantadas, porém s6 em 1890 com os estudos de W. D. Miller é que se formou a base para a
teoria acidogénica ou guimico-parasitaria de desenvolvimento da carie (CARVALHO, 2010).
Verifica-se, portanto, uma destruicdo progressiva dos cristais de hidroxiapatita pelos acidos
bacterianos, levando a uma descalcificacdo e posterior perda da estrutura do dente.

Em 1820, foi postulado que a cérie, especificamente a lesdo cariosa, seria causada
por um agente quimico formado a partir de restos alimentares acumulados sobre os dentes.
Quinze anos depois, em 1835, afirmou-se que estes agentes quimicos eram acidos organicos
resultantes da fermentagéo de alimentos aderidos ao dente, sendo este um processo de origem
quimica e ndo microbiana. Apds a descoberta de Pasteur, que relacionou o processo de
fermentacdo aos micro-organismos em 1867 demonstrou-se, in vitro, que a fermentacdo de
acucares leva a dissolucédo da estrutura dental (DE LORENZO, 2010).

No final da década de 40 do século passado, a carie dentéria foi considerada como
uma doenca infecciosa e transmissivel, mas os principais micro-organismos responsaveis pela
doenca s6 foram identificados na década seguinte (FEJERSKOV, 2003; PEREIRA, 2010).
Atualmente, esta doenca € descrita como uma patologia multifatorial, onde fatores como a
anatomia da cavidade oral, a resisténcia dentaria, a composicao da saliva, o liquido sucular e a
dieta, assim como a formacdo da placa bacteriana e seus micro-organismos causadores,
podem contribuir para da doenga (FEJERSKOV, 2003; PEREIRA, 2010).
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O caréter infeccioso da doenca carie foi demonstrado quando, em 1954, foi
observado que ratos de linhagem bastante susceptivel a carie ndo desenvolveram a doenca se
mantidos isentos de micro-organismos demonstraveis apesar de alimentacdo por meses de
dieta rica em sacarose (PEREIRA, 2010).

O conceito da carie dentdria como uma doenca infecciosa e transmissivel
associada a presenca de estreptococos ocorreu somente apos estudos na década de 60 em
trabalho referente a observacdo do processo carioso em roedores (Figura 4)
(FITZGERAED,1960). A progressdo da carie, geralmente, ocorre de forma lenta existindo

fatores do hospedeiro, que auxiliam na sua formagéo ou controlam o seu crescimento.

Figura 4 — Fatores concorrentes para desenvolvimento da cérie dentéria.

MICIOfGANSMOS

dieta

Fonte: LIMA, 2007, adaptado. (A) Diagrama de Keyes; (B) Diagrama de Keyes modoficado por Newbrum
incluindo o fator tempo.

A cérie dentéaria € uma doenca cronica que progride lentamente na maioria dos
individuos. A destruicdo localizada dos tecidos duros, referida como lesdo, € o sinal ou
sintoma da doenca (FEJERSKOQOV et al., 2008). As lesbes progridem desde perda inicial de
mineral ao nivel ultraestrutural até a destruicdo total do dente. Na realidade, o
desenvolvimento da lesdo cariosa € uma série de processos altamente dinamicos com periodos
alternados de progresséo e regressdo (Figura 5) (BACKER-DIRKS, 1966 apud NYVAD et
al., 2003).
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Figura 5 - Desenho esquematico da progressao da doenca carie.

Fonte: (http://www.arthurstreetdental.com.au/).

De acordo com Petersen (2003), a céarie dentdria continua sendo o principal
problema de satde bucal na maioria dos paises industrializados, afetando cerca de 60 a 90%
dos escolares e praticamente todos os adultos. Para os levantamentos epidemioldgicos o
indice mais usado é o de dentes cariados, perdidos e obturados, CPO-D, inicialmente
formulado por Klein e Palmer, em 1937. Este indice até hoje permanece sendo o0 mais
utilizado em todo mundo, mantendo-se como o ponto basico de referéncia para o diagnostico
das condicOes dentais e para formulacdo e avaliacdo de programas de saude bucal (KLEIN;
PALMER, 1937 apud CARVALHO et al., 2010). Desde 1969, a OMS tem publicado
periodicamente os dados de levantamentos epidemioldgicos efetuados em diversos paises,
dando especial atencdo ao indice CPO-D em criangas com 12 anos de idade, um importante
referencial de saude ou de atividade de carie dental. No Brasil, o0 Governo Federal vem
aplicando avaliagdes periodicas através de um programa chamado SB Brasil: pesquisa
nacional de salde bucal como politica do Brasil Sorridente. Comparando-se as duas ultimas
analises realizadas em 2003 e 2010, percebe-se um declinio no indice CPO-D em criancgas de
12 anos (Figura 6), o que indica uma melhora nas condi¢des de acesso as medidas de

prevencao em saude bucal desta parcela da populag&o.
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Figura 6 — Grafico que representa a comparagdo do indice CPO de criangas aos 12 anos por regido brasileira.

indice CPO aos 12 anos por regido: 2003 - 2010, Brasil,

31 32 39 3,1

‘::}\

Fonte: (http://portal.saude.gov.br/portal/arquivos/pdf/apresentacaonova 281210.pdf).
i) 2003; (mm) 2010

3.2 Micro-organismos no desenvolvimento da carie dentaria

Aproximadamente 280 espécies bacterianas da cavidade oral ja foram isoladas em
cultura e nomeadas formalmente. Tem sido estimado que menos da metade do total das
espécies bacterianas encontradas na boca podem ser cultivadas usando métodos aerobicos e
anaerobicos, sabendo-se que existem aproximadamente de 500 a 700 espécies comumente
presentes na cavidade oral (PASTER, et al., 2001; DEWHIRST et al., 2010). Métodos
moleculares independente de cultivo, baseados em estudos de clonagem referentes ao gene
16S rRNA, tem validado essa estimativa identificando aproximadamente 600 espécies (Figura
7) (DEWHIRST et al., 2010).

Figura 7 - Espécies mais abundantes presentes no microbioma do biofilme dental.

25%

M 5, sanguinis
W3, mitis
L. orfalis
W 5, gordonii
W5, mutans
A, defectiva
B G, adjacens
C. gracilis

Fonte: PETERSON et al., 2011, adaptado.

Estudos detalhados da bioquimica e biologia molecular de bactérias cariogénicas

permitiram que os tragos associados a cariogenicidade fossem identificados. Estes incluem:


http://portal.saude.gov.br/portal/arquivos/pdf/apresentacaonova_281210.pdf
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(1) a expressdao de sistemas de transporte de acUcar de alta afinidade para captacdo de
carboidratos fermentaveis e a rdpida conversdo dos agUcares transportados em &cidos e
produtos metabolicos (acidogenicidade); (2) habilidade de tolerar, crescer e continuar a
produzir &cido em ambientes de baixo pH (acidotolerancia); (3) a sintese de polimeros
extracelulares, especialmente mutana e dextrana, a partir da sacarose para consolidar a adesao
a superficie dental e (4) a producdo de polissacarideos intracelulares durante periodos de
grande disponibilidade de carboidratos; esses componentes armazenados podem ser
convertidos em &cido nos periodos entre as refeicbes (LOESCHE, 1986; TANZER, et al.,
2001; LEMOS et al., 2005; MARSH, 2010)

Loesch em 1986 confirmou o que havia comprovado em estudo anterior (1975)
afirmando ter evidéncias substanciais da associacdo de Streptococcus mutans com o
desenvolvimento da cérie dental. Nesse estudo de 1975 foi demonstrada uma forte relacdo
entre a presenca desta bactéria na placa bacteriana associada a fissuras com cérie incipiente,
havendo nesses sitios um correspondente decréscimo na prevaléncia de S. sanguinis
comparado aos sitios livres de carie (LOESCH et al., 1975).

Ja em 1980, Hamada e Slade postularam que aparentemente ndo se poderia
nomear um Unico micro-organismo como responsavel pela cérie dental. O mais certo seria
dizer que varios micro-organismos sao essenciais para patogénese desta doenca.

Streptococcus sobrinus tem sido relacionado ao desenvolvimento da cérie
particularmente na auséncia de S. mutans. Este microrganismo tem a capacidade de produzir
niveis de acido e tolerancia a estes maiores que o S. mutans (PETERSON et al., 2011).

O grupo mutans apresenta espécies heterogéneas do ponto de vista antigénico e
genético, dando origem a varias linhagens que permitem o conhecimento de diferentes
biotipos deste grupo bacteriano (CARLSSON, 1969 apud PETERSON et al., 2011).
Streptococcus mutans e Streptococcus sobrinus destacam-se por apresentarem maior nimero
de coldnias isoladas a partir de amostras de saliva (PETERSON et al., 2011).

Alguns estudos realizados por Carlsson (1969) e Edwardsson (1968), tentaram
mostrar que 0s estreptococos cariogénicos isolados apresentavam caracteristicas compativeis
com o Streptococcus mutans, justificando, assim, a relagcdo desta especie com a cérie dental
como o seu principal agente etiologico, podendo ser isolado de placas dentais ou da saliva de
individuos cérie-ativos (LOESCHE, 1982).

Streptococcus mutans sdo amplamente distribuidas ndo apenas em populagdes
com moderada ou alta prevaléncia de carie, como também nas populagdes com baixa ou

nenhuma experiéncia de carie (NAPIMOGA et al., 2004). Uma possivel explicacdo para sua
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presenca em individuos com baixa experiéncia de céarie é a dependéncia de fatores de
viruléncia dos estreptococos e dos fatores promotores da doenca que podem diferir entre
populacdes com prevaléncia de carie (NAPIMOGA et al., 2004).

Alguns estudos mais recentes indicam que a relacdo entre carie dentaria e
Estreptococos do grupo mutans ndo é absoluta; foi observado que alguns sitios dentais podem
apresentar altas proporgdes destes micro-organismos e, no entanto ndo apresentar lesdo ou, de
forma inversa, haver desenvolvimento de lesdo cariosa sem a presenca das espécies
relacionadas a doenca (AAS et al., 2008). Nestas situacdes, sugere-se que outras bactérias
acidogénicas ¢ aciduricas nao pertencentes a este grupo, incluindo “ndo-mutans baixo-pH” e
Actinomyces (van HOUTE et al., 1994, 1996), sejam responsaveis pela iniciacdo do processo.
Estudos moleculares recentes tém reforcado esse conceito mostrando que a microflora
associada a lesbes de mancha branca é mais diversa do que aquela até entdo observada e que
novos filotipos e espécies incluindo Actinomyces gernesceriae, A. naeslundii, e A. israelii
assim como uma ampla gama de Estreptococos ndo-mutans e Veillonela sp podem ainda ter
importancia (BECKER et al., 2002; AAS et al., 2008; TAKAHASHI; NYVAD, 2008).

Todas as espécies bacterianas associadas a carie pertencem ao microbioma da
cavidade oral, e por isso, a carie dentdria é descrita como uma infeccdo enddgena
(FEJERSKOV; NYVAD, 2003). Estas infeccGes enddgenas acontecem quando membros da
microflora residente obtém vantagem seletiva sobre as outras espécies havendo perturbacéo
na homeostasia do biofilme (MARSH, 1994).

O acima exposto entra em consenso com a teoria proposta por Marsh (1994) sobre a
hipotese ecoldgica da placa. Esta teoria propde que ha uma relacdo dindmica entre o biofilme
oral e o ambiente local. Quando ha o aumento na frequéncia de ingestdo de acgucar, o
metabolismo bacteriano resulta em um biofilme submetido a um baixo pH por um maior
periodo de tempo. Um pH &cido inibe o crescimento de muitas bactérias associadas com a
salde do esmalte e ainda seleciona aquelas bactérias que exibem um fen6tipo de capacidade
para producdo e tolerancia a &cidos. Eventos similares podem acontecer caso haja uma
diminuicdo no fluxo salivar. Sob essas condi¢6es, a desmineralizacdo acontece, aumentando
assim, a probabilidade de desenvolvimento da leséo cariosa.

Dessa forma, pode-se prevenir 0 processo de carie ndo apenas inibindo diretamente a
bactéria causadora, mas, também, interferindo com mudangas no ambiente que dirijam as

alteracOes deletérias na composicgéo e atividade metabdlica do biofilme (Figura 8).
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Figura 8 - Diagrama de fatores que contribuem para desenvolvimento da carie dental de acordo com a hipotese
ecoldgica do desenvolvimento da placa dental.

Predominante: S.sanguinis, S. gordonii,

Consumo frequente de agucar pH Neuto S.oralis, S.mitis, A.naeslundii Esmalte saudavel
Estresse Mudanca mane Doenca
i Ambiental Ecoldgica

Aumento na producgéo de acid,

SM, Nao-SM Baixo pH, lactobacilos

Baixo Neuto Aumento na proporgao: Risco a cérie aumentado

Fonte: MARSH, 1994, adaptado.

3.3 Fatores de viruléncia das bactérias cariogénicas

Para se realizar a classificacdo de uma espécie bacteriana presente no biofilme
dental como cariogénica ou iniciadora do processo carioso, esta bactéria deve exibir
mecanismos de viruléncia que a faca capaz de promover a desmineralizacdo dos tecidos
dentais.

Dentre as varias espécies bacterianas que podem compor o biofilme dental nos
seres humanos, apenas algumas sdo capazes de preencher os requisitos basicos de
cariogenicidade; dentre estas se destacam, para lesdes em esmalte, espécies dos géneros
Streptococcus e Lactobacillus, sendo estes ultimos encontrados em zonas mais retentivas
(FITZGERALD et al., 1966). Ja na superficie radicular, sdo reconhecidas como cariogénicas
as espécies de Actinomyces naeslundii e A. odontolyticus (ZAREMBA et al., 2006).

E importante destacar que o S. mutans parece ser a espécie que preenche de forma
convincente os requisitos de cariogenicidade. Os Estreptococcus do grupo viridans sdao um
grupo de cocos Gram-positivos, catalase-negativos com morfologia em cadeia na visualizagdo
ao microscopio de luz (Figura 9). S&o leucina aminopeptidase positivo,
pirrolidonilarilamidase negativo, ndo crescem em NaCl 6,5% e quase todas as espécies néo
crescem no agar bile-esculina. Incluem 0s grupos anginosos, mitis, sanguinis, bovis, salivarius
e mutans (DOERN; BURNHAM, 2010). Fazem parte dos Estreptococos do grupo mutans
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(EGM) as espécies S. cricetus, S.rattus, S. mutans, S. ferus, S. macacae, S. sobrinus, S.
downei e S. onisratti, sendo que Streptococcus mutans e S. sobrinus sdo predominantes nas
populagdes humanas (ZHU et al, 2000; DOERN; BURNHAM, 2010).

Figura 9 - Imagem de microscopia de luz de espécie do género Streptococcus submetida a coloragdo de Gram.
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Fonte: (http://medinfo.ufl.edu/year2/mmid/imagky.html).

Caracteristicas genéticas podem estar relacionadas a diferencas na viruléncia entre
cepas. A habilidade bacteriana de sobreviver e persistir na cavidade bucal ira depender de sua
plasticidade genética, que determina a sua capacidade de responder as mudancas locais das
condi¢cdes ambientais ou de estresse (DOBRINDT; HACKER, 2001). O microbioma do
biofilme dental esta sujeito a variacGes, devido a reducdo na disponibilidade de nutrientes e
reducdo do pH, além de exposicdo aos acidos organicos produzidos na presenca de
carboidratos fermentaveis (CARLSSON, 1989; NASCIMENTO et al., 2004; VALDEVITE,
2007).

3.3.1 Adesao inicial a superficie dental

Para exibir suas caracteristicas de patogenicidade um microrganismo precisa
inicialmente obter proximidade da superficie a ser colonizada para posteriormente ser bem
sucedido em causar doenca. O micro-organismo diretamente envolvido na producéo de acido

deve estar aderido a superficie dental ou retido nas reentrancias anatdbmicas ou patologicas do
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dente. Um namero limitado de diferentes bactérias, primariamente estreptococos do grupo
viridans e Actinomyces oris, iniciam a colonizacdo da superficie dental (NYVAD; KILIAN,
1987). Esses organismos ligam-se aos componentes salivares da pelicula adquirida do
esmalte, e, atraves do crescimento e interacGes entre espécies, formam um biofilme
relativamente simples (PALMER et al., 2003). O reconhecimento de bactérias por receptores
salivares na superficie dental representa um importante passo inicial na patogénese de
doencas orais (RUHL et al., 2004). Exemplos destas interacdes incluem ligacdo Has-mediada
do Streptococcus gordonii ao acido sialico presente na mucina (TAKAHASHI, et al., 2002;
TAKAHASHI, et al., 2004; TAKAHASHI, et al., 2006), ligagdo mediada por fimbria tipo |
do Actinomyces oris (antes denominado Actinomyces naeslundii) a proteinas ricas em prolina
(PRPs) (GIBBONS et al., 1988; RUHL et al., 2004), e adesdo mediada por fimbria tipo 2 do
A. oris ao motivo 1-3GalNAc na mucina (RUHL et al., 2004).

As propriedades bacterianas que contribuem para o desenvolvimento dos
biofilmes precoces podem incluir as adesinas de superficie e receptores que mediam as
coagregacdes observadas entre diferentes cepas de S. sanguinis, S. gordonii, S. oralis, S. mitis
e A. naeslundii (Figura 10) (HSU, 1994).

Figura 10 - Sequéncia temporal de aderéncia e colonizagao por estreptococos.

A. Pioneiros B. Colbnias €. Sociedade D. Comunidade

& 2
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1Y
Aderéncias longas Aderéncias curtas Sensibilidade ao ambiente Sinalizagéo célula-célula
Pontes moleculéres Alta afinidade Formagéo de PEC Coagregacéo

Especificidade QUORUM SENSING Sinergia metabdlica
Trocas genéticas

Fonte: NOBBS, et al., 2009, adaptado. (A) espécies pioneiras de estreptococos associadas a uma superficie
condicionada (verde), utilizando interacdes longas (pili) ou interacdes curtas. (B) Algumas espécies pioneiras
formam interacBes mais fortes com as moléculas da superficie (azul) ligando-se a maltiplas adesinas (vermelho).
(C) Adaptacdo nutricional, sinalizagdo intermicrobiana (estrelas), e producdo de substancia extracelular
polimérica (SEP) resultam na formagdo de comunidades. (D) Incorporacdo de outros micro-organismos,
incluindo coagregacgdes intergenéricas e sinalizacdo célula-célula, leva ao desenvolvimento de comunidades
complexas

A especificidade da adesdo microbiana esta frequentemente associada com
reacOes carboidratos-proteina (tipo lectina). Carboidratos que s@o reconhecidos incluem
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galactose (Gal), N-acetil-galactosamina (GalNAc), é&cido sidlico (&cido neuraminico-
NeuNAc), fucose (Fuc), N-acetil-glucosamina (GIcNACc), e glicose (Glc). O reconhecimento
de cadeias de carboidratos ou oligossacarideos contendo Gal ¢ um achado comum no
desenvolvimento de comunidades microbianas orais (KOLENBRANDER, et al., 1993). Por
outro lado, os polipeptideos Has e GspB ancorados na parede bacteriana de S. gordonii
reconhecem residuos de NeuNAc em células humanas (TAKAMATSU, et al., 2005),
enquanto as Ghps expressas por S. mutans ligam-se a dextrana (BANAS; VICKERMAN,
2003). O processo de adesdo pode levar a um ou mais resultados: colonizacdo por bactérias
comensais, infeccdo superficial dos tecidos, invasdo intracelular por patégenos e
disseminacéo sistétmica (NOBBS, et al., 2009).

Um micro-organismo sO conseguira formar comunidades complexas como
biofilmes dentais se conseguir aderir a uma superficie e iniciar a expressdao de genes
relacionados a moléculas de superficie que desempenham este papel. A partir disso, sabe-se
que a formacdo dos biofilmes estd, em muitos aspectos, associada diretamente com o
desenvolvimento de infec¢do e doenca. Assim, novos agentes que interfiram na adesdo inicial
ou que destruam os biofilmes podem ser importantes para terapia e prevencdo destas
comunidades microbianas (NOBBS, et al., 2009).

A inibicdo especifica da adesdo bacteriana tem sido considerada como potencial
mecanismo para o controle da formagdo do biofilme oral. Possiveis inibidores incluem
moléculas que funcionem dentro da célula ou periplasma inibindo a biossintese ou montagem
das estruturas das paredes celulares bacterianas associadas com adesdo ou outras moléculas
que funcionem como inibidores especificos na superficie celular (CISAR, et al., 1995).

No S. mutans, a producgdo de polissacarideo extracelular insoltvel é essencial para
a formacéo de biofilmes. No entanto, polissacarideos de glucana ndo medeiam a adesdo inicial
a superficie dental, a ndo ser que proteinas ligadoras de glucana (Gbps) estejam presentes na
pelicula salivar (BANAS; VICKERMAN, 2003; NOBBS, et al., 2009). Na auséncia de
sacarose, uma adesina associada a parede celular de 185 kDa pertencente a familia dos
polipeptideos estreptocdcicos designada como antigeno I/11 (RUSSELL; LEHNER, 1978) tem
sido relacionada a um importante papel na colonizacdo da superficie dental (JENKINSON;
LAMONT, 1997). O gene para esta adesina em S. mutans foi clonado e designado como spaP
(LEE et al., 1988). A inativacao deste gene resultou em uma diminui¢éo na agregacéo celular,
0 que contribuiu para uma remocdo de células de S. mutans da cavidade oral (LEE, et al.,
1989; KOGA et al., 1990).
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3.3.2 Atividade acidogénica e acidotolerancia

A leséo inicial do esmalte dental é uma desmineralizacdo da hidroxiapatita
carbonatada que ocorre na camada subsuperficial do esmalte dental. Essa desmineralizacdo é
causada por &cidos resultantes da fermentacdo homolactica de carboidratos formados em
quantidade suficiente no biofilme cariogénico. Isso justifica que, para ser reconhecida como
cariogénica, uma bactéria deve apresentar uma capacidade metabolica fundamental, a de ser
intensamente acidogénica (DE LORENZO, 2010).

De acordo com Loesche (1993), a sacarose obtida e utilizada por S. mutans resulta
na formagdo de ATP e 4acido latico através da via glicolitica. Para que estas reagdes
acontecam, a molécula de glicose deve ser transportada para o interior da célula bacteriana.
No interior da célula bacteriana, a glicose € fosforilada a glicose-6-fosfato e degradada a
piruvato pela via glicolitica, provocando um aumento da concentracao intracelular de NADH
pela acdo da enzima gliceraldeido-fosfatodesidrogenase (TAKAHASHI-ABBE et al., 2001).
Para garantir o equilibrio oxido-redutor da célula, este NADH em excesso precisa ser oxidado
a NAD®, garantindo a continuidade do processo de quebra da glicose (CARLSSON;
HAMILTON, 1994; VALDEVITE, 2007). Caso a célula bacteriana esteja em condicBes de
aerobiose o piruvato é convertido em acetil-CoA pela piruvato desidrogenase e o Ultimo
intermediario retorna as vias metabodlicas bacterianas (CARLSSON et al., 1985). Se o
microambiente for de anaerobiose, e houver excesso de substrato, o piruvato sera reduzido ao
L-acido latico por uma enzima denominada lactato desidrogenase (ldh), havendo a oxidacgédo
do NADH em NAD" (IWAMI; YAMADA, 1999).

A Idh é responsavel pela producdo de lactato, contribuindo assim como um fator
de viruléncia do S. mutans (LEMOS et al., 2005). Mutantes de S. mutans, deficientes em
fatores de viruléncia especificos, foram mais sensiveis ao estresse ambiental e menos
cariogénicos que a cepa original (YAMASHITA et al., 1993; HILLMAN et al., 1996;
LEMOS et al., 2005; MATSUMOTO-NAKANO et al., 2007). Esses achados sugerem que a
supressdo de genes associados a viruléncia e suas enzimas pode ser atraente para prevencdo
da carie dental (XU et al., 2011).

O biofilme potencialmente mais acidogénico é formado na presenca de sacarose e
apresenta em sua matriz menores concentracdes de calcio, fosfatos e fluoretos do que os
desenvolvidos frente a outros carboidratos (DE LORENZO, 1989). Paes-Leme et al., (2004),
constataram a presenca de proteinas ligadoras de calcio somente nos biofilmes formados na

auséncia de sacarose; assim, a auséncia destas proteinas no biofilme desenvolvido em



47

presenca deste carboidrato pode explicar a baixa concentragdo de ions célcio presente em sua
matriz, o que certamente resulta em maior dificuldade para a remineralizacdo do esmalte
dental.

As bactérias do biofilme humano que melhor preenchem os requisitos de
acidogénese intensa responsaveis por caries no esmalte sdo S. mutans e S. sobrinus, que
geram pH em torno de 4, e algumas espécies de Lactobacillus, que geram pH proximo de 3
(TAKAHASHI; YAMADA, 1999).

Em 1944, Stephan descreveu a sequéncia de eventos relacionados a producédo de
acidos por micro-organismos com essa capacidade a partir da introducéo de carboidratos na
cavidade oral. Foram realizadas mensuragdes do pH da placa dental madura em 65 pessoas
antes e ap6s bochecho com solucdo de glicose a 10% durante dois minutos; o primeiro fato
importante que foi obtido destes experimentos foi que todos os grupos, independente de sua
atividade de carie forneceram um desenho padrdo de grafico de resultados conhecido como
curva de Stephan. Estes graficos mostravam que logo ap6s a realizacdo do bochecho havia
uma queda no pH, permanecendo baixo por um tempo e em seguida retornava ao ponto basal
(média 6,7) (DE LORENZO, 2010).

A capacidade de tolerar acidos por parte dos EGM deve-se parcialmente a uma
proteina ligada & membrana chamada F;Fo-ATP, que ejeta prétons para fora da célula,
prevenindo uma queda no pH intracelular e consequente dano as enzimas sensiveis aos
acidos, DNA e proteinas (QUIVEY et al.,, 2001). Uma variedade de outras adaptacdes,
especificamente mudancas nos acidos graxos de membrana, pode aumentar a tolerancia acida
(FOZO et al., 2004; FOZO; QUIVEY, 2004).

Componentes microbianos do biofilme oral experimentam flutuacbes de pH
rapidas e dindmicas influenciadas pelo nivel de presenca de carboidratos na dieta resultando
em niveis de pH que podem cair da neutralidade pH 7,0 a valores abaixo de 3,0 em menos de
20 minutos (JENSEN et al.,1982; 1989). De forma a suportar estes ciclos de choque acido, S.
mutans desenvolve um repertério de mecanismos que culminam em duas categorias distintas:
mecanismos constitutivos e mecanismos acido-induzidos (BURNE, 1998), referidos como
resposta de tolerancia acida (RTA) (SVENSATER et al.,1997). A RTA ¢ definida como a
habilidade de adaptar-se ao estresse acido antes de exposicdo a pHs baixos e sub-letais de
aproximadamente 5,5, resultando na inducdo de estimulo (expressdo de certos genes) que
favorecem a sobrevivéncia a pH tdo baixo quanto 3,0 (HAMILTON; BUCKLEY, 1991;
BELLI; MARQUIS, 1991). Esses mecanismos objetivam: protecdo e reparo de

macromoléculas intracelulares, alteracbes nos padrdes metabdlicos, metabolismo secundario,
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densidade celular, formagdo de biofilme e homeostases do pH intracelular (Figura 11)
(COTTER; HILL, 2003; MATSUI; CVITKOVITCH, 2010).

Figura 11 - Mecanismos de tolerancia &cida utilizado por Streptococcus mutans.
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Fonte: MATSUI; CVITKOVITCH, 2010, adaptado. Algarismos romanos simbolizam cada componente
envolvido na tolerancia &cida i) a protecdo e reparo de macromoléculas; ii) alteracBes de padrdes
metabolicos; iii) metabolismo secundéario; iv) densidade celular, formacdo de biofilme e sistema
regulatorio; e v) equilibrio de pH intracelular. AP: Apurina-apirimidina; LGL: Lactoilglutationa liase;
pHi: pH intracelular; pHo: pH externo; RR: Resposta regulatéria

3.3.3 Producao de polissacarideo intracelular (PIC) e extracelular (PEC)

Os polissacarideos produzidos em um biofilme podem ser divididos em duas
categorias: (1) polissacarideo extracellular (PEC), que promove acUmulo bacteriano na
superficie dental, e influencia as propriedades fisicas e bioquimicas do biofilme; e (2)
polissacarideo intracelular (PIC), o qual funciona como fonte enddgena de carboidratos que
podem ser metabolizados levando a producdo de &cidos durante os periodos de limitacéo
nutricional (TANZER et al., 1976; ZERO et al., 1986). Tanto PIC quanto PEC apresentam
importantes fun¢Bes nas caracteristicas de patogenicidade dos biofilmes.

O PEC apresenta um papel central na patogénese da doenca céarie, promovendo

mudancas fisiologicas e bioquimicas na matriz do biofilme que incluem: (1) aumento da



49

adesdo bacteriana e acimulo de micro-organismos, (2) fornece integridade estrutural e massa
aos biofilmes, e (3) aumento da acidogenicidade da matriz dos biofilmes (PAES-LEME et al.,
2006).

Os polissacarideos intracelulares (PIC) sdo reservas de carboidratos armazenados
intracelularmente por algumas bactérias. No caso dos EGM, trata-se de um tipo de glicogénio-
pectina sintetizados por fosfoglicomutanases. Esses polimeros podem ser produzidos por S.
mutans, S. sobrinus, S. mitis, S. salivarius, Lactobacillus acidophilus, L. casei, Fusobacterium
spp, L. bucalis e Neisseria spp. Sua degradacdo também leva a producdo de &cido latico,
mantendo a acidogénese (DECKER et al., 2011).

Entre os carboidratos consumidos na dieta, a sacarose é dito ser o mais
cariogénico porque, além de ser fermentado, € o unico que funciona como substrato para
sintese de PEC (CURY et al., 2000).

As propriedades estruturais e funcionais da placa dental s&o essencialmente
determinadas pela presenca de polimeros hidratados microbianos os quais sdo compostos
principalmente por PEC e também proteinas, acidos nucléicos, fosfolipideos, células da
mucosa e nutrientes (THURNHEER et al., 2006; VU et al., 2009). Particularmente, o PEC
produzido por S. mutans contribui para o potencial cariogénico de um biofilme e a sua
resisténcia as medidas de higiene oral (KLEIN et al., 2009; DECKER et al., 2011).

Os polissacarideos produzidos pelos estreptococos bucais sdo as glucanas sollveis
e insoluveis, sintetizados por colonizadores iniciais (S. sanguinis, S. gordonii e S. oralis), e 0
frutano ou levano utilizado por S. salivarius para colonizar a mucosa (DECKER et al., 2011).

Os glucanos insollveis sdo utilizados pelos EGM para colonizar a superficie
dental porque, além de consolidar a aderéncia, também une especificamente as células dessas
espécies através de receptores protéicos de superficie para estas moléculas. Ja os glucanos
solGveis em &gua e o frutano sdo utilizados como reserva energética, disponibilizados nos
momentos de escassez de carboidratos através de reacdes que obtém glicose e frutose além de
acidos que podem desmineralizar o esmalte (DECKER et al., 2011).

Por esses motivos expostos, pode-se considerar que as poucas espécies produtoras
de glucanas que podem estar presentes nos biofilmes dentais estdo estritamente relacionadas
com a instalacdo e desenvolvimento da doenca cérie, podendo ser levadas em consideracao as
suas caracteristicas metabdlicas na tentativa de se obter meios de controle desta doenca.

Assim, inibir a producgdo destas moléculas pode minimizar o risco de cérie dental.
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Algumas proteinas como as glicosiltransferases (Gtfs) e proteinas ligadoras de
glucanos (GbP) sdo responsaveis mais diretamente por essas caracteristicas de viruléncia
relacionada a producéo de polissacarideos.

O metabolismo da sacarose e glicose por S. mutans envolve interacdes versateis e
regulacdo de diferentes glicosiltransferases extracelulares (FUKUSHIMA et al., 1992).

As glicosiltransferases (Gtfs) sdo enzimas extracelulares que também podem
apresentar-se associadas a superficie celular bacteriana. Funcionalmente, tem a capacidade de
hidrolisar a sacarose em moléculas de frutose e de glicose e, na sequéncia, polimerizar as
moléculas de glicose resultantes em glucanos (BANAS; VICKERMAN, 2003). As Gtfs
possuem tamanho entre 140 e 175 kDa e apresentam dois dominios de maior importancia: um
dominio catalitico, que se liga a sacarose e a hidrolisa (MOOSER et al., 1991) e um
dominio C-terminal, que se liga ao glucano recém sintetizado, sendo também essencial na
atividade enzimética de extensdo e crescimento de suas cadeias (MOOSER; WONG, 1988;
KATO; KURAMITSU, 1990). Pelo menos trés enzimas Gtfs estdo envolvidas na sintese de
glucano por S. mutans no biofilme dental: GtfB, GtfC e GtfD, codificadas pelos genes gtfB,
gtfC e gtfD respectivamente.

As atividades das Gtfs sdo determinadas pelo tipo de ligacdo glicosidica
predominante no glucano sintetizado. GtfB catalisa a sintese de glucanos ricos em ligacdes
glicosidicas do tipo a-1-3 (AOKI et al., 1986), que resultam em polimeros insoliveis em
agua. GtfD catalisa a formacdo de glucanos ricos em ligacOes glicosidicas a-1-6, que
resultam em moléculas soliveis em agua (HANADA; KURAMITSU, 1989), enquanto
que a GtfC estd envolvida na sintese de glucanos sollveis e insoliveis em agua
(HANADA; KURAMITSU, 1988). A presenca de Gtfs adsorvidas a pelicula dental facilita a
formacdo de glucanas in situ, assim, fornecendo sitios de ligacdo distintos para micro-
organismos orais. Bowen e Koo (2011) hipotetizaram que Gtfs de S. mutans influenciam a
colonizagdo microbiana da superficie dental.

Varios grupos de micro-organismos produzem Gtfs, estes incluem Streptococcus
sanguinis, Streptococcus mutans, Streptococcus sobrinus, Actinomyces spp., Streptococcus
salivarius e Lactobacillus spp. (NEWBRUN, 1974).

Além das Gtfs, as proteinas ligadoras de glucano (GbP) séo fatores de viruléncia
que tém despertado grande interesse no desenvolvimento de métodos de controle de infecgéo
por S. mutans (SMITH et al., 1993; CHILDERS et al., 1999; TAUBMAN; NASH, 2006).

As Gbhps representam um grupo heterogéneo de proteinas que possuem variagoes

no tamanho, no dominio ligador de glucano, na afinidade de ligacdo ao glucano, na
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distribuicdo entre espécies de estreptococos e na sua funcdo priméria. Algumas Gbps sdo
proteinas receptoras de superficie associadas a parede celular; outras representam proteinas
secretadas, que passam a ser associadas as células quando o glucano deposita-se sobre a
superficie celular e, estas, ali 0 reconhecem e se acumulam (BANAS; VICKERMAN, 2003).

Quatro Gbps (A/B/C/D) foram caracterizadas em S. mutans, sendo estas
relacionadas a formagao de biofilme. A GbpA é secretada e possui alta homologia ao dominio
carboxil terminal das Gtfs, também conhecido como dominio ligador de glucano, além
disso, ndo apresenta funcdo enzimatica (RUSSEL et al., 1979). A GbpB né&o apresenta
homologia com outras Ghbps, embora apresente cerca de 70% de similaridade com
hidrolases de mureina (MATTOS-GRANER et al., 2001). A GbpC apresenta-se ligada
a parede celular de S. mutans, com importancia no processo de agregacdo bacteriana
tendo sua expressao intensificada em condicGes de estresse osmético (SATO et al., 1997,
2002). A GbpD encontra-se de forma secretada, possui dominio ligador de glucano
com homologia a GbpA e outro dominio com alta similaridade a lipases (SHAH;
RUSSELL, 2004).

Streptococcus mutans ligam-se a superficies cobertas por glucano em grande
namero e com alta forca adesiva comparado a superficies cobertas por saliva. (SCHILLING;
BOWEN 1992; CROSS et al., 2007). Essa bactéria expressa varias proteinas capazes de se
ligar a glucanos, incluindo Gtfs e Gbps ndo enzimaticas especificas (BANAS; VICKERMAN
2003). A delecdo de GbpC ligada a célula de S. mutans reduz significativamente a biomassa e
a agregacdo bacteriana enquanto que a dele¢do de GbpA ou GbpD interfere na formacéo das
microcol6nias do biofilme (LYNCH et al. 2007; OGAWA et al., 2011).

O significado bioldgico das Gbps ndo foi ainda definido, no entanto, estudos
sugerem que estas proteinas influenciam a viruléncia apresentando papel na manutencdo da
arquitetura do biofilme ligando as espécies bacterianas as moléculas de glucano do PEC
(BANAS et al.,1990; SHAH et al., 2004).
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Capitulo 4-Revisao de Literatura
Lectinas
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4 LECTINAS
4.1 Aspectos historicos

A atividade aglutinante derivada de um lectina foi observada primeiramente
por Mitchel em 1860, utilizando-se o veneno de Crotalus durissus. Mas, foi somente em 1888
que Stillmark identificou uma mistura protéica com efeito toxico hemaglutinante a partir das
sementes da mamona (Ricinus communis) recebendo o nome de ricina. Em seguida, H. Hellin
isolou a abrina, a partir de Abrus precatorius e logo ricina e abrina foram aplicadas como
antigenos modelos para estudos imunoldgicos (BEZERRA, 2011). Essas duas proteinas foram
utilizadas por Paul Ehrlich em estudos de estimulo a producdo de anticorpos, sendo estes
especificos para cada proteina (SHARON; LIS, 2004).

Em 1900, Landsteiner descobriu as diferencas dos eritrocitos dos grupos
sanguineos através da aplicacdo de lectinas, criando assim o sistema ABO (WATKINS, 1999)
e juntamente com Raubistschek demonstrou, em 1908, que os extratos de diferentes sementes
apresentavam atividade hemaglutinante variada, desta forma, indicando esta capacidade
especifica de cada lectina.

Devido a habilidade de algumas aglutininas de plantas em distinguir entre
eritrécitos de diferentes tipos sanguineos, em 1954, Boyd e Shapleigh propuseram o termo
“lectina” do latim legere, capaz de escolher, selecionar, sendo o termo posteriormente
generalizado por englobar aglutininas aclcar-especificas de origem ndo imune (SHARON;
LIS, 1972).

Em 1936, Sumner e Howell observaram que o acucar de cana inibia a atividade
hemaglutinante da lectina Concanavalina A (ConA), mas, somente em 1952 foi demonstrado
que a atividade aglutinante de lectinas era baseada na sua ligacdo especifica a carboidratos.
Assim, as lectinas passaram a ser reconhecidas como proteinas de ligacdo a carboidratos,
diferenciando-se de outras proteinas por suas caracteristicas funcionais (VAN DAMME et al.,
1998). O estudo das lectinas sofreu uma mudanca em 1960, quando, Nowell demonstrou que
a lectina de Phaseolus vulgaris, o feijdo mulatinho, apresentou acdo mitogénica sobre
linfocitos. Essa descoberta orientou a aplicabilidade de lectinas nas areas biomédicas
(MOURA, 2009).
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4.2 Definicao, classificacdo e importancia

Com base no conhecimento obtido a respeito de lectinas, Peumans e Van Damme
(1995) e Van Damme e colaboradores (1998), as definiram como proteinas que possuem pelo
menos um dominio ndo catalitico de ligacdo reversivel a carboidratos, mono ou
oligossacarideos, e classificaram-nas em quatro tipos de acordo com suas caracteristicas
estruturais: merolectinas, hololectinas, quimerolectinas e superlectinas.
Merolectinas: sdo proteinas monovalentes que possuem um Unico sitio de ligacdo a
carboidratos, ndo apresentando a caracteristica de aglutinar glicoconjugados ou células,
auséncia de atividade hemaglutinante e catalitica. A Heveina, uma proteina quitina-ligante
encontrada no latex da seringueira (VAN PARIJIS, 1998), e as proteinas manose-ligantes

presentes em orquideas sdo exemplos desta classe de lectinas (VAN DAMME, 1998).

Hololectinas: agrupa as lectinas que possuem dois ou mais sitios idénticos ou similares de
ligacdo a um mesmo carboidrato ou estruturalmente similares. Esta classe de lectinas é
definida como multivalente sendo estas capazes de aglutinar células ou precipitar
glicoconjugados; séo representadas pelas hemaglutininas ou fitohemaglutininas onde esta
presente a maior parte das lectinas ja abordadas em estudos (PEUMANS et al., 2000). A
maior parte das lectinas de leguminosas sdo classificadas como hololectinas, dentre as
quais podemos citar as lectinas de Canavalia brasiliensis (ConBr), Artocarpus
integrifolia (Jacalina) e Griffonia simplicifolia.

Quimerolectinas: sdo proteinas de fusdo consistindo de um ou mais dominio de ligacéo a
carboidratos dispostos de forma sequencial a um dominio ndo relacionado. Este ultimo
dominio pode apresentar atividade enzimatica bem definida ou outra atividade biologica
atuando independente do dominio de ligacdo a carboidrato. Dependendo do nimero de
sitios de ligacdo a carboidratos, as quimerolectinas podem comportar-se como
merolectinas ou hololectinas. Como representantes dessa classe, podem ser citadas as
proteinas inativadoras de ribossomos - RIP’s (PEUMANS et al., 2001).

Em 1996, os mesmos autores introduziram a classe superlectinas, que possuem
dois sitios de ligacdo a carboidratos, estruturalmente diferentes e que reconhecem acgucares
ndo relacionados. Um exemplo desse grupo € a lectina de tulipa TXLC-1, que possui
subunidades com um sitio especifico para manose e outro para N-acetil-galactosamina,
atuando de maneira totalmente independente (Figura 12) (VAN DAMME et al., 1996).
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Com o intuito de facilitar o uso de lectinas na glicobiologia, Wu et al. (2009)
classificaram essa moléculas segundo a sua especificidade por estruturas de monossacarideos
e oligossacarideos:

e Lectinas especificas a N-Acetil-galactosamina (GalNAc);

e Lectinas especificas por galactose (Gal) ;

e Lectinas especificas por glicose e/ou manose e oligossacarideos N-ligados;

e Lectinas especificas por N-Acetil-glicosamina e/ou Gal f1—4 GlcNAc;

e Lectinas especificas por L-Fucose, com subgrupos baseados no numero e local de
ligagéo de L-Fuca;

e Lectinas especificas por acido sialico (subgrupos de ligacdo reconhecida por AS).

Podem funcionar como mediadores de informacdo em sistemas biologicos,
realizar interacbes com glicoproteinas, glicolipidios e oligossacarideos (GUPTA, 2010;
GOMES et al., 2010).

4.3 Correlaces estrutura/fungéo

As lectinas representam um grupo de proteinas de grande heterogeneidade
estrutural podendo diferir na composi¢do de aminoacidos, massa molecular aparente, estrutura
e nimero de subunidades e ainda por estarem ou ndo relacionadas a ions metalicos ou cétions
bivalentes (CAVADA, 2001).

Estas moléculas tém sido empregadas largamente no campo da fisiologia,
bioquimica e ciéncias biomédicas. Entretanto, ndo se conseguiu responder de modo claro e
definitivo qual a verdadeira funcdo bioldgica dessas proteinas. Alguns trabalhos tém tentado
trazer aspectos relevantes quanto a este topico (RUDIGER; ROUGE, 1998; 2001; LANNOO;
VAN DAMME, 2010). Mesmo para as lectinas da familia Leguminosae com sequéncias
primarias com alta similaridade ndo podem ser atribuidas fun¢bes comuns, pois alguns
parametros como as especificidades de carboidratos, localizagdo e tempo de produgédo séo
diferentes (CARNEIRO, 2011).

Nas plantas as lectinas possuem fungdes biologicas importantes, como: proteina
de reserva, defesa e comunicagdo (SHARON, 1980; COOK, 1986; VAN DAMME;
PEUMANS et al., 1998). As funces realizadas por estas moléculas nos vegetais sdo vistas

sob duas perspectivas: a lectina interage com fontes externas, agressores ou Simbionte
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(animais, bactérias ou fungos), e outra fungdo na qual a lectina assume um papel fisioldgico
na planta (SHARON; LIS, 1995).

Lectinas com alto grau de similaridade na sequéncia de aminoacidos, estrutura
secundaria e conformacao tridimensional séo encontradas nas plantas da familia Leguminosae
evidenciando assim uma linha taxondmica bem definida (CAVADA et al., 1993; SHARON;
LIS, 1995). Estas lectinas, em geral, s&éo compostas por duas ou quatro subunidades, iguais ou
diferentes e com massa molecular em torno de 25 a 30 kDa. Estas subunidades podem ser
constituidas por um unico esqueleto polipeptidico estabilizado por ligagdes ndo covalentes
tipo pontes de hidrogénio, interacGes hidrofébicas e eletrostaticas podendo ou ndo formar
dimeros canénicos (VASCONCELOS, 2010). As lectinas pertencentes a subtribo Diocleinae
sdo tetrameros compostos por uma mistura de subunidades intactas formadas por uma cadeia
polipeptidica com 237 residuos de aminoacidos e de subunidades fragmentadas, nas quais a
mesma cadeia polipeptidica estd dividida em dois fragmentos (CHRISPEELS et al., 1986).
Um exemplo séo as lectinas ConA e ConBr pertencentes a esta subtribo, que apresentam alta
similaridade estrutural nas sequéncias de aminoacidos. A diferenca na estrutura cristalina
entre ConA e ConBr estd em apenas dois aminoacidos e nenhum dos dois estdo proximos ao
sitio de ligacdo a carboidratos nas duas lectinas. No entanto, esta diferenca faz com que a
estrutura da ConBr seja mais aberta do que a ConA (Figura 12).

Figura 12 - Sobreposicdo de CRD das lectinas ConBr e ConA.

Fonte: VASCONCELOS, 2010. ConBr (Cinza); ConA (Verde); Carbohidrate recognition domain-CRD.
Mostrando diferengas no arranjo espacial dos residuos de aminoécidos que compdem o CRD.

Assim, alguns indicios ddo suporte a hipdtese de que, mesmo pequenas
diferengas, em pontos chaves da estrutura primaria das lectinas filogeneticamente proximas,
levam a um impacto no equilibrio dimero-tetramero podendo ser amplificadas por

oligomerizacdes e com consequéncias bioldgicas importantes (CALVETE et al., 1999).
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4.4 Aplicacoes e funcdes biologicas

As lectinas apresentam uma grande variedade de caracteristicas estruturais e sao
amplamente distribuidas na natureza, ja tendo sido identificadas em fungos, bactérias, insetos
animais, plantas, inclusive em virus (MOREIRA et al., 1991).

Estas moléculas podem estar envolvidas em diversos fenbmenos naturais. Entre
eles, destacam-se os processos de fertilizacdo, embriogénese, migracao celular, formacéo de
orgdos e defesa imunolégica (SHARON; LIS, 2004). O funcionamento improprio destes
processos de reconhecimento celular pode levar ao surgimento de diversas patologias
(SHARON; LIS, 1989).

Quando Nowell (1960) descreveu a atividade mitogénica da lectina de sementes
de Phaseolus vulgaris (PHA) sobre linfocitos humanos, um novo e importante ramo de
pesquisa surgia para a aplicabilidade dessas moléculas em sistemas biologicos. Sobre a
superficie celular existem moléculas de carboidratos na forma de glicoproteinas, glicolipideos
e polissacarideos e essas moléculas participam diretamente em muitos processos celulares. A
investigacdo dos mecanismos envolvidos na interacdo célula-célula passou a ressaltar a
importancia dos carboidratos nos processos bioquimicos, até entdo vistos apenas como
moléculas ricas em energia ou meros elementos prostéticos (CARVALHO, 2008).

Os carboidratos sdo elementos determinantes de reconhecimento em uma grande
variedade de processos biologicos, tanto fisioldgicos quanto patologicos (VARKI, 1993;
SHARON; LIS, 1995). Assim, pelo fato das lectinas muitas vezes detectarem diferencas na
configuracdo dos carboidratos, elas seriam instrumentos poderosos para esta troca de
informacdes entre células.

As possibilidades do uso de lectinas como ferramentas biotecnoldgicas sao
consideradas devido ao grande numero de trabalhos cientificos exibindo atividades bioldgicas
relevantes para essas proteinas (KITADA et al., 2010; KIMBLE et al., 2010; SINGH et al.,
2010; CAO et al., 2010). Dentre as atividades bioldgicas, pode-se ressaltar as lectinas que
apresentam atividade antibacteriana (ALENCAR et al., 2005; HOLANDA et al., 2005;
WONG et al., 2010); outras, comprovam claramente a capacidade de interferir no processo
de formacdo de biofilmes microbianos (TEIXEIRA et al.,, 2006; 2007; OLIVEIRA et
al., 2007; ISLAM et al., 2009; CAVALCANTE et al.,2011).

Uma serie de infecgdes € iniciada por interagdes lectina-carboidrato, como no caso da
adesao celular e fagocitose de Pseudomonas aeruginosa (IMBERTY et al., 2004), Neisseria
gonorrhoeae (SHARON, 2006), Escherichia coli (FIRON et al., 1983), formas
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tripomastigotas de Trypanossoma cruzi (SILBER et al., 2002) e promastigotas de Leishmania
major (SACKS et al., 1985). Muitos destes patdgenos desenvolveram mecanismos de fixagdo
ou adesdo aos tecidos ou células do hospedeiro e esta adesdo é necessaria, ja que, de outra
forma, estes micro-organismos seriam eliminados pelos mecanismos naturais de defesa do
hospedeiro, como o fluxo de ar no sistema respiratorio ou a urina no sistema excretorio
(SHARON; LIS, 1993). Além disso, a adesdo adequada do patdgeno propicia melhor acesso a
fontes nutritivas, facilita a introducdo de substéncias toxicas nos tecidos do hospedeiro e
mesmo a penetracdo do patogeno nestes tecidos (KARLSSON, 1998).

No caso das bactérias, a maioria das lectinas esta disposta na superficie celular, muitas
vezes na forma de multiunidades protéicas denominadas fimbrias ou pili, que se caracterizam
como fibras alongadas expressas em bactérias Gram-negativas (SHARON; LIS, 1989;
SAUER et al., 2000).

Até o inicio da década de 80, somente bactérias que possuiam lectinas especificas
para manose haviam sido identificadas, e estes estudos foram desenvolvidos principalmente
com Escherichia coli (SHARON, 2006). Desde entdo, diferentes cepas de E. coli com
especificidades distintas foram descobertas, como aquelas que colonizam o tecido do trato
urinario ou o tecido nervoso (CARNEIRO, 2011).

Bactérias que possuem lectinas com especificidade por outros aglcares foram em
seguida descritas, como a Neisseria gonorrhoea, que reconhece residuos de N-
acetilgalactosamina (Galb4GIcNAc), e Streptococcus pneumoniae, que tem alta
especificidade pelo pentassacarideo NeuAc(a-3)Galp4GIcNAcB3Galp4Glc (CARVALHO,
2008).
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5 GENERO Croton
5.1 Substancias naturais

O uso de plantas com fins terapéuticos € uma tradicdo milenar presente nas
culturas de varias nac¢Ges constituindo, ainda hoje, um recurso alternativo de grande aceitacéo,
tanto nos centros urbanos, quanto em pequenas comunidades rurais (FENNELL et al., 2004).

Plantas medicinais sdo amplamente utilizadas para tratamento de doencas em todo
0 mundo. Ja em 1985, de acordo com a OMS, cerca de 80% da populacdo mundial tinha
interesse por remédios a base de plantas medicinais (FRANSWORTH et al.,1985). Em 1989,
produtos derivados de plantas estavam representados em 14 de 15 categorias terapéuticas de
preparacdes farmacéuticas que eram recomendadas por profissionais da area médica
formando uma parte importante do sistema de cuidado a saide no mundo ocidental
(PHILLIPSON; ANDERSON, 1989). Estima-se que aproximadamente 75% dos compostos
derivados de plantas biologicamente ativos em uso atualmente no mundo tiveram suas
funcBes identificadas através da verificacdo por parte dos pesquisadores de informacGes da
medicina popular. Desta forma, é de grande valor buscar pesquisar novas drogas baseado no
uso tradicional de plantas (PULLAIAH e MOULALLI, 1977 apud DEVI et al., 2011).

Levando em consideracgéo 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 farmacoldgico, as pesquisas com plantas superiores apresentam-se como
fonte extremante promissora para a descoberta de novas substancias que possam ser utilizados
no tratamento de vérias doencas (ROJAS et al., 2003), principalmente naquelas causados por
mico-organimos resistentes as medidas antimicrobianas atualmente usadas.

Resisténcia antimicrobiana € um fendmeno biolégico natural. Depois de
descobertas cientificas realizadas entre 1930 e 1970, os ultimos 30 anos presenciaram menos
achados na luta contra os “assassinos infecciosos”. O uso de extratos vegetais, bem como
outras formas alternativas de tratamentos médicos, apresentou maior evidéncia nos anos da
década de 1990. As razdes para esse renascimento incluem uma reducdo na descoberta de
novas drogas antimicrobianas no setor farmacéutico, um aumento da resisténcia
antimicrobiana, bem como necessidade de tratamentos para novos patdgenos emergentes
(MAHADY, 2005; SILVA JUNIOR et al., 2009).
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5.2 Consideracdes a respeito da familia Euphorbiaceae e género Croton

A familia Euphorbiaceae pertence a ordem Euphorbiales e subdivide-se em quatro
subfamilias: Phyllanthoideae, Crotonoideae, Poranteroideae e Ricinocarpoideae. Esta familia
compreende em torno de 300 géneros e quase 7.500 espécies presentes principalmente em
regides tropicais (PALMEIRA-JUNIOR, 2006). De acordo com Palmeira Janior (2006), no
Brasil, ocorrem 72 géneros e cerca de 1.100 espécies.

A quimica das plantas da familia Euphorbiaceae ¢ uma das mais diversas, pois
indmeros compostos pertencentes a diferentes classes quimicas tém sido isolados de suas
espécies como, por exemplo, diterpenos, alcaldides, flavonoides e triterpendides além de
cumarinas, glicosideos cianogénicos e taninos (PALMEIRA-JUNIOR, 2006).

O género Croton é um dos maiores da familia Euphorbiaceae, com cerca de 1.300
espécies distribuidas entre as Américas e a Asia sendo 300 destas mais frequentes no Brasil.
Estudos realizados com algumas espécies de Croton tém revelado atividades farmacoldgicas
(PALMEIRA-JUNIOR et al., 2006; SOUZA et al., 2006; COSTA et al., 2007; PERAZZO et
al., 2007; TORRICO et al., 2007; ROCHA et al., 2008; BERTUCCI et al., 2009).

Vérias espécies do género Croton destacam-se por apresentarem uso na medicina
popular, dentre estas, C. nepetaefolius, conhecida popularmente como “marmeleiro sabia”,
“marmeleiro cravo” ou “marmeleiro de cheiro”, uma planta aroméatica endémica do nordeste
brasileiro, tem o seu 6leo essencial utilizado como estomaquico, carminativo e no tratamento
de cdlicas intestinais (ABDOM, 2002).

Linnaeus em 1753 descreveu 13 espécies de Croton da Asia e Africa na primeira
edicdo de Species Plantarum. Depois, 0 género ja recebeu atencdo de diversos estudiosos
destacando-se Webster (1992, 1993, 1994, 2001), que prop6s a classificacdo infragenérica
mais recente para o género (SILVA; SALES; CARNEIRO-TORRES, 2009).

O género apresenta dificil classificacdo Taxondmica atribuida ao seu elevado
namero de espécies, problemas de delimitacdo especifica, de nomenclatura e polimorfia de
seus representantes (WEBSTER, 1993). Novos taxons de Croton tém sido propostos para o
Brasil desde a revisdo de Muller (1873), em trabalhos esparsos, tornando ainda mais confusa a

taxonomia do género, dificultando especialmente a identificagdo (ANGELICO, 2011).
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5.3 Constituintes quimicos e atividade biolédgica do 6leo essencial de espécies de Croton

Nos ultimos anos, tem se verificado um grande avanco cientifico, envolvendo os
estudos quimicos e farmacoldgicos de plantas, visando obter novos compostos com
propriedades terapéuticas (FILHO; YUNES, 1998). Neste sentido, dentre os agentes
terapéuticos provenientes de plantas destacam-se o0s 0leos essenciais, também denominados
de 6leos volateis ou Oleos etéreos.

Os oOleos essenciais do ponto de vista quimico sdo misturas complexas de
substancias volateis, lipofilicas, geralmente odoriferas e liquidas. S&o extraidos de diversas
partes das plantas (flores, inflorescéncias, sementes, folhas, gravetos, cascas, frutos e raizes)
por processos especificos; sdo dotados de aroma quase sempre agradavel, incolores quando
recentemente extraidos ou ligeiramente amarelados de aparéncia oleosa. Tém como
caracteristica principal a volatilidade, que os difere dos 0Oleos fixos que sdo misturas de
substancias lipidicas obtidas geralmente de sementes (SIMOES et al., 2007). Essas
denominacdes derivam de algumas de suas caracteristicas fisico-quimicas, como por exemplo,
a de serem geralmente liquidos de aparéncia oleosa a temperatura ambiente advindo dai a
designacéo de 6leo.

Oleos volateis sdo definidos como substancias obtidas de orgdos de espécies
vegetais através de destilacao por arraste com vapor d’agua, bem como as substancias obtidas
por expressdo dos pericarpos de frutos citricos. Também podem ser chamados de dleos
essenciais, 6leos etéreos ou esséncias (Figura 13).

Outra caracteristica importante é o aroma agradavel e intenso da maioria dos 6leos
volateis, sendo por isso demominados esséncias. Eles também sdo solGveis em solventes
organicos apolares, como éter, recebendo, por isso, a denominacdo de 6leos etéreos ou, em
latim, aetheroleum. Em agua, os éleos volateis apresentam solubilidade limitada, mas
suficiente para aromatizar as solugdes aquosas, que sdo denominadas hidrolatos.

Seus constituintes variam desde hidrocarbonetos terpénicos, alcoois simples e
terpénicos, aldeidos, cetonas, fendis, ésteres, éteres, oxidos, peroxidos, furanos, acidos

organicos, lactonas, cumarinas (SIMOES et al., 1999).
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Figura 13 — Diversidade estrutural de constituintes volateis de 6leos essenciais.

OCH 4 H

Fonte: Proprio autor.

A importancia do estudo de Gleos essenciais estd relacionada as suas inimeras
aplicagdes, dentre as quais detacam-se, por exemplo, func¢des ecoldgicas, especialmente como
inibidores de germinacdo, protecdo contra predadores e polinizadores; utilizacdo na industria
de alimentos (codimentos e aromatizantes) e cosméticos (perfumes e produtos de higiene) e
por suas propridedes terapéuticas (SIMOES et al., 1999).

As espécies de Croton tém sido largamente estudadas em relagdo aos seus
constituintes volateis e ndo volateis. Muitas espécies sdo produtoras de um grande nimero de
substancias pertencente as classes dos alcaldides, fenilpropandides e terpendides (RANDAU
et al., 2004). Estudos fitoquimicos realizados com algumas espécies de Croton de ocorréncia
brasileira tém proporcionado o isolamento de 109 compostos pertencentes as mais variadas
classes estruturais tais como diterpenos (35,6%), alcaldides (24,8%) flavonoides (12,8%) e
triterpenos (11%) (TORRES, 2008).

Os fenilpropandides, como anetol e derivados do eugenol, comuns nos dleos de
erva-doce, cravo e manjericdo tém sido relatados como os principais componentes dos 6leos

essenciais de espécies de Croton encontradas em diferentes partes do mundo, como por
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exemplo, C. zehntneri e C. nepetaefolius, no Brasil (MORAIS et al., 2006); C. molambo e C.
cuneatus na Venezuela (SUAREZ et al., 2005); C. pseudonivenus e C. suberosus no México
(PEREZ-AMADOR; MONROQOY; BUSTAMANTE, 2007).

Estudo realizado com oOleo essencial extraido de diferentes partes de C.
blanchetianus (folhas, flores, raizes e cascas do lenho) coletadas em diferentes regifes do
estado do Cearda, em diferentes horas do dia, possibilitou investigar e identificar 32 compostos
dentre os quais B-felandreno (20,4%) nas folhas, biciclogermacreno (29,1%) nas flores e
(17,7%) nas folhas, B-elemeno (17,8%) nas flores e (22,0%) nas cascas do caule, cipereno
(14,2%) nas raizes e germacreno D (12,8%) nas cascas do caule sendo os constituintes
majoritarios (DOURADO; SILVEIRA, 2005).

Avaliando a atividade antinociceptiva do O6leo essencial das folhas de C.
blanchetianus Santos et al.,, (2005) obtiveram resultados promissores e ainda
conseguiram identificar 11 compostos majoritarios, dentre eles podem ser citados:
biciclogermacreno (10,2%), cis-calameneno (10,8%) e guaiazuleno (8,3%)

Na espécie C. nepetaefolius foram identificados como constituintes majoritarios o
1,8 cineol (37,5%), o B-cariofileno (23,0%) e o y-elemeno (12,0%) (CRAVEIRO et al.,
1980). A composicdo do Oleo essencial das cascas de C. aubrevillei e folhas de C.
zambesicus foram estudadas por Menut (1995) que constatou que em ambas as espécies
possuem 0S mesmos constituintes majoritarios, porém em proporcdes diferentes: linalol,
34,6% e 9,9%, p-cariofileno 11,9% e 9,9%, respectivamente.

As atividades biologicas sdo investigadas utilizando tanto 6leo essencial como
extratos ou fracOes, principalmente as constituidas de alcaldides e compostos fendlicos. O
diterpeno clerodano trans-desidrocrotonia (DCTN), isolado de C. cajucara, apresentou
diversas atividade como hipoglicémica, hipolipidémica, antigenotdpica, antiulcerogénica,
antitumoral, antiinflamatoria e antinociceptiva, antiestrogénica e cardiovascular (COSTA et
al., 2007). Em ensaios com flavondides extraidos dessa mesma espécie também foi
observada atividade antiinflamatoria e antioxidante (NARDI et al., 2007). Analises quimicas
realizada por Fontenelle et al., (2008) mostraram que C. nepetaefolius tem metil-eugenol
(15,7%) e biciclogermacreno (14,1%) como principais constituintes, enquanto que o0s
principais constituintes C. argyrophylloides s&o espatulenol (20,3%) e biciclogermacreno
(11,7%), e os de C. zehntneri sdo estragol (72,9%) e anetol (14,3%).

O dleo essencial de C. zenhteneri apresenta atividade antifungica (FONTENELLE

et al., 2008). Essa atividade pode ser atribuida ao estragol principal constituinte e/ou anetol,
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que ja& demonstraram propriedades antifungicas contra Aspergillus parasiticus (SINGH et
al., 2006).

Os principais constituintes identificados no 6leo essencial extraido das folhas de
C. palanostigma foram linalol (25,4%), (E)-cariofileno (21,0%), metileugenol (17,2%) ¢ B-
elemeno (6,0%). Ja o 6leo da casca do tronco C. palanostigma mostrou atividade larvicida
com CL50, 3,71 + 0,01 mg.mL™), podendo ser cosiderado altamente téxico (BRASIL et
al., 2009), pois quanto menor o valor de CL50 maior a atividade bioldgica.

Acredita-se que em torno de duas mil plantas brasileiras sejam usadas como
remédios naturais pela populacdo. O Ministério da Saude possui atualmente uma lista com 71
nomes de plantas medicinais de interesse do Sistema Unico de Saude (SUS), dentre estas se
incluem duas espécies do género Croton, C. zenhtneri e C. cajucara
(http://portal.saude.gov.br/portal/arquivos/pdf/RENISUS.pdf),  trazendo  assim  maior

relevancia a estudos que possam evidenciar cientificamente sua eficacia e aplicabilidade.

5.4 Atividade antibiofilme de 6leos essenciais e seus constituintes

Extratos e 6leos extraidos de plantas tém sido usados para uma grande variedade
de objetivos por séculos (JONES, 1996). Esses objetivos variam desde uso de jacaranda e
cedro em perfumaria, adi¢do de sabor em bebidas com éleo do limdo (LAWLESS, 1995), e
ainda, preservacdo de alimentos armazenados (MISHRA; DUBEY 1994). Em particular, a
atividade antimicrobiana de Oleos e extratos de plantas tem formado a base de muitas
aplicacdes, incluindo conservacdo de alimentos crus e processados, produtos farmacéuticos,
medicina alternativa e terapias naturais (REYNOLDS 1996; LIS-BALCHIN; DEANS, 1997).

Em 2008, Silva e colaboradores investigaram a acdo antimicrobiana e a inibicédo
de aderéncia in vitro do extrato hidroalcodlico de Rosmarinus officinalis Linn. (alecrim) sobre
cepas padrdo de Streptococcus mitis ATCC 98811, Streptococcus sanguinis ATCC 10556,
Streptococcus mutans ATCC 25175, Streptococcus sobrinus ATCC 27609 e Lactobacillus
casei ATCC 7469. Nesse estudo, o extrato de Rosmarinus officinalis Linn. foi efetivo na
inibicdo de aderéncia de S. mitis ATCC 98811, S. mutans ATCC 25175 e S. sobrinus ATCC
27609, podendo ser utilizado em futuros testes na inibi¢ao da formacéo de biofilmes.

O uso de 6leos essenciais como agentes antimicrobianos tem sido descrito desde
muito tempo (MARTINDALE, 1910 apud ALVIANO et al.,2005) e, no caso especifico de
micro-organismos orais, enxaguatérios bucais contendo 6leos essenciais tém se mostrado

benéficos, e com componentes seguros para uso na rotina diaria de higiene oral (CLAFFEY,
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2003), precisando de mais estudos para melhor entender seu espectro de acdo frente a estes
micro-organismos (ALVIANO et al.,2005).

Como ja& mencionado anteriormente, biofilmes sdo muito mais resistentes a
agentes antimicrobianos do que as células plancténicas (PARSEK; SINGH, 2003). Cloragédo
de um biofilme geralmente ndo € bem sucedido porque o biocida mata apenas as bactérias no
exterior biofilme, deixando os micro-organismos saudaveis dentro das camadas internas
(DUNNE, 2002). Além disso, 0 uso repetido de agentes antimicrobianos em biofilmes pode
selecionar micro-organismos resistentes a drogas. Neste contexto, novos agentes que podem
inibir o crescimento de micro-organismos associados a biofilmes sdo muito necessarios no
sentido de aumentar o nimero de alternativas terapéuticas eficazes (ALVIANO et al., 2005) .

Agentes antibacterianos usados na prevencdo e tratamento de doencas orais,
incluindo cloreto cetilpiridinio, clorexidina, aminas fluoretadas ou produtos contendo tais
agentes podem apresentar efeitos indesejados tais como manchamento dental ou, no caso do
etanol, comumente encontrado em enxaguatérios, relacdo com o desenvolvimento de cancer
oral (KNOLL-KOHLER; STIEBEL, 2002; NEUMEGEN; FERN, 2005; RODRIGUES et al.,
2007; LACHENMEIER, 2008; MCCULLOUGH; FARAH, 2008;). Assim, a busca por
produtos alternativos e fitoquimicos isolados de plantas usados na medicina tradicional é
considerada boa alternativa em detrimento de drogas sintéticas (PRABU et al., 2006).

Em particular, extratos de plantas medicinais que tem demonstrado inibir o
crescimento de patdgenos orais, reduzir o desenvolvimento da placa dental, influenciar adesdo
bacteriana a superficie dental e reduzir os sintomas das doencas orais (PALOMBO, 2011).

Poucos sdo os relatos da literatura no que concerne a atividade antibiofilme de
6leos essenciais ou seus isolados sobre biofilmes de patégenos relacionados a doengas orais.
Millezi e colaboradores (2010) relataram atividade de detergentes sanificantes a base de C.
citratus e T. vulgaris sobre biofilmes de Aeromonas hydrophila, microrganismo relacionado a
contaminacdo de alimentos, havendo reducdo no nimero de células viaveis presentes nestas
comunidades submetidas as substancias em teste.

O Brasil possui grande potencial para o desenvolvimento de produtos naturais
aplicados, inclusive, a Odontologia e mais especificamente na tentativa de minorar as
consequéncias da instalagdo de doengas orais biofilme-relacionadas. Destarte, 0 uso de plantas
medicinais vinculando o conhecimento tradicional e tecnologia para validar cientificamente
este conhecimento pode tornar-se uma opc¢édo eficaz no tratamento da cérie dental quando

houver necessidade de medidas de maior abrangéncia.
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6 SINERGISMO
6.1 Definicéo

O primeiro relato de acdo sinérgica de compostos com atividade antimicrobiana
data de 1947. Dessa data até os dias atuais, outros estudos foram realizados com o objetivo de
obter a acdo combinada de compostos com sitios-alvo diferentes, apresentando maior eficacia
com toxicidade inferior ou semelhante as drogas isoladas (SILVA et al., 2011).

Uma estratégia para sobrepor os mecanismos de resisténcia bacteriana é o uso de
combinacBes de drogas com Varios extratos de plantas, os quais exibiram atividade sinérgica
frente aos micro-organismos (HEMAISWARYA; KRUTHIVENTI; DOBLE, 2008).

As moléculas oriundas dos vegetais normalmente tem atividade antibidtica muitas
ordens de magnitude menor que os antibioticos comumente usados frente a bactérias e fungos.
A despeito do fato de que antibidticos derivados de plantas sejam menos potentes, plantas
combatem infeccbes de forma bem sucedida. Assim, parece que as plantas adotam
paradigmas diferentes (sinergismo) para combater infec¢bes (SILVA et al.,2011).

Sinergismo tem sido definido como fendmeno onde dois compostos diferentes séo
combinados com o objetivo de aumentar sua atividade individual. Se a combinacdo resultar
em efeito de pior atividade comparado a acao individual de cada substancia é denominado de
antagonismo; efeitos menores que sinergismo, mas ndo considerados antagonismos Sao
denominados efeitos aditivos ou indiferentes (RANI et al., 2009).

O efeito sinérgico de duas substdncias pode ser mensurado através da
concentracdo inibitéria fracional (CIF), que pode ser calculado de acordo com a seguinte
férmula: CIF da droga A (CIM da droga A combinada /CIM da droga A sozinha) + CIF da
droga B (CIM da droga B combinada /CIM da droga B sozinha) (SILVA et al., 2011). Dessa
forma, definiram sinergismo como indice CIF < 0.5; atividade aditiva indice 0,5 < CIF < 2;
indiferenca indice 2 < CIF < 4 e antagonismo indice CIF > 4 (LORIAN, 2005).

De acordo com o dicionario medico Mosby (2008), sinergia farmacoldgica ou
sinergismo € a juncdo da acdo de duas (ou mais) moléculas (drogas) de tal maneira que uma
aumente a acdo da outra para produzir melhor efeito do que aquele obtido com qualquer
quantidade segura destas moléculas sozinhas. Potencializacdo, outro termo usado na
farmacologia é uma agéo sinérgica de duas drogas dando simultaneamente melhor efeito do
que cada droga em separado (GERTSCH, 2011).
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6.2 Sinergismo frente a infec¢bes bacterianas

O valor terapéutico de interacdes sinérgicas € conhecido desde a antiguidade. O
sistema de cura de muitas culturas permanece ligado ao principio da crenca de que terapias
combinadas podem aumentar a eficacia do tratamento (VAN VUUREN; VILJOEN, 2011).

O conceito de sinergia antimicrobiana € baseado no principio de que a
combinacdo e a formulacdo podem aumentar a eficacia, reduzir a toxicidade, diminuir os
efeitos colaterais, aumentar a biodisponibilidade, diminuir a dose e reduzir a possibilidade de
resisténcia antimicrobiana (LI; SCHENTAG; NIX, 1993; INUI et al.,, 2007; COTTAREL;
WIERZBOWSK, 2007). Novas combinagfes antibidticas incluindo combinagGes de produtos
naturais recentemente tém se tornado prioridade nas pesquisas (VAN VUUREN e VILJOEN,
2011).

O desenvolvimento de resisténcia antibidtica pode ser natural ou adquirida, e pode
ser transmitida entre espécies bacterianas semelhantes ou diferentes. A resisténcia natural
pode ser advinda de mutacdo genética espontdnea e a resisténcia adquirida através da
transferéncia de fragmentos de DNA de uma bactéria para outra (MURRAY; ROSENTHAL,;
PFALLER, 2010).

Uma estratégia para sobrepor os mecanismos de resisténcia bacterianos é o uso de
combinagdes de drogas. Inibidores de B-lactamases sdo bem conhecidos e s&o ministrados
com antibidticos como co-droga. A estratégia mais bem sucedida para superar a resisténcia
bacteriana pela producdo de penicilinase tem sido o uso de acido clavulanico com as drogas
tazobactam e sulbactam (LEE, YUEN; KUMANA, 2003). Os metabdlitos secundarios de
plantas sdo boas fontes para terapias combinadas. Como demonstrado na figura 14, existem
muitos fitoquimicos que agem nos mecanismos bacterianos de multi-resisténcia.

O uso de combinacgdes de extratos de plantas ndo é apenas observado em terapia
antinfecciosa, mas também pode ser visto no tratamento de varias desordens incluindo céncer,
HIV, osteoartrite e hipertensdo (WILLIAMSON, 2001).

Alguns estudos tém explorado a combinacdo de drogas sintéticas com 0leos
essenciais de forma a avaliar a eficacia antimicrobiana. Um destes estudos observou um efeito
sinérgico entre o antifungico cetoconazol e o latex de Euphorbia characias cujo efeito
antifungico foi substancialmente aumentado (GIORDANI et al., 2001).
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Figura 14 - Metabolitos secundarios de plantas como modificadores dos mecanismos de resisténcia multi-drogas.
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Fonte: HEMAISWARYA; KRUTHIVENTI; DOBLE, 2008. (A*) Corilagin, telimagrandin I,
diterpeno 416 e componente P inibem PBP 2% um receptor modificado; (B*) EGCg inibe a -
lactamase; (C*) timol, carvacrol, &cido galico aumentam a permeabilidade da membrana externa; e
(D*) EGCg 5’-metoxihidnocarpina, reserpina, acido carnosico e derivados do isopiramano inibem

as bombas de efluxo. Droga antibidtica O; Receptor = ; receptor modificado V; bomba

de efluxo L] ; enzima ”'{'f'" ; degradacdo da droga f:}

A predicdo precisa do sinergismo entre drogas comerciais ou entre uma droga e
um produto natural baseado nos resultados de testes in vitro é crucial na determinagdo do
potencial de uso clinico da combinagdo de substancias. Alguns métodos sdo utilizados como
detectores de atividade sinérgica, no entanto, o0 método de curva de tempo de morte é um dos
mais usados e de mais facil aplicacdo (WHITE et al., 1996). Sinergismo, neste caso, é
definido como um decréscimo de 100 vezes ou mais na contagem de colbnias pela
combinacdo dos agentes em teste quando comparado com suas atividades individuais
(SAIMAN, 2007).
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7.1 Objetivo geral

Investigar a potencialidade de compostos vegetais como insumos biotecnoldgicos

a serem aplicados no controle e tratamento da cérie dental.

7.2 Objetivos especificos

Verificar o efeito das lectinas de sementes de Canavalia ensiformis, Canavalia
brasiliensis, Canavalia maritima, Canavalia gladiata e Canvalia boliviana, no
crescimento bacteriano de Streptococcus mutans ATCC UA 159, e S. oralis ATCC
10557.

Verificar a possivel interferéncia das lectinas das sementes de Canavalia ensiformis,
Canavalia brasiliensis, Canavalia maritima, Canavalia gladiata e Canvalia boliviana
na formacdo de biofilmes monoespecifico de Streptococcus mutans ATCC UA 159 e
S. oralis ATCC 10557 em superficies cobertas por saliva.

Analisar a relacdo entre a estrutura das lectinas das sementes de Canavalia ensiformis,
Canavalia brasiliensis, Canavalia maritima, Canavalia gladiata e Canvalia boliviana
e suas possiveis fungdes bioldgicas sobre o crescimento planctdnico e dos biofilmes
monoespecificos de Streptococcus mutans ATCC UA 159 e S. oralis ATCC 10557.
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As lectinas selecionadas para testes estdo descritas na quadro 2, assim como sua
especificidade por carboidratos, siglas e referéncia metodoldgica. As etapas da pesquisa
relacionada ao isolamento e purificacdo das lectinas foram realizadas no Laboratério de
Moléculas Biologicamente Ativas (BIOMOL — LAB), do Departamento de Bioguimica e
Biologia Molecular do Centro de Ciéncias da Universidade Federal do Ceara, por meio de
diferentes técnicas cromatograficas.

Quadro 2 - Espécies utilizadas para o isolamento das lectinas selecionadas para os experimentos e sua
especificidade por carboidrato, siglas e referéncia da metodologia utilizada.

Especificidade
Espécie Sigla por Referéncia
carboidratos
] e ] MOREIRA;
Canavalia brasiliensis '
ConBr Glicose/Manose CAVADA. 1084,
Canavalia ensiformis ConA Glicose/Manose ~ MOREIRA et al., 1984,
Canavalia maritima ConM Glicose/Manose PEREZ, et al., 1991.
Canavalia gladiata CGL Glicose/Manose WONG:; NG, 2005.
Canvalia boliviana ConBol Glicose/Manose MOURA, et al., 2009.

8.2 Cepas bacterianas e condicdes de cultivo

Streptococcus mutans UA 159 e Streptococcus oralis ATCC 10557 foram
utilizadas para realizacéo dos testes nesta etapa experimental.

As cepas foram mantidas em Brain Heart Infusion (BHI) caldo com glicerol
(20%) a -80 °C. Para realizacdo dos experimentos uma aliquota de 100 pL foi inoculada em
10 mL de BHI caldo e crescida em estufa com 10% de CO, a 37 °C por 24 horas. Ap6s essa
ativacgdo inicial, a cultura foi renovada em mais 10 mL de BHI caldo esterilizado com in6culo
de 100 pL e crescida nas mesmas condi¢des descritas acima por 18 horas. Essa renovagao foi

feita para obter um microrganismo com melhor condicéo de crescimento e desenvolvimento.

8.3 Preparacao das solucdes de lectina
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As lectinas foram pesadas, solubilizadas em &gua e deixadas sob agitacdo em
rotacao lenta por 24 horas para favorecer sua dissolugao. Em seguida, foram filtradas em filtro

MiliPore® 0,22 pm de porosidade e armazenadas a 20 °C.

8.4 Verificagdo do efeito das lectinas do género Canavalia no crescimento bacteriano
(CAVALCANTE et al., 2011)

Apds o crescimento bacteriano, a cultura foi centrifugada a 1500 g por 20 minutos
a 4 °C, lavada duas vezes com NaCl 0,9 % e a concentracéo celular ajustada para 10°-10°
unidades formadoras de colénias/mL (UFC/mL). As solucGes de lectinas foram preparadas
antes da montagem da placa, em concentracGes que variaram de 500 pg/mL a 15 pg/mL e
incubadas em conjunto com as bactérias selecionadas por um periodo de 6 horas, com 10% de
CO, a 37 °C, sem caldo de cultura para evitar possiveis ligacdes das lectinas a carboidratos
disponiveis no meio.

A montagem das placas de poliestireno (BD Falcon®) de fundo “U” com 96
pogos foi feita adicionando-se 200 pL de caldo BHI em cada pogo ¢ 4 pL da solugdo
lectina/bactéria previamente incubadas em cada concentracdo. O controle utilizado foi solucdo
NaCl 0,9%, o que representa o crescimento normal das bactérias. Depois da montagem das
placas, foi realizada uma leitura inicial, e outras leituras em comprimento de onda de 620 nm
(DOg20 NM) em leitor de ELISA (BioTrak Il - Plate Reader®) apés 12, 18 e 24 horas de
incubacdo a 37 °C, com 10% de CO,.

8.5 Verificacdo da possivel interferéncia das lectinas do género Canavalia na inibicédo da
formacéao de biofilmes em superficies cobertas por saliva

8.5.1 Coleta e processamento da saliva

A saliva foi coletada e processada de acordo com o protocolo definido por
Guggenheim e colaboradores (2000). Resumidamente, a saliva total ndo estimulada foi
coletada durante 1 hora, durante varios dias, de voluntarios com idade entre 20 e 40 anos, que
assinaram previamente um termo de consentimento livre e esclarecido (NUmero de aprovacgao
no Comité de Etica da Universidade Estadual Vale do Acarai 217-CONEP/CNS/MS) pelo
menos 1 hora ap0s comer, beber ou realizar higiene oral. As amostras de saliva foram

coletadas em tubos de polipropileno de 50 mL e mantidas em banho de gelo ou congeladas a -
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20°C. Ap0s a coleta total de 500 mL as amostras foram unidas, homogeneizadas e entéo
centrifugadas (30 minutos, 4°C, 27000 g); o sobrenadante foi pasteurizado (60°C, 30 minutos)
e centrifugado novamente em tubos esterilizados. O sobrenadante resultante foi aliquotado e
armazenado a -80°C. A eficiéncia do processo foi verificada através de plagueamento da
saliva processada em BHI &gar; apos 72 horas a 37°C nenhuma UFC foi observada nas placas
incubadas.

8.5.2 Ensaio de interferéncia na formacéo de biofilme (quantificacdo da biomassa)
(CAVALCANTE et al., 2011)

Para a montagem das placas de poliestireno de fundo chato com 96 pocos, 200 pL
da saliva processada foram adicionados a cada poco e mantidas sob agitacdo por 2 horas
(Orbital Shaking Incubator Board MA-420-Marconi®) a 37 °C. Em seguida a saliva foi
removida e 200 pL da solucdo de lectinas a 100 ou 200 pg/mL e controle de Bovine serum
albumin (BSA) 200 pg/mL foram adicionados por 2 horas a 37 °C. Apds esse periodo, as
solucdes foram removidas dos pocos e 200 pL de suspensdo bacteriana ajustada na
concentracdo de 10°-10®° UFC/mL foram colocados por 2 horas. Na sequéncia, a solucéo
bacteriana foi removida e 200 pL de BHI caldo esterilizado com 5% de sacarose foi
adicionado e as placas incubadas a 37 °C, 10% de CO,. Cada passo do protocolo experimental
foi seguido por uma lavagem com 200 pL de NaCl 0,9 %. Como controle foi utilizado BSA
(SANTI-GADELHA et al., 2006) para que fosse observada a acdo de uma proteina sem acéao
antimicrobiana ao meio.

Apo0s incubacdo por 12, 20 e 24 horas a 37 °C com 10% de CO,, o meio foi
removido das placas de microtitulacdo. As células plancténicas remanescentes foram
removidas por lavagem cuidadosa com agua. Os biofilmes aderidos aos pocos foram fixados
com formalina (37%, diluida de 1:10) mais acetato de sodio 2% por 15 minutos, e corados
com 200 pL de cristal violeta 0,1% por 15 minutos a temperatura ambiente. Ap6s duas
lavagens com agua destilada, o corante remanescente foi removido com 100 pL de etanol
95%. As placas foram, entdo, postas em agitacdo por 5 minutos para favorecer o
desprendimento do corante no etanol. A formacao dos biofilmes foi quantificada por meio da
mensuracdo da densidade Optica a 595 nm em leitor de placas ELISA (BioTrak Il - Plate
Reader®) (O’TOOLE; KOLTER, 1998). Um total de 10 réplicas por bactéria e para cada
concentracdo foi montada em trés experimentos separados totalizando trinta réplicas de cada

situacdo experimental (12, 20 e 24 horas de incubacéo).
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8.6 Analise da relacdo entre a estrutura de lectinas do género Canavalia e suas funcdes

bioldgicas

Coordenadas atbmicas para a estrutura cristalina das lectinas do Protein Data
Bank (PDB) foram usadas para comparar o desenho do sitio de ligacdo a carboidratos das
lectinas selecionadas no estudo de inibi¢cdo de crescimento bacteriano e relacionado com a
atividade biologica. Os codigos do PDB para as proteinas usadas na analise foram: para
Canavalia gladiata (PDB codigo 1WUV) (DELATORRE et al., 2007), Canavalia maritima
(PDB co6digo 2CWM) (GADELHA et al., 2005), Canavalia ensiformis (PDB codigo 1JBC)
(SUMNER; HOWELL, 1936 apud SHARON, 2007), Canavalia brasiliensis (PDB codigo
3JU9) (MOREIRA; CAVADA, 1984) e Canavalia boliviana (MOURA et al., 2009). As
analises estruturais foram realizadas usando PyMol (DELANO, 2002).

8.7 Analise estatistica

Trata-se de uma pesquisa quantitativa em que os experimentos foram realizados
em trés repeticdes independentes com 10 réplicas cada uma. Os resultados foram
demonstrados através de graficos; a diferenca entre as médias dos experimentos foi verificada
através da aplicacdo do teste One-way ANOVA com Bonferroni pés teste, executados com o
auxilio do programa GraphPad Prism® San Diego California USA. Foram considerados

estatisticamente significativos valores de p<0,01.
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9 RESULTADOS E DISCUSSAO - PARTE |

As mensuracdes do crescimento bacteriano foram realizadas para as lectinas nas
concentracdes de 15,6 pg/mL a 500 pg/mL e para o controle (NaCl 0,9 %). A concentracédo
500 pg/mL foi selecionada devido a diferenca estatistica comparada ao controle. As outras
concentrag0es foram avaliadas, no entanto, ndo demostraram diferenca estatisticamente

significativa comparada ao controle.
Para S. mutans, ConBol, ConBr e ConM apresentaram uma atividade inibitdria

comparada ao controle (Figura 15 A, B e C) e CGL e ConA estimularam o crescimento desta

bactéria comparado ao controle (Figura 15 D e E).

Figura 15 - Grafico de barra dos diferentes tempos de crescimento de S. mutans sob o efeito de lectinas.
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(A) ConBol; (B) ConBr; (C) ConM; (D) CGL; (E) ConA.*P<0,01 relacionado ao controle de NaCl
0,9%. (1) NaCl1 0,9% () Lectina 500 pg/mL.

Os testes das mesmas lectinas frente ao S. oralis demonstraram que ConBol,
ConBr e CGL (Figura 16 A, B e D) estimularam o crescimento bacteriano comparado ao
controle. ConM mostrou marcante estimulacdo do crescimento (Figura 16 C). Quando ConA

foi avaliada nenhuma acéo diferente do controle foi observada (Figura 16 E).

Figura 16 - Gréfico de barra dos diferentes tempos de crescimento de S. oralis sob o efeito de lectinas.
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(A) ConBol; (B) ConBr; (C) ConM; (D) CGL,; (E) ConA. .*P<0,01 relacionado ao controle de NaCl
0.9%. ([J)NaCl10,9% () Lectina 500 pg/mL.

Quando se avaliou o efeito das lectinas sobre a formagdo dos biofilmes de S.
mutans e S. oralis em superficies cobertas por saliva observou-se que ConBol e ConA
inibiram a formacdo do biofilme de S. mutans na concentracdo de 100 pg/mL e ConM
demonstrou 0 mesmo efeito nas concentragdes de 100 e 200 pg/mL (Figura 17 A, C e E).
Nenhum efeito foi observado nos testes com ConBr e CGL (Figura 17 B e D). Nenhum
estimulo ou inibicdo foi encontrado nos biofilmes de S. oralis (Figura 18 A a E). Para os
biofilmes, os testes estatisticos foram realizados comparando-se 0s grupos de lectinas ao

controle de BSA.
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Figura 17 - Gréafico de barra dos biofilmes de S. mutans em diferentes tempos de crescimento sob o efeito de

lectinas.
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O controle foi BSA 200 pg/mL. (A) ConBol; (B) ConBr; (C) ConM; (D) CGL; (E) ConA.*p<0,01
relacionado ao BSA 200 pg/mL. Legenda: ( [ ) BSA 200 pg/mL

( mm)Lectina 200 pg/mL.

(7 ) Lectina 100 pg/mL
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Figura 18 - Grafico de barra dos biofilmes de S. oralis em diferentes tempos de crescimento sob o efeito de
lectinas.
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O controle foi BSA 200 pg/mL. (A) ConBol; (B) ConBr; (C) ConM; (D) CGL; (E) ConA.*p<0,01 relacionado
a0 BSA 200 pg/mL. Legenda: (1) BSA 200 pg/mL (C1) Lectin 100 pg/mL (Il )Lectin 200 pg/mL.

Nas analises de estrutura versus funcao bioldgica das lectinas nos testes realizados
verificou-se nos ensaios de inibicdo do crescimento bacteriano na forma plancténica que S.
mutans foi inibido por ConBol, ConBr, e ConM, enquanto ConA e CGL estimularam seu
crescimento comparado ao controle. O sitio de ligacdo a carboidratos dessas lectinas € muito
similar e diverge discretamente entre ConA e CGL,; esta divergéncia estd principalmente
relacionada as distancias entre as cadeias laterais dos aminoacidos que compdem o dominio
de reconhecimento a carboidratos. A principal diferenca observada no CRD foi uma redugéo
na profundidade do sitio (Arg228-Tyr12 e Arg228-Asnl4) e da abertura (Tyrl00 — Tyrl2 e
Tyrl2 — Tyrl4) (Figura 19). A abertura e profundidade do CRD permite distinguir dois
grupos de lectinas de Canavalias de acordo com sua ac¢éo frente ao S. mutans; o grupo com
acao inibitoria formado por ConBol, ConBr e ConM e 0 grupo com acdo estimulatdria
formado por ConA e CGL.
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Figura 19 - Comparacdo dos sitios de ligagdo a carboidratos entre CGL e ConM.

Fonte: Prérpio autor. CGL (lectina estimulatéria para S. mutans - azul) e ConM (lectina inibitéria
para S. mutans - verde).

O primeiro relato de acdo inibitdria de peptideos frente a micro-organismos data
de 1942, e refere-se a uma proteina obtida do trigo (BALLS, et al., 1942). Lectinas em plantas
superiores tem funcdo de defesa frente a agentes patogénicos como bactérias e fungos através
do reconhecimento e imobilizacdo dos agentes microbianos infectantes através de ligacéo,
assim, prevenindo a subsequente multiplicacdo e colonizacao da planta hospedeira (ETZLER,
1986). A inibicdo do crescimento de bactérias e fungos por lectinas, tal como a de
Amaranthus, ja foi relatada anteriormente na literatura (DE BOLLE, et al., 1996).

A determinacdo da atividade antimicrobiana seguiu os parametros metodoldgicos
propostos pelo CLSI, que sugere que nas concentracdes utilizadas e nas condi¢Bes testadas,
apenas ConBol, ConBr e ConM tiveram um efeito inibitério a 500 pg/mL frente ao S.
mutans. CGL e ConA tiveram efeito estimulatério frente a esta bactéria. No entanto, nestes
testes com S. oralis todas as lectinas, exceto ConA, tiveram efeito estimulatério na mesma
concentracdo, 500 pg/mL.

As concentracOes usadas sdo consideradas altas comparadas as usadas em estudos
similares (LIAO et al., 2003; SANTI-GADELHA et al., 2006; OLIVEIRA et al., 2007
OLIVEIRA et al.,, 2008). No entanto, Liao e colaboradores (2003), ao testar a acao
antimicrobiana de lectinas de plantas e algas marinhas usaram concentragdes entre 102 e 800
png/mL e encontraram que ConA e WGA de plantas terrestres ndo inibiram nenhum dos

vibrios analisados.
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Os presentes resultados mostram que ConM foi capaz de inibir o crescimento do
S. mutans, o que pode ser atribuido a possiveis danos ocorridos na membrana celular. Santi-
Gadelha e colaboradores (2006) mostraram através de microscopia eletrénica a presenca de
poros e ruptura severa da membrana bacteriana de Gram-positivas a demonstrar forte
atividade antimicrobiana e apontando um possivel mecanismo de inibicdo do crescimento
bacteriano pela acdo de lectinas. Esses poros formados na membrana permitem a saida do
conteudo celular (TERRAS et al., 1993; OLIVEIRA et al., 2008).

Os sitios de ligagdo a carboidratos na superficie bacteriana apresentam
provavelmente um papel chave na atividade antibacteriana, o que os torna responséveis pelo
reconhecimento bacteriano. E importante notar que diferencas na atividade antimicrobiana
frente a S. mutans e S. oralis podem estar relacionadas a diferencas na composicédo
caracteristica dos carboidratos de superficie de cada bactéria em questdo. Quase todos 0s
micro-organismos expressam carboidratos expostos em sua superficie. Esses carboidratos
podem estar covalentemente ligados, como nos &cidos teicoicos glicosilados ligados ao
peptideoglicano, ou ndo covalentemente ligados, como nos polissacarideos capsulares
(SANTI-GADELHA et al., 2006; CALDERON, et al., 1997). Cada carboidrato exposto na
superficie celular é um potencial sitio de ligagdo a lectina.

A habilidade das lectinas de formarem complexos com glicoconjugados
microbianos tem estimulado sua aplicagdo como sondas para células completas, seus mutantes
e numerosos constituintes e metabdlitos celulares. Receptores microbianos para
Concanavalina A tem sido descritos. Por exemplo, acido teicdico glicosilado encontrado na
superficie de muitas bactérias Gram-positivas (CALDERON, et al., 1997) e polissacarideos
neutros produzidos por membros dos géneros Leuconostoc e Streptococcus (SANTI-
GADELHA et al., 2006). O desenvolvimento de ligantes de alta afinidade capazes de
reconhecer seletivamente uma variedade de pequenos motivos em diferentes oligossacarideos
seria de significativo interesse como ferramentas experimentais e de diagndstico para muitas
infeccOes bacterianas. A ligacdo seletiva de certas lectinas a bactérias tem sido proposta para
uso em drug delivery de agentes antimicrobianos com a lectina de C. ensiformis tendo como
ponto de acdo Streptococcus sanguis e Corynebacterium hofmannii e lectina de Triticum
vulgaris tendo como alvo Streptococcus epidermis em testes in vitro (KASZUBA et al.,
1995). Isso pode apresentar-se como nova perspectiva para estudos envolvendo a conjugacédo
de lectinas e outros produtos com conhecida atividade antimicrobiana.

A microflora residente beneficia o hospedeiro ao agir como parte das suas defesas

e inibindo a colonizacdo por micro-organismos enddgenos (frequentemente patogénicos),
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“resisténcia a colonizacdo” (VAN DER WAAI et al., 1971). O conceito de mudanca
ecoldgica microbiana como um mecanismo de prevengdo a danos aos elementos dentais é de
grande importancia (CAGLAR et al., 2005). Os presentes resultados mostraram que as
lectinas de C. boliviana, C. brasiliensis e C. maritima tiveram uma acao inibitoria frente ao S.
mutans, e um efeito estimulatorio frente ao crescimento de S. oralis.

S. mutans, uma bactéria acidogénica, tem sido associada com o desenvolvimento
da cérie dentaria através da producdo de acido como um resultado da fermentacdo de
carboidratos (HAMILTON, 2000). Micro-organismos presentes na cavidade oral como S.
oralis sdo membros numericamente importantes da microbiota oral, que podem ser isolados
de todas as superficies intraorais e sdo considerados organismos pioneiros envolvidos na
colonizacdo primaria da denticdo (NYVAD e KILIAN, 1990; DO et al., 2009). Marsh (1991),
na “hipotese ecoldgica da placa”, propds que mudancas em fatores ambientais poderiam
desencadear alteragBes no balance da microbiota residente, e isso poderia predispor um sitio
oral a doenca.

Um dos muitos mecanismos moleculares de aderéncia bacteriana e o
desenvolvimento de biofilmes orais mistos esta relacionado a interacdes lectina/carboidrato
especificas entre bactérias, tal como a interacdo envolvida em co-agregacdes sensiveis a
lactose de Actinomyces spp. e Streptococcus spp. Devido ao seu papel na adeséo, lectinas séo
consideradas importantes tanto em interacbes simbioticas quanto patogénicas entre micro-
organismos e hospedeiros (OLIVEIRA et al., 2007). Com um novo entendimento das
interacdes entre membros da comunidade microbiana, existe agora interesse em abordagens
ou estratégias que possam inibir seletivamente patégenos orais, ou modular a composicao
microbiana da placa dental para controlar a patogénese de doengas microbianas baseadas na
formacdo de comunidades (HE et al., 2009).

De acordo com Teixeixa e colaboradores (2006), seis lectinas de plantas ConA,
ConBr, DVL, DGL, CFL tém a habilidade de bloguear a adsor¢do de estreptococos orais,
evitando sua adesdo a receptores da pelicula adquirida salivar. Lectinas aglutinam bactérias e
sua presenca no meio pode ser aplicada para prevenir ligacbes mais duradouras de bactérias a
superficie dental (ISLAM et al., 2009). Os presentes resultados indicam uma agdo inibitoria
sobre a formag&o de biofilmes de S. mutans e efeito diferente sobre a formagédo dos biofilmes
de S. oralis. Isso pode ser atribuido as diferencas na composicao de carboidratos de superficie
entre as espécies bacterianas. Liljemark e colaboradores (1981) demonstraram o efeito da
agregacdo bacteriana na aderéncia de estreptococos orais a pelicula adquirida usando lectinas.

Seus resultados sugerem que a formacdo de grandes agregados causa uma diminui¢do no
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nimero de bactérias aderidas e indica que, independente da concentracdo de certas lectinas,
sua atividade de agregacgé@o ndo se opGe ao seu efeito de blogueio e ainda auxilia a diminuir o
numero de estreptococos aderidos. Inibicao significativa do crescimento de biofilmes causada
por lectinas de plantas foi relatada anteriormente por Islam e colaboradores (2009), fato que
pode estar relacionado a uma glicoproteina de 60 kDa presente na superficie de S. mutans
(com manose e N-acetilgalactosamina) que ja se sabe estar envolvida em interagdes
saliva/bacteria (CHIA et al.,, 2001). A menor taxa de adesdo na presenca de lectinas
especificas por glicoseimanose pode ser devido a interagdo com esta proteina (ISLAM et al.,
2009).

As diferencas no padrdo de agdo antimicrobiana das lectinas estdo relacionadas as
suas estruturas quaternarias, mas, estudos recentes de cristalografia revelaram que a
orientacdo de sitios de ligacdo a carboidratos especificos determina a resposta biologica de
muitos sistemas a presenca da lectina (DELATORRE et al., 2007; BEZERRA et al., 2007). O
efeito estimulatorio das lectinas de Canavalia sobre S. oralis pode ser devido a alta frequéncia
de &cido neuraminico na superficie celular (BYERS et al., 1999), o qual ndo € especifico para
ligacdo de lectinas de Diocleinae.

A inibicdo de S. mutans causada por trés das cinco lectinas testadas €
estruturalmente confirmada pela comparacdo das distancias dos aminoacidos das cadeias
laterais no dominio de reconhecimento a carboidratos (principalmente a abertura versus a
profundidade do sitio). Esses aspectos ja foram reportados para ConM e CGL como
relacionados ao aumento da seletividade das lectinas por dissacarideos (GADELHA et al.,
2005; DELATORRE et al., 2007; BEZERRA et al., 2007). A preferéncia de ConBol, ConBr
e ConM de ligar-se e inibir especificamente a S. mutans pode ser explicada pela reducéo do
sitio primario de ligacdo a carboidratos e pelo aumento da especificidade destas lectinas pelo
epitopo mais externo de carboidrato, o qual forma padrdes de interacdes mais complexas com
as lectinas acima citadas comparado a ConA e CGL que apresentam sitios de ligagdo a

carboidratos maiores.
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10 CONCLUSOES: PARTE |

e Verificar o efeito das lectinas de sementes de Canavalia ensiformis, Canavalia
brasiliensis, Canavalia maritima, Canavalia gladiata e Canvalia boliviana, no
crescimento bacteriano de Streptococcus mutans ATCC UA 159, e S. oralis ATCC
10557 através de técnica de microdiluigao.

e Verificar a possivel interferéncia das lectinas das sementes de Canavalia ensiformis,
Canavalia brasiliensis, Canavalia maritima, Canavalia gladiata e Canvalia boliviana
na formacéo de biofilmes monoespecifico de Streptococcus mutans ATCC UA 159 e
S. oralis ATCC 10557 em superficies cobertas por saliva.

e Analisar a relacdo entre a estrutura das lectinas das sementes de Canavalia ensiformis,
Canavalia brasiliensis, Canavalia maritima, Canavalia gladiata e Canvalia boliviana
e suas possiveis fungdes bioldgicas sobre o crescimento planctonico e dos biofilmes
monoespecificos de Streptococcus mutans ATCC UA 159 e S. oralis ATCC 10557.
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11 OBJETIVOS: PARTE II
11.1 Objetivos especificos

e Verificar a concentracdo inibitoria minima (CIM) dos 6leos essenciais de Croton
zehntineri variedades anetol, estragol e eugenol, e seus respectivos componentes
majoritarios anetol, estragol e eugenol frente a bactéria Streptococcus mutans ATCC
UA 159.

e Verificar a concentracdo bactericida minima (CBM) dos 6leos essenciais do caule de
Croton zehntineri variedades anetol, estragol e eugenol, e seus respectivos
componentes majoritarios anetol, estragol e eugenol frente a bactéria Streptococcus
mutans ATCC UA 159.

e Analisar a capacidade dos 06leos essenciais de Croton zehntineri variedades anetol,
estragol e eugenol de inibir a formacdo de biofilmes monomicrobianos de
Streptococcus mutans ATCC UA 159 em placas de poliestireno.

e Analisar o efeito dos 0leos essenciais de Croton zehntineri variedades anetol, estragol
e eugenol e seus respectivos componentes majoritarios anetol, estragol e eugenol sobre
a viabilidade celular dos biofilmes monomicrobianos de Streptococcus mutans ATCC

UA 159 com 24 horas de formacao em placas de poliestireno.
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12 PARTE EXPERIMENTAL II
12.1 Coleta e identificacdo do material vegetal

O material vegetal coletado foi constituido de trés quimiotipos de Croton
zehntneri. No ato da coleta foi feita a exsicata das amostras vegetais, que consistiu na
separacdo das partes aéreas das plantas com flores e frutos, sendo entdo identificadas pelo Dr.
Edson Paula Nunes e depositada no Herbario Prisco Bezerra da Universidade Federal do
Ceara-UFC sendo C. zehntneri variedade anetol exsicata N°: 42389, coletada em Ubajara-CE
em abril de 2008; C. zehntneri variedade estragol exsicata N°: 42774, coletada em Croata da
Serra-CE em maio de 2008; C. zehntneri variedade eugenol excicata N°: 43048, coleta
também em Croata da Serra-CE em maio de 2008. Os 6leos e seus componentes majoritarios
foram gentilmente cedidos pelo Professor Dr. Hélcio dos Santos.

12.2 Obtencao do 6leo essencial de trés quimiotipos de Croton zehntneri e isolamento de
seus componentes majoritarios

Os caules dos dois quimiotipos e as folhas de um quimiotipo de Croton zehntneri
recém-coletados foram colocados separadamente em balBes de vidro de 5 L, juntamente com
2 L de agua e mantidos por duas horas em ebulicdo. Apds este periodo, a mistura agua/oleo
contida no doseador foi separada, em funil de separacdo por particdo com éter etilico. A fase
organica foi secada com sulfato de sédio anidro (Na,SO,) e concentrada sob pressdo reduzida,
fornecendo 6leo essencial (Figura 20).

A anélise dos 6leos essenciais foi feita por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG/EM) em aparelho da Hewlett-Parckard 5971. As condicdes
programadas no aparelho foram: coluna capilar de DB-1 (dimetil-polisiloxano) com 30 cm de
comprimento e 0,2 mm de didmetro interno; gas de arraste: Hélio (1 mL/min); programa: 50-
180 °C a 4 °C/minuto e, depois, 180-220 °C a 20 °C/minuto; temperatura no injetor: 220 °C;
modo de injecdo: 0,1 pL (solucdo 10%), split 1:20, 500 ng/na coluna. Os espectros de massas
foram produzidos por impacto eletrénico (70 eV).

Os espectros de massas dos constituintes foram comparados com os padrdes
existentes na quimioteca Wiley do computador do aparelho. Em seguida, foram feitas
comparagles visuais com espectros de massas de substancias encontradas na literatura
(ADAMS, 2001) (Anexo A).

Os tempos de retencdo dos picos maiores, mais facilmente identificados no

espectro de massas, foram comparados com o0s tempos de retencdo destas substancias
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registrados na literatura, observando-se a diferenca que se manteve aproximadamente

constante para as demais substancias identificadas pelo computador do aparelho.

Os constituintes majoritarios anetol, estragol e eugenol foram isolados dos 6leos

essenciais por meio de métodos cromatograficos.

Figura 20 - Esquema ilustrativo do método de extracdo dos éleos essenciaia de Croton zhentneri.

Material botanico
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Decoto
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3. Evaporacao
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1. Analise por CG/EM
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12.3 Preparo das solucGes dos dleos essenciais e componentes majoritarios

As solugdes para teste (Quadro 3) foram preparadas na concentracgéo inicial de 5%
solubilizadas em agua destilada com 5% de Tween 80 e estocadas em tubos esterilizados a 20
°C. A concentracdo do Tween 80 em cada poco foi no méximo de 2,5%, sendo este
componente isento de atividade antimicrobiana. Anteriormente a cada uso foi realizada

inoculacdo em meio de cultura para verificar a auséncia de contaminantes.

Quadro 3 - Lista de substancias naturais obtidas a partir do Croton zhentneri selecionadas para testes.

Substancias Sigla
Oleo essencial Croton zehntneri var. anetol OECC-A
Oleo essencial Croton zehntneri var. estragol OEFC-E
Oleo essencial Croton zehntneri var. eugenol OECC-E
Anetol NA
Estragol ES
Eugenol EU

12.4 Cepas bacterianas e condigdes de cultivo

Para os testes com substdncias naturais foi selecionada a cepa bacteriana
Streptococcus mutans ATCC UA 159.

A cepa foi mantida em BHI caldo mais glicerol (20%) a -80 °C; para realizacao
dos experimentos uma aliquota de 100 uL foi inoculada em 10 mL de BHI caldo e crescida
em estufa com 10% de CO, a 37 °C por 24 horas. Ap0s essa ativacdo inicial, a cultura foi
renovada em mais 10 mL de BHI caldo esterilizado com in6culo de 100 puL e crescida nas
mesmas condicOes descritas acima por 18 horas. Essa renovacdo foi feita para obter um

microrganismo com melhor condicéo de crescimento e desenvolvimento.
12.5 Ensaios de atividade antimicrobiana
A acdo antimicrobiana de todas as substancias naturais listadas no quadro 3 foi

determinada por testes de microdiluicdo em placas de poliestireno, padronizados de acordo

com o guia Methods for Dilution Antimicrobial Susceptibility Tests for Bacteria That Grow
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Aerobically; Approved Standard — Sixth Edition; CLSI documento M7-A6. Em tubos de 2
mL, as solucdes foram diluidas seriadamente em &gua (Mili-Rios®) nas concentraces de 5%
a 0,078%. A avaliacdo da atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais e seus componentes
isolados foi verificada através da obtencdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) em
placas de poliestireno de 96 pocos. Neste procedimento, 100 uL. de BHI caldo duas vezes
concentrado foram colocados em cada pogo, em seguida, 100 puL das solu¢des em teste de
cada concentracdo da diluicdo seriada foram adicionados a placa. As bactérias foram
manipuladas de acordo com as condicdes descritas no item 8.4. Apés esses procedimentos, as
bactérias foram submetidas a trés lavagens. As etapas de centrifugagdo ocorreram durante
cinco minutos, a temperatura de 4 °C a 5000 rpm e o precipitado bacteriano foi ressuspendido
em agua (Mili-Rios). A concentracdo bacteriana foi ajustada para 10°-10® UFC/mL. Um
volume de 4 uL da suspensédo bacteriana foi colocado em cada pogo nas placas anteriormente
montadas. Os controles foram clorexidina 0,025% e agua (Mili-Rios).

Depois da montagem das placas foram realizadas uma leitura inicial e outras
leituras a DOz nm €M leitor de ELISA (BioTrak 11 - Plate Reader®) ap6s 12, 18 e 24 horas de
incubacdo a 37 °C, com 10% de CO,. Foi considerado CIM a menor concentracdo da
substancia onde ndo se verificou visualmente crescimento microbiano.

A CBM foi determinada retirando-se uma aliquota de 50 uL da solug¢do contida
nas placas em cada concentracdo, apos a leitura de 24 horas, e inoculando-as em tubos de
vidro contendo 5 mL de meio BHI caldo. Os tubos foram incubados em estufa a 37 °C com
10% de CO,. Foi considerado CBM a menor concentracdo capaz de inibir completamente o

crescimento microbiano nos tubos.

12.6 Atividade antibiofilme

Os ensaios de acdo antibiofilme foram realizados de acordo com metodologia
desenvolvida por Stepanovic et al., (2000) e Islam et al., (2009) com modificacGes.

12.6.1 Coleta de saliva

A saliva foi coletada e processada de acordo com metodologia descrita no item
8.5.1.
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12.6.2 Inibic&o da formagéo do biofilme

Este teste foi realizado com a bactéria S. mutans UA 159 apenas frente aos 6leos
essenciais dos trés quimiotipos de Croton zehntneri.

Inicialmente os pocos foram tratados com tampé&o carbonato pH 9,3 e, adicionada
saliva processada na propor¢ao de 1:1 com volume 200 pL por pogo, onde permaneceram por
duas horas numa temperatura de 4 °C. Apos esse periodo, a saliva foi retirada e 0s pocos
foram lavados trés vezes com tampdo salina fosfato (PBS) pH 7,4. Em seguida, a diluicdo
seriada das solucdes em teste foi feita diretamente na placa resultando num volume final de
100 pL; foram adicionados 100 pL da bactéria ajustada previamente em espectrofotometro
numa concentragdo de 10" UFC/mL no préprio meio de cultura (BHI caldo duas vezes
concentrado). Assim, a primeira concentracdo no poco das substancioas em teste foi de 2,5%.

As placas inoculadas foram incubadas por 24 horas em estufa a 37 °C e 10% de
CO,. Todo meio de cultura utilizado na montagem da placa possuia 5% de sacarose utilizada
como fonte de carbono para que as bactérias produzam a matriz polissacaridica do biofilme.
Nessa placa também foram colocados os controles de clorexidina 0,025% e crescimento
normal (agua Mili-Rios®).

Apo0s o periodo de incubacdo, a placa foi submetida a um processo de revelacdo
iniciando-se com a retirada do meio de cultura dos pocos, seguida de trés lavagens com agua
destilada para retirar as células plancténicas remanescentes. A fixacdo do biofilme foi feita
adicionando-se 200 pL de formalina com 2% de acetato de sédio por 15 minutos. Em seguida,
adicionados 200 uL de cristal violeta 0,1% por 15 minutos para cora-lo; ao final de cada uma
destas duas etapas o biofilme foi submetido a lavagem com &gua destilada. ApoGs esses
processos, foram adicionados 200 pL de alcool etilico 95% por 5 minutos, entdo uma aliquota
de 100 pL desse alcool foi retirada e colocada em uma nova placa de 96 pocos com fundo

chato e realizada a leitura a DOsgs nm em leitor de ELISA (BioTrak Il - Plate Reader®)

12.6.3 Acéo sobre o biofilme previamente formado

Este teste foi realizado com todas as substancias listadas no quadro 3 frente ao S.

mutans UA 159.
Em placas de poliestireno com 96 pocos foram colocados 100 pL de saliva juntamente
com 100 pL de tampdo carbonato pH 9,3 e mantidos por duas horas a 4 °C. Em seguida,

retirou-se essa solugédo e adicionou-se meio BHI caldo com 5% de sacarose inoculado com a
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bactéria na concentracdo de 10’ UFC/mL. Essas placas foram incubadas por 24 horas em
estufa a 10% de CO, e 37 °C.

Apbs esse periodo de crescimento do biofilme, 0 meio de cultura foi retirado e as
placas receberam tratamento de acordo com os diferentes grupos experimentais e controles.
Na placa do controle de NaCl 0,9% foi feita apenas a troca do meio por um meio de cultura
novo nas mesmas condigdes. Na placa das substancias-teste, adicionou-se 100 pL na
concentracdo de 5% mais 100 uL. de meio BHI duas vezes concentrado resultando em uma
concentracdo final de 2,5% de cada substancia-teste. A clorexidina 0,025% foi adicionada da
mesma forma. Na sequéncia, as placas foram mantidas por mais 24 horas em estufa com 10%
de CO, e 37 °C.

Para verificar a viabilidade bacteriana apds os diferentes tratamentos recebidos foi
realizada contagem de UFC. Para tanto, as placas de poliestireno foram lavadas duas vezes
com &gua destilada esterilizada para retiradas das células fracamente aderidas. Em seguida,
foi adicionada a cada pogo da placa 200puL de PBS pH 7,4 e levado para o banho de ultrassom
(Sonicor®/SC-52) por 10 minutos para a liberacdo das células formadoras do biofilme. O
volume de cinco pogos foi retirado, com movimento up-down, e reunidos em um tubo
esterilizado fazendo um volume final de 1 mL. Em uma placa de 96 pocos, foi feita a diluigéo
na base dez da suspensdo de células para posterior semeadura em meio sélido. As placas de
Petri com BHI &gar foram incubadas a 37 °C durante 24 horas para posterior contagem do
namero de coldnias crescidas para cada diluicdo. Foi realizada correcdo do numero de células,
multiplicando-se o nimero de UFC na placa pela diluicdo, expressando o valor em nimero de
UFC/mL.

12.7 Anélise estatistica

Trata-se de uma pesquisa quantitativa em que 0s experimentos foram realizados
em trés repeticdes independentes com 10 réplicas cada uma. Os resultados foram
demonstrados através de graficos; a diferenca entre as médias dos experimentos foi verificada
através da aplicagdo do teste One-way ANOVA com Bonferroni pos teste, executados com o
auxilio do programa GraphPad®, San Diego California USA. Foram considerados

estatisticamente significativos valores de p<0,01.
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Os produtos naturais derivados de plantas medicinais tem se mostrado como fonte
abundante de compostos biologicamente ativos, muitos dos quais tém sido a base para o
desenvolvimento de novos produtos quimicos que podem levar a produtos farmacéuticos. A
respeito de doencas causadas por micro-organismos, 0 aumento na resisténcia de muitos
patdgenos comuns a agentes terapéuticos corriqueiramente utilizados, tais como
antibacterianos e antivirais, ttm levado a renovagdo do interesse na descoberta por novos
compostos anti-infecciosos. Como existem aproximadamente 500.000 espécies de plantas
distribuidas no planeta, das quais apenas 1% foi fitoquimicamente investigada, existe um
grande potencial para descoberta de novos compostos bioativos (PALOMBO, 2011).

Considerando que a caatinga € um bioma com uma grande diversidade de plantas
medicinais, mais pesquisas farmacoldgicas e fitoquimicas sao necessarias para estabelecer o
uso potencial destas plantas como tratamento alternativo as terapias convencionais
(ALMEIDA et al., 2006).

Oleos essenciais sd0 misturas complexas de compostos principalmente terpenos
(EDRIES, 2007). Fortes evidéncias in vitro indicam que os 0leos essenciais podem atuar
como agentes antibacterianos frente a um grande espectro de cepas bacterianas patogénicas
(BURT, 2004; NGUEFACK et al., 2004; SCHMIDT et al., 2005 ).

Os Oleos essenciais extraidos do caule dos quimiotipos 1 e 3 e das folhas do
quimiotipo 2 de Croton zehntneri foram analisados por CG/MS e o0s constituintes
identificados e quantificados (Anexo B). Um total de 31 compostos organizados por ordem de
eluicdo em uma coluna DB-5 foram identificados nas amostras dos 6leos essenciais, tendo
como constituintes majoritarios os fenilpropandides E-anetol (1) do caule do quimiotipo 1,
estragol (2) da folha do quimiotipo 2 e eugenol (3) do caule do quimiotipo 3 (Figura 21).

O Oleo essencial do caule de C. zehntneri (quimiotipo 1) foi obtido com
rendimentos de 0,30% (Tabela 1). No 6leo essencial do caule (94,5%) foram identificados 10
constituintes, correspondentes a 3 monoterpenos (10,3%), p-anisaldeido (1,8%), 3
fenilpropandides (78,1%) e 3 sesquiterpenos (4,3%). O constituinte principal foi identificado
como sendo o fenilpropandide anetol, o qual esta presente no 6leo essencial do caule no teor
de 70,53% (Anexo B).
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Figura 21 — Estruturas quimicas dos constituintes majoritarios dos 6leos essenciais dos trés quimiotipos de
Croton zehntneri.

OCH 4 OCH OH
OCH 5
\
1 2 3

Fonte: Proprio autor. (1) Anetol; (2) Estragol; (3) Eugenol.

O oOleo essencial das folhas de C. zehntneri (quimiotipo 2) foi obtido com
rendimentos de 0,90% (Tabela 1). Foram identificados 3 constituintes, 2 fenilpropandides
(90,6%) e 1 sesquiterpeno (1,74%). O fenilpropandide estragol foi identificado como
constituinte majoritario no 6leo essencial das folhas como um teor de 90,2% (Anexo B).

O oleo essencial do caule de C. zehntneri, quimiotipo 3, foi obtido com
rendimento de 0,19% (Tabela 1). Foram identificados 21 constituintes, relacionados a 8
monoterpenos (17,9%), 4 fenilpropandides (66,0%), 7 sesquiterpenos (14,3%). O constituinte
majoritario foi identificado como sendo o fenilpropandide eugenol no teor de 49,1% (Anexo
B) (Tabela 1).

Tabela 1 - Rendimento dos 6leos essenciais dos trés quimiotipos de Croton zehntneri.

Croton zehntneri Oleo Material Massa Rendimento
essencial | vegetal (9) (@) (%)
Quimiotipo 1 (var. anetol) Caule 1500 4,74 0,30
Quimiotipo 2 (var. estragol) Folhas 327 3,02 0,90
Quimiotipo 3 (var. eugenol) Caule 700 1,33 0,19

A familia Euphorbiaceae inclui arvores, arbustos, ervas e trepadeiras (LEME,
1994). O género Croton destaca-se por seu expressivo numero de espécies, de distribuicéo
neotropical (JUDD et al., 1999; HELUANI et al., 2000) com importancia econdmica nas
regibes onde sdo facilmente encontrados. Varias espécies de Croton apresentam &leos

essenciais e constituintes ativos como terpendides, flavonoides e alcaldides, com frequéncia
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utilizada na medicina popular. Algumas espécies possuem propriedades terapéuticas ja
comprovadas (SANTOS et al., 2005; PALMEIRA JUNIOR et al., 2006; SOUZA et al., 2006;
PERAZZO et al., 2007; TORRICO et al., 2007; ROCHA et al., 2008). Croton zehntneri Pax
et Hoffm., conhecida popularmente como “canela de cunha”, “canelinha” ou “canela-brava”,
é uma planta subarbustiva e caducifélia do Nordeste brasileiro, cujas folhas e talos séo
dotadas de um aroma que lembra uma mistura de erva-doce e cravo-da-india. Entretanto, este
aroma mostra-se variavel entre exemplares desta planta coletados em diferentes localidades
do Nordeste. Isto se deve a variacdo na concentracdo dos constituintes quimicos mais
abundantes nos seus 0Oleos essenciais (CRAVEIRO et al., 1978). Assim, distinguem-se para
esta espécie quatro tipos quimicos como: anetol - para os exemplares coletados em Fortaleza
(CE) e Vigosa (CE); eugenol - para os coletados em Areia Branca (RN) e Quixada (CE);
metil-eugenol - para os coletados em Ipu (CE) e Oeiras (PI); estragol - para os exemplares
coletados em Tiangué (CE) e Granja (CE) (MORAIS et al., 2006).

Foram realizadas leituras para verificagdo do crescimento bacteriano nos
intervalos de 12, 18 e 24 horas de incubacdo com a intencdo de se observar diferentes
estratégias de possiveis tratamentos. Ficou demonstrado que com 12 horas de incubacdo todas
as substancias ou foram mais efetivas ou tiveram efetividade semelhante aos tempos de 18 e

24 horas (Tabela 2).

Tabela 2 - Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentragcdo Bactericida Minima (CBM) dos 6leos
essenciais e seus componentes majoritarios frente a Streptococcus mutans UA 159.

Substancias CIM (% v/v) [Tempo (horas) CBM (% viv)

testadas 12 18 24
OECC - Anetol 0,31 0,62 1,25 -
Anetol 1,25 2,5 2,5* -
OEFC - Estragol 0,078 0,078 0,078 0,078
Estragol 2,5 2,5 2,5* -
OECC - Eugenol 0,078 0,078 0,078 0,62
Eugenol 0,078 0,078 0,078 0,078

*diferenca estatistica frente aos controles positivo e negativo

E importante ressaltar que, todas as substancias em todas as concentragdes e
todos os tempos de incubacéo apresentaram efetividade em inibir o crescimento planctdnico
do S. mutans comparado ao crescimento normal (H,O) (p<0,001). Alem disso, todas as

substancias nas CIMs nao foram estatisticamente diferentes da clorexidina, excetuando-se o
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estragol e anetol com 24 horas de incubacgéo, ou seja, apresentaram efetividade semelhante a
esta substancia corriqueiramente utilizada na clinica odontologica.

Pode-se observar pela leitura da tabela 7, que, os 6leos essénciais dos quimiotipos
1 e 2 foram mais efetivos, com concentracfes inibitdrias minimas menores, que seus
respectivos componentes majoritérios. Essa informagdo induz que o efeito inibitorio sobre as
células bacterianas foi mais significativo quando os diferentes componentes dos 6leos atuaram
provavelmente em multiplos alvos. A excecdo para este achado foi o 6leo do quimiotipo 3, em
que seu componente majoritario atuando sozinho apresentou CIM em uma concentracgéo igual
ao 6leo, podendo demonstrar sua grande participacdo na atividade apresentada pelo éleo.
Quanto a CBM para o espectro de concentracfes utilizadas no estudo, pode-se observar que
somente os 6leos dos quimiotipos 2 e 3 apresentaram concentracdo bactericida com o menor
valor de dose atribuido ao OEF-Estragol (0,078%) comparado ao OEC-Eugenol (0,62%). Para
0S componentes majoritarios somente o eugenol apresentou CBM dentre as doses testadas
(0,078%).

C. zehntneri é usado popularmentecomo sedativo, estimulante de apetite e para
aliviar disturbios intestinais (MATOS, 2000; AGRA et al., 2007; AGRA et al., 2008), com
comprovados efeitos do 6leo essencial de suas folhas como antioxidante (MORAIS et al.,
2006), com atividade antinoceptiva (OLIVEIRA et al., 2001) e efeitos depressivos sobre o
sistema nervoso central em ratos e camundongos (BATATINHA et al., 1995).

Foi demonstrada efetividade do 0Oleo essencial de Croton zehntneri variedade
estragol frente a bactérias Gram-positivas, assim como foi observado no presente estudo
(COSTA et al., 2008). No entanto, as concentragcOes utilizadas neste estudo com efetiva acéo
comparada ao controle (p<0,001) foram menores comparadas aquelas testadas por Costa et al.
(2008). Foi verificada também a toxicidade frente Artemia salina desta variedade de 6leo
essencial do Croton zehntneri e foi observada que a CLsy foi menor que 1000 pg/mL, o que
indica a possibilidade de realizacdo de testes clinicos (COSTA et al., 2008).

A atividade antimicrobiana de alguns 6leos essenciais e componentes isolados foi
revisada e foi observado que o eugenol apresentava boa efetividade antibacteriana na
concentracdo de 0,5% (BURT, 2004). No presente estudo, apds 24 horas de incubagdo o
eugenol apresentou reducdo estatisticamente significativa no crescimento bacteriano nas
concentragOes de 2,5 a 0,078% e ainda vale ressaltar que ndo houve diferenga significativa
quando se comparou todas as concentra¢@es da substancia em teste com a clorexidina.

Algumas fungdes bioldgicas das plantas sdo atribuidas aos 6leos volateis, como a

atracdo de polinizadores, a defesa contra o ataque de predadores, a protecdo contra perda de
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agua e aumento de temperatura e a inibicdo de germinacdo. Os 0Oleos essenciais sdo também
considerados produtos de desintoxicacdo, funcionando na adaptacdo do organismo ao meio
(JAKIEMIU, 2008). A constituicdo dos Oleos essenciais varia desde hidrocarbonetos
terpénicos, alcoois simples e terpénicos, aldeidos, cetonas, fenois, ésteres, éteres, Oxidos,
peroxidos, furanos, &cidos organicos, lactonas e compostos com enxofre. Na mistura, tais
compostos estdo presentes em diferentes concentragdes, normalmente variando de acordo com
as caracteristicas de cada planta (SIMOES; SPITZER, 2003). Os constituintes de 6leos
essenciais de plantas sdo divididos em duas classes quimicas inteiramente distintas,
terpenoides e fenilpropanoides. Embora os terpenos representem a maioria dos componentes e
ocorram com muito mais frequéncia e abundancia, sempre que os fenilpropanoides estdo
presentes fornecem um sabor e odor indispensaveis e significativos ao Oleo.
Biogeneticamente, terpendides e fenilpropandides originam-se de metabolismos precursores
diferentes e sdo gerados por rotas biossintéticas completamente distintas (SANGWAN et al.
2001).

Os mecanismos bioquimicos especificos de 6leos essenciais e sintese de
fenilpropandides, tais como o eugenol e a elemicina, sdo conhecidos somente a uma extensdo
limitada. Embora os fenilpropandides ndo sejam constituintes comuns de 6leos essenciais de
plantas, os 6leos essenciais de certas especies contém proporcdes abundantes ou significativas
de tais compostos. Quando ocorrem, sua natureza e suas propriedades alteram
significativamente as caracteristicas sensoriais do Oleo. Os principais fenilpropanoides
conhecidos sdo eugenol, metil-eugenol, miristicina, elemicina, chavicol, metil chavicol,
dilapiol, anetol, estragol, apiol (SANGWAN et al. 2001).

Os fenilpropandides sdo substancias constituidas por um anel aromético unido a
uma cadeia de trés carbonos e derivadas biossinteticamente do acido chiquimico. O acido
chiguimico é formado por dois metabdlitos da glicose, o fosfoenolpiruvato e a eritrose-4-
fostato (PERES, 2004 apud JAKIEMIU, 2008).

Foram realizados ensaios para verificar a capacidade dos 6leos essenciais dos trés
quimiotipos em inibir a formacdo de biofilmes monomicrobianos de S. mutans in vitro,
utilizados em uma concentracdo de 2,5%, atraves de quantificacdo indireta por cristal violeta.
Observou-se que todos os 0leos apresentaram acao de inibicdo da formacdo do biofilme com
diferenga estatisticamente significativa comparado ao seu desenvolvimento normal (p<0,01);
e que ndo apresentaram diferenca estatistica comparado ao controle de clorexidina (p>0,05).
Quando se compara a acdo dos trés 6leos observa-se que ndo ha diferenca estatisticamente

significativa em suas atividades anti-biofilme (p>0,05) (Figura 22).
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Figura 22 - Grafico da avaliagdo do potencial antibiofilme dos éleos essenciais dos trés quimiotipos do C.
zehntnerie.
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*p < 0,001 diferenca estatisticamente significativa em relacéo a H,O.

De forma a complementar os resultados de avaliacdo da inibicdo da formacéo do
biofilme, foram realizados ensaios da verificacdo da viabilidade bacteriana ap06s tratamento
dos biofilmes ja formados com os 6leos em questdo e seus componentes majoritarios.
Observou-se que os componentes isolados estragol e anetol ndo foram capazes de diminuir a
viabilidade bacteriana comparado ao controle de crescimento normal, enquanto que OEC-
Anetol, OEF- Eugenol e eugenol isolado, mostraram completa inibicdo da viabilidade celular

destes biofilmes. O OEC- Estragol mostrou uma reducdo em torno de 98% na viabilidade

celular (Figuras 23 e 24).
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Figura 23 - Gréfico da avaliagdo da agdo dos componentes majoritarios dos 6leos essenciais dos trés quimiotipos
do C. zehntneri frente ao biofilme ja formado.
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Figura 24 - Grafico da avaliacdo da acdo dos dleos essenciais dos trés quimiotipos do C. zehntneri frente ao
biofilme ja formado.

Streptococcus mutans
4.0x10%-
Il H,0
—1
3.0x100% Clx 250pg/mL
B W OECC - E
E OECC - A
T 20d0% == OEFC - E
1.0x10 %+
* * *
0.0x10-% I
H,0  Cx250ug/mL  Opcc-E OECC-A  OFFC-E
24 h

*p < 0,001 diferenga estatisticamente significativa em relagéo a H,0.

Em 2005, Alviano e colaboradores estudaram atividade antimicrobiana e
antibiofilme do 6leo essencial do Croton cajucara e seu componente majoritario linalol,
observando, assim como no presente estudo, que o efeito dos 6leos foi mais potente que o do
componente isolado. Em outro estudo foi demonstrado que colutérios contendo Oleos

essenciais podem ser benéficos, funcionando como componentes seguros da rotina diaria de
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higiene oral (CLAFFEY, 2003), mas, a atividade antimicrobiana e a toxicidade seletiva destas
preparagdes, assim como sua composicao quimica precisam ainda ser mais exploradas.

Em estudo de toxicidade do oOleo essencial de Croton zehntneri em ratos e foi
observado que as doses toxicas estavam acima de 3g/Kg administrados por via oral, doses
bem superiores as utilizadas no presente estudo (FONTENELE et al., 2008).

A pesquisa de sinergismo objetiva encontrar razdes cientificas para a
superioridade de muitas substancias herbais comparado com substancias isoladas (WANGER;
ULRICH-MERZENICH, 2009). Os o6leos essenciais podem interagir e afetar a membrana
plasmaética, interferindo com a cadeia respiratoria e producdo de energia em ceélula
microbianas (NICOLSON et al. 1999), assim podem fornecer maior permeabilidade e
extravasamento do conteudo celular (BURT, 2004; JUVEN et al. 1994). Os danos aos
sistemas enzimaticos bacterianos podem ainda ser considerados mecanismos de acdo em
potencial (WENDAKOON; SAKAGUCHI, 1995), podem ser derivados da combinacdo de
substancias presentes nos Oleos essenciais que podem atingir maltiplos alvos na célula
bacteriana.

Foi sugerido que os 6leos volateis, tanto inalados quanto aplicados sobre a pele,
agem atraves de sua fracdo lipofilica reagindo com os componentes lipidicos da membrana
plasmatica, e como resultado, modifica a atividade dos canais de célcio (BUCHBAUER;
JIROVETZ, 1994). Em certos niveis de dose, saturam a membrana e apresentam efeito
similar ao dos anestésicos locais. Eles podem interagir com a membrana por suas
propriedades fisico-quimicas e formas moleculares, e podem influenciar suas enzimas,
carreadores, canais de ions e receptores.

Acredita-se que a maioria dos dleos essenciais exerce seu efeito antimicrobiano
através de modificacbes na estrutura da parede celular do microrganismo. Mais
especificamente, altera a permeabilidade de membrana citoplasmética pela modificacdo no
gradiente de fons hidrogénio (H") e potassio (K"), causando a interrupcdo dos processos
essenciais da célula, como transporte de elétrons, translocacdo de proteinas, etapas da
fosforilacdo e outras reacdes dependentes de enzimas, resultando em perda do controle
guimiosmético da célula afetada e, consequentemente, a morte bacteriana (DORMAN;
DEANS, 2000).

Os resultados, obtidos a partir das metodologias empregadas, quanto a acdo na
formacéo do biofilme e sobre este ja formado ndo permitem induzir possiveis mecanismos de
acdo das substancias testadas, mas acredita-se que, de certa forma, tais substancias foram

capazes de remover ou interagir de tal forma com os polissacarideos extracelulares presentes
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nos biofilmes que sua concentragdo no interior destas estruturas foi suficientemente eficaz
para impedir sua formacdo e inviabilizar ou reduzir drasticamente a viabilidade celular.

Jae-Gyu Jeon et al. (2011), testando a capacidade de tt-farnesol, um terpendide
que pode compor 6leos essenciais, observaram sua capacidade de afetar os biofilmes de S.
mutans através de alteragdes na forca préton-motriz, possivelmente através da interacdo de
dominios lipofilicos com a membrana bacteriana, assim como é suposto para acao frente a
bactérias na forma planctonica. Danificando as funcfes celulares da membrana, a habilidade
de S. mutans em (1) produzir acidos, (2) tolerar acidos, e (3) sintetizar polissacarideos
intra/extracelulares ficard comprometida (KOO et al.,2003; KOO et al., 2002). Dados deste
estudo sugerem ainda que o tratamento com t-farnesol pode subsequentemente inviabilizar o
acumulo bacteriano nos biofilmes submetidos a deple¢des nutricionais (JAE-GYU JEON et
al., 2011).

Geralmente os compostos naturais podem agir por meio de padrdes ja citados,
mas, nem todos 0os mecanismos de acdo agem em alvos especificos, podendo alguns sitios
serem afetados em consequéncia de outros mecanismos (BURT, 2004).

Componentes de 6leos essenciais podem atuar sobre as proteinas componentes da
membrana citoplasmatica, além do seu componente lipidico (KNOBLOCH et al., 1989).
Hidrocarbonetos ciclicos poderiam agir sobre enzimas ATPases que sdo conhecidas por
estarem localizados na membrana citoplasmatica e rodeadas por moléculas lipidicas. E
hidrocarbonetos lipidicos poderiam distorcer a interacdo lipidio-proteina, ou ainda, interacao
direta dos compostos lipofilicos com partes hidrofobicas da proteina pode acontecer
(SIKKEMA, 1995). O eugenol, componente que, no presente estudo, apresentou melhor
efetividade comparado aos outros componentes majoritarios, apresentou concentraces
capazes de inibir a producdo de amilase e protease por B. cereus, degradar a parede celular e
levar a sua lise (THOROSKI et al., 1989).

A presenca de um grupo hidroxila parece ser importante na atividade bioldgica,
pois 0 eugenol apresenta esta caracteristica em sua estrutura quimica, diferentemente do
anetol e estragol e demonstrou uma atividade antimicrobiana diferenciada.

E interessante observar que compostos derivados de plantas tem ganhado um
maior interesse na busca de identificar alternativas para o controle de infecgdes,
especialmente aquelas relacionadas a formacdo de biofilmes, que apresentam carater
recalcitrante. E bem aceito que existem duas razdes principais porque os 6leos essenciais ndo
levam ao desenvolvimento de cepas bacterianas resistentes: eles sdo complexos e sao

compostos por um bom ndmero de compostos em proporcdes variadas dependendo do
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quimiotipo da planta. Assim, mesmo que a bactéria consiga sobrepujar o efeito de um
componente do Oleo, existem outros, possivelmente, com alvos de agdo diferentes para
compor a atividade antimicrobiana global do 6leo essencial (BAKKALI et al., 2008;
REICHLING et al., 2009).

De acordo com a Resolu¢cdo RDC 48/2004, fitoterapico é todo medicamento
obtido com o uso exclusivo de matérias-primas ativas vegetais, ndo se considerando aquele
gue, na sua composicdo, inclua substancias ativas isoladas de qualquer origem, nem as
associacOes destas com extratos vegetais (BRASIL, 2004). Produtos fitoterapicos vém sendo
utilizadas na Odontologia e, para este fim, devem apresentar biocompatibilidade, logo, hé a
necessidade de estuda-las sob este aspecto. O biofilme dental é considerado como o principal
fator etioldgico da cérie e da doenca periodontal. Entre as vantagens dos fitoterapicos que
justificam seu uso podem-se citar: efeito sinérgico, devido aos varios fitoconstituintes que
atuam melhor em associacdo; menores riscos de efeitos colaterais, devido as baixas
concentra¢fes em que 0s principios ativos se apresentam nas plantas, e menores custos de
pesquisa, quando se compara ao desenvolvimento de um novo farmaco (YUNES; PEDROSA,;
CECHINEL, 2001; ALBUQUERQUIE, et al., 2010). A busca por recursos alternativos ja é
uma realidade, e pelo acima exposto, justifica-se a necessidade de se estudar a acdo e
possiveis mecanismos de atuacdo de fitoterapicos sobre os micro-organismos formadores do

biofilme dental.
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14 CONCLUSOES: PARTE II

e Verificar a concentragdo inibitéria minima (CIM) dos 6leos essenciais de Croton
zehntineri variedades anetol, estragol e eugenol, e seus respectivos componentes
majoritarios anetol, estragol e eugenol frente a bactéria Streptococcus mutans ATCC
UA 159.

e Verificar a concentracdo bactericida minima (CBM) dos 6leos essenciais do caule de
Croton zehntineri variedades anetol, estragol e eugenol, e seus respectivos
componentes majoritarios anetol, estragol e eugenol frente a bactéria Streptococcus
mutans ATCC UA 159.

e Analisar a capacidade dos 0Oleos essenciais de Croton zehntineri variedades anetol,
estragol e eugenol de inibir a formacdo de biofilmes monomicrobianos de
Streptococcus mutans ATCC UA 159 em placas de poliestireno.

e Analisar o efeito dos 0leos essenciais de Croton zehntineri variedades anetol, estragol
e eugenol e seus respectivos componentes majoritarios anetol, estragol e eugenol sobre
a viabilidade celular dos biofilmes monomicrobianos de Streptococcus mutans ATCC
UA 159 com 24 horas de formacdo em placas de poliestireno.
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15 OBJETIVOS

15.1 Objetivos especificos

Avaliar o potencial de efeito sinérgico de solucBes das lectinas de sementes de
Canavalia ensiformis e Canavalia maritima com o composto diterpeno casbano
isolado do Croton nepetaepholius (ConA/DC e CoM/DC) no crescimento bacteriano
de Streptococcus mutans ATCC UA 159 por meio de técnica de microdiluicéo.
Estabelecer a diferenca de expressdo dos genes spaP, gtfB, gbpB, Idh e brpA de
Streptococcus mutans ATCC UA 159 na sua forma planctonica submetido a solugdes
de ComM, ConA, DC, ConM/DC e NaCl 0,9% através de qRT-PCR.



113

Capitulo 16-Materiais e Métodos
Parte Il




114

16 PARTE EXPERIMENTAL 111
16.1 Preparacao das substancias

Para verificacdo de possivel efeito sinérgico foram selecionadas duas lectinas,
ConM e ConA, por suas atividades frente aos micro-organismos orais testados, e 0
metabdlito secundario diterpeno casbano (DC) isolado do extrato etandlico das cascas do
caule do Croton nepetaefolius (cedido pelo Laboratorio de Quimica Organica do Centro de
Ciéncias Exatas da Universidade Estadual VVale do Acaral-UEVA).

As solucges de lectinas foram preparadas em separado em uma concentracdo de 1
mg/mL e filtradas. A solucdo contendo DC foi preparada na concentracdo de 1 mg/mL
adicionando-se dimetilsufoxido (DMSO) a 2% do volume total e da mesma forma filtrada.

Em cabine de seguranca bioldgica, as duas solu¢Ges foram unidas perfazendo uma
concentracdo de 500 pg/mL de cada uma, no total duas solucbes diferentes para testes de
sinergismo, ConA/DC e ConM/DC.

16.2 Cepa bacteriana e condic@es de cultivo

Foi selecionada a cepa Streptococcus mutans UA 159 para realizagédo dos testes de
sinergismos por seu bem conhecido envolvimento com o desenvolvimento da doenca cérie. O

microrganismo foi manipulado de acordo com metodologia descrita no item 8.2.
16.3 Atividade antimicrobiana

Foi realizada metodologia para verificacdo da inibicdo do crescimento bacteriano
na forma planctonica por meio da metodologia ja descrita no item 8.4. Os grupos
experimentais testados segundo esta metodologia foram: ConM/DC 500 pg/mL e ConA/DC
500 pg/mL, além dos grupos utilizados como controle, NaCl 0,9% e clorexidina 0,05%.

16.4 Preparacéo bacteriana para extracdo de RNA

A cepa bacteriana foi manipulada inicialmente como no item 8.2 e em seguida
realizadas trés lavagens com NaCl 0,9% (5000 g, 4 °C, 5 minutos) e ajustada em
espectrofotdbmetro para uma concentragdo de 2 x 10® UFC/mL. Em seguida, colocou-se 5 mL

de solugédo dos diferentes grupos experimentais (ConM, ConA, DC, ConM/DC) ou controle
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(NaCl 0,9%) juntamente com 5 mL da bactéria ajustada incubados em estufa 37 °C, CO, 10%
por 1 hora.

Para obtencdo de cultura bacteriana apds submissdo aos diferentes tratamentos, de
cada um dos tubos incubados retirou-se uma aliquota de 300 pL e inoculou-se em 30 mL de
BHI caldo sendo este incubado nas mesmas condigdes descritas acima. Foi realizado
monitoramento do crescimento bacteriano através de leituras da absorbancia a 620 nm até a
obtencdo de leitura em torno de 0,4 e 0,5 unidades de absorbancia (ua), leitura correspondente

ao inicio da fase logaritmica, onde se obteve RNA de melhor qualidade.

16.5 Extracdo de RNA total e sintese do cDNA

A extracdo de RNA total foi realizada utilizando agua, reagentes e plasticos
RNAse-free. Apés estabelecimento da absorbancia adequada relativa ao inicio da fase
logaritmica, os tubos com 30 mL de BHI caldo inoculados foram centrifugados a 6000 g por
10 minutos a 4 °C e os pellets resuspendidos com 1mL do tampéo Tris-EDTA Lisozima (Tris
100mM, EDTA 2mM, pH 8.0, Lisozima 15 mg/mL). Em seguida a suspensdo foi transferida
para tubos de 2 mL e incubados por 30 minutos em banho-maria a 37 °C.

Novamente entdo centrifugados a 6000 g por 5 minutos a 4 °C, descartado o
sobrenadante e adicionado 1mL de reagente TRIZOL® aos tubos e homogeneizado com
movimentos de up-down e por inversdo. Para maximizar a acdo do reagente e evitar a
degradacdo do RNA, incubou-se em gelo por 5 minutos, seguindo-se a adi¢cdo de 200 pL de
cloroférmio resfriado e misturou-se vigorosamente por 15 segundos seguidos por incubacao
com gelo por 2-3 minutos. Efetuou-se centrifugacdo a 12000 g por 15 minutos a 4 °C,
havendo entdo a separacdo em uma fase vermelha inferior (fase organica), uma fase fenol-
cloroférmio (interfase) e uma fase incolor aquosa superior contendo 0 RNA. Realizou-se a
transferéncia da fase incolor para novos tubos e adicionou-se 500 pL de isopropanol resfriado
para precipitar o RNA e desidratar o DNA, incubando em gelo por 10 minutos.

Apbs centrifugacdo a 15000 g por 10 minutos a 4 °C, o sobrenadante foi
descartado e o pellet resuspendido com 1mL de etanol 75% resfriado (com agua DEPC-livre
de DNase e RNase) seguido por nova centrifugacdo a 7000 g por 5 minutos a 4 °C,
descartando o sobrenadante e deixando secar em gelo na capela de exaustao.

Foi realizada a ressuspensdo do pellet de RNA total com 30 pL de agua DEPC
usando pipeta automatica. A determinacdo da concentracdo e pureza das amostras de RNA

total foi realizada através da leitura em espectrofotdmetro. O material foi considerado puro
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quando a razdo entre as leituras Azsonm/Azsonm fOI igual ou superior a 1,7. A integridade das
amostras de RNA foi determinada através da separacdo eletroforética de 8 pL de cada amostra
em geis desnaturantes de agarose a 1,2% (com 1,8% de formaldeido) contendo 0,15
pg/mL de brometo de etidio, em tampédo de corrida (20 mM MOPS, 5 mM acetato de
sodio e 1 mM EDTA). As imagens digitais dos géis foram obtidas sob luz UV. A presenga
das duas bandas definidas, correspondentes aos RNAs ribossémicos (23S e 16S) indicou
integridade das amostras.

Para obter RNA total livre de residuos de DNA o mesmo foi tratado com DNAse
(Invitrogen®) de acordo com as recomendacdes do fabricante (RITZ et al,. 2009). A sintese
do DNA complementar, cDNA, foi realizada utilizando a enzima de transcrigdo reversa
SuperScript® Reverse Transcriptase - Invitrogen, e como iniciadores os Random Hexamers
Primers - Quiagen®. A reacéo foi realizada segundo recomendacées do fabricante.

Todos os procedimentos para obtencdo das bactérias para extragdo de RNA foram
realizados em triplicata.

16.6 qRT-PCR e analise da expressao relativa

As andlises quantitativas da expressdo dos genes foram realizadas através de PCR
(Polimerase chain reaction) em Tempo Real (QRTPCR). Para tanto, utilizou-se 300 ng do
cDNA de cada amostra na reacdo de qRT-PCR. Além dos &cidos nucléicos, a reacdo foi
composta de iniciadores especificos para 0s genes, previamente otimizados, e 10 puL de 2x
Power SYBR® Green Master Mix (Applied Biosystems®), com volume final de 20 pL.
Realizou-se a reacdo de amplificacdo através de 40 ciclos térmicos de 95 °C por cinco
segundos, 55 °C por cinco segundos e 68°C por 20 segundos. A desnaturacdo inicial foi feita a

95 °C por cinco minutos.
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A escolha dos primers utilizados no estudo foi feita baseado em artigo de Wen e
colaboradores (2010) (Quadro 4). Para as analises da expressdo dos genes selecionados foram
monitorados os niveis de expressao de um gene ndo afetado pela condicao analisada (controle
enddgeno). Tal controle endogeno utilizado foi: Burk16S-F/R correspondente ao gene 16S
ribossomal de Burkholderia (género bacteriano). Foi realizado monitoramento em tempo real
da PCR através de um termociclador RealPlex 4S (Eppendorf®) pela deteccéo dos niveis de
fluorescéncia do 2x Power SYBR® Green Master Mix (Applied Biosystems®). Todas as
reacOes, tanto dos genes alvo quanto do controle enddgeno, foram realizadas em
quadruplicatas. As andlises dos dados de fluorescéncia obtidos foram realizadas pelo Realplex
Software®. Os Cycle treshold (Cts) utilizados para as analises corresponderam a média
aritmética entre as quadruplicatas dos genes-alvo e controle enddgeno. A obtencdo da
expressdo relativa foi feita pela formula 2AACt como descrito anteriormente por Livak e
Schmittgen em 2001.

Quadro 4 — Lista de Primers usados para qRT-PCR, suas sequéncias de DNAe amplicon.
Primer Sequencia de DNA (5°-3) Amplicon

spaP-Fw TCCGCTTATACAGGTCAAGTTG

121 pb
spaP-Rv GAGAAGCTACTGATAGAAGGGC
gtfB-Fw AGCAATGCAGCCATCTACAAAT

98 pb
gtfB-Rv ACGAACTTTGCCGTTATTGTCA
gbpB-Fw CGTGTTTCGGCTATTCGTGAAG

108 pb
gbpB-Rv TGCTGCTTGATTTTCTTGTTGC
brpA-Fw CGTGAGGTCATCAGCAAGGTC

148 pb
brpA-Rv CGCTGTACCCCAAAAGTTTAGG
Idh-Fw TTGGCGACGCTCTTGATCTTAG

92 pb
Idh-Rv GTCAGCATCCGCACAGTCTTC
Burk16S-Fw TCCAGCAATGCCGCGTGTGT

101 pb

Burk 16S-Rv. CGGTACCGTCATCCGCCACG

Fonte: WEN et al., 2010. Fw: Forward; Rv: Reverse
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16.7 Anélise estatistica

Todos os experimentos foram realizados em triplicata e reproduzidos pelo menos
trés vezes em separado. Diferencas na expressdo relativa entre 0s grupos experimentais e o
grupo controle sem tratamento foram analisadas por meio da aplicacdo do teste One-way
ANOVA com Tukey pds teste para comparacdo entre multiplas médias, executados com o
auxilio do programa GraphPad Prism® San Diego California-USA. Foram considerados

estatisticamente significativos valores de p<0,05.
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17 RESULTADOS E DISCUSSAO-PARTE I

Foram realizados testes para verificacdo de possivel acdo combinada ou
sinergismo de substancias extraidas de plantas. Estas substancias, lectinas e um diterpeno,
apresentam naturezas quimicas diferentes e foram previamente testadas e suas atividades
antimicrobianas isoladas devidamente comprovadas (CAVALCANTE et al., 2011; SA et al.,
2011).

Apbs a realizacdo dos procedimentos para extracdo do RNA total das culturas
bacterianas, foi realizada eletroforese em gel de agarose para observacdo da integridade do
RNA obtido (Figura 25).

Figura 25 - Imagem de gel de eletroforese em gel de agarose demosntrando a integridade do RNA obtido.

Sao apresentados ainda os dados de otimizacdo da concentracdo dos primers

utilizados na tabela 3.
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Tabela 3 — Lista dos primers sua respectivas concentracdo apds realizacdo de testes de otimizagdo da
metodologia de gRT-PCR.

Primer Concentracdo otimizada Fw/Rv (nmolar)
spaP 900/100
gtfB 300/900
gbpB 100/900
Brpa 100/900
Ldh 300/900
Burk 16S 300/900

Para as lectinas usadas nestes testes, ConA e ConM, foi verificado que cada uma
individualmente apresentava efeito diferente sobre o S. mutans; a primeira efeito estimulatério
de crescimento e a segunda efeito inibitério, ambos estatisticamente significativos comparado
ao controle (p<0,01), como mostrado nos resultados e discussao da parte experimental I. O
diterpeno casbano (DC) apresentou atividade inibitdria frente ao S. mutans demonstrada por
SA e colaboradores (2011). Desta forma, os possiveis efeitos da combinacdo destas
substancias frente a bactéria em questdo foram observados através de ensaios de verificacdo
da acdo antimicrobiana em placas de poliestireno por método de microdiluicdo e em seguida
estudados por verificacdo da expressdo de alguns genes relacionados a formacéo de biofilmes
através de qRT-PCR.

Estas metodologias foram desenvolvidas com a bactéria na sua forma plancténica
na tentativa de prever as possiveis alteracdes na expressdo génica em estagio anterior ao inicio
da formacdo do biofilme, pois, na presenca das substancias, poderia haver mudanc¢as na
expressao génica alterando a rota metabolica bacteriana de tal forma que ndo houvesse a
formagdo dos agregados bacterianos culminando em uma comunidade bacteriana madura
passivel de expressar genes de viruléncia capazes de promover a instalacdo da doenca carie.

As solucdes foram colocadas em contato com a bactéria e tiveram suas
concentragdes em teste variando de 250 pg/mL a 15 pg/mL. Os resultados mais significativos
para as duas solucbes-teste (ConA/DC e ConM/DC) foram na concentracdo de 250 pg/mL, e
por isso foram analisados estatisticamente e apresentados em gréficos (Figuras 26 e 27). A
figura 26 mostra que o grupo teste, ConM/DC apresentou capacidade de inibir o crescimento
bacteriano comparado ao controle do crescimento normal (p<0,01), mas, também apresentou

efetividade diferente, inferior, a clorexidina. Quando foram realizados testes da ConM
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sozinha esta lectina apresentou capacidade inibitoria semelhante a ConM/DC, mostrando ter
havido, neste teste, apenas atividade combinada ou mesmo indiferente, ja que a presenca do
DC parece ndo ter potencializado a acdo da lectina. No caso do teste com ConA/DC, nédo
houve diferenca entre o grupo teste (ConA/DC) e o controle de crescimento normal,
mostrando que o efeito estimulatorio desta lectina foi anulado pela presenca do DC, assim,
possivelmente estas substancias apresentam efeitos antagonicos, 0 que se poderia supor por
seus efeitos em separado (Figura 26 e 27).

Os resultados exibidos na parte experimental 1 relativos a atividade
antimicrobiana e antibiofilme das lectinas ConA e ConM demonstraram o seguinte: 1) a
lectina ConA apresentou efeito estimulatorio frente ao S. mutans na sua forma planctoénica,
mas, sua acao inibitoria da formacdo de biofilme na concentracdo de 100 pg/mL,; esta acdo
saliva, sem uma acao direta sobre a bactéria em questdo; 2) ja a inibicdo do crescimento
plancténico e da formacdo de biofilme de S. mutans atribuidos a ConM, ap6s analise dos
resultados de gRT-PCR, podem ser atribuidos a capacidade desta lectina em inibir alguns
genes relacionados a viruléncia e capacidade de formacéo de biofilmes desta bactéria.

Figura 26 - Gréfico da avaliagdo do potencial antimicrobiano de ConM/DC 250 pg/mL sobre o crescimento
planctonico de Streptococcus mutans UA 159 com 24 horas de incubagéo.

Streoptococcus mutans

1.54 *
s *% H Salina 0,9%
2 B CLX 250 pg/mL
8/5« 1.0- [ ConM/DC 250 pg/mL
L =
88
20
2 051
]
a)
0.0-

Salina 0,9% CLX 250 pg/mL ConM/DC 250 pg/mL
Grupos experimentais

*p < 0,01 diferenca estatisticamente significativa em relacdo a NaCl 0,9% e **p< 0,01 diferenca estatisticamente
significativa em relagéo a clorexidina 250 pg/mL.
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Figura 27 - Grafico da avaliagdo do potencial antimicrobiano de ConA/DC 250 pg/mL sobre o crescimento
planctdnico de Streptococcus mutans UA 159 com 24 horas de incubagéo.
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*p < 0,01 diferenca estatisticamente significativa em relacdo a NaCl 0,9% e **p< 0,01 diferenca estatisticamente
significativa em relagéo a clorexidina 250 pg/mL.

Compostos antimicrobianos de origem natural tém demonstrado diferentes
mecanismos de acdo (GREENBERG et al., 2008; SOUZA et al., 2011). Os diterpenos séo
uma importante classe na busca por novos agentes antimicrobianos (SOUZA et al., 2011),
mas 0s mecanismos envolvidos na sua atividade antimicrobiana ainda ndo sdo bem
conhecidos. Matsingou e colaboradores (2005) sugeriram sua possivel acdo através de danos a
membrana celular.

Carneiro et al. (2011) relacionaram a atividade antimicrobiana de DC contra
bactérias Gram-positivas as caracteristicas quimicas de hidrofobicidade e polaridade destas
moléculas, capazes de interagir ndo especificamente com a membrana fosfolipidica,
desestabilizando liga¢fes ndo covalentes entre os acidos graxos da bicamada lipidica e, assim,
interferindo no desenvolvimento celular.

Recentemente, UrzlGa et al. (2008) demonstraram que um sistema de anéis
lipofilicos decalina vinculados a um grupo doador de hidrogénio (hydrogen binding donnor -
HBD; grupo hidrofilo) estrategicamente posicionado é muito importante para atividade
antimicrobiana apresentada por diterpenos. Além disso, Porto et al. (2009) relatam que
diterpenos do tipo pimaranos possuem uma potente atividade, atribuindo a sua estrutura a

capacidade de interagir com as bactérias e destacaram ainda a importancia de avaliar as outras
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classes de diterpenos, assim como seus derivados semi-sintéticos, pois estes estudos podem
ajudar a determinar seu potencial como agentes antimicrobianos.

As lectinas possuem acdo antes atestada (TEIXEIRA et al., 2006) em bloquear
moléculas receptoras na pelicula adquirida do esmalte, in vitro, interferindo com a adeséo de
colonizadores iniciais da superficie dental, o que poderia evitar o desenvolvimento dos
biofilmes cariogénicos. Além disso, possuem acdo antimicrobiana e antibiofilme frente ao
Streptoccoccus mutans (CAVALCANTE et al., 2011).

Pelo acima exposto, objetivou-se aferir o potencial que estas duas substancias com
atividades antimicrobianas bem referenciadas na literatura poderiam apresentar em agir de
forma combinada ou sinérgica.

Sabe-se que outros tipos de metodologias seriam mais apropriados para
observacBes de possiveis efeitos sinérgicos como, por exemplo, ensaios com elaboracdo de
curva de tempo de morte ou verificagcdo da concentracdo inibitéria minima com variaces
cruzadas nas doses de cada substancia. O presente referencial experimental trata-se de um
estudo preliminar para observacdo de possiveis efeitos promissores, assim, em seguida foram
realizados tratamentos de culturas bacterianas para verificacdo de alteracdes na expressao de
alguns genes relacionados & formacdo de biofilmes. Através destes testes iniciais as
substancias foram selecionadas para realizacéo de ensaios de gRT-PCR.

Ao compar os valores da expresséo relativa entre os grupos ConM e ConM/DC
em separado em relacdo ao controle (NaCl 0,9%) e comparando entre si, pode-se perceber
algumas diferencas quantitativas no nivel de expressdo génica. Com relacdo ao gtfB, o grupo
tratado com ConM exibiu uma expressdo génica 7,7 vezes menor que o controle e o tratado
com ConM/DC 2,6 vezes menor. JA& comparando os grupos com relacdo a ldh e spaP,
observou-se que ConM/DC levou a expressao 13 vezes menor para ambos os genes e ConM
8,5 e 4,2 vezes menor, respectivamente, comparado ao controle. Bactérias tratadas com
ConM/DC tiveram expressao 18 vezes menor do gene gbpB e 9 vezes menor do gene brpA;
para estes mesmos genes ConM levou a um diminuigcdo de 7,7 e 9,5 vezes comparado ao
controle para os respectivos genes.

Streptococcus mutans pode desenvolver multiplos mecanismos para colonizar a
superficie dental e, sob certas condi¢des, torna-se uma espécie numericamente significativa
em biofilmes cariogénicos (BURNE, 1998). A adesina multi-funcional SpaP, também
denominada P1 e PAcl, é o primeiro fator mediador na ligagdo precoce do S. mutans ao
esmalte dental quando ndo se tem a presenca de sacarose no meio (BOWEN et al.,1991). trés

glicosiltransferases (GtfB, GtfC e GtfD), pdem ser produzidas por S. mutans as quais levam a
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polimerizagdo de motivos glicosil derivados da quebra da sacarose e amido (BURNE, 1998;
BANAS; VICKERMAN, 2003). A acdo de proteinas ligadoras de glucanas (GbpA, GbpB,
GbpC e GbpD) e das Gtfs facilitam a adesdo bacteriana as superficies dentais, adesdo inter-
bacteriana e acimulo das bactérias em biofilmes (BANAS; VICKERMAN, 2003; BANAS,
2004). Gtf B, C e D e GbpA, B, C e D, juntos com os glucanos extracelulares, constituem a
rota para o S. mutans estabelecer-se na superficie dental na presenca de sacarose e sdo de
importancia primordial na formacao da placa e desenvolvimento da doenca carie (BURNE,
1998; BANAS; VICKERMAN, 2003; BANAS, 2004; HAZLETT; MAZURKIEWICZ;
BANAS, 1999; HAZLETT; MICHALEK; BANAS,1998; OOSHIMA et al., 2001;
TSUMORI; KURAMITSU, 1997).

Multiplas redes regulatérias que integram sinais externos, incluindo o sistema
Com-dependente de densidade celular e outros dois sistemas regulatérios componentes,
incluindo CiaHR, LiaSR e VicRK, com CiaH, LiaS e VicK sendo as quinases sensoras e
CiaR, LiaR e VicR os reguladores de resposta dos sistemas de dois componentes, sdo
necessarios para formacao de biofilmes (LI et al., 2001; LI et al., 2002a; LI et al., 2002b;
WEN; BURNE, 2004; QI et al., 2004; AHN; WEN; BURNE, 2006; SUNTHARALINGAM
et al., 2009). Adicionalmente, um nimero de outros produtos génicos, tais como BrpA (uma
proteina regulatéria do biofilme associada a superficie celular), demonstrou um papel critico
na resposta a estresses ambientais e desenvolvimento do biofilme de S. mutans (WEN;
BURNE, 2002; WEN; BAKER; BURNE, 2006).

Para todos os genes estudados foi demonstrado que a cultura bacteriana
planctonica tratada com ConM 250ug/mL apresentou uma reducgdo estatisticamente
significativa comparada ao controle de crescimento normal na expressao dos genes em estudo
(p<0,01), e que a presenca do DC juntamente com a lectina em questdo potencializou o seu
efeito, embora ndo tenha havido diferenca estatisticamente significativa quando comparou-se
0 grupo tratado com ConM 250ug/mL aquele tratado com ConM/DC 250ug/mL, sendo este
ultimo téo efetivo quanto o primeiro (p>0,05) (Figura 28).

Para confirmar o efeito do DC exatamente sobre 0s genes em questdo foi realizada
tratamento de cultura de S. mutans com apenas DC e foi verificado que esta substancia nédo
apresentou efeito sobre estes genes (p>0,05) quando comparado ao controle de crescimento

normal (Figura 29).
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Figura 28 - Grafico da expressdo relativa dos genes de viruléncia de S. mutans UA 159 submetido a ConM 250
pg/mL e ConM/DC 250 pg/mL comparado ao controle NaCl 0,9%.
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Figura 29 - Grafico da expressdo relativa dos genes de viruléncia de S. mutans UA 159 submetido a DC 250
pHg/mL comparado ao controle NaCl 0,9%.
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Foi avaliada ainda a expressao dos genes em estudo sob o efeito da lectina ConA,
que apresentou efeito estimulatorio do crescimento plancténico de S. mutans em metodologia

realizada atraves de microdiluicdo em placas de poliestireno. Foi verificado que ConA néo
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apresentou efeito sobre a expressdo dos genes estatisticamente diferente do controle (p>0,05)
(Figura 30).

Figura 30 - Grafico da expressao relativa dos genes de viruléncia de S. mutans UA 159 submetido a ConA 250
pg/mL comparado ao controle NaCl 0,9%.
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Estes resultados destacam a capacidade, antes comprovada por Cavalcante e
colaboradores (2011), de ConM em inibir o crescimento plancténico e a formacdo de
biofilmes de S. mutans em poliestireno. Mais ainda, destaca sua capacidade de atuar sobre
genes de viruléncia bastante significativos para a capacidade desta bactéria em levar ao
desenvolvimento de doencas.

O mecanismo exato de acdo da ConM sobre S. mutans precisa ainda ser mais bem
estudado, embora, possa-se entender que possivelmente estas moléculas desencadeiam ou
interrompem vias de sinalizagdo intracelulares que culminam com a menor expresséo destes
genes. Assim, analises de gRT-PCR mostraram que a expressdo de fatores de viruléncia de S.
mutans podem ser alterados em resposta a presenca de ConM no meio de crescimento.
Esforcos em direcionar pesquisas futuras que investiguem 0s mecanismos que levam a
alteracdes na expressao de genes selecionados e 0 impacto destas alteragcdes sobre a formagéo

de biofilmes podem ser realizados.
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18 CONCLUSOES: PARTE I

Avaliar o potencial de efeito sinérgico de solucbes das lectinas de sementes de
Canavalia ensiformis e Canavalia maritima com o composto diterpeno casbano
isolado do Croton nepetaepholius (ConA/DC e CoM/DC) no crescimento bacteriano
de Streptococcus mutans ATCC UA 159 por meio de técnica de microdiluicéo.
Estabelecer a diferenca de expressdao dos genes spaP, gtfB, gbpB, Idh e brpA de
Streptococcus mutans ATCC UA 159 na sua forma planctonica submetido a solugdes
de ComM, ConA, DC, ConM/DC e NaCl 0,9% atraves de qRT-PCR.
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Capitulo 19-Consideracoes finais
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19 CONSIDERACOES FINAIS

Dentro dos limites das metodologias realizadas no presente trabalho e dentro dos

objetivos definidos anteriormente pode-se concluir que:

- Lectinas de plantas do género Canavalia podem ser utilizadas em ensaios de toxicidade para
posterior aplicacdo clinica no tratamento de pacientes com alto risco a cérie, podendo estas

moléculas interferir no fator micro-organismo envolvido no desenvolvimento da doenca.

- Oleos essenciais extraidos de quimiotipos de Croton zehntneri podem ser utilizados para
ensaios pré-clinicos para desenvolvimento de adjuvantes na terapia anti-biofilme
apresentando efeito semelhante ou melhor que seus componentes majoritarios, devendo ser

levada em consideracéo seu efeito sinérgico de multiplos alvos na célula bacteriana.

- Novos estudos na tentativa de observar os mecanismos de acdo das lectinas podem ser
desenvolvidos no sentido de complementar as informagdes obtidas a respeito do nivel de
expressao génica relacionada a formacdo de biofilmes e a que ponto, clinicamente, esses
achados sdo relevantes para uso na prevencdo a carie e/ou possivel tratamento da doenca,
além de melhor entender sua atividade em conjunto com diterpeno casbano como possivel

agente de acdo combinada para uso clinico.
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ANEXO A - Espectros de massas dos constituintes quimicos volateis obtidos dos 6leos

essenciais de Croton zehntneri
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ANEXO B - Composi¢do quimica dos oleos essenciais dos trés quimiotipos de Croton

zehntneri.
QUIMIOTIPO QUIMIOTIPO QUIMIOTIPO
1/Anetol 2/Estragol 3/Eugenol
CONSTITUINTES IR Caule (%) Folha (%) Caule (%)
Canfeno 954
S - pineno 979
1,8 - cineol 1031 5,2
Z - ocimeno 1037
E - ocimeno 1050
Cénfora 1146 2,5
Borneol 1169 2,6
a - terpineol 1189
Estragol 1196 1,2 90,2
p - anisaldeido 1250 1,8
Z - anetol 1253
E - anetol 1285 70,5 14,7
o - elemeno 1338 0,7
Eugenol 1359
Isoledeno 1376
o. - Copaeno 1377 15 6,0
f - elemeno 1391 2,1 11,4
Metileugenol 1404
o - gurjuneno 1410
E - cariofileno 1419 45
Z - bergamoteno 1435
Z- Metilisoeugenol 1454 6,3 0,3 53,4
a - humuleno 1455
Germacreno - D 1485 0,7
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E - Metilisoeugenol 1492
Biciclogermacreno 1500 1,7 1,6
o - cadineno 1523 0,8
Acetato de eugenol 1523
Germacreno - B 1561 0,9
Oxido de cariofileno 1583
TOTAL (%) 94,6 93,2 94,3




ANEXO C - Artigos cientificos publicados em periddicos (2008-2012).
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Abstract: Moftlms are assemblages of microorganisms and thetr asockted extracdiular products 2t an Interface
and typiclly with an ablotic or biotic surface. The study of the morphology of tacfims s tmportant because
they are assoctated with procasses of tiofouling, corrosion, catalysis, pollutant transformaticn, dental cartes,
drug restsance, and so forth. In the IRerature, bicfims 2ave boen examined by atomic focce microscopy (AFM),
which has proven © be 2 potent tool %o study different aspecs of the bioffm development on solid surfaces. in
this work, we usod AFM 0 | changes during the of Pracrococas
faccsls biofiims, which were generated on sterde ceflulose nitrate membrane (CNM) filters tn bratn heart
infusion (BHI) beoth agar blood plates after 24, 36 72, 192, and 360 h. AFM helght tmages showed
topographical changes doe ©o blofilm development, which were =sed 1o charactertre several aspects of the
bactertal sarface, soch 2s the presence of extraceliolar polfymeric substance, and the biofiim dowlopment stage.
Changes In e development stage of the biofim were shown % correlate with changes In the surface roughness

2 quantified through the mean mughness.

Key wonds: AFM, bioffm, celbdose nitrate membrane, Emerococys faralls, EPS, mean mooghness, topograph-

ical behavior

INTRODUCTION

A biofilm s 2 complex aggregation of microonganiens
marked by the excretion of 2 protective and adhesive ma-
trix. It is composed of excreted polymeric compounds called
EPS (extracedhslar polymernic substance or exopolysaccha-
ride), which protects the celis within it and Galitates com-
mumication amang them through biochermical signals. EPS
forms water channels that help distnbute nutrients and
signaling moleasles. Bioﬂ:mmchnmaiudbymﬁa
attachment, structural heterogeneity, genetic diversity, com-
phmmuymmnm&udﬂwmdﬂ’sml-
lison et 2l, 2000). Pathogenic bacteria rarely exist in the

form of pure planktonic caltures. They prevail adhered to

Fecrtved Asgat 27, 2000 Accepied Scptevsber 11, 2007,
‘Comopondzg aahon. Foast sperodiidheboo oo (Bando TSt o
vakder@fiac of be (Vakier N Frater)

surfaces within a highly complex ecosystem represented by
a structured biofilm established inside the host (Cibert
e al, 1997).

Bacteria have more than ome way to make 2 biofilm. It
seerns that partiaslar environmental gimuli (growth me-
dium or the substratum, etc)} trigger different develop-
mental pathways, all colminating in the same end point, a
mature biofilmn (O Tooke, 2003 ). Several studies hawe focused
on the process of biofilm formatica of individual species of
bacteria. This process, in may be subdivided into
the following steps (Fig. !): (1) mitial adherence to the
surface, (2) microcolony formation, (3) maturation of mi-
crocolomies into a biofilm containing the EPS matnx, and
(4) bioflm growth (Beveridge & Crahan, 1991).

Biofilms were mitialy perceived as unstrxctured accre-
tinas of bacterial cells, surrounded by the cells’ exopolysa-
charide matrix, for the first decade (1978 o 1990) following
the discovery of their importance and ubiquity. These pes-
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Figmre 1. Schematics of biofilm formation on a solid ssbstrate.

ceptions wers based om flawed techmiques for direct obser-
vatiom of binfilms, in that dedron micosoopy  requirsd
complete dehydration of the highly hydrated biofilm matri-
ces, and im that Light microsmopy was badly disioried by
oat-of foons effects. The confocal bser scanning micro-
seope (CLSM) was imvented in the [95s, but it waz not
uzad thes in shady bacierial biofilme bemause the whole field
was finaied on the plankionic phenobype. CLSM produces
optical slices of complex stroctures, so that oot-of-foons
effects rarely oonor. It requites no ample preparation, so
that living orgamismes cam be ohserved if funresence is used
to visualie the cells. The first exammination of living biofilms
using CLE3M produced 2 whole serizs of revelations that are
the baziz of ozrrent bicfilm cosepts (Doslan & Costerton,
2002
Kristich e al. (2004 nsed scamnimg electron mcros-
oopy (SEM) to stody binfilm development by am esp-
mepative Emeroonoes faemmlic strain im a chemostat-based
biafilm fermentor and described the biofilm characteristics
after 4, 8, and 24 h. The resalis showed that biofilm forma-
tiom progresses throwgh each of the following stages imtial
attachment of individual cells {2 i, microcolony formation
i8 h}, and development imio a matore biofilm with complex
architerture comiaining woid spaces, presumably correspomd-
ing o water channels (210 b
Atomic force microsorpy (AFM) has emabled ressarch-
ers bo visnalize the cell arface architerture of variows organ-
i=ms, including bacteria, yeasts, and vireses (Morris =t al.,
1990 Camesano =t al, 2000; Ahimou e al., 2002}, AFM
images are generated by sensing the force between a sharp
tip and sample sorface, supplying sorface morphalogicl
and physical information im 2 nondestrodive manner {Bus-
tamanie & Kellar, [995; Hansma & Pietrasamta, [998; Do-
fréne, 22\ Two main iechmiques, contact and @pping
modes, zre available for AFM imaging of surfaces. Comact
= topagraphy by siding the probe tip acmss the
tapping the surface with an oscillating tip. Tapping is more
ofien used in the stedy of biological surfaces beuse it
eliminates shear forces, which @n damage soft specimeens
(Binmig et al., 198&; lena 3: Horber, 2007). The major
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advamtages of the nse of AFM are the ability 1o cover the
magmification range of both optical and eledimon micros-
copy, but under natural magimg conditioms with. mimimal
sample preparation, amd the prododion of quntifiable
three-dimessional (1Y) images of the surfaoes.

In the |steratume, biofilms have been visnalived by AFM,
which kas proved to be a potent tood in the qoalitative and
quantitative characderiration of varions aspects of bioflmy
substratum interactions {Beveridge & (Grahan, 1991; Beech
et al, 2002; Dufréne, 2004; Parsck & Foqua, 2004). Raxains
et al. {1996} showed that the adhesion forme measured by

AFM iz affected by the length n-l'u:rel:rpupdpa:dnrl:le
miolecules on the Eschenichia colf cell asrface. Anerbach =t al.

(2020} studied physical morphalogy and sarface properties
of unsatorated Pssudomomes putida biofilms by AFM, deter-
miming roughness and adhesion forces im the outer amd
basal cell layers of fresh and desicoated biofilms. Camesano
and Abm-Lail (1002 determined the heterogeneity of bacte-
rial surfare macromol scules of Prssdomonas purida KT2442
via single-molanale force spectroscopy (SMFS), using AFM.
hanior and Teschke {2005} monitored the dymamics of the
antimicrobial peptide PGla action on E onf through AFM
analyses: height images, mughmess, and fonce ourve measore-
ments. In earlier work, Ahimou et al. (307) developed a
movel AFM {contaci-mode) method for reproducibly mea-
suring, im s, the mbesive energy levels of moist 1-day
biafilms. They showed that oohesive energy increased with
biafilm depth, from 0.10 = 007 o 2.05 + 0.62 nljpm®.

Emterocnci are (ram-pasitive oo, which oftem oooar
in pairs (dipbocooc) and are diffioolt io distinguish from
Sereprococn on physical characiensdics alone (Fischetti et al.,
2000 ). They are widespread in nature and c@n be found in
soil, water, food, plants, and amimals. Several intrinsic char-
acteristics of the gesms Enrerocoomes allow them to grow
almiast everywhere and surviee in harsh emvircaments. Im-
partant dinical infections casesed by Emerocoous include
urinary tract infections, bacteremia, bacterial endocarditis,
diverticolitis, amd meningtis (Pelletier, 1996). Among the
enternmoocal species described oo far, E foscalic is monlly
the most frequent in boman dinical specimens. 4 nusmbser
of infections camsed by E fosralic strains have proved to be
particalarly diffindt to tread with current antibictic thera-
pies, partly due to their imtrimsic antibiotic redstance, thair
promiscaity in the acguisition and dissemination of mobile
gemetic antibiotic resistance elements, and their capacity for
growing im a biofilm (FToole e al, 3000; Ceorge o al.,
20050

In dimical stisdies, biofilms have been implicated as
eticdogical agents of chronic infactions. E faecalis biofilms
have beem described on dental oot camals, urethml cath-
eters, and semis and heart vabves (Carnial B Gilmiore, 200;
Mohamed e al, 2004}

The purpose of this work was o investigaie, by abomic
fiorce microsoopy, the topographical dhanges in E faecailis
kiafilmn surface durimg the development proces after 24, 36,
72, 152, and 380 b Height images and roughness analyses
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were performed on biofilms grown on cellulose mitrate
membrane to characierize the changing pattern of E faeca-
i5x bofilms due to its development

MaTERIALS AND METHODS

Zample Preparation

Brain heart infusion (BHI)} broth was incoulated with E
Jaerals (ATOC 20212 Calti-loops-DXOIY) from a stock at
18"C and inoshated at 37, Biofilms were generated om
sterile cellubose nitrate membrane filkers (CHM) of 0.2F gm
pore size, 13 mm diameter size (Millipore), and wens han-
died umder sterile conditions prict to imaging. The inoco-
lum was prepared im biquid medium as follows. & wolume of
50 gl of frash BH] broth cultare of bacteria that had been
adjusted io a torbidity of & on the MacFarand scle was
pipetied omin the membrames placed on BH] blood agar
platas (5% defibrimatad sheap blood), which were then inco-
bated aermdically (Abdullah et al., 1005, To shsdy the aspects
of binfilm development, the imonslated (CH in solid agar
mediom amd BHI (incoolated CNM-BHI) were incobated
fiar 24, 36, T2, 192, and 3&0 h, 2t which times they were usad
for AFM measurements. For 2 reference blank (ooatrol),
monimooulated CHM im solid agar medium and BHI {non-
inooalated CHM-IHT) were also incobated for the cme
periods of time prior to performing AFM mezsmmements.

AFM Orperation

To perform AFM height data, samples of CHM and inooo-
lated and monimooulated CHM-BHI were air-dried fior 5 min,
ool amd placed on siesl sample disks covered with doubde-
sided adhesive. 3a surfaces were scamned in air with a
Manosmpe 112 Multimods AFM {Digital Instrumenis, Santa
Barbara, CA) by the tapping mode at 2 scom of about
0.400 Hz, resomance frequencies of cu 20-3580 kHz, with
crystal silioon cantilevers (Cigital [nstnements) 2t 2 spring
constant of approvimately 40 Bm and tip radios of 15 nm.
The scam zes performed were 30 < 30 pm, 10 = 10 gm,
and 5 = 5 pm. AFM scan comtrols were properly adjostad
isufficient comtact force and high gaims) to avoid tip arb-
facts during the scanming of the smples. The height data
were processed with Manostope software (Dhgital Instro-
ments) versicm 512 r3 to ke visnaliation of fwo-
dimensiomal (11, 31}, and adge enhance 21} mages. Edge
enhance is used io accentuate boundaries (edges) between
disgmilar areas of an image.

Roughness Analysis

W nsed Mannsoope software to calmulaie the sorface roogh-
mess for the AFM height data with a scan gme of 5 30 5 pm.
Thirty regions {per sample) were andomly choeen to deter-
mine the mean mughmes (Ra). A2 represents the arithme-

tic mean of the ahsolute deviations from the cemter plame,
determined according to the following formmla (Sayles,
1862; Digital Instraments, 2001

N
. :'_Ejl:.—z?l
= N .

whaz.i".;? is the & vahse of the center plane, z; is the carrent
z valee, and K is the number of poinls within a given area.

Statistical Anabsi
Statistical data amalysis was based on the desoriphive
statistic—mean value, samdard deviation {50}, and mangin
of error [ E); the Shapiro-Wilk test, to determmine whether ar
mot a random ample of valoes follows a normal distribo-
tines: and the hypothesis test, to determine the significance
of differences between groups (Limdmam, 19746 Lehman,
1975; Mendenhall =t al, 19900, E is the macimum likely
differemce between the observed sample mean and the tre
value of the population mean. When the population mean
is unknown, E is determined acoordieg to the following
formmlax

- 5
= [ —
=~
where o is the significance level, n is the number of samples,
and gz is Stodent’s ¢ distribution parameter (it depends of

o and n). The significance levd peed was 0.05. All statistical
analyses werne performed wsing Excel 2002 software.

FesuLTs

Figumes Ta, 32, and da depict the AFM 20 images of ChM at
three different resolutions. They show the mogh topogra-
phy formed by projections similar to polyps of polymer
material. The irreqular surface of the mitrocelulsc: mem-
brane is evidemced in the height 30 image (Fig. 4a)

The sodution used a5 colhere medinom (BHI could be
observed ai the monimooalated CHM-BH] surface incubated
fior 24-360 h (Figs. Zh, 3b, 4b, 5a) in the form of ghobular
stroctures with an average diameter of 5 nm adhered o
the CHM. The height 30 image in Figure db shows alter-
ations of the membrane irreguiarity due o the presnce of
BHI. Detailc of this structure are shown im the edge en-
hamced M} image in Figore 52 The incubation time did not
affect qualiatively the monmooolabed CHM-BHI surface
[ referemce Blank].

After 24 h of bacerial growth, several E. fosrakc oslls
cowvered the surface of the inooolatsd CHM-BHI (Figs. Ic,
3c, dc, 5hi. Spheroidal bacterial cells with a smooth surface
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Figure 2. (a) AFM 2D tmages with scanning of 30 x 30 um of CNM, (b) nomtnoculated CNM-BHI after 24-360 h, and
Inocalzted CNM.-BHI after (c) 24 B, (d) 36 &, (¢) 72 h, (f) 192 h, and (g) 360 & The cirde Ind and f indicate the presence
of one of the microclony *slands” on the sxfaces arrows and asterisks denote the prasence of flaments and spaces in
the EPS net, respoctively. Hedght scale {color bar): 2000 am.

in many growth stages and clear distinction of cell borders
were cbserved. The 3D image in Figure 4¢ shows 2 dacreace
in surface irregularity. The edge enhanced 2D image also
shows the presence of some tramsverse septa characteristic
of cell divisicn processes (arrows on Fig. 5b). The bacterial
cells hical differences (size and form) when
compared to the BHI globular structures (background).

Stady of Bneerococcus feersls Siofilms by ASM 153

After 36 h of growth, AFM images of the inoculated
mesmnbrane were partially cbscured due to the presence of
EPS (Figs. 2d, 34 44, 5). Accurnulations of cells associated
with the formation of microcolomies (arde in Fig. 2d ) were
also observed The 31 image shows a higher smoothing of
the inoculated CNM-BHI surface (Fig. 4d). Edge eshanced
20) images dearly exhibit the difference of the bacterial cell
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Figure 3. (2) ARM 2D tmapes with scanning of 10 x 10 gum of CNM, () nonmoculated CNM-BHI after 24-360 h, and

Inocalated ONM-BHI after (<) 24 h, (d) 36 b, (¢) 72 h, (F) 152 h, and (g) 360 & The asterisks, arrows, and phos signs (e)
Indicate bactertal cells, faments, and spaces in the E9S net, espectively. Haght scake {color bar): 2000 nm.

surface after 36 h of development (Fig. 5¢) when compared
to that after 24 h of development (Fig, 5b).

After 72 h of growth, there was an appearance of an
EPS net consisting of filaments and spaces that covered cells
in earlier stages, that is, before 72 h (Figs. 2e, Je) Very fow
bacteria were observed at the surface (asterisks in Figs. le
and 5d). The presence of filaments (arrows in Fig. Je point

to some of them) and spaces (plus sSgns in Fig. 3e) were
evident and dearly scem as part of the air-dried beofilm
structure. Note that there is an increase in the irregularity of
the biofilm surface as compared to the biofilm surface after
36 h of growth (Fig 4¢). The edge enhanced 2D image
shows the ssnooth surface of some bactesial cells in the EPS
met (Fig. 5d).
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Rigare 4 (a) AFM 3D tmages with scanning of 5 x 5 um of ONM,
(b) nontnoculated CNM-HHI after 24-360 h, and tnocalated ONM-

B after (c) 24 &, (d) 36 &, () 72 h, {F) 192 h, and (g) 360 & Hotght
sl 1000 nm.
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Flgore & Mean wahe of £, (2 5E) for the surface of ONM,
noninooakied CHM-BHL and nocolated CPEM-BHD afier 24
350 h TEe roughness mesurements distingaished the different
dterations In the surace iopograply of nitrcellulose membrane:
(@) BHI globular struchores adBesion, (b bactertal adhesion, i)
EF5 formation, ) EPS net. fe) bacterial growth on EPS net, and
() biofilm growtt, The asterishs In the Incoalated CHM-HHI bars
indicate significant gatistical differences in means as compared 1o
ezch other and 1o CNM and nonlnooolated CHM-BHL

membrane. [ is in these regions that bacierial coftures ane
usually entrenched. In partionlar, nitrocellulose memibrames
also show excellent peotein-binding characteristics. The mi-
croporows stracture and proteim affinity were responsible
fior the formation of a complex and orgamized network of
the nutritional medimm (BHI) thronghout the CHM.

The smnooth aspect of the air-dried bacterial cell surface
(bacterial 5-layer) (Firtel et al., 204}, the dear distinction of
the cell borders, and the fact that the transverse sepla ame so
clearly digtinguished provide evidence of the reduced amount
of EFS over the surface after 1 h of growth. These are the
characteristics of the initial stage of biofilm formation, the
adhision phase.

The presence of EPS umiformly distributed, after 36 b,
consolidated biofilm formation. The dight redudtion in
surface oughnes (when compared to the one at 24 h of
growth) was indicative of a youmg biofilm and the listle
infhsence of the porosity on the irregularity of the biofilm
surface. This sage = asgpested a5 corresponding to the
maturation of the micromlonies with EPS production.

The EPS met with its filaments and spaces was formed
from: air-dried EF5 om bacterial cells afier 72 b The umch.
soured surface and well-defined comtours of the few bacteria
presend in it imdicated a low amoust of EPS aver its cell wall
(bacterial 5-layer). This is a charadenstic featore of cells
profably ongimating from those below the extracellular net.
The imcrease in the amegularnty of the bioflm sorface com-
pared i the binfilm surface after 36 h of growth was doe to
the spaces present in the EFS net. This phase may represent
early stages of biofilm growth.

The ootton ball appearance of bacterial cells after 152 h
was duse to the great amount of extracellular material depos-
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ited over the surface. Afier 380 h, the biofilm is completsy
developed and has full potential to grow.

The higher mean R, valoes of noninooulated CHM-
BHI as compared to that of CHM was due to the presence
of globales in the growth me@uam (BHI); the kower bevel of
imooalated CHM-BHI after 74 h {by 146.75 mm) oompared
to nominoonlaied CHM-BHI was due o the presence of
bacterial cells on the surface. A decrease of [6.51 mm from
impoalated CHM-BHI afier 24 1o 36 h was due 1o the
formation of EPS, an increase of 8507 mm from inosoulated
CHM-EHI after 38 1o 72 h was die in the presence of the
EFS net, with spaces and filamenits, a decrease of 2150 nm
from inocolated CHM-EHI afier 72 to 197 h was due o the
bacterial growth abowe the EPS net, and, fmally, am increase
of 239 58 nm from inooolaied CHM-BHI afier 152 to 380 b
was due to biofilm growth.

Accomdingly, the roughnes measurements in air can be
weed 1o characterize unequivocally the various stages in-
volved im biofilm establishment and its strocre:

= 24 h: little or no EFS. Cell borders amd septa are distin-
puishable (roughness represents bacterial digposition on
the surface). This is the adheson phase.

= 36 h: young biofilm consofidated. Bacterial cells are par-
tially ohsoared (fittle redoction i rooghness om aooount
of EPS formation].

= 71 bz EPS net, with few bacteria at the sirface (roughmess
enhaniced becasce of large amount of spaces all over the
met).

= 192 h: establishment of bacierial microdionies above the
EPS met. Cotton-ball-like cells appear as 2 consequence of
EPS deposition over their surfaces (moughmess decreasss
becanse the spaces are coated with EFS).

= 360 h: EPS.nich biofilm, forming spine-like sinsciures.
Impossible to distinguish bacterial cells (zxpressive roogh-
mess ephamcement). The biofilm shows its full growth
potemiial.

COMCLUSIONS

Biofilm investigations are wery impaortant in modern medi-
cine, bacanse they can have great impact on the treatment
of infections diseases with antibiotics. Bacterial hiofilms camn
b mare resistamt bo amtibiotics than the simple oslhore
(Gilbert =t al, 19%7). Thuos, any isvestigation involving
dlinical infections caused by bacteria should take into ac-
couni the formation of baofilm. In thas work, we disoesead
the development of E fasmslic binfilm osing atomic fonce
microscopy @ a bool io characierize its microstrocture. We
shiowed that AFM is a powerful and nomdestructiee dech-
mique to perform qualitative shsdies (height images) as well
as guamtitative studies (roughnes measares) on the evelo-
tinm of the biofilm surface, permitting a distimction between
different developmental stages and topographical stnsc-
tures. This work opems the possibility of studying the =ffect
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of antibacierial agents on beofilm topography, providing
relevani data to the treatment of bacterial infection.
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Abstract: Surface colonization is an essendal step i biofilm development. The akility of
oral pathopens to adhere to tooth sorfaces iz dirsctly linked with the presence of specific
mnlecules at the bacterial surface that can mteract with enamel aoguoired pellicle ligands.
In Light of this, the aim of this stody was to verdy inhibitory and anfibiefilm action of
lecting from the Déoclemaesubiribe against Streprococous mutans and Smepéocacous aralir.
The iohibitery acdon apainst planctonic cells was assessed using lectine from
Conmvalisensi farmis (Cond). Cmmalia Gradiiensis (ConBr), Camrvaiic maritimg
(ConM)., Camavalia pladiats (CGL) and Camavaiiz doliviang (ConBal). ConBel, ConBr
and ConM showed mhibitory actvity oo 5. mufons growth All lectins, except Cond,
stimmlated sigmificanfly the gprowth of 5. oraliz. Te evaloate the effect on bioflm
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formation, clarified saliva was added vo 96-well, flat-bortomed polysthyrens platss, followsd
by the addition of solutions confining 104 or 200 pz'ml of the selected lectin:. ConBol,
ConM apd Cond inhibited the 5. mutmes biofilms. Mo effects were fomnd on 5 oralis
hipfilms. Stmachare'finotion analysis were cammied out using bisinfermatics tools. The
aperhme and deepmess of the CRD (Carbobydrate Fecopnition Domain) permdt us 0
distingaish the two groups of Camavalin lectins m accordance to their acbons against 5.
murans and 5. graiis. The remlts found provide a basiz for encouraging the nse of plant
lecting as bioteckmological tools in ecological conmol and prevention of caries diseaze.

Kevwords: plant lecting; oral Smeprococens; biofilm

1. Infrodnction

Maoy bacteria in Mahme offen adopt a sessile biofilm lifzstyle attached oo surfaces and forming
mami-embedded communides callsd biofilms that differs zreatly from that of other free-living
cells [1,2]. Such biological orgamization provides a sheltered micre environment for the immaobilized
bactera [3.4]. Those compmmiiies have been implicafed in many chronic diseases, such as choromic
oiifis and tonsillitis, in addidon te demdal caries and periodontal diseases [3]. Microorganisms form a
pathoeenic biofilm adhered to dental surfaces, prodocing acid and cyviotoxic products that lead to the
demineralization of dental tissues [6,7]. Deofal canes iz a multifatonal disease, both infectous and
fransmissible, while demineralizing the dental structure [3). Factors related o dist, bost, microbiota,
and fime of exposition conimbates to caries installation and development Although the application of
good aral hygiene practices and flueridation are penerally comsidersd to be responsible for the
contimang decline dental caries in indostrialized coumiries, a sigmificant proportion of the population
siall suffers from tooth decay [9].

More than 700 bacterial species hawe besn detected m the ol cavity [10], and the pressnce of
pathoeenic bacteria in ol bioflms iz a major factor asseciasd with dental diseases such as caries and
periodantitis [11-13]. For bioflm formatien, interactions between bacterial cells and the dental surface
bave importance for the colonizadeon of the surface at which these compmmites develop [14]. The Grsi
step in this dewelopment is the establishment of an acquired enamel pellicle that comsists of saliva
componants, such as proteins, ghyooprofeins and carbohydrates [13]. The bactera can inferact with the
acquired pellicle molecules through a series of specific mechanizms such as lectin interacons
mvelving adbesion between the bacterial surface and the pellicle receptors [16].

Lactins are proteins of non-inwmme origin that recopmize and bind to specific carbobydrats
stroctaral epitopes withoor modifving them [17]. Becanss of their carbohydrate recogmidon abilicy,
lectins are iovolved in several celinlar events, beyvond symbiotic and pathogenic inferaction betwesn
micrearganizms and hosts [15-20]. Legpominens lectin: constmme a wide fimily of homsalogoos
prodeins, strocrorally similar and with distinet carbohvdrate specificities. They are the most studisd and
characierized group of plapt lectins [21]. However, lepumineus leciins have an essentially simdlar
three-dimepsional sooctore, and high amine acid sequence commespopdence, vef they show
considerable monomer olipomerarzation diversity [22,123]. Alteratiens in the relative omentation of the
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carpohydrate binding sites at the quaternary swchme of homaologoes lectins have been hypothesized as
contributing to the differences m biological activity and petency of Commvaiioensi formis and
Canavaiin braziliensis lectins [14.25]).

According with Teixeira and collegues [14] plant lectms are able fo inhibi ol bacteria adherencs
to enamea] acquired pellicles probably through blocking sreptococct adhesion. This marmer, the aim of
thiz study was to verify the activity of legume lectns from Dhocleinas submibe on Sreprocecous
musznr UA 150 and Sreprococcns oralic ATOC 10557 duming plankonic prowth and experimental
biofilm formation. The results suggest that lectins have anfi-adhesion potential and that they can be
explorzd as a biotechnological tool in snedies and also i therapeutics of demtal diseases that are closely
related fo biofilm formation.

1. Resunlt= and Discnssion

Bacterial growth measurements were mads at lectin concentations @oging fom 134 to
500 pp'ml and for the comtred (008% WNall). The concentration of 300 pp'ml was chesen dus to
sttistcal differences from the contral. The other concenfrations that wers assayed, however, did not
demonstrate statistically sigmificant differences comparsd with the control (data not shown). Fer
5. mungns, ConBol, ConBr and ConM showed imhibitory activity compared with the control (Figares 1
A B and C) and CGL and ConA mterestingly sdmulated the growth of this bacteria compared o the
control (Figares 1 D and E).

Figure 1. Bar zraph of 5. mufans at different growth fime poinfs under the effect of lectins.

(A) ConBel (B) CouBr; (C) ConM; (D) CGL; (E) ConA *p = 0.01 related to the 0.9%
NaCL{T) 0.9% NaCl (W) Lectin 500 pgimL.
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Testz of the same lectins against 5. oralis showed that ConBol, ConBr and CGL (Fipares 2 A B
and I stimolated bactenal srewth compared to the commol ConM chowed remarkable grownth
stipmlaton (Figure 2 ). When ConA was evahiated oo action was seen (Figae 1 E).
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Figure 1. Bar graph of 5. oraiiz at different grownh rime peints under the effect of lecons.
(A} ConBol; (B} ConBr; (C) ConM (I OGL; (E) ConA *p < 0.01 relaed o the 0.0%
WaiZl. (1) 0.9% Wall (M) Lectin 500 pz/ml.
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ConBol and Cond prevenied F. muidons bioflm formation when the concenfaton tested was
100 up/ml and ConM showed the same effect even at 100 pgml as 204 pz'ml (Figures 3 A, T and
E). Mo affects were found when ConBr and OGL were tested (Fimmes 3 B and 0. Mo inhibition or
supmladon effects were found on 5. oralis bioflms (Figures 4 A to E). All sristical analyses wers
made companne to a BSA coniol

Figure 3. Bar graph of 5. mutans biofilm content at different zrowih times ander the sffect
of lectins. The comimol was Bovine Senm Altumin (B5A) 200 ppml. (A) ConBol (B)
ConBr. (C) Conh; (I¥) CGL: (E) Cond.*p < 001 I&luedtu the BSA 200 pgml. Legend:

(0 BSA 100 pz'ml. (O Lectin 100 pg'ml. (M) Lectin 200 pg/ml.
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Figore 4. Bar graph of 5. oraiis biofilm content af diferent prowih times wmder the effect
of lectins. The confrel was Bovine Serum Albumin (B5A) 200 pegml. (A) CooBel. (B)
ConBr. {C) Conhd; (I OGL; (E) Cond *p < 0.01 r&]aTed fo the B5A 200 pr/ml Legsnd:

0 BSA 200 pz'ml (0} Lectin 10 pz'ml (M) Lactin 200 pz'ml.
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The bacierna growth ichibifon assays revealsd that 5. mudaoes was inhibited by ConBol, ConBr, and
ConM, while Cond and OGL stimlated the srowth of 5. musans when compared with the contrel. The
carsohydrate bindimz site of thess lectins is quite similar and diverpges slighthy from Cond and CGL;
thiz diverzence is mainly linked to distances betwssn amino acid side chains which compose the
carpohydmte recogniton domain The main difference observed in the CRD (Carbobydrans
Becoznition Domaim) was a reduction of the despness of the site (Arg228-Tyrl2 and Arg28-Asnl4)
and of the apermure (Tyrl00-Tyrl? and Tyrll-Tyrl4) (Fipue 5). The aperture and deepoess of the
CRD permit o distingoizh two groups of Camavalia lectins in accordance to their actions against 5
musnr, the inhibitery group formed by CooBel, ConBr and ConM and the stimulatory groap
composed of ConA and CGL.

Fignre 5. Comparisen between OGL (stiondatory lectin for 5. mutams - blue) and Con®
(inhibdtory lectin for 5. mutans - green) carbohydrate binding sites. The distances befwesn
the aming acids side chains can explain the divergent activity causad by the inferacten
patiemn with surface carbohydrates,
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The first repont of inhibitory action of peptides agamst microorgamisms dates from 1942, and refers
to a profein obiamed from wheat floar [27]. Lectins in bigher plants defend azainst pathogenic bacieria
and fungi by recopmizing and mmebilizing the nfecting microcrganisms wia binding, thersby
preventng their subsequent zrowth and oultiplication [28]. The ichibition of bacteria and fungi by
lectins, such as those of the herbaczons dmarantins, has leog been known [20].

The present work aimed o0 assess antibacterial action apd mbibition of biofilm formation by
lepuminens lectins extractsd from the Dipciemae submibe. Determination of antimicrobial action
following MCCLS puidelines sugeested that i the concentrations nsed and wmder the conditions stated,
only ConBaol. ConBr and ConM had mferference at 500 pp/ml. diminsking 5. mufans growih. OGL
and ComA had a stimmiatory effect agamst this bacteriom Howewver, at the tests of 5. oralis all lecins,
except ConA, had a stmulatory effect at the same concentration, 300 pz/ml..

The concentration used is quite hizh compared fo the concenirations used in simdlar stadies [30-33].
However, Liao and collagues [37], testing antimicrobial acton of plant and marine alzae lectins used
concenmations AoEne fTom 102 to 800 pep'ml apnd found that Con A and WiEA from land plants did
ot inhibit amy of the vibrios assayed

Crar resaits showed that ConM was able to interfere m 5. murans growth, what can be attrineted o
cellolar membrane damage. Santi-Gadelha and collegues [31] showed though electron microscopy the
presznce of pores and severs dismapison of the Gram-positive bactera membrane demenstrating sirons
antimicrobial activity and poinbng a possible mechanizm of inhibition of bacterial growth by lectins.
Thiz pores formed at the membrane permit outflewing of celhular contents [33,34].

The carbobydrate-binding site af the bacterial surface, probably plays a key role in this antbacterial
activity, being responsible for the recognition of bactaria. It is imporiant o oofe that dfferences in
antimicrobial action betwesn 5. mmrans and 5 orels may be due to differences in characteristic
carbohyvdraie surface compesition. Almost all microerganisms express surface-exposed carbelydmtes.
These carbolrydrates may be covalently bound, as in ghycosylated teichoic ackds to pepiidoshyran, o
pon-covalently bound, as in capsular pelysaccharides [31.35]. Every surface-expesed carbobypdrans i a
pedential lectin-reactive site. The ability of lectms fo form complexes with microbial glycoconjugates
has mads it to be emploved as probes and serbents for whole cells, oosants, and pomerous cellalar
constitoents and metabolites. Microbial recepbors for concanavalin A hawve been described. Foo
example, polyelecirolyie glucosylated feichoic acid found n maoy Gram-positive bactena surfaces
[35] and newtral polysaccharides prodoced by members of the genera Deucomestoc and Streprocecous
[31]. The development of hizh-affinity ipands capable of selectively recogniming a varefy of small
motifs In different oliposacchanides would be of sigmificant misrest as expenmental and diagnostic
tpols for severl bacteral nfections. The selective binding of cerfain lecims to bacteria bas been
proposed for targeted delivery of antimicrobdal agents with C. ensifermic lactin fargeting Straprocecous
smpuis and Corynebarierinm hofmamnii and Trificum vulgarizlectin Gopeting Srepéiococons epidermis
“mm vire” [36]. This could be a new perspective area for futore stodies myvolving the conjuzation of
lectins and other products with knewn bactericidal action

The resident microflor benefits the host by acting as part of the host defences and preventing
colonization by exogenous (and often pathogenic) micreorganisms, “colonization resistance™ [37]. The
concept of microbial ecological chanze as a mechanism to prevent denfal chapge is an Iprtant
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one [18]. Char results showed that the lectin: of C. boindama. C. brasilfensiz and . maritime had
mferference effects against 5. mugmns, and a stimulaiery effect on 5. eraiis growth.

5 mufams, an acidogenic bacterum, has been associved with the development of tooth dacay,
throuzh acid production as a result of carbobydrate farmentation [39]. Microerganisms present at the
oral cavity like 5. grallz are numenically important members of the oral microbéoda, isolated Som all
inraoral surfaces and are pioneering orgamisms mvelved i primary celonizaton at dentitien [40,41]
Marsh [41], in the “ecological plaque bypothesis™, proposed that changes In emvironmental factors
irizger a shift in the balance of the resident microbiota, and this coold predisposs a site o disease.

Cme of many melecular mechanizms myvolved in adherence of bactena and the dsvelopment of
mized-species oral binflmes is specific lectin-carbobrydrate interacting between bacternia, soch as the
mferacfon miyelved m lactose-sensitive conpregatioms of Acimomyces spp. and Sreprococous spp.
Becanse of their role n adhesion and agglufinaton. lectins are considered fo De Dmporiant io bodh
symbiotc and pathogenic interactions befwesn microorgamisms aod hosts [32]. With the new
understanding of oml microbial commumify interactsoms, there is pow interest in approaches thai
selectively inhibit aral pathogens, or modulate the microbial compesition of dental plagque fo comtral
commumity based microbial pathogenesis [43].

Crar results mdicate an iphibition oo 5 mufens biofilm formation and oot the same effect fo
S orails. According to Islam and colleagues, this could be atminaed to the surfce carbebydrats
differences betwesn the bactaria species. Lectin: agghatmate bacterta and their prezence in the milien
can be exploited to prevent the long-term attachment of the bacteria on to the tooth surface [44]
Liljemark and cellaborators [43] showed the effect of bacteral agsregation on the adberence of oral
sireptococcl fo acqured pellicle using lectns. Their resolis suggest that the formaton of lage
azEreFaies canses 3 decreaze of the pomber of adherent bacteria and indicates that independent of a
certain lecin concenfration, ifs aggTepating activity does pof oppose fo bs blocking effact and even
belps decrease the pomber of adherent streptecocci. Significant iohibiton of bacterial iefilm growih
cauzed by plant lectins was reperted before by Islam and colleagoes [44]. a fact that can be lmked to a
surface glycoprotein of 5 mudms of $0 KDa (with mannos= and Macetylzalaciosamime) that has been
known to b= nvelved m saliva and bacterial inferaction [26]. The lessar adberence n the presence of
ghacosemannose specific lecins could be becauss of the interacon with this prodein [24].

The differences in the pathway of lacin antmicrobdal action are related o quatermary assembly bat
recent crystallographic stodies reveal that the specific carbobydrate binding site orentation determines
the biplogical response of many systems to the presence of the lectn [47,48]. The stimalatory effect of
Cangvaiia lectins on 5. arailz might be dus the high frequency of neuraminic acid ar cell surface [48],
which is nof specific to binding Diocleinoe lectins.

The inhibition of 5. mutens cansed by three lectins out of the Swe tested is stwchmlly confimmesd by
the companzon of aming acid side chain disances at the carbolydmte recogniten demain (mainky the
apertare versus the despness of the site). These aspects also have been reparfed for Con and CGL to
increase the selectivity of lectins for disaccharides [47.48,50). The preference of ConBed, ConBr and
ConM to bind and mhibi specifically 3. mufans soain can be explained by the reduction of the primary
carbohydrate bindins site and the morease of the specificity of these lecfins by specific carbebydrate
epitopes, which form mare comples interaction patierns with the tested lectins despite ConA and CTGL
presenfing larger primary carbobydrats binding sites. Cruanfitative differences anf interaction path can
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exist between lectins that recognize the same terminal monesacchanids residoes [31]. Beside dus, the
same lecting can be more speciic for complex carbohydrate stuctures than for monosaccharids
residues [32]. Since the mechanizms of action of legominous lectins on bactera cells stll remains
unkpowt, this stady provides new insights on the molecular basis of lecin-bactera interactions.

3. Experimental
3.1, Bacrerial Strams and Growth Condhdons

Bacterial species Srapiococous mudans UA 1530 and Srepiocecons araiis ATCC 10557 nsed io this
smdy were obmined from the Instrote Oswaldo Cruz-FIOCFUL cellection. The smains were kept in
BHI (Bram Heart Infision-Cifoo) and ghyoerol 0% at —B0 °C; for experimental procedures, 100 pl
were insculated m 10 ml of Sesh BHI broth and inoobated for 18 b with CO; 10% at 37 °C. Affer
initial activarion, the cultore was renewed in 10 ml of sterile BHI broth adding 100 pL of memium
and grown undsr the same condidons dascmbed above.

3.1 Lectn Purjfication

The lectin: from Conavaliz ensirms (Cood) [53], Comgvaily braniliensic (CecBr) [34]
Cemavalia merramg (Cond) [35], Counealin glodimte (OGL) [38)] and Caomvalie bolndang (ConBal) [37],
were obiained at Bwlogically Acove Molecules Labomiory (Bwmel - LAB), Depariment of
Biochemiztry and Molecular Biology, Science Center, Federal University of Ceara-UFC, according to
Its respective purification references,

Briefly, mature seeds were collected at Ceara State. Northeast Brazil. The seeds were ground fo a
fine powder in a cofes mill and then defatted with n-hexane. Solubls protins were exmacied at 20 0
for 4 b by confirmens stirring with .09 NaCl (1:10 wia), follewed by centrifusation at 10,000 = at
4 °C for 1) min The supsmaiant was applied to a Sephadex G-30 column (5 = 25 am), which had been
equilibrated with 019% NaCl confining 5 mmoll. Call and MoCl,. The column was then washed
with equilibration affer at a dow mie of 45 mlh il the efluent absorbance ai 280 nm was below
0.05. The bound lactin was ehied with 0.1 melT. plycine, pH 1.6, dialyzed extensively apainst
distilled water and lyophilized The afinity chromatography facton was forther purifisd nsine an
Akta chromatographic system and Mone-Q column (5 = 0.5 om) equilibrated with 20 mmelL
Trs-HC1 pH 7.0, and developed with a linear pradient of 20 mmelT. Tris-HCl pH 740, containing
1.0 malT MaCl at a flow rate of | ml min-1 and a slops of 5% Nallmin. The lectin preparations,
recavared o the umbeund facton, were exhanstively dialyzed azainst distilled water and feeze-doed
The purity of lectin: was asseszed by S05-PAGE.

3.3 Effect of Laciing on Bacierial Growih

After cell growih. the colfure was centrfozed at 1.500 g for 20 min at 4 °C, washed twice with
0.9%: Na(l and then adjusted for a concentration of 10°-10° Colony Forming Units (CFUVmL. The
lectin spluritopn: were prepared by 2-fold semal dilufion (copceniations mnging fom 136 to
S0 we/ml) and incubated fogether with the selected adjusted bacteria for § h with 109 00y at 37 °C,
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without culbare broth to aveid pessible bindmg of the lectns to available carbohydmaie at the mednom.
Thiz procedure was based on growth curee experiments with these bacteria om 0.9%: WalCl obsarving
the time podnt of cell viability decrease throwsh bacterial plating each 30 min (Data not show). The
aszay in polystyTens plates was camied out by adding 200 pL of fresh BHI broth to each well and 4 pl
of the lecon'bactena suspension previously inoubaed at each concemmation. The samples were mads
in miplicare with three separated experiments. The commol used was 0.8%: Nall which represents the
pormal growth of backra using the same procedure for bactenalsctin moubation. When the plates
were ready, an mibal measumement af 00, (Biotak I Flae Feader-Amersham Bioscenoes) was
carmed out fr es@blish a baseline. Oibher measmements were made afier 12, 18 and 24 h of incubation
at 37 = with 10% COy.

3.4, Effect ¢f Lecting om 5. mutans and 5. oralis Bigfim Formarion on Saliva-coased Surface
341, Saliva Processing

Salva was collected and processed according fo the prodecol of Guegenheim and colleagues [38].
Brisfly, whols unstimalated saliva was cellected for 1 b per day during several days fom velunisers
ihat assigned ap informed consent ferm (Ethical Commattes Approval mumber 21 7-CONERCHNS/MS)
at least 1.5 h afier eafing, drmking, or tooth cleanmg. Saliva samples were collected i sterls 30 ml
pelypropylens tubes, chilled in am fce bath or frozen af —20 °C. After 300 ml saliva had besn
collecied. & was pooled and cepmfoged (30 min, 4 °C, 2700 g); the supematant was pasteurized
(50 =C, 30 min) and re-centrifozed in sterile fubes. The resulting supemmatant was stored ioto sterils
50 mL polypropylens tubes at —80 °C. The efficisncy of the process was assessed by plading processed
saliva samples onto BHI agar; after 72 k at 37 °C no CFUs were obsarved on incubated plates.

341 Bwfilm Aszay

For plate mounfing 2000 pL of processed saliva was added fo each well for 2 h under agration
(WLA-420-Marcond orbital shaking moobator beard) at 37 °C. Then the saliva was removed amd
100 pl of lecdns solotion ar 100 or 300 ppml apd bovine semum albumin (BSA) cooimal
(200 pg'ml) were added for 2 har 37 *C. After this period, the solotons were removed fom the walls
and 200 pl. of a bacterial suspemsion adjusted to a concentration of 10°-10" CFU/mL were placed
remaining for I h. In sequence, the bacterial soluton was removed and 200 pl of sernle BHT booih
was added and the plate mcubated at 37 °C, 10% CO,. Every step of the expenmental protocel was
followed by washing procedure with 200 pL of 0.9% Wall with up and down movemsnts. As cootral
it was wsed BSA [31] to observe the action of a protein without anfionicrobial acton on the medmm

After incubaden for 12, 20 and 24 h at 37 °C with 10% C0,, the media was removed fom the
mucrodrire plates. The remaming plaoktonic cells were removed by gente washing wiih sterile waber
The wells with the adhersd bioflms were fized with formakin (3 7%, diloed 1-100) plos 1% sodium
acetats for 15 min and simed with M pL of 0.1% aystal veelet for 15 min at room femperatore.
After two rinsss with distlled water, remaining (bound) dye was removed with 100 pL of 85%
gthanol The plates were then placed in agitation for 5 mun fo allow full elsase of the dye. The bioflm
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formation was then quantified by measuring the opfical density at 570 om by ELISA plate reader
(Bioirak II Plate Reader—Amersham Biesciences) [59]. A total of ee plates were mounted for each
bacterim and different concentration (12, 20 ad 24 h of mcubation) by experiment The owerall
experiment was repeated three fimes.

1.5 SruchreFuncion Analyii

Aromic poordinates for the lectins crystal stroctures from the Procein Diata Bank (FOE) were ussd to
compars the carbohydrate binding sites desizn, and relats them to biological actvity. The PDE codes
for the proteins used in the analysis were: 1WUIW for Camavaiia glagdiara [27], 200M for Canavaiia
murinme [30], Conavaliaensi formiz (POB code 1JBC) [33], Canavaiia brasiliensis (FDB code 3TUT)
[4] and Canmaliz bolhdanz [37]. The stoctoral apabyses +were performed using
Byl [50].

3.6 Srarmacal Anajyiiz

The data are presenfed as means = 5. EM and compared wsmg ANOWVA and Beofermrond post hoc
test. p < 001 was considered o be stafistically significan.

4. Concluosions

Evaluating all plant lecting tested it was obsarved that ConM was effective in improving 5. oraiiz
growth and diminizhing 5 sewszns biofilm development. Thiz mede of action can led to a new mods of
dental cames conrol by bicloeical manipmlation of demmal sites. Substances that can minimize these
commnmities” way of life can emerge as a pew possibility for biotechnological therapy for patents
with high smreptecocc pumbers by acting as a biokogical weament. Char results indicate a pew pathway
for prevention of cariss dizsase
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Abstroct

Inereductisn: With the developmeant of cancer ressarch, o peoaliar proup of proteins has become the subject ofgrear
acbencion, namely the lectins, These proteins have che ability to bind reversibly o catbahydraces with high specificicy.
Beecause of changes in cell surfice plycoprotein patverns during rumer faematkon, lectins have an important pocental
rale a5 biomarkers of neoplasic cells. Objective: To review the licerarurs available reparding the use of lectins as
biomarkers of pramaliprant and neoplastic lesions, with @ fecus on aral cavicy umors, and to wsess which groups
of lectins and oral lssiors have been mcst widely scudied, wich che final poal of providing a prodile of publicacians in
the field. Methad: Aricles were searched in the Sdence Direct, Publded, and BVS databases. Indusion citeda were:
publication berween 1981 and 2010; kepwords *lectin™ AND “hinding™ AMD “oral™ AND “pamor”; and English
abseract. & tortal of 10% articles were selacead. Articles wereassessed and dassifisd according to predetermined cavepories,
especial by numberi'ppes of lesion and number/types of lectin anabyzed. Besules were 1messed wsing che chi-square cest.
Results: An increase throughout the pears was observed 10 the number of anicles studying the use of lectins as cumoar
biomarkers. Squameus call carcinoma and Arechi bypopes (FMA) were the leson and lectin mace fraquencly assesed,
respectively. Conclusion: It is posible to conclude chat the use of lecting as 1 therapeutic wol in cancer research bas
been Increasing in impartance, probably as a pesule of is wide applicabilit; versacilicy; and reliabdlity.
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INTRODUCTION

Malipnant cumors of the aral cavite representa major
public healih concern, sspecially in view of the increasing
incidence and prevalence rates chserved along the last few
years’. Parkin et al. {19699 escimated abouc 2 10,000 new
casss per year warkdwide. 1o Prazil, a tocal of 14, 120 new
casess of mallgrant tumors of the omal cavity have been
estimared for che year 2010°

bocivared by this scemario, several studies have been
conducead to Iowvestipacs oral cavicy malizmances, wich
a parcicular focus on cell differentiation (formacion
process) and cell identification methods In particular,
some studies have shown thar the process of maliznancy
is associated with a vanery of changes in cell surface
carbahydrate expresdon, oot o mention che rale plaved by
carbobydrates in determining che memswiic capabilicies
of neoplasic cel k1.

Warggia-Makker etal. {3002} reported that developing
cancer calls e che funcrional proups of arkahbrdrare
malecules po avaid being recoenized by immune celk®,
Diuring merastasis formation, carbohydrates are invohed
Lo interactions between tumor cells, between tumor cells
and the exxracellular membranz, or berwesn namer c=lls
and erdochelial cells®. However, dug to the srucharal
complexicy of carbohydrates and the scarce knowledps
cucranchr avallable in the feld of glpocbiolopr, a better
understandive: of this mechan ism 1s not yet possible*® 17,

In an attempt to overcome thess difficuliies and
to beccer underscand che process of malipnancy. a
unigque group of proteins, namely the lectins, has
become the subject of special airencion. Lectins are
procsins of nonlmmune origin comprised by several
scructures that have the abilinr o bind reversibly co
carbohydrates, recopnizing and apelutinating specific
cligosaccharidss or glycoconjupatss®, Dus oo thess
specific featurss, lectins have besn widelr used in
different biological and medical applications. In
immunchistochemical examinations, for szample,
lactins recognizing different carh obpdrates may provide
adetection spstem sensitive oo changes in plycosylacion
and carbohydrate expression ar different stapes of
disease onsetf progresion, including embryosenesis,
prowth, and cellular pacholopy. 1o addicion, studies in
the fiekd of tumor lectinology have besn able o 1dentify
differences between normal tisrue and tumor cells in
brain™, breast, and ol cancer.

The high number of lectins so far submicted o
individual investipation has cpened @ wide variety of
pessibill es of studies iovolving thess proteins, Inarder o
Facilicace and puide fisnare sudies desipned w investipae
the role of lacins as biamarkers of oral cavicy tumors, a
review of thecument liceranune becomes sxiremney us=ful,
with a focus an which lectins have already been studied
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andwhich lesiors have alesady been arsessed in association
wich such lecrins.

The objective of this study was to review the
literature available an che use of lsctins & blomarders
of premalipnant and necplastic lesions, with a focus on
cral cavity mumors, and o assess which groups of lectins
and which proups of ol lesions have bezn mesr widely
studied, with cthe final goal of providing a profile of
publications in che fiskl.

METHOD

SAMPLE DELINITATION

The fallowirg Brazilian and Incernarional journal
darabazes wers reviewsd: Scienice Direct, PubBded and
BYE (Bibliotsca Virtual em Sadde)l. Selection of chese
darabases was based on chewide range of journals covepsd
b zach of chemn and om our gral oo provide an overview
of the sdencific production devoted oo the topic over the
long cimeframe under analysis.

The following inclusion criceria were considersd
during the peview: aj articles published beowean January
1981 and June 2000; b) presence of the keywands “lacein”
AND “bindirg™ AMD “omal™ AND “pamor,” encered ino
the advanced s=arch form; and o availability ofan abstract
in English. A roral of 108 arcicles were selecied.

SAMPLE CLASSIFICATION

All the 108 abseracts wers read and assessed o
decenmnine the casification of arcicles for subsequent
quantiative analvsis, 1o cases where the dbsiract was not
enouzh oo allrw classificacion, the full artcls was read.
Each article was clamified acoording o the fallowing
arribures: tie ofarcicle, year of publicacion {mbcarepaes
[quinquenniams]: Grer pericd, 1981 o 1985; s2oond
period, 1986 w 1990; third period, 15991 w 1095,
fourth period. 1556 o 3000; Gfch period, 2007 oo 2005,
sizmh period, 2006 w 20010), journal name, languape
of publication, number and types of lesion assemed:
and numkber and types of lecein anabzed in che scudy
Lesicns wers classified acoording to che "Woeld Healch
Crpanimcion (WHOP classificacion for oral cavicy
diseases; Lacrins were dassified both in terms of kingdam
{animal vs. vegemble) and family/proup, based on the
clamificariors of PFeumansand ¥an Dlamme" and Varki®,

STATISTICAL ARALYSIS

Data were encered Into Microsofi Excel 2007
spreadshieecs and systamati cally transfemed oo the Scatiscical
Packaps fior che Social Sdences (SP55) vesion 17.0 for
seatistical analysis. Frequency distribution cakoulaciors
were wped to assess general sample characreristics, to
investizate possible spelling errors in the raw daca, and
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1o obiain an oversiew of the use of lecting as bdomarksrs
of oral cnify cumers

RESULTS

STUDIES DISTRIBUTION OVER THE YEARS

Aralysis of the diswibution of publicacions over cthe
clifferent quinguenniums revealed a large concencration
of srudies inthe firm period (1981 w 1985, 26 mudies),
followed by a sgnificant decresse in the second period
(1986 to 1990, 10 smdies). In the Gith period (2001 1o
2005}, arenam po earky patcerns was abserved, with a tocal
of 24 publications [ Table 15

Figure 1 shows the same discribudion of studies,
however divided into plane vs. animal leciins It is
possible o ohserve thar up to che third period amessad
[L9B1-1885), 100%: of the publications focused on plant
lectire, whersas snadies vsing animal Jectirs saresd oo be
conducted as of 1996 and accounied for the majod of
studies in the two last periods asseseed (6 animal vs. 11
plant lectins in the fourch period. 17 vs. 9 in che ffih, and
16 animal vs. 4 plant lectins in the sheh period assessed)

(Figur= 11.
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LANGUAGE OF PUBLICATION

Micet of the wriicles reviewsd were writien in English
{91 articles, B4.3%), followed by German (7, 6.5%),
Japanese {5, 4.6%], Chinese (4, 3.7%), and French {only
1 arcide, 0.5%G),

HuMzEER OF LESIDNS BND LECTING AK&1YTED

Of the tovial of 108 studies, 47 (43.5W) n.l:l.:]p:ed. only
cne beciin, 29 [ 26.9% ) analyzed owo, 15 (1.39%) nalyzed
thires, and oo 17 sudies (15 7%) anabyzed four or more
leciire. 1o addican, 86 arcides (T %] |.I1'I'ﬂl:|BI.I:E|:| one

tppe of besion, 14 {13%) iovestipated two lesions, and 8
articles {7 4%} iovestipared chres or mors pesof lesions,

EVALUATION OF STUDIED LESICME AND LECTINS

The list of lactins and rpes of ledons anabzsd and
the respecrive absolute and relative Fraquendes are shown
in Tables 2 and 3. Among che lesions assessed, there was
a predominance of mallerant lsions (63, 65%:], followsd
by benign ledons (21.4%).

Figure 2 shows the distribudion of lesions in the
differ=nt quinquenniums asremed. [tis posible w obserre
thar boih maligrant and benien necplasms showed 2
simmilar diseribution, whersas premaliznan kesions showsd
an important decline in che sxchilas pedod amessd in
which no scudy was found.
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Figurs 1. Contefion of puthcodcrn acoording o bzgdom of da
ls=ti= onalyzsd, by guizquennium

Figrora Z. Cirinbrioes oF she crabmsd licrm ocroeding o e WHO

Tekls 1. Cirntwsicn of publcotom frem 1781 52 20140, by quisgesmnium

Absoluts walue (n)  Relgfive wolue [%) Cumulative relofive frequency (%)
1981 82 1585 24 24.1 241
1986 8o 15990 10 5.3 EEE
1991 82 1598 12 1.1 444
1994 #o 2000 14 14.8 55.3
2001 80 2008 24 222 813
2008 80 2010 20 1a.8 100
Tate! 108 100
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I corder po beetier assess che profile of publications, the
disiribution of lectins analyzed was assessed in relation to
the thr=e major proups of lesiors coversd by the snadies
{Table 4. This analysis revealed thar che two bectins most
commonb: presane in all thres proups of lesions wers

Arachis hypopea (PMA} and Ulex suropaeus 1 (UEA-
11, both of vegemble oripin. Morsover, In the groups
of benipn and malipnant neoplasms, the animal lectin
Galectin 3 ranked fourth among the most fraquenty
analyzed leciire, conirascing wich a predominance of plant
lectins found o chese proups. Conversely, in the group of

Talzle 2. Lactira arakoed in she coriclay reieeesd
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premalipnanc ksions, animal lectins were virnaally absent
{only ane study anahzing Selectin E).
Firally, the analysis of ssocation berwesn lectine and
the most prevalen: lesions in each proup (leukoplakia
among premalignane lsions, pleomorphic adsnoma
among benipn necplsms, and squamous cell carcinoma
amang malipnant neoplasme) revealed 3 predominant
associztion berwesn studies assessing pleomarphic
adenormas and Comcamnalim A (five
sudiss) rather ﬂlﬂl’ﬁﬁ, which b-dnn.gl[gﬁ;:rt:]um:
group; all other lesions were asociated with Jecrins
repraseniative of cheir groups of oigin [ Table 5).

Absclufe Relofive  Cumulotive relative

volue n) | voie %) | requency (%)
Plant lectins |
Arachis bypogeo [PHA) 41 163 16.3
Cancanavaling A [Cand) 27 0.5 7.4
Diakiches biflarvs [DEA) 5 3.6 an
Trificum wulgaris [WGA] 24 .7 407
Gilycina max (SBAJ 14 5.6 463
Griffonia simplicifolio B4 )55 1 B4) 3 12 473
Halix pomatia [HPA] 2 1.2 487
Ariocorpus hassrcpilius [JFL g 3.3 s
Leahm fafecrgamaiofurs JLIA] 7 0.8 127
Moockic amurenzis [MAA] 1 0.4 3.1
Phasealus wulgaris (PHA) 1 0.4 333
Piaumm scstivurm [PSA) 7 0.8 4.3
Prophocorpus fetroganalabus (WEAJ 7 0.8 351
Ricinuz communis [RCA] 15 & &1.1
Sombucus migra [SHA) 1 0.4 &1.3
Ulax surnpowss 1 [LIEA-T) 40 161 775
Vicio villoa B4 [VVA-B4) 7 0.8 8.4
animeol l=ctins
Azgrecan 3 13 9.5
Galactin 1 13 5.2 B4.8
Galactin 3 19 7.7 523
Gralactin 7 g 3.3 3.7
Galactin 8 3 1.2 969
Gralactin 7 7 0.8 977
Saluctin E 4 15 99.5
Varsican 1 0.4 100
Total 248 100

* hifore chan oo beria v uoeed [n scere wricen, denfan de ol cusher of leevion stobyeed exeeeds thi il menker of rde weieesd
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Tabls 3. Legicra cnmamed [WHO deamfizstion] in S ariicha reviewesd ©

volus n) | value (%) | frequency (%)
Lorer-greds odenocortimasme 12 9.3 .3
Adwrsasquornous corcinceno 1 oF mw
Adwresid cyshic carcinoma m | 171
Squamecus call carcinea a7 407 578
Mazcapidemaaid carcimorma 4 1% &0.T
Varruccus coranome 2 1.2 &2.1
Clafwasorcesnao 1 0T &I.8
Kaoposi's sarcomea 1 0T &35
Eenign neoplasms
Plecramrghiz cdenocrma 14 m 7a.5
Amalcklaztoma 2 12 T4.9
Hernorgiome 1 oF Ti.5
Pagillzrma 3 2.5 T2
Ghaad call fumer 2 1.2 205
‘Warthin'z fumor & 4.2 849
Fremalignant lesions
Cvol submusccus fibraziz 2 1.2 85.3
Atygizal hyparplozia 1 o7 ar
Levkoplokia 1B 2 o0
Totaol 140 100

=& than cag lricn v ssand inomee ik bindoee 1he nd samber Al kericra s d swaeds da ool o of ko eviesad,

Telzlw 4 Dvomizumizn oF ledtim ooarding =2 e e of saicr ousmead (V=0 Zoafemizn) in =0 o= sa reawess
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Tatde 5. Cminbrtion of lecimn occording 12 55 ot srealen lgomuin sach groep
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DISCUSSION conduct compansons across siudies. For smample, there

Several experimental data on differenc types of
maliprancies have been published in pecant pears*t 10,
Thes= snadies have revealed char the process of malignancy
Isassociated with several chamzes in cellular ghrocspation
and that namor cells show aberrane paceerns in relacion w
carbobpdrates amached o glycoproteinsand groalipids',
In view of this wide range of studies devoted w the
scudy of maliznandes and lecirs, we fdr the need fiox
conducring a review of studles published io che figld along
the last decad=s. To the auchors' knowledgs, no previous
review sudy has focused on lectins, and thersfore we
scrocrgly believe thatour resul s will prowide an up-oo-dare
cverview of the copic and will becter puide funire sfors
to improve our undersinding of the role of lecting s
turnar biomarers.

Owr review revealed a peak of scudiss on the use
of leciins @5 markers of oral cavity tumors in the veans
1981-1085, when the first lectins wers isolated and thsic
biolopical fumcrions had not yer been esmblished. Oiver
subsequent years, the number of publications n the feld
deresed dus oo che belisf chat lecting did not have an
impormant biclozical role*™ ", Then, in the sscond half
of the 1905, with the dsoovery of enimal lectins, a new
research fild emerped. enoourazing auchors oo Lrmvestipace
the amociacion between the ability of leciin o bind o
carbohpdracss and the mmor cell differ=nciacion procss'®,
This historical movement is illusraced in Fizurs 1.

The variable characreristics of sudies found In our
review, especially in cerms of the numbers and crpes of
lesions and lectins analyzed, hinders the prssibiliy w
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werzvery few siadies addrestneg the roleof mulipls leciines
in cone puricular crpee of lesion, orthe role of 2 single Jaxin
indifferent lesions. As revealed In our review, mest scudles
addrezed che role of ane lectin in one particular type of
lesion, probably as a renali of limitatons resardice lecein
isalation methads, as pointsd out by Goa'™.

An incepssting featurs observed o our review was 1
decreass o the number of snadies assessing premaliznant
Jesions (Figrure 3, whereas siudiss asserdng other proupsof
Jesions maincained a pactem simidlar o the overall Andices
of the study { Table 1. Cald=ira™ had already emphasisd
that the search for bicmarkers that refece che biologial
beharior of lsukoplakias was necessary to identify
prediceive characreristis of mallignant transformation,
thus concributing w 1 L= empirical approach o these
lesions,

Among all lesions amesssd in the arcides submimed
po review, the squamous cell carcinoma was che most
prevalent ooe. According to Olivelra et al. ™, this is che
meer commen trpe of malignancy of the ol cavin,
respansible for $5-75% of all cancers affecting chis rezion
of the face. This finding is in line with the frequencies
ohsarved for premaliznant lesions o our review, with
leukoplakia being the most frequent lesion. Fioally,
with respsct oo benipn namocs, vardable prevalence ranes
were found. According to Barbesa et 2l for axample,
pleomorphic adenomas are the mast prevalent ivpe of
benien neoplasm affecting che anal cavicy.

Flanit lectinology bas evohed extensively in recent
decades, in prear part due o technolopical development.
In addition, plant lectins ars more ey to obeain when
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compared to animal lectins, and they can be corveniently
purified veirg simple and efficient mechods such & afinicy
chromatoprapby®'®, Our siudy confirmed the wids use
of plant lectins in che sudy of tamors, as revealsd by che
high numbers chiined: 78.6%: vs. cnbr 21.4%: of animal
leciire {Galeciin 3 was the animal lectin most frequently
asseszed), [n the group of plant lectins, PRA, TUEA-1, and
ConA fall lsruminoue] were the lexine mest frequencly
asseszed and assocared with different trpes of leslons.

The Lspuominessse family of plant lecting has besn
widely described in the licerature, especially because
they comiain lons Mn2s and Cal+, which ars amoclared
with a series of highbr corserved amino acids involved
in carbohydrate bioding processss® "%, Usually the
bectins in the Lepsosmosse family (subfamily Prpilo midea)
hawe similar molecular scruccures, ver they can
produce paiterns of affinity for different carbohyd rapes,
which directly contibures o the idencificacion of rumar
biomarkers®".

In che snady conducted by Sobral e al¥, lguminoas
lectings ConA and TTEA-]1 were used as hiscochemical
markers of neoplastic glandular cissue wich low,
inczrmediare, and high prade dysplasia. Theauchoes foand
that CondA localration in the crioplasm andfor plama
membrane was significanchy assodaced with neoplastic
celks of all three prades of severity, whersas UEA-] was
assoclaced with low and intermnediate grade dysplasia.
Similar resules were obeained by cheauthors ioche anabesis
of oither cell ragions.

In curn, the uss of FMA a2 tumar biomarker has
been the subjec of several studies. Pillal =t 2l amess=d
thie pateecns of FA binding in different types of ksiors,
including keratinizing and non-keratinizing epichelia
of the oral muccsa, dysplastic and pon-dysplastic oral
leuboplakias, and squamcus cell carcinomas. The authors
found @ high intensicy of lectin binding in normal
keratinizing tsmue, ercslve lukoplakizs and squameous
cell cardnomas ar all chree d iferanciarion sapes assessed.

Mori et al.” asssssed che use of several lecting as
immunichistochernical markers ofbenign lesdons afecting
the jaws, including amedoblasmmas and dencinopenic
ghiost cell umors (GCT). ConA, FMA, and TEA-] were
dgnificantly more present in amelchlascic cells, whereas
GCT showed a high ratz of binding for UEA-1 only
{Cond and PR A presented low binding races in this nepe
of tissue].

Amorgg animal lscrins, galecring srand out berause
the hawve o permanent s2quence of about 130 amins
acids for the reocenitian of carbahydrarces, in additon o
a hizh affinity for beta-palactosides present in both pommal
and cumor cells Ag a result of chis lecoin-cell interaction
properey. pabctins are Involved in several biological
proceses, such as cell cpcle conirol, Immune response,
cell adhesion, apopross, and metasas s34,
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Galectin 3 can present both nuclear and cytoplasmic
immunch stochemical saining. Cyroplasmic scainineg
Is associzted with the antiapoptoiic function of this
lecein, thus promoting tumor progression; however,
when expressed in the nudes, che apopiotic function of
Galectin 3 Is lest™,

Gillanwaer ef al ™ analvzed the expression of Galsctins
l and 2 in 3% cases of primary squamous cell carcinoma of
the head and neck and found thar Galecin 1 was usualb:
expremed in the basal liver of adjacenit normal tssue,
stroma and at the perphery of Invasive tumor slands.,
Galecin 3, In curn, was found o superficial muocosal
layers and adjacent to keratin pears in areas of invasion.
The authors concluded thar galecting are expressed i the
tumar cell surface, whers they may participate in cellular
interactions, and thar che sxpression pattern of galecrins
appears to be amociated with tumar prade, suppssting a
rale of galeciirs @ bological markers in squamous cell
carcinomas of the head and neck.

The absence of studies investipating the use of
arimal lecting in Jeukoplakias was especially inczresting
[ Table 5. However, this finding can be explained by the
predominance of studies asszssing chese lesions in the Arse
thrze cime pericds assemed (1981 oo 1995], when animal
lectins had not yer besn discovepsd.

COMCLUSION

A relacively hiph number of siadiss has been conducied
b0 Investizate che rols of lectins as biomarkers of cral cavity
tumaors, covering a4 variery of lesions and lectins. In our
peview, studlies assessing squamous cell carcinomas and
FMA and UEA-1 lecting wer= the most frsquent omes,
a5 well @ smdies fcusing on one specific lactin and ane
lesion. Further anabvses of lectins as bicmadoers should be
uniderraken o improve our understanding of the proceses
involved in maliznane tamor farmation.
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Reswmo

[ntredugin: Com o advento de novas pesquisas abordando o processo neoplisics, um grupo peculiar de procsinas
tem sido amplaments escudado, as kciinas. Estas proteinas possuem 1 capaddade de 5= lparem de fomma reversivel a
carboldratos com alta especificidade. Devido s aleeragtes no padeloglcoproteioo de superficie celular duranes o processo
necplisicn, as Jecinas g2 ornam uma ferameni potendal como blomarcaderes de céulas neoplisicas. Objetive:
[ovesilpar a producio dentifica da aplicagio lectings come biomarcadores de lestes neoplisicas e porencialments
necplisicas da cavidade oral 2 analisar quais prupes de lectinas = bastes oryls foram mals sxtermamenees ssiadados, como
objetvo final de cragar o perfil dessas publicagtes. Mébode: Feallnou-se uma pesquisa de artizgos dendfioos inezprando
peridedicos indexados na base de dados Science Direct, Pubmed = BYS. O citédos d= Indusio emabelecidos foram:
Tempso —de 1981 2 2010: Diescripores — “laoin”™ AND * dimalng”™ ARD "ol AN D “mowsr™; Rznamodabeiract — lnpua
inglesa. Folobiido um tocal de 108 arcieos. As publicaphes foram avaliadas = classificadas em catsporias pré-estabelecidas,
como nimera'ipos de= et & nimerodipes de lactinas analisadas. s variivels ssiudadas foram correlacionadas e o
perne Cuai-quadrado fol aplicads. Resalmdos Howve nomdam ente um crescimento de esnados wilizands lectings como
hisrmarcadores tumiarnais ao lanpo des ances, em que a k1o maks amiplamenes swdada fl o cardnoma egpincceular
=2 lectima mals avalivda fol a Armcky .El_ppq;ea' (FMA) Concusie: Podsse concluir que a uiilizagio de lactinas como
ferramenta de disgnistico & de escence imporcincia para a pesquisa sm cancerolopia devido i sua aplicabilidade,
versiilidade e fidedipnidads de resuleadce.

Palawras-chave: Onoolopin: Lectinas, Meoplasias Bucais

Resrmen

Intreduccién: Con o desarrollo de nuevas iovestipacionss sohre & proceso neoplisico, un grupo peculiar de las
proteinas s= ha convercido en objere de pran aczncion. asabec, lasleciinas, Exas proteinas denen la capacidad de unicss
de forma reversible a los carbohidrims con alia especificidad. Debido a los cambios en el paindn de plicoprocsina de
saperficie celular durante la formacidn d=| mmar. las lactinas ti=nen un imparine: ol comas marcadarss biokisions
de las células necplisicas. Otbjetive: Investipar la producciin deniifica dispenible sobre el uso de lectinas como
marcackres bioldpicos de las ksionss neoplisices ¥ porencialmenes neoplisicsa de la cavidad oral y analizar cudles
gnapos de las lectinas ¥ de las lsiones omals que han ddo mis ssnadiadas, con el objetive final de ofrecer un pedl
de las publicacicnes 2n ez campo. Méaodo: 52 llewd 2 cabo uma investipaciin de articulos clencificos en las bases
de datos Science Direct, Pubdded, ¥ BVE, Los criczcios de inclusion fueron: Tiempo - de 1981 a 2010; Descriprones
- oo ARD " bimabng® AND "ol AMD "mower®; Bemumendabscracs - Inglés, Un cotal de 108 anicolos Fueron
seleccinmadies. Las publicaciones fueron evaluadas ¥ clasificadas en categoris predetsrminadas, como nimero/cipos
de lesién y nimern/cipos de leciinas analimdas. Resultados Hubo, a lo larpo d= Jos afios, un auments notable en
ol nimero de srmudios que uelizan lectinas come marcadores biolépioes d= tumares. La lesién més amplizmente
estxdiada Fue £l carcinoma sspinocelular y la bectina mas evaluads, la drachis ipeges (PRA). Conclusitn: Es posible
concluir que &l um de lectinas come hemramisnea de diapnésticon ha aumentado en iImporancia para la invesigaciso
en cancerclozla debido a su aplicabilidad, versarilidad y fabilidad de resulrades.
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Obgective: The entbacterial activity of Casbene Diterpene (CD) was evaluated in vitro ageinst
Streptococous oralis, 5. mutans, 5. salivarius, 5. sobrinus, 5. mitts and 5. sanguints. The viability of
planktonic cells wes analysed by susceptibility tests (MIC and MEC) end antibiofilm sction

Keywords: was 3ssayed.
Czsbane Diterpens Methods: The minimal inhibitory snd bactericidsl concentrations (MIC and MEC) of oral
Biotilm Streptomocous were evalusted through microdilution tests. To essey entibiofilm sctivity,

Orzl bacterz bicfilms were genersted on 2&-wells polystyrene plates under the presence of CO and
quzntified by & crystal violet technique end colonies forming units counting.
Results: The CD isolared from Croton nepetaefolius showed entimicrabial effect on plenkeonic
forms and biofilms of oral pathogens, with MIC values of 62.5 pg'ml against Streptococcus
oralis and values between 125 and 500 pg'mL sgeinst 5. mutans, 5. salivarius, 5. sobrinus, 5.
mitis and 5. sanguinis. CD showed an inhibitory effect on 5. mutans bicfilm formation at
250 pg'ml, end = decrease on vizble cell of 24.28% compared to the normal biofilm growth.
Corcluzsions: The compound CDVcan be considered 2s @ promising molecule for the treatment
zgeinst aral pathogens responsible for dentsl biofilm.

T 2011 Elsevier Ltd. All rights reserved.

Fionser bacterial speciss multiply to form microcalanies,
which are dipped in mucus bacterial extracellular palysac-
charides and salivary proteing adsarbed, resulting in a

1. Introduction

Cral disezses are infectione caused by 2 wide range of
microorganisms that calonize the taoth surface at or belaw
the gingival margin * This eolanization can led to pathalegi-
cal states including dental caries and periodontal disesces
with taoth loss as consequence. Thess pathalogies may alsa
involve several serious manifestations that significantly
affects the overall health of the infected individual*

eonfluent film of microorganieme, 2 hiofilm * The metabaliem
af thess pioneer species creates a suitable condition for
colonization by bacteria with higher levels of atmospheric
dernands. The subsequent develspment of oral bisflm
invalves co-aggregations betwesan other genus and the
primary calonizers® The mechanical remaval of the dental
plague is the most efficient pracedure to prevent caries.

* Corresponding quthor at: Av. Cmte. Meurccélic Rocha Ponte, 100, Derby Sobral, Ceara 62042-280, Brazil. Tel.: <55 88 3611 8000x227;

fax: =55 8B 3611 B000x2327.
E-mazil address: edson@ufc br (EH. Teixeira).

0003-3%558/5 - see front matter £ 2011 Elsevier Ltd. All rights reserved.

doi:10.1016/j archoralbic. 201110016

Flease cite this article in press as: 38 NC, et al. Antimicrobial and antibiofilm action of Casbane Diterpene from Croton nepeteeflius agrinat oral
bacteris. Archiver af Iral Biology (2011}, doi:10.1014/j.erchoralbio. 2011.10.016
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However, the use of chemicals compounds as & camplemen-
tary method is also necessary and has demonstrated to be of
great value with respect to decreasing the tooth biohlm 5

Matural praducts are sources of molecules that can be used
as antimicrobial agente, an atternpt to avercame drug
registance to ald and new antimicrabials used currently in
elinieal therapy.” This way, trials facusing anti-bisflm sub-
stances are relevant because of its importance as setiolagy of
various pereistent and chronic diseases

Croton is a genus included in Euphorbiacese family which
is widespread in northeastern Brazil Ite use in papular
medicine is related to cancer treatment, constipation, diabe-
teg, digestive problems, dysentery, external wounds, faver,
hypercholesterolemia, hypertension, inflammation, intestinal
worms, malaria, pain, uleers, and weight-la ee® Previous
phytochemical studies have shown that plants of this genus
can produce a large number of diterpencide ** 2 clase of
natural praducte that exhibit 2 wide spectrum of important
bislogical activities,® which we can highlight the antimicrobial
activity 2552 Cashane Diterpenes sre 2 class of diterpensids
isalated from a few epecies of plants fram Euphorbizcese
family with mainly anticancer and antihacterial activitios 23

The presant study reparts, for the firet time, the antimi-
erobial and antibisfilm activities of the Caebane Diterpene
named 14-dihydresty-2E,6E, 12E-trien-S-one-cagbane (CD) igo-
lated from Croton nepetasfolius against oral bacteria.

2. Materials and methods
2.1. Flant materials

Stalks from C. nepetaefolius were collected in May, 2004, in
Caucaia, Cears, Brazil The sample material was identified by
Dr. Edson Paula Nunes at Prisco Bezerra Herbarium, Biology
Department, Faderal University of Ceard, Fartaleza, CE, Brazil,
where the vauchers epecimens (No. 33.582) wara deposited.
The bark from stalks (5.0kg) of C nepetasfolius was
powdered and solubilized with ethanel (10L = 3, at room
temperature]. The solvent was removed under reduced
pressure to form an EtOH extract The EtDH extract (382 g
was fractionated coarsely in a silica gel column, aluted with
hexane (fractione 1-15), hexans/Et0As 111 (fractions 18-25),
Et0Ae (fractions 26-40), and EtOH (fractions 41-48), affarding a
total of 48 fractions of 100 mL each. The hexane fractions
(225 g) were poaled and fractionated in & silica gel column
using hexane (fractions 1'-107, hexane/EtOAe 1:1 (fractions
11°=187, EtOAc (fractions 17'-217) and EtOH (fractions 22'-25),
providing 25 fractions of 100 mL each. Fractions 11'-18" {14.0 g,
obtained with hexane/EtDAe (1:1), wera fractionated coarsely
in & silica gol calumn eluted with hexane (fraction 1), hexans/
EtDAc 91 (fractions 2°-5"), 8:2 (fractions 6°-15"), 7:3 (fractions
18"=32"), Et0Ac (fraction 33%), providing 33 fractions of 100 mL
gach. Fractioms 10"-13", obtained with hexane/EtOAc (B:2),
yielded a diterpene named 14-dihydrosy-2E 6E 1ZE-trian-5-
one-cashane (CD) (3.0 g, 0.08%) (Fig. 1). The CD was solubilized
in MiLi-Rios water and dimethylsulfexide (DMS0) which were
diluted in culture medium reaching & maximum concentra-
tion of 1% (w'v). This percentage of DMS0 does not show
interference on microbial growth (data not shown).

(CD)

Fig. 1 = Structure of Casbane Diterpene extracted from the
stalks of Croton nepetasfolius.

1,4-dinydroxy-2E 8E, 1 2E-trign-S-one-ragbane (CD). Green oil
LE. [KBr, erm™): 3400, 2320, 1880, 1618, 1020, 756. *H NMER: 0.39
(s, IH-18), 1.13 (8, 3H-17), 1.23-1.15 (rm, H-9), 1.23-1 15 and 0.79-
0.72 {rn, 2H-10), 1.50(dd, ] = 104 and 8.3 Hz, H-8), 1.55 [s, 3H-18),
1.88 (g, 3H-19), 1.50 (s, 34-20), 2.27 (m, 2H-14), 2.27-2.03 and
1.71-1.88 (m, 2H-11), .09 [dd, ] = 5.6 and 8.2 Hz, H-1), 4.68 (dd,
J=83Hz H-13),5.14 (d,] = 5.4 Hz, H-3), 5.24 {4, ] = 9.4 Hz, H-4),
6.25 (d, J=10.4 Hz, H-7). *C NMR: 10.15 {C-19), 12.08 {C-20),
15.43 (C-18), 16.12 (C-18), 25.36 (C-10), 27.73 (C-15), 28.08 (C-8),
25.25 [C-17), 31.85 (C-14), 35.67 (C-5), 39.85 (C-11), £7.82 (C-4),
77.84 [C-1), 119.72 (C-13), 125.48 (C-3), 134,51 (C-8), 137.39 (C-
12}, 144.02 (C-2), 145.11 {C-7), 159.74 (C-5). MS {70 &V, %) m/z 318
([M]™, absent), 300 (2), 282 (2), 150 {14), 135 {30), 121 (22), 107
(44).

2.2, Bacterial strains and growth conditions

The bacterial straine Streptococcus mutans, Streptococcus salivar-
ius, Streptococcus sobrinus, Streptococcus mitis, Streptococrus
sanguinid and Streptococcus oralis were maintainsd in BHIY
glyceral (20%) (Brain Heart Infueion-Difea™) at —80 °C. Far the
experiments 100 pL aliquot from the stock was inoculated in
10 mL of sterile BHI brath and incubated at a 10% CO.
conditian at 37 °C far 24 h. After thie initial aetivation, the
culture wae renewed in 10 mL of sterile BHI broth with 100 pL
ingeulum and grown under the same conditions described
abave for 18 h. This renewal was made to obtain a micraor-
ganism with better grawth and develsprment. For antimicre-
bial activity tests, the cell density was adjusted at =
enncentration of 107 CFU/mL

2.3.  Antimicrobial activity assay

Tests of agar dise diffusion were used as trial for CD
antirmicrabial action against the bacteria tested This meth-
odolagy was developed accordingly with Performance Standards
for Antimicrobinl Disc Susceptibility Tests: Approwved Standard -

Flease cite this erticle in press as: 38 NC, et al. antimicrobial and antibiofilm actior of Cashane Diterpens from Croton nepeteefnlius agrinst oral
bectarie. Arciiver of Oral Biology (2011}, doi'10.1016/j.archorelbio 2011 10.016
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Terith Editian. CLSI document MO2-A10. Az standard, ameasieil-
lin and chlorhexidine were usad.

Antimicrobial action of CD was determined by microdilu-
tion teet in 58-wells polystyrane plates, etandardized aceord-
ing with guideline Methods for Dilution Antimicrobial Susceptibility
Tests for Bacteria That Grow Aerobically: Approved Standard - Sixth
Edition. CLSI document M7-AB.

Different concentrations of CD were prepared and
testad through serial dilution (31.25-500 pg/mL). As positive
cantrol it was used chlorhexidine at 250 pg/ml. The MIC
(minimal inhibitory concentration) was considered the
lowest concentration af CD that resulted in visible abeence
of bacterial growth. To determine the MBC (minimal
bactericidal concentration) S0 ul of bacterial suspension
fram the wells corresponding to each concentration tested
were inoculated in 5 mL of sterile BHI broth medium and
incubated for 24 h 37 °C CO; 10%. MBC was considered the
lowest concentration that inhibited completsly bacterial
grawth at the medium. For statistical analysis the different
CD concentration groups were compared with 250 pg'mL
chlerhexidine group.

2.4, Antibiofilm activity

241  Saliva processing

Saliva was eollected and processed according ta the pratacel of
Guggenheim and colleagues® Brisfly, whele unstimulated
galiva was collseted far 1 h per day during several days fram
volunteers that assigned an informed consent term (Ethical
Committee Approval number 217-COMEFR/CNS/ME) at least
1.5 h after eating, drinking, or tooth cleaning. Saliva samples
were callacted in sterile S0 mL palyprapylens tubes, chillad in
an ice bath or frazen at —20°C. After 500 mL saliva had been
collected, it was pooled and centrifuged (30 min, 4°C,
27,000 = g); the supernatant was pasteurized (B0 °C, 30 min)
and re-centrifuged in sterils tubes. The resulting suparnatant
was stored into sterile S0 ml palypropylene tubes at —80°C.
The efficiency of the process was assessed by plating
procecsed ealiva samples anta BHI agar; after 72h at 37 °C
no CFUe were ohserved an incubated plates.

242 Bigfilm assay

Streptococcus mutans biofilms were grown on $8-wells microtiter
plates through a methadalogy developed by Stepanovicet 2] **
and Itlam et al * with some medifications. In & first moment,
100 pL of processed saliva plus 100 pl of carbanate buffar pH
5.3 were added to each well and incubated at 4 *C for 2 h. After
thie period the wells were washed tree timee with saline
phosphate buffer pH7 8. In sequence, 100 uL of sterile BHI ware
distributed in a Se-wells polyprapylene tissue culture plates
(Orange Seientifie® Braine.l'Allsud, Belgiurm) {with flat-bet-
tom) followed by placement of 100 pL of DC in concentrations
that were prepared ueing a pracedurs similar to the one used
in the antimicrobial activity tests (MIC) with same initial
bacterial cells concentration. All the plates were incubated at
37 °C, COy 10%, during 24 h for bioflm development After
biofilrn growth in the presence or absence of CD concentra-
tians, the content of each well wae remoeved and the bishlme
wera washead twice with 200 L of sterilized water, ta remave
cells weakly adhered.

The attached biohlm mass was quantified uweing crystal
vinlat etaining® Briefly, the plates containing the hinflms
were left to air dry for 30 min, and 200 pL of a salution sodium
acetats/formalin 2% weare dietributed in sach well, in arder to
fix the adherad cells, and left for 15 min. After this tirme, the
solution sadium acetate/formalin 2% was removed and 200 pL
af crystal violet 1% (Gram colour-staining set for microscopy -
Merck®) were added te each well far S min Fellowing the
staining step, the washing procedure, with sterile water, was
repeated and the plates were left at room temperature for 1 h.
Ta re-solubilize the dye bounded to biofilms, 200 pL of 55%
ethylic zleohal (Merck®) were added to each well and
submitted to agitation for 15 min The crystal violet (CV)
solutions obtained were transferred to a new sterile flat
bottarn 36-wells plate and the optical density of the content
was measured using & microtiter plate spectrophotometer
(Biotrak II Plate Reader - Amercham Biosciences®) at 570 nm.

2.5, CFU count

The biofilms were generated as described abhave and after 24 h
af incubation at 37 °C, C0; 10%, the plates ware washed twice
using sterile distilled water to remave cells weakly adhered.
Then, 200 pL phosphate buffered saline pH 7.2 was added to
earch well and placed in an ultrasound bath (Soniear/SC.52%)
with 45 Hz for 10 min to ralease the bisfilm-forming cells. A
valume of five walls (1ml) was removed with up-dawn
mavement, and collected in a sterile microtube. Then, 20 ul of
this cell suspension were serially diluted 10-fold for subse-
quent platting in Petri dishes with BHI agar medium_ The Petri
dishes with BHI agar medium were incubated at 37 °C, CO; 105%
far 24 h. The cells were counted and the result multiplisd by
the dilution factor and expressed as CFU/mL.

2.6,  Statistical analysis

Statietical analysss were performed through GraphPad Prism®
versisn 3.00 for Microsoft Windows®. The method used was
ane-way ANOVA with Bonferroni post-hoc test. The data were
abtained in thirty replicates from three saparate axperiments.
The graphics wers presented as mean + standard deviations.
The data were considered significant when p<0.01 or
p < 0.001

3. Results

Initial tests to detect CD action over oral Streptococcus species
were made by dise diffusion methad {Data not shew) and MIC
were also determined by microdilution in 58-walls palyetyrens
plates.

The MIC walues for CD are shown in Table 1. Amongst
tested bactaria, CD displayed better activity against Streptocoe-
cus oralis (BZ35 pg/ml). MIC values rangsed between 125 and
SO0 pg/mL against other aral bacteria. In all tests perfarmed
the MIC values did not showed statistical difference with the
positive contral, chlorhexidine (p > 0.05). The MBC value was
S00 pg/ml for Streptococrus mutans, Streptococcus salivarius,
Streptococrus sobrinus, Streptocscrus mitis, Streptococcus sanguinis
and 125 pg'mL for Streptococcus oralis.

Please cite this erficle in press as: 34 NG, et al. Antimicrebial and antibicfilm action of Casbane Diterpene from Crofon nepeteefolius ageinst oral
bactaria. Arhiver of Oral Biolagy (2011}, doir10. 1016/ erchoralbio 2011 10.016
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Table 1 - Minimal inhibitory concentration (MIC) of
Casbane Diterpene (CD) at different times of growth (12,

18 and 24 h) and minimal bactericidal eoncentration
(MBC) against oral pathogens,

Bacteriz MIC (pg/ml)/time (h) MBC {pg/mL)
12h 18 h 24h
5. mutEns 135 250 250 s00
5. mitiz 125 15 125 500
5. sobrinus 50 500 500 500
5. oralis &215 625 625 125
5. salivarius 250 250 250 500
5 sanguinis 135 50 250 s00

When intsrferance on 5. mutans bishlm fermation was
assessed, biomass was quantified; it was observed inhibitary
activity at 250 pg'ml concentration. Analyeis of these data
showed na statistical difference (p = 0.05) between CD and
chlarexidine control (used at 250 pg/mL) with comparisons at
all concentrations tested of CD (Fig. Z).

4, Discussion

The use of disc diffusion methadology can lead to an irregular
digtribution of hydraphobic componente resulting in unequal
cancentrations at the agar, causing the farmation of regisne
with antimicrebial activity variation 557 On the other hand,
micradilution tests showed interesting and promising antimi-
erobial activity. The results abtained by each of thess methods
may differ due to variations between the tests ¥

It it known that the regular use of oral care products
cantaining chlarhexidine are aften asseciated with teoth and
restoration staining, changes in the taste of foed, and a burning
gensztion at the tongue tip*%5%*° This way, the search far
products with similar or better afficieney 28 chlorhesidine is
interesting to be introduced in dentistry clinie. Chlathexidine
concentration used in this study was 250 pg/mL for MIC assay

Streptococcus mutans
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Fig. 2 = Barr graph of biomass quantification of 5. mutans
ATCC UA 159 biofilm submitted to Gasbane Diterpene
(CD)*p = 0.01 related to control (normal growth).

and biofilm tests, which represente a lower value when
compared to chlorhexidine concentration used in clinieal
praceduras, 1.200 pg/ml (0.12%). This study could show that
DC has an antimicrobial efficiency agsinet the streptacoccal
gpecies tested similar to chlarhexidine, this way, the possible
use of DC instead of chlorhexidine depends of future toxicity
and talerance tests. Ite use could substitute chlorhexidine in
long time therapy when chlarhexidine side affects may ba
detected.

The values of MBC found showed that CD has an unspecific
action against the bacteria teeted. Far 5 mutans, MBC value
wias 500 pg'ml, this way, far experiments of biohlm develap-
ment it was used the concentration of 250 pg/ml in order to
inhibit and not completely eradicate the community. The
abgorbance readings were made with different times and it
was abserved that at 12 hours of exposition to the compound
CD far 5. mutans, 5. sobrinus and 5. sanguinis, the MIC value was
lowwrer compared to the ather times of expasition analysed; this
can indicate new therapeutic models for future experiments
testing CD for minutes or 2 few hours.

Bacteriz are ahle to grow adhered to almost every surface,
forming architecturally complex communities termed bio-
filme * Binfilme canfor reeistanca to many antimicrohiale and
pratection againet host defenees 1 Taste to check CD action
against biofilms were performed only with 5 mutans; this
pathagen is cansidered one of the main earingenic micro-
erganisme, which is respansible for acid preduction leading to
carinus lesion ®2

At biofilm analysis no difference was found between CD
group and chlarexidine group (Fig 2). The presence of biomass
in the contral of chlorhexidine is caused by turbidity of the
substance. This is confirrmed by the experiment of CFU counting
[Colonies Farming Units), in which there is abssnce of viable
cells when the bisfilm was subjected to chlorhexidine. In CFUs
agsays were obeerved also a considerable decreace in viable
ealls nurnber when bacterial bisflm was subjected to CD 250 wgf
mlL; this confirms its inhibitory effect The efficiency of the
inhibitory effect on biofilm developrnent is appreciable,
considering the well known resistance of these communities.
This resistance ie ralated to the presence of an extracellular
matrix that protects microbial cells from external aggressions.
CDdecreased 94.28% an the develapment of bisflm within 24 h
cormpared to biofilm normal growth. Extracellular matrices also
act ag 2 diffusion barrier to small meolecules **

The antimicrabial activity demonstrated by CD can be
explained by the presence of a hydraphobic moiety, and 2
hydrophilic region possessing two hydrogen-bond-donar
groupe. Thess two structural requiraments may be responsi-
ble for an optimal insertion of this compound into cell
membranes through a non-specific interaction with mems-
brane phosphalipide, destabilizing the non-covalent interae-
Hons between the fatty acids of the lipidie bilayer, and thus
interfering on the cellular development. In addition, the effect
on bisfilm formation seems ta be dirsctly ralated to the growth
inhibition, showing nen-specific action related to the anti-
biofilm activity 2

Oral biofilm are ane of the factors that cantribute to caries
develapment. Natural substaness that can optimize the
biofilm reduction or eradication could act as adjuvant in
therapy for patients with high risk to tooth decay. Cashans

Please cite this article in press ss: 5& NC, et al. Antimicrobial and antbiofilm action of Casbane Diterpene from Croton nepetaefolius against oral
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Diterpena showed, for the first time, antimicrabial affect on
planktonic formes and biofilm of oral pathogens. These results
are very important, bacause very few natural praducts are
known to inhibit the growth of aral pathagens, some of which
(including Streptococrus) are recponsible for dental plaque ™ Sa
this natural compound can be considered as a promising
malecule with potentis] far treatment agsinst oral pathogens
respansible for denta] plaque. Additional toxicological studies
need to be performed to validate its applicability.
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