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RESUMO 

 

Os biofilmes são uma forma mais resistente de vida microbiana comparada à forma 

planctônica, em vida livre. Essa resistência está diretamente relacionada às características 

naturais de sobrevivência das células microbianas vivendo nesse tipo de comunidade. A 

doença cárie capaz de acometer os tecidos dentais está diretamente relacionada com a 

formação de comunidades microbianas e ainda apresenta grande impacto social e econômico 

sobre a sociedade atual. O presente trabalho teve como objetivo investigar a potencialidade de 

compostos vegetais como insumos biotecnológicos a serem aplicados na prevenção e 

tratamento da cárie dental. Para tanto, foram realizadas metodologias de verificação da 

atividade antimicrobiana e antibiofilme de lectinas vegetais do gênero Canavalia e óleos 

essenciais de Croton zehntneri assim como de seus componentes majoritários frente a 

bactérias envolvidas na cárie. Além disso, foi verificada a possível ação simultânea de lectinas 

e diterpeno casbano (DC) sobre a expressão de genes de virulência relacionados à formação 

de biofilmes de Streptococcus mutans. Dentro dos limites das metodologias realizadas no 

presente trabalho pode-se concluir que: lectinas vegetais do gênero Canavalia podem 

interferir no fator micro-organismos relacionado à cárie dental; óleos essenciais e seus 

componentes majoritários apresentaram atividade antimicrobiana significativa sobre S. 

mutans e ainda que as soluções da lectina ConM e ConM/DC atuando simultaneamente foram 

capazes de alterar a expressão de genes relacionados a formação de biofilmes por S. mutans, 

podendo vir a ser usado em estudos pré-clínicos no intuito de instituir novas alternativas de 

prevenção e terapêutica para doença cárie. 

 

Palavras-chave: Biofilmes. Cárie dentária. 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 INTRODUÇÃO  

 

 Bactérias patogênicas apresentam numerosos mecanismos de defesa contra 

agentes antimicrobianos e a resistência a drogas atualmente comercializadas é crescente. 

Dentre esses mecanismos de defesa bacterianos, pode-se citar a formação de biofilmes que 

são responsáveis por uma série de doenças de natureza crônica e demonstram extrema 

resistência a antibióticos e ao sistema de defesa do hospedeiro (LEWIS, 2001; FUX, et al., 

2003).  

 Os biofilmes são uma forma mais resistente de vida microbiana comparada à 

forma planctônica, em vida livre. Essa resistência está diretamente relacionada às 

características naturais de sobrevivência das células microbianas vivendo nesse tipo de 

comunidade. Dentre estas características destacam-se o crescimento mais lento de células 

associadas ao biofilme, comparando-se com as células microbianas de vida livre, e, baixa 

regulação de processos celulares causada, principalmente, por um contato menor das células 

no interior do biofilme com nutrientes externos. Além disso, para sua proteção, essas bactérias 

produzem uma matriz extracelular polissacarídica que dificulta a ação de agentes 

antimicrobianos, justificando ainda mais sua resistência, uma vez que essa matriz extracelular 

age como uma barreira de difusão para pequenas moléculas (ANDERSON; O‘TOOLE, 2008; 

HALL-STOODLEY; STOODLEY, 2009).  

 Considerando esses aspectos, o aumento da incidência de espécies bactérianas 

resistentes a medicamentos tem levado à busca de novas abordagens para lidar com infecções 

em áreas de grande importância médica e odontológica (OFEK, et al., 2003; TEIXEIRA, 

2006). Nas últimas décadas, o uso irracional de antimicrobianos determinou o surgimento de 

cepas multiresistentes, impulsionando a comunidade científica à pesquisa nas áreas de 

química, farmacologia e microbiologia para a descoberta de novos agentes antimicrobianos 

(CECHINEL FILHO, 2000; MACIEL, et al., 2000; SOUZA, et al., 2003). Atualmente, 

compostos naturais têm emergido como importantes candidatos com enfoque biotecnológico 

na busca por novas drogas antimicrobianas e antibiofilmes (SCHACHTER, 2003). A 

relevância destas pesquisas é devido à importância dos biofilmes como etiologia de várias 

doenças humanas persistentes e crônicas (SIMÕES, et al., 2010). 

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

propriedades biológicas de muitas plantas de utilização rotineira pela medicina popular que 
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poderão contribuir, de forma inovadora, na terapêutica antimicrobiana (ZACCHINO et al., 

2001; YAMAMOTO; OGAWA, 2002; HOLETZ et al., 2002).  

 É importante ressaltar que o conhecimento popular sobre as propriedades 

curativas de plantas e outros produtos naturais é utilizado por muitos povos desde períodos 

remotos, sendo esses compostos fontes de moléculas com relevância como agentes 

antimicrobianos que podem vir a ser utilizados na tentativa de superar a resistência aos 

medicamentos novos e antigos usados no tratamento clínico (SIMÕES, et al., 2010).  

 Considerando toda a problemática em relação à resistência antimicrobiana, torna-

se de extrema importância o desenvolvimento de estudos sobre a atividade biológica de 

produtos extraídos de plantas, seu mecanismo de ação e toxicidade através de metodologias 

multidisciplinares, aliando conhecimentos de microbiologia, biologia molecular e 

farmacologia com foco em aplicação biotecnológica de possíveis produtos obtidos com uso 

clínico validado. 
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2 BIOFILMES 

2.1 Conceito e correlações de interesse biomédico 

 

 A observação 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, metabólitos, elementos 

genéticos e, desta forma, mostrando-se capazes de resistir às intempéries do ambiente 

sobrevivendo e causando doenças de difícil erradicação. Biofilmes têm impacto sobre a 

humanidade de várias maneiras à medida que podem formar-se em ambientes naturais, 

aparatos médicos e aparelhagem industrial (LÓPEZ et al., 2010).  

 Em 1847, Leuwenhoek usou um microscópio primitivo e descreveu 

―animalículos‖ de uma amostra raspada de dentes humanos. Quase 100 anos depois, em 1934, 

Claude Zobell examinando populações marinhas diretamente ao microscópio concluiu que 

aquelas bactérias estavam aderidas às superfícies formando populações 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 estágio de formação dos 

biofilmes em cultura pura foi observado em 1964 quando foi estabelecido o estágio de adesão 

irreversível dos micro-organismos a uma superfície como o primeiro de formação destas 

comunidades microbianas (COSTERTON, 1999). 

 Mais de sessenta anos depois do primeiro relato referente aos biofilmes 

(ZOBELL, 1943), eles continuam sendo motivo de preocupação em uma ampla gama de 

áreas, especificamente nas áreas de alimentos, ambiental e no campo biomédico (FLINT; 

BREMER; BROOKS, 1997; SIHORKAR; VYAS, 2001; VERAN, 2002; MAUKONEN et 

al., 2003). Baseado em observações da placa dental e comunidades sésseis dos córregos das 

montanhas, Costerton e colaboradores, em 1978, lançaram uma teoria dos biofilmes que 

explicava mecanismos pelos quais micro-organismos aderem a superfícies vivas ou inertes, e 

quais benefícios os micro-organismos vivendo nestas comunidades teriam. 

  De acordo com Hoiby e colaboradores (2010) um biofilme é um consórcio 

estruturado de bactérias capazes de produzir uma matriz polimérica que consiste de 

polissacarídeos, proteínas e DNA. Estas comunidades podem estabelecer-se em uma ampla 

variedade de superfícies (ABEE et al., 2010). Além da capacidade de produzir biopolímeros 

extracelulares, as células em comunidades apresentam padrão de crescimento reduzido e 

genes específicos regulados para mais ou para menos. A organização dos micro-organismos 

em biofilmes ocorre naturalmente, pois vivendo neste tipo de comunidade aumentam 
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consideravelmente as probabilidades de sobrevivência destes seres microscópicos. A 

produção de substâncias poliméricas extracelulares por micro-organismos é aceita como um 

mecanismo-chave para facilitar a adesão celular irreversível a superfícies inanimadas em 

ambientes aquosos, promovendo assim o desenvolvimento de um biofilme (BEECH et al., 

2005).  

 Biofilmes bacterianos estão relacionados a problemas de saúde humana, pois são 

responsáveis por muitas doenças infecciosas, associadas a muitas superfícies inertes, 

incluindo aparatos médicos para uso interno e externo. Podem estar presentes em tubulações 

de água em hospitais levando à aquisição de infecções após internamento (BORDI; 

BENTZMANN, 2011). É relevante evidenciar que, a formação de biofilmes em dispositivos 

médicos, tais como cateteres ou implantes, resultam em infecções crônicas de difícil terapia 

(HALL-STOODLEY et al., 2004; DONLAN, 2008; HATT; RATHER, 2008).  

 Desde as primeiras observações usando microscopia confocal, tornou-se evidente 

que biofilmes maduros vivos não são camadas únicas estruturadas de células microbianas em 

uma superfície. Ao invés disso, eles aparecem como entidades heterogêneas em tempo e 

espaço, constantemente mudando em decorrência de processos externos e internos 

(DONLAN; COSTERTON, 2002). Um biofilme pode ser formado por uma única espécie 

bacteriana ou fúngica, embora possa também consistir de muitas espécies bacterianas, 

fúngicas, e ainda algas e protozoários (BATONI et al., 2011). Um exemplo de biofilme 

monoespecífico são aqueles formados em válvulas cardíacas de pacientes com endocardite 

infecciosa formados por Staphylococcus epidermidis (BUTANY et al., 2002).  Além disso, 

infecções têm sido associadas com a formação de biofilmes em superfícies humanas tais como 

dente, pele e o trato urinário (HATT; RATHER, 2008) (Quadro 1). Esta organização em 

comunidade que os micro-organismos podem assumir confere resistência a muitos 

antimicrobianos, proteção ao ataque de protozoários e frente às defesas do hospedeiro 

(MATZ; KJELLEBERG, 2005; ANDERSON; O‘TOOLE, 2008). 
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Quadro 1 - Infecções/doenças humanas associadas com formação de biofilmes e micro-organismos comumente 

envolvidos. 

Doenças associadas a biofilmes / Principais micro-organismos envolvidos 

Endocardite valvular nativa Staphylococcus aureus 

Otite Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, 

Pseudomonas aeruginosa, Streptococcus pneumoniae 

Infecção do trato urinário Staphylococcus saprophyticus 

Fibrose cística P. aeruginosa , S. aureus, Haemophylus influenzae, S. 

pneumoniae 

Doenças periodontais Porphyromonas gingivalis, Aggregatibacter 

actinomycetemcomitans, Bacteroides forsythus, 

Treponema denticola 

Cárie Streptococcus  mutans 

Artrite séptica aguda S. aureus 

Prostatite bacteriana crônica P. aeruginosa, Staphylococcus coagulase-negativo  

Aparelhos médicos colonizados por biofilmes 

Válvulas do coração S. aureus, S. epidermidis, Streptococcus sanguis, 

Streptococcus spp., Enterococcus spp., Candida spp. 

Cateter venoso central S. aureus, S. epidermidis, Candida albicans, P. 

aeruginosa, Klebisiella  pneumoniae, Enterococcus 

faecalis 

Cateter urinário Staphylococcus spp, Enterococcus spp., K. pneumoniae, 

P. aeruginosa, Escherichia coli, Proteus mirabilis 

Acrílicos dentais C. albicans 

Aparelhos intra-uterinos S. aureus, Enterococcus spp., C. albicans 

Fonte: BATONI et al., 2011 com modificações. 
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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 não apenas do oxigênio, mas também das 

consequências de outros fatores ambientais danosos (PAERL; PINCKNEY, 1996). Bactérias 

crescendo em biofilmes podem causar infecções crônicas (COSTERTON et al., 2003) que são 

caracterizadas por inflamação persistente e dano tecidual (BJARNSHOLT et al., 2009).  

Infecções crônicas, incluindo infecções de corpo estranho, são infecções que 1) persistem à 

despeito de antibioticoterapia, sistema imune inato e adaptativo e resposta inflamatória do 

hospedeiro e 2) em contraste à colonização, são caracterizados por resposta imune e 

persistência patológicos (HOIBY  et al., 2010). 

 Micro-organismos pertencentes a essas comunidades microbianas exibem 

propriedades únicas, tais como tolerância multidroga e resistência tanto à opsonização quanto 

à fagocitose, permitindo-lhes sobreviver em ambientes hostis e resistir a pressões seletivas 

(WEITÃO, 2009). Parece que a imunidade do hospedeiro é ineficiente em ―limpar‖ essas 

microcomunidades, pois, evidências mostram a incapacidade de células fagocíticas em 

realizar suas funções (LEID et al., 2002) ou, possivelmente, mesmo que haja fagocitose, 

parece haver uma diminuição na produção e liberação de espécies reativas de oxigênio 

(JESAITIS et al., 2003).  

 Estas comunidades apresentam caráter único 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 

próprio conjunto de regras sociais e padrões de comportamento, incluindo o altruísmo e 

cooperação, o que favorece o sucesso do grupo (SHAPIRO, 1998; PARSEK; GREENBERG, 

2005) compartilhando comportamentos, por um lado, e competição (VELICER, 2003) por 

outro. Determinadas subpopulações podem exibir especialização; esses padrões de 

comportamento são orquestrados por comunicações químicas (WEIGEL et al., 2007). Assim, 

se constituem em uma forma única de interações entre as espécies, induzindo mudanças 

marcantes nas relações simbióticas entre seus componentes (HANSEN et al.,2007). 

 

2.2 Biofilme oral 

 

 A formação da placa bacteriana sobre a superfície dental ocorre inicialmente com 

o contato entre os micro-organismos e a saliva na cavidade oral, onde há a formação da 

película adquirida do esmalte (LEACH; SAXTON, 1966 apud SIQUEIRA et al., 2007; HAY, 
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1967 apud SIQUEIRA et al., 2007). Esta película abriga constituintes que influenciam o 

desenvolvimento da placa. Os constituintes derivados da saliva adsorvem-se seletivamente à 

superfície, e incluem amilase, lisozima, histatinas, peroxidases, estaterinas, mucina e 

proteínas ricas em prolina (MAYHALL; BUTLER, 1976 apud SIQUEIRA et al., 2007). 

Algumas dessas moléculas sofrem mudanças conformacionais quando adsorvidas à superfície 

dental fornecendo sítios de ligação específicos para os micro-organismos (HAY et al., 1971; 

GIBBONS et al., 1990; BOWEN; KOO,  2011). 

 Essa película acelular rica em glicoproteínas salivares serve como ponto de 

ancoragem e interação bacteriana inicialmente de cocos e bacilos Gram-positivos, 

principalmente o Streptococcus sanguinis (PACHECO, 2007). O acúmulo progressivo de 

bactérias levando ao desenvolvimento inicial da placa bacteriana cria condições para 

proliferação de anaeróbios, contribuindo para o aumento da diversidade dos micro-

organismos presentes nos biofilmes orais (Figura 1).  

 

Figura 1 - Modelo ilustrativo da colonização de bactérias orais na superfície dental 

        
Fonte: KOLENBRANDER et al., 2010, adaptado. 

 O biofilme maduro que se acumula sobre a superfície dental é constituído por uma 

grande variedade de micro-organismos, mas, apenas alguns apresentam fatores de virulência 

que podem levar à instalação e desenvolvimento da lesão cariosa. Estudos de Loesch (1976), 

Newman (1976) e Slots (1976) foram as bases para a formulação da Teoria da Placa 

Específica que prevalece até os dias atuais. Esta abordagem mostra que existem diferentes 
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tipos de biofilmes orais, com diferentes atividades metabólicas relacionadas a diferentes 

composições microbianas. Em função das diferenças metabólicas tais biofilmes apresentam 

diferentes ações sobre seus substratos de crescimento (DE LORENZO, 2010). 

 Loesche e colaboradores em 1975 verificaram a relação direta da presença de 

Streptococcus mutans com o desenvolvimento da cavitação relacionada à doença cárie em 

pacientes com consumo de sacarose. O desenvolvimento da lesão de cárie está relacionado 

com a capacidade de produzir ácido lático por este microrganismo como resultado do 

metabolismo da sacarose. Este ácido lático catalisa o crescimento da Veillonella alcalescens, 

que contribui para uma maior complexidade da placa dentária. Por outro lado, alguns micro-

organismos produzem dextrano (a partir da metabolização da sacarose), que funciona como 

molécula de adesão das bactérias entre si, mais especificamente o Streptococcus mutans, 

Streptococcus sanguinis e o Actinomyces viscosus, com alta afinidade para as glicoproteínas 

salivares (CAWSON; ODELL, 2002; PACHECO, 2007).  

 A adesão dos micro-organismos ao dente e aos tecidos bucais pode ser 

determinada por moléculas de adesão que se ligam a receptores específicos, habitualmente 

açúcares simples. Este processo envolve os antígenos adesina I e II, as glucosiltransferases 

(Gtfs) e a proteína de ligação 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 são capazes de clivar a sacarose 

em glicose e frutose, e de catalisar a polimerização das moléculas de glicose em dextrano 

hidrossolúvel e em dextrano insolúvel em água, substâncias fundamentais para a agregação 

dos estreptococos entre si e à película dentária (PACHECO, 2007). No entanto, o 

Steptococcus mutans parece produzir essencialmente dextrano hidrossolúvel, o que explica a 

sua maior facilidade para formar o biofilme dental, consequentemente levando ao 

desenvolviemnto da cárie (PACHECO, 2007). 

 Streptococcus mutans apresenta-se in vivo quase que exclusivamente como 

biofilme na superfície dental. BrpA (Biofilm regulater protein), uma proteína associada a 

superfície, parece estar envolvida na regulação da divisão celular, autólise, tolerância ao stress 

e formação de biofilmes (WEN et al., 2006). Desta forma, observa-se que a formação de 

biofilmes é um processo altamente regulado e relacionado à expressão de genes de virulência. 

 A placa dentária é tipicamente um sistema com múltiplas espécies formando uma 

comunidade microbiana, onde o potencial de espécies patogênicas pode coexistir com seres 

inofensivos, micro-organismos comensais. Fatores ambientais e/ou genéticos podem 
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promover sobrecrescimento das espécies patogênicas e contribuir com o aparecimento de 

doenças bucais (BATONI et al., 2011).  

   

2.3 Mecanismos de formação dos biofilmes 

 

 O entendimento das bases moleculares do desenvolvimento dos biofilmes tem 

sido favorecido por melhoramentos dos métodos genéticos, genômicos e desenvolvimento de 

técnicas de visualização que revelam os processos envolvidos no desenvolvimento, fisiologia 

e adaptação dos micro-organismos a esta condição de vida. Uma pletora de sistemas permite à 

bactéria identificar e ancorar a superfícies 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 microbiológico desde o tempo de Pasteur até os dias atuais. Esses tipos de 

experimentos têm servido bem para fornecer conhecimento e entendimento da genética e 

metabolismo procariótico e tem facilitado o isolamento e identificação de patógenos de uma 

variedade de doenças (COSTERTON et al., 1987).   

 Quando se tornou evidente que o comportamento de bactérias associadas a 

superfícies não podia ser predito a partir de observações feitas em micro-organismos 

cultivados em suspensão, na sua forma planctônica, um novo termo para descrever 

populações microbianas sésseis foi introduzido através de pesquisas com biofilmes 

(JAKUBOVICS; KOLENBRANDER, 2010). 

 A formação de biofilmes pode ser considerada um mecanismo de proteção para a 

comunidade bacteriana contra insultos externos, assim, parece razoável que sinais 

extracelulares específicos regulem a ativação de padrões metabólicos que desencadeiam o 

estabelecimento dos biofilmes. Essa sinalização externa pode advir de diversas fontes: podem 

ser produzidas e secretadas pela própria comunidade bacteriana, onde as moléculas são 

designadas autoindutores, que se acumulam no meio extracelular, sendo sua concentração 

correlacionada com a densidade populacional (LÓPEZ et al., 2010), e que em altas 

concentrações, podem desencadear cascatas de sinalização que levam a respostas 

multicelulares na população bacteriana. Esse mecanismo de comunicação célula-célula 

(designado quorum sensing) controla um grande número de processos incluindo aqueles 

relacionados à formação do biofilme (CAMILLI; BASSLER, 2006). 
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 Cada espécie bacteriana tem seu próprio arsenal de ferramentas para realizar 

adesão, e contém um número de moléculas diferentes para cada espécie que podem ser usadas 

antagonicamente ou sinergicamente, dependendo da situação (HAGAN et al.,2010).  

 O processo de formação 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 ligação inicial reversível de células plactônicas a 

uma superfície seguida de uma fase de maturação. A ligação inicial envolve forças de atração 

e repulsão entre as células e a superfície. Essas forças incluem interações eletrostáticas e 

hidrofóbicas, forças de van der Waals, forças hidrodinâmicas em temperatura adequadas 

(AGARWAL et al., 2010). Após a ligação com a superfície as bactérias crescem e dividem-se 

formando densos aglomerados celulares que caracterizam o biofilme. Esta fase está associada 

com a produção de polissacarídeo pelas células bacterianas, que se tornam irreversivelmente 

aderidas ao substrato. Com o tempo, microcolônias desenvolvem-se em um biofilme maduro 

adquirindo uma arquitetura típica, com projeções tipo cogumelo separadas por canais 

preenchidos por fluidos. O estágio final (fase de dispersão) envolve o desligamento de células 

unitárias ou grupos celulares do biofilme maduro, sendo considerada uma etapa essencial para 

a disseminação bacteriana (Figura 2) (BATONI et al.,2011). 

 Tanto quanto a hidrofobicidade celular e a presença de fímbrias e de flagelos, a 

produção de PEC é um dos principais fatores que influencia a taxa e o grau de adesão de 

células microbianas em diferentes superfícies, além de proteger contra o estresse ambiental e 

desidratação (VU  et  al.,  2009).  Desta forma, a produção de PEC tem sido alvo de diversas 

pesquisas para impossibilitar o processo de formação e de maturação 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 características comuns  

em quatro estágios. 

 

Fonte: BORDI; BENTZMANN, 2011, adaptado. Os estágios de desenvolvimento dos biofilmes  

incluem: iniciação (I), maturação (II e III), manutenção (IV), e dissolução (V).  
 

 Os colonizadores iniciais interagem com a superfície através de interações fracas, 

principalmente do tipo forças de van der Waals. Caso estes primeiros micro-organismos não 

sejam retirados da superfície, por ação mecânica ou química, podem ancorar-se de forma mais 

permanente através de moléculas de adesão celular, tais como pili e flagelo (Figura 3) 

(CARNEIRO et al., 2010). A adesão dos micro-organismos aos tecidos moles adjacentes é 

determinada pela existência de moléculas de adesão (adesinas), que se fixam a receptores 

específicos, habitualmente açúcares simples (PEREIRA et al., 2010). 

As primeiras microcolônias criam substrato e ambiente propícios para chegada de 

outras células através de sítios de adesão e começam a construir a matriz que formará o 

biofilme. Apenas algumas espécies são capazes de aderir a uma superfície em si. Outras 

podem ancorar-se à matriz ou até mesmo diretamente às colônias já existentes. Uma vez que a 

colonização tenha iniciado, o biofilme se desenvolve através de uma combinação de divisão 

celular e de recrutamento de outras células (CARNEIRO, 2010).  
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 Em se tratando do esmalte dental, os primeiros colonizadores são principalmente 

os 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 microcolônias as quais ficam mergulhadas em muco bacteriano extracelular, 

polissacarídeos e proteínas salivares adsorvidas, resultando em um filme confluente de micro-

organismos (Figura 3).  

O metabolismo destas espécies pioneiras cria condições apropriadas para 

colonização por bactérias com maior nível de exigências atmosféricas (PHILIP; MARTIN, 

2005). Cooperação metabólica 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 coagregações intergenéricas  com os colonizadores 

primários (PHILIP; MARTIN, 2005) (Figura 3). 

 

Figura 3 - Diagrama ilustrando as etapas de formação de um biofilme multiespécie. 

 
Fonte: RICKARD et al., 2003, adaptado. 

 

 

 

 

 

 



    32 
 

2.4 Resistência dos biofilmes às medidas antimicrobianas 

 

Os métodos primários para o controle de doenças relacionadas à placa dental 

envolvem remoção da maior quantidade destes depósitos microbianos e a proteção do esmalte 

dental. Estas abordagens são razoavelmente efetivas, pois a cárie e a doença periodontal 

permanecem sendo doenças muito prevalentes no mundo ocidental. Esta é uma área que 

merece investimentos da ciência no sentido de utilização de métodos e produtos que 

interfiram com o acúmulo bacteriano através do controle da adesão, inibição da comunicação 

interbacteriana ou o estabelecimento da matriz polissacarídica (JAKUBOVICS; 

KOLENBRANDER, 2010).  

A maioria dos indivíduos tem dificuldade em manter os padrões necessários de 

controle de placa por períodos prolongados. Estratégias adicionais vêm sendo desenvolvidas 

de forma a tornar o controle de micro-organismos patogênicos menos dependentes do 

paciente, estratégias estas que devem favorecer os métodos convencionais de higiene 

mantendo os níveis de placa compatíveis com saúde. 

A cavidade oral é colonizada por uma rica coleção de micro-organismos benéficos 

que vivem em harmonia com o hospedeiro, havendo benefícios para ambas as partes. Desta 

forma, produtos de cuidados à saúde oral devem preferencialmente tentar controlar os níveis 

de placa ao invés de eliminá-la, de forma que permaneçam as propriedades benéficas da 

microflora residente (MARSH, 1992; MARSH, 2010). 

Desse modo, existem medidas consideradas antiplaca, que previnem a formação 

dos biofilmes e medidas antimicrobianas que envolvem ações de inibição ou morte de 

bactérias-alvo, atividades estas que podem ser expressas em termos de concentração inibitória 

mínima (CIM) e concentração bactericida mínima (CBM). Estas técnicas são aplicadas em 

testes com bactérias na sua forma planctônica. No entanto, é mais preditivo para uso clínico a 

realização de testes utilizando técnicas de formação de biofilmes ou mesmo avaliação frente a 

biofilmes maduros. 

O objetivo do uso de adjuvantes aos métodos mecânicos de controle da placa 

dental deve ser manter ou restaurar o balanço saudável do microbioma oral. Placa associada à 

saúde é geralmente representada por um biofilme imaturo e composto primariamente por 

Gram-positivas anaeróbias facultativas (AAS et al., 2005; WADE, 2010). Uma das maneiras 

de realizar-se o controle da placa é bloqueando mecanismos específicos de aderência e/ou 

coagregação durante o desenvolvimento destas comunidades (KELLY; YOUNSON, 2000). 
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Estes mecanismos incluem o uso de análogos de adesinas, anticorpos para epítopos-chave e 

peptídeos que bloqueiem sítios específicos. 

 A interrupção dos mecanismos de quorum-sensing é outro possível alvo para 

terapias frente aos biofilmes (NJOROG; SPERANDIO, 2009). Medidas deste tipo podem 

tornar bactérias associadas a biofilmes mais susceptíveis 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: antibióticos, compostos quaternários de amônio, 

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 à cárie e gengivite (KLEEREBEZEM et al.,1997; MUKAMOLOVA et 

al.,1998).  

A clorexidina tem aplicações no tratamento periodontal, infecções 

dermatológicas, feridas da pele, infecções oftalmológicas e de garganta e endodontia 

(TEIXEIRA; CORTÊS, 2005). Seu uso frequente e por longo prazo, apresenta muitos efeitos 

colaterais como mudanças no sabor dos alimentos, e uma sensação de queimação na ponta da 

língua (GREENBERG et al., 2008; MORE et al., 2008; PORTO et al. 2009). Além disso, a 

clorexidina é menos eficiente na redução de níveis de Lactobacillus, que são fortemente 

relacionados com a evolução da cárie (AMBRÓSIO et al. 2008).   

Alguns fatores devem ser considerados para a seleção de uma substância 

antimicrobiana, como: toxicidade, baixa permeabilidade, retentividade e capacidade de 

manutenção do equilíbrio da microbiota residente na cavidade bucal (CURY, 2003). Outra 

importante consideração é a forma de veiculação e administração destes agentes antiplaca. A 

liberação destes na cavidade oral pode ser feita através de bochechos, sprays, dentifrícios, 

géis ou veículos de liberação prolongada, como vernizes (SCHEIE, 2007).  

Considerando essas observações, a utilização de produtos naturais como recurso 

para saúde é tão antiga quanto a civilização humana e, por muito tempo, produtos minerais, 

vegetais e animais, constituíram o arsenal terapêutico disponível às populações (EISENBERG 

et al., 1998). Embora a presença de substâncias antimicrobianas nos vegetais superiores não 

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 várias vias metabólicas secundárias que dão origem a 

diversos compostos como alcalóides, flavanóides, isoflavanóides, taninos, cumarinas, 
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glicosídeos, terpenos, poliacetilenos que, por vezes, são específicos de determinadas famílias, 

gêneros ou espécies, e cujas funções, até pouco tempo, eram desconhecidas (COWAN, 1999; 

SIMÕES et al., 2003; SOUZA et al., 2010). Com o avanço das pesquisas, foram atribuídas às 

referidas substâncias importâncias relevantes nos mecanismos de defesa das plantas contra 

seus predadores sejam fungos, bactérias, vírus, 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 substâncias que possam ser 

utilizados no tratamento de várias doenças (CARNEIRO, 2010).  Embora poucos estudos 

sejam relatados na literatura (NASCIMENTO et al., 2000; ABURJAI et al., 2001; AQIL et 

al., 2005), a avaliação da ação sinérgica entre produtos naturais e antibióticos 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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3 CÁRIE DENTÁRIA 

3.1 Aspectos gerais 

 

 Cárie é uma palavra que deriva do latim carie, que significa apodrecimento, 

decomposição, destruição, corrosão (DE LORENZO, 2010). Embora esta patologia apresente 

a cavitação como seu principal sinal clínico, a instalação desta doença infecciosa multifatorial 

e transmissível precede esta evidência. 

 É fundamental conceituar-se a cárie dentária como um processo anormal, pois vai 

contra as condições naturais onde o homem primitivo não desenvolvia uma lesão no esmalte 

que pudesse ser considerada cárie dentária, por estar inserido em uma biodiversidade 

comandada pela natureza, em um equilíbrio físico-químico (LIMA, 2007). O desequilíbrio da 

ecologia bucal gerado pela introdução de alimentos e hábitos incompatíveis com a 

manutenção da saúde bucal instalou na humanidade uma das doenças mais abrangentes 

existentes. A cárie é uma doença infecciosa, transmissível que é fortemente modificada pela 

dieta e tem sido uma das doenças mais prevalentes nos seres humanos (KRASSE, 1965 apud 

CARVALHO, 2010). Através dos tempos, muitas teorias sobre a sua etiologia foram 

levantadas, porém só em 1890 com os estudos de W. D. Miller é que se formou a base para a 

teoria acidogênica ou químico-parasitária de desenvolvimento da cárie (CARVALHO, 2010). 

Verifica-se, portanto, uma destruição progressiva dos cristais de hidroxiapatita pelos ácidos 

bacterianos, levando a uma descalcificação e posterior perda da estrutura do dente. 

 Em 1820, foi postulado que a cárie, especificamente a lesão cariosa, seria causada 

por um agente químico formado a partir de restos alimentares acumulados sobre os dentes. 

Quinze anos depois, em 1835, afirmou-se que estes agentes químicos eram ácidos orgânicos 

resultantes da fermentação de alimentos aderidos ao dente, sendo este um processo de origem 

química e não microbiana. Após a descoberta de Pasteur, que relacionou o processo de 

fermentação aos micro-organismos em 1867 demonstrou-se, in vitro, que a fermentação de 

açúcares leva à dissolução da estrutura dental (DE LORENZO, 2010).  

 No final da década de 40 do século passado, a cárie dentária foi considerada como 

uma doença infecciosa e transmissível, mas os principais micro-organismos responsáveis pela 

doença só foram identificados na década seguinte (FEJERSKOV, 2003; PEREIRA, 2010). 

Atualmente, esta doença é descrita como uma patologia multifatorial, onde fatores como a 

anatomia da cavidade oral, a resistência dentária, a composição da saliva, o líquido sucular e a 

dieta, assim como a formação da placa bacteriana e seus micro-organismos causadores, 

podem contribuir para da doença (FEJERSKOV, 2003; PEREIRA, 2010). 
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 O caráter infeccioso da doença cárie foi demonstrado quando, em 1954, foi 

observado que ratos de linhagem bastante susceptível à cárie não desenvolveram a doença se 

mantidos isentos de micro-organismos demonstráveis apesar de alimentação por meses de 

dieta rica em sacarose (PEREIRA, 2010).  

 O conceito da cárie dentária como uma doença infecciosa e transmissível 

associada à presença de estreptococos ocorreu somente após estudos na década de 60 em 

trabalho referente à observação do processo carioso em roedores (Figura 4) 

(FITZGERAED,1960). A progressão da cárie, geralmente, ocorre de forma lenta existindo 

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

 

Figura 4 – Fatores concorrentes para desenvolvimento da cárie dentária. 

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

incluindo o fator tempo.  

 

 A cárie dentária é uma doença crônica que progride lentamente na maioria dos 

indivíduos. A destruição localizada dos tecidos duros, referida como lesão, é o sinal ou 

sintoma da doença (FEJERSKOV et al., 2008). As lesões progridem desde perda inicial de 

mineral ao nível ultraestrutural até a destruição total do dente. Na realidade, o 

desenvolvimento da lesão cariosa é uma série de processos altamente dinâmicos com períodos 

alternados de progressão e regressão (Figura 5) (BACKER-DIRKS, 1966 apud NYVAD et 

al., 2003).  
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Figura 5 - Desenho esquemático da progressão da doença cárie. 

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

 

 De acordo com Petersen (2003), a cárie dentária continua sendo o principal 

problema de saúde bucal na maioria dos países industrializados, afetando cerca de 60 a 90% 

dos escolares e praticamente todos os adultos. Para os levantamentos epidemiológicos o 

índice mais usado é o de dentes cariados, perdidos e obturados, CPO-D, inicialmente 

formulado por Klein e Palmer, em 1937. Este índice até hoje permanece sendo o mais 

utilizado em todo mundo, mantendo-se como o ponto básico de referência para o diagnóstico 

das condições dentais e para formulação e avaliação de programas de saúde bucal (KLEIN; 

PALMER, 1937 apud CARVALHO et al., 2010). Desde 1969, a OMS tem publicado 

periodicamente os dados de levantamentos epidemiológicos efetuados em diversos países, 

dando especial atenção ao índice CPO-D em crianças com 12 anos de idade, um importante 

referencial de saúde ou de atividade de cárie dental. No Brasil, o Governo Federal vem 

aplicando avaliações periódicas através de um programa chamado SB Brasil: pesquisa 

nacional de saúde bucal como política do Brasil Sorridente. Comparando-se as duas últimas 

análises realizadas em 2003 e 2010, percebe-se um declínio no índice CPO-D em crianças de 

12 anos (Figura 6), o que indica uma melhora nas condições de acesso às medidas de 

prevenção em saúde bucal desta parcela da população. 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://www.arthurstreetdental.com.au/
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Figura 6 – Gráfico que representa a comparação do índice CPO de crianças aos 12 anos por região brasileira.   

 

Fonte: (http://portal.saude.gov.br/portal/arquivos/pdf/apresentacaonova_281210.pdf). 

 (   ) 2003; (    ) 2010 

 

3.2 Micro-organismos no desenvolvimento da cárie dentária 

 

 Aproximadamente 280 espécies bacterianas da cavidade oral já 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 aeróbicos e 

anaeróbicos, 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. 

 

 Fonte: PETERSON et al., 2011, adaptado. 

  Estudos detalhados da bioquímica e biologia molecular de bactérias cariogênicas 

permitiram que os traços associados à cariogenicidade fossem identificados. Estes incluem: 

http://portal.saude.gov.br/portal/arquivos/pdf/apresentacaonova_281210.pdf
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(1) a expressão de sistemas de transporte de açúcar de alta afinidade para captação de 

carboidratos fermentáveis e a rápida conversão dos açúcares transportados em ácidos e 

produtos metabólicos (acidogenicidade); (2) habilidade de tolerar, crescer e continuar a 

produzir ácido em ambientes de baixo pH (acidotolerância); (3) a síntese de polímeros 

extracelulares, especialmente mutana e dextrana, a partir da sacarose para consolidar a adesão 

à superfície dental e (4) a produção de polissacarídeos intracelulares durante períodos de 

grande disponibilidade de carboidratos; esses componentes armazenados podem ser 

convertidos em ácido nos períodos entre as refeições (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 evidências substanciais da associação de Streptococcus mutans com o 

desenvolvimento da cárie dental. Nesse estudo de 1975 foi demonstrada uma forte relação 

entre a presença desta bactéria na placa bacteriana associada a fissuras com cárie incipiente, 

havendo nesses sítios um correspondente decréscimo na prevalência de S. sanguinis 

comparado aos sítios livres de cárie (LOESCH et al., 1975). 

 Já em 1980, Hamada e Slade postularam que aparentemente não se poderia 

nomear um único micro-organismo como responsável pela cárie dental. O mais certo seria 

dizer que vários micro-organismos são essenciais para patogênese desta doença.  

 Streptococcus sobrinus tem sido relacionado ao desenvolvimento da cárie 

particularmente na ausência de S. mutans. Este microrganismo tem a capacidade de produzir 

níveis de ácido e tolerância a estes maiores que o S. mutans (PETERSON et al., 2011).  

 O grupo mutans apresenta espécies heterogêneas do ponto de vista antigênico e 

genético, dando origem a várias 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 número 

de colônias isoladas a partir de amostras de saliva (PETERSON et al., 2011). 

 Alguns estudos realizados por Carlsson (1969) e Edwardsson (1968), tentaram 

mostrar que os estreptococos cariogênicos isolados apresentavam características compatíveis 

com o Streptococcus mutans, justificando, assim, a relação desta espécie com a cárie dental 

como o seu principal agente etiológico, podendo ser isolado de placas dentais ou da saliva de 

indivíduos cárie-ativos (LOESCHE, 1982). 

 Streptococcus mutans são amplamente distribuídas não apenas em populações 

com moderada ou alta prevalência de cárie, como também nas populações com baixa ou 

nenhuma experiência de cárie (NAPIMOGA et al., 2004). Uma possível explicação para sua 
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presença em indivíduos com baixa experiência de cárie é a dependência de fatores de 

virulência dos estreptococos e dos fatores promotores da doença que podem diferir entre 

populações com prevalência de cárie (NAPIMOGA et al., 2004). 

Alguns estudos mais recentes indicam que a relação entre cárie dentária e 

Estreptococos do grupo mutans não é absoluta; foi observado que alguns sítios dentais podem 

apresentar altas proporções destes micro-organismos e, no entanto não apresentar lesão ou, de 

forma inversa, haver desenvolvimento de lesão cariosa sem a presença das espécies 

relacionadas à doença (AAS et al., 2008). Nestas situações, sugere-se que outras bactérias 

acidogênicas e acidúricas não pertencentes a este grupo, incluindo ―não-mutans baixo-pH‖ e 

Actinomyces (van HOUTE et al., 1994, 1996), sejam responsáveis pela iniciação do processo. 

Estudos moleculares recentes têm reforçado esse conceito mostrando que a microflora 

associada a lesões de mancha branca é mais diversa do que aquela até então observada e que 

novos filotipos e espécies incluindo Actinomyces gernesceriae, A. naeslundii, e A. israelii 

assim como uma ampla gama de Estreptococos não-mutans e Veillonela sp podem ainda ter 

importância (BECKER et al., 2002; AAS et al., 2008; TAKAHASHI; NYVAD, 2008).  

Todas as espécies bacterianas associadas à cárie pertencem ao microbioma da 

cavidade oral, e por isso, a cárie dentária é descrita como uma infecção endógena 

(FEJERSKOV; NYVAD, 2003). Estas infecções endógenas acontecem quando membros da 

microflora residente obtém vantagem seletiva sobre as outras espécies havendo perturbação 

na homeostasia do biofilme (MARSH, 1994). 

O acima exposto entra em consenso com a teoria proposta por Marsh (1994) sobre a 

hipótese ecológica da placa. Esta teoria propõe que há uma relação dinâmica entre o biofilme 

oral e o ambiente local. Quando há o aumento na frequência de ingestão de açúcar, o 

metabolismo bacteriano resulta em um biofilme submetido a um baixo pH por um maior 

período de tempo. Um pH ácido inibe o crescimento de muitas bactérias associadas com a 

saúde do esmalte e ainda seleciona aquelas bactérias que exibem um fenótipo de capacidade 

para produção e tolerância a ácidos. Eventos similares podem acontecer caso haja uma 

diminuição no fluxo salivar. Sob essas condições, a desmineralização acontece, aumentando 

assim, a probabilidade de desenvolvimento da lesão cariosa.  

Dessa forma, pode-se prevenir o processo de cárie não apenas inibindo diretamente a 

bactéria causadora, mas, também, interferindo com mudanças no ambiente que dirijam as 

alterações deletérias na composição e atividade metabólica do biofilme (Figura 8). 
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Figura 8 - Diagrama de fatores que contribuem para desenvolvimento da cárie dental de acordo com a hipótese 

ecológica do desenvolvimento da placa dental. 

 
  Fonte: MARSH, 1994, adaptado. 

 

3.3 Fatores de virulência das bactérias cariogênicas 

 

 Para se realizar a classificação de uma espécie bacteriana presente no biofilme 

dental como cariogênica ou iniciadora do processo carioso, esta bactéria deve exibir 

mecanismos de virulência que a faça capaz de promover a desmineralização dos tecidos 

dentais. 

 Dentre as várias espécies bacterianas que podem compor o biofilme dental nos 

seres humanos, apenas algumas são capazes de preencher os requisitos básicos de 

cariogenicidade; dentre estas se destacam, para lesões em esmalte, espécies dos gêneros 

Streptococcus e Lactobacillus, sendo estes últimos encontrados em zonas mais retentivas 

(FITZGERALD et al., 1966). Já na superfície radicular, são reconhecidas como cariogênicas 

as espécies de Actinomyces naeslundii e A. odontolyticus (ZAREMBA et al., 2006). 

 É importante destacar que o S. mutans parece ser a espécie que preenche de forma 

convincente os requisitos de cariogenicidade. Os Estreptococcus do grupo viridans são um 

grupo de cocos Gram-positivos, catalase-negativos com morfologia em cadeia na visualização 

ao microscópio de luz (Figura 9). São leucina aminopeptidase positivo, 

pirrolidonilarilamidase negativo, não crescem em NaCl 6,5% e quase todas as espécies não 

crescem no ágar bile-esculina. Incluem os 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 são predominantes nas 

populações humanas (ZHU et al, 2000; DOERN; BURNHAM, 2010). 

 

Figura 9 - Imagem de microscopia de luz de espécie do gênero Streptococcus submetida à coloração de Gram. 

 

Fonte: (http://medinfo.ufl.edu/year2/mmid/imagky.html). 

 

 Características genéticas podem estar relacionadas a diferenças na virulência entre 

cepas. A habilidade bacteriana de sobreviver e persistir na cavidade bucal irá depender de sua 

plasticidade genética, que determina a sua capacidade de responder às mudanças locais das 

condições ambientais ou de estresse (DOBRINDT; HACKER, 2001). O microbioma do 

biofilme dental está sujeito a variações, devido à redução na disponibilidade de nutrientes e 

redução do pH, além de exposição aos ácidos orgânicos produzidos na presença de 

carboidratos fermentáveis (CARLSSON, 1989; NASCIMENTO et al., 2004; VALDEVITE, 

2007). 

 

 

 

 

3.3.1 Adesão inicial à superfície dental 

 

 Para exibir suas características de patogenicidade um microrganismo precisa 

inicialmente obter proximidade da superfície a ser colonizada para posteriormente ser bem 

sucedido em causar doença. O micro-organismo diretamente envolvido na produção de ácido 

deve estar aderido à superfície dental ou retido nas reentrâncias anatômicas ou patológicas do 

http://medinfo.ufl.edu/year2/mmid/imagky.html


    44 
 

dente. Um número limitado de diferentes bactérias, primariamente estreptococos do grupo 

viridans e Actinomyces oris, iniciam a colonização da superfície dental (NYVAD; KILIAN, 

1987). Esses organismos ligam-se aos componentes salivares da película adquirida do 

esmalte, e, através do crescimento e interações entre espécies, formam um biofilme 

relativamente simples (PALMER  et al., 2003). O reconhecimento de bactérias por receptores 

salivares na superfície dental representa um importante passo inicial na patogênese de 

doenças orais (RUHL et al., 2004). Exemplos destas interações incluem ligação Has-mediada 

do Streptococcus gordonii ao ácido siálico presente na mucina (TAKAHASHI, et al., 2002; 

TAKAHASHI, et al., 2004;  TAKAHASHI, et al., 2006), ligação mediada por fímbria tipo I 

do Actinomyces oris (antes denominado Actinomyces naeslundii) a proteínas ricas em prolina 

(PRPs) (GIBBONS et al., 1988; RUHL et al., 2004), e adesão mediada por fímbria 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 superfície e receptores que mediam as 

coagregações observadas entre diferentes cepas de S. sanguinis, S. gordonii, S. oralis, S. mitis 

e A. naeslundii (Figura 10) (HSU, 1994). 

  

Figura 10 - Sequência temporal de aderência e colonização por estreptococos. 

 

Fonte: NOBBS, et al., 2009, adaptado. (A) espécies pioneiras de estreptococos associadas a uma superfície 

condicionada (verde), utilizando interações longas (pili) ou interações curtas. (B) Algumas espécies pioneiras 

formam interações mais fortes com as moléculas da superfície (azul) ligando-se a múltiplas adesinas (vermelho). 

(C) Adaptação nutricional, sinalização intermicrobiana (estrelas), e produção de substância extracelular 

polimérica (SEP) resultam na formação de comunidades. (D) Incorporação de outros micro-organismos, 

incluindo coagregações intergenéricas e sinalização célula-célula, leva ao desenvolvimento de comunidades 

complexas  

 

 A especificidade da adesão microbiana está frequentemente associada com 

reações carboidratos-proteína (tipo lectina). Carboidratos que são reconhecidos incluem 
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galactose (Gal), N-acetil-galactosamina (GalNAc), ácido siálico (ácido neuramínico-

NeuNAc), fucose (Fuc), N-acetil-glucosamina (GlcNAc), e glicose (Glc). O reconhecimento 

de cadeias de carboidratos ou oligossacarídeos contendo Gal é um achado comum no 

desenvolvimento de comunidades microbianas orais (KOLENBRANDER, et al., 1993). Por 

outro lado, os polipeptídeos Has e GspB ancorados na parede bacteriana de S. gordonii 

reconhecem resíduos de NeuNAc em células humanas (TAKAMATSU, et al., 2005), 

enquanto as Gbps expressas por S. mutans ligam-se a dextrana (BANAS; VICKERMAN, 

2003). O processo de adesão pode levar a um ou mais resultados: colonização por bactérias 

comensais, infecção superficial dos tecidos, invasão intracelular por patógenos e 

disseminação sistêmica (NOBBS, et al., 2009).  

 Um micro-organismo só conseguirá formar comunidades complexas como 

biofilmes dentais se conseguir aderir a uma superfície e iniciar a expressão de genes 

relacionados a moléculas de superfície que desempenham este papel. A partir disso, sabe-se 

que a formação dos biofilmes está, em muitos aspectos, associada diretamente com o 

desenvolvimento de infecção e doença. Assim, novos agentes que interfiram na adesão inicial 

ou que destruam os biofilmes podem ser importantes para terapia e prevenção destas 

comunidades microbianas (NOBBS, et al., 2009). 

 A inibição específica da adesão bacteriana tem sido considerada como potencial 

mecanismo para o controle da formação do biofilme oral. Possíveis inibidores incluem 

moléculas que funcionem dentro da célula ou periplasma inibindo a biossíntese ou montagem 

das estruturas das paredes celulares bacterianas associadas com adesão ou outras moléculas 

que funcionem como inibidores específicos na superfície celular (ClSAR, et al., 1995).   

 No S. mutans, a produção de polissacarídeo extracelular insolúvel é essencial para 

a formação de biofilmes. No entanto, polissacarídeos de glucana não medeiam a adesão inicial 

à superfície dental, a não ser que proteínas ligadoras de glucana (Gbps) estejam presentes na 

película salivar (BANAS; VICKERMAN, 2003; NOBBS, et al., 2009). Na ausência de 

sacarose, uma adesina associada à parede celular de 185 kDa pertencente à família dos 

polipeptídeos estreptocócicos designada como antígeno I/II (RUSSELL; LEHNER, 1978) tem 

sido relacionada a um importante papel na colonização da superfície dental (JENKINSON; 

LAMONT, 1997). O gene para esta adesina em S. mutans foi clonado e designado como spaP 

(LEE et al., 1988). A inativação deste gene resultou em uma diminuição na agregação celular, 

o que contribuiu para uma remoção de células de S. mutans da cavidade oral (LEE, et al., 

1989; KOGA et al., 1990). 
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3.3.2 Atividade acidogênica e acidotolerância  

 

 A lesão inicial do esmalte dental é uma desmineralização da hidroxiapatita 

carbonatada que ocorre na camada subsuperficial do esmalte dental. Essa desmineralização é 

causada por ácidos resultantes da fermentação homoláctica de carboidratos formados em 

quantidade suficiente no biofilme cariogênico. Isso justifica que, para ser reconhecida como 

cariogênica, uma bactéria deve apresentar uma capacidade metabólica fundamental, a de ser 

intensamente acidogênica (DE LORENZO, 2010). 

 De acordo com Loesche (1993), a sacarose obtida e utilizada por S. mutans resulta 

na formação de ATP e ácido lático através da via glicolítica. Para que estas reações 

aconteçam, a molécula de glicose deve ser transportada para o interior da célula bacteriana. 

No interior da célula bacteriana, a glicose é fosforilada a glicose-6-fosfato e degradada a 

piruvato pela via glicolítica, provocando um aumento da concentração intracelular de NADH 

pela ação da enzima gliceraldeído-fosfatodesidrogenase (TAKAHASHI-ABBE et al., 2001). 

Para garantir o equilíbrio 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 condições de 

aerobiose o piruvato é convertido em acetil-CoA pela piruvato desidrogenase e o último 

intermediário retorna às vias metabólicas bacterianas (CARLSSON et al., 1985). Se o 

microambiente for de anaerobiose, e houver excesso de substrato, o piruvato será reduzido ao 

L-ácido lático por uma enzima denominada lactato desidrogenase (ldh), havendo a oxidação 

do NADH em NAD
+ 

(IWAMI; YAMADA, 1999). 

 A ldh é responsável pela produção de lactato, contribuindo assim como um fator 

de virulência do S. mutans (LEMOS  et al., 2005). Mutantes de S. mutans, deficientes em 

fatores de virulência específicos, foram mais sensíveis ao estresse ambiental e menos 

cariogênicos 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 

supressão de genes associados à virulência e suas enzimas pode ser atraente para prevenção 

da cárie dental (XU et al., 2011). 

 O biofilme potencialmente mais acidogênico é formado na presença de sacarose e 

apresenta em sua matriz menores concentrações de cálcio, fosfatos e fluoretos do que os 

desenvolvidos frente a outros carboidratos (DE LORENZO, 1989). Paes-Leme et al., (2004), 

constataram a presença de proteínas ligadoras de cálcio somente nos biofilmes formados na 

ausência de sacarose; assim, a ausência destas proteínas no biofilme desenvolvido em 
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presença deste carboidrato pode explicar a baixa concentração de íons cálcio presente em sua 

matriz, o que certamente resulta em maior dificuldade para a remineralização do esmalte 

dental. 

 As bactérias do biofilme humano que melhor preenchem os requisitos de 

acidogênese intensa responsáveis por cáries no esmalte são S. mutans e S. sobrinus, que 

geram pH em torno de 4, e algumas espécies de Lactobacillus, que geram pH próximo de 3 

(TAKAHASHI; YAMADA, 1999). 

 Em 1944, Stephan descreveu a sequência de eventos relacionados à produção de 

ácidos por micro-organismos com essa capacidade a partir da introdução de carboidratos na 

cavidade oral. Foram realizadas mensurações do pH da placa dental madura em 65 pessoas 

antes e após bochecho com solução 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 cárie forneceram um desenho padrão de gráfico de resultados conhecido como 

curva de Stephan. Estes gráficos mostravam que logo após a realização 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 ácidos por parte dos EGM deve-se parcialmente a uma 

proteína ligada à membrana chamada F1F0-ATP, que ejeta prótons para fora da célula, 

prevenindo uma queda no pH intracelular e consequente dano às enzimas sensíveis aos 

ácidos, DNA e proteínas (QUIVEY et al., 2001). Uma variedade de outras adaptações, 

especificamente mudanças nos ácidos graxos de membrana, pode aumentar a tolerância ácida 

(FOZO et al., 2004; FOZO; QUIVEY, 2004). 

 Componentes microbianos do biofilme oral experimentam flutuações de pH 

rápidas e dinâmicas influenciadas pelo nível de presença de carboidratos na dieta resultando 

em níveis 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 ácido, S. 

mutans desenvolve um repertório de mecanismos que culminam em duas categorias distintas: 

mecanismos constitutivos e mecanismos ácido-induzidos (BURNE, 1998), referidos como 

resposta de tolerância ácida (RTA) (SVENSATER et al.,1997). A RTA é definida como a 

habilidade de adaptar-se ao estresse ácido antes de exposição a pHs baixos e sub-letais de 

aproximadamente 5,5, resultando na indução de estímulo (expressão de certos genes) que 

favorecem a sobrevivência a pH tão baixo quanto 3,0 (HAMILTON; BUCKLEY, 1991; 

BELLI; MARQUIS, 1991). Esses mecanismos objetivam: proteção e reparo de 

macromoléculas intracelulares, alterações nos padrões metabólicos, metabolismo secundário, 
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densidade celular, formação de biofilme e homeostases do pH intracelular  (Figura 11) 

(COTTER; HILL, 2003; MATSUI; CVITKOVITCH, 2010). 

 

Figura 11 - Mecanismos de tolerância ácida utilizado por Streptococcus mutans. 

 
Fonte: MATSUI; CVITKOVITCH, 2010, adaptado. Algarismos romanos simbolizam cada componente 

envolvido na tolerância ácida i) a proteção e reparo de macromoléculas; ii) alterações de padrões 

metabólicos; iii) metabolismo secundário; iv) densidade celular, formação de biofilme e sistema 

regulatório; e v) equilíbrio de pH intracelular. AP: Apurina-apirimidina; LGL: Lactoilglutationa liase; 

pHi: pH intracelular; pHo: pH externo; RR: Resposta regulatória  

 

 

3.3.3 Produção de polissacarídeo intracelular (PIC) e extracelular (PEC) 

 

 Os polissacarídeos produzidos em um biofilme podem ser divididos em duas 

categorias: (1) polissacarídeo extracellular (PEC), que promove acúmulo bacteriano na 

superfície dental, e influencia as propriedades físicas e bioquímicas do biofilme; e (2) 

polissacarídeo intracelular (PIC), o qual funciona como fonte endógena de carboidratos que 

podem ser metabolizados levando a produção de ácidos durante os períodos de limitação 

nutricional (TANZER et al., 1976; ZERO et al., 1986). Tanto PIC quanto PEC apresentam 

importantes funções nas características de patogenicidade dos biofilmes. 

 O PEC apresenta um papel central na patogênese da doença cárie, promovendo 

mudanças fisiológicas e bioquímicas na matriz do biofilme que incluem: (1) aumento da 
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adesão bacteriana e acúmulo 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 polissacarídeos intracelulares (PIC) são reservas de carboidratos armazenados 

intracelularmente por algumas bactérias. No caso dos EGM, trata-se de um tipo de glicogênio-

pectina sintetizados por fosfoglicomutanases. Esses polímeros podem ser produzidos por S. 

mutans, S. sobrinus, S. mitis, S. salivarius, Lactobacillus acidophilus, L. casei, Fusobacterium 

spp, L. bucalis e Neisseria spp. Sua degradação também leva à produção de ácido lático, 

mantendo a acidogênese (DECKER et al., 2011). 

 Entre os carboidratos consumidos na dieta, a sacarose é dito ser o mais 

cariogênico porque, além de ser fermentado, é o único que funciona como substrato para 

síntese de PEC (CURY  et al., 2000). 

 As propriedades estruturais e funcionais da placa dental são essencialmente 

determinadas pela presença de polímeros hidratados microbianos os quais são compostos 

principalmente por PEC e também proteínas, ácidos nucléicos, fosfolipídeos, células da 

mucosa e nutrientes (THURNHEER et al., 2006; VU et al., 2009). Particularmente, o PEC 

produzido por S. mutans contribui para o potencial cariogênico de um biofilme e a sua 

resistência às medidas de higiene oral (KLEIN  et al., 2009; DECKER et al., 2011).   

 Os polissacarídeos produzidos pelos estreptococos bucais são as glucanas solúveis 

e insolúveis, sintetizados por colonizadores iniciais (S. sanguinis, S. gordonii e S. oralis), e o 

frutano ou levano utilizado por S. salivarius para colonizar a mucosa (DECKER et al., 2011).  

 Os glucanos insolúveis são utilizados pelos EGM para colonizar a superfície 

dental porque, além de consolidar a aderência, também une especificamente as células dessas 

espécies através de receptores protéicos de superfície para estas moléculas. Já os glucanos 

solúveis em água e o frutano são utilizados como reserva energética, disponibilizados nos 

momentos de escassez de carboidratos através de reações que obtém glicose e frutose além de 

ácidos 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 estão estritamente relacionadas 

com a instalação e desenvolvimento da doença cárie, podendo ser levadas em consideração as 

suas características metabólicas na tentativa de se obter meios de controle desta doença. 

Assim, inibir a produção destas moléculas pode minimizar o risco de cárie dental.  
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 Algumas proteínas como as glicosiltransferases (Gtfs) e proteínas ligadoras de 

glucanos (GbP) são responsáveis mais diretamente por essas características de virulência 

relacionada à produção de polissacarídeos. 

 O metabolismo da sacarose e glicose por S. mutans envolve interações versáteis e 

regulação de diferentes glicosiltransferases extracelulares (FUKUSHIMA et al., 1992).  

 As glicosiltransferases (Gtfs) são enzimas extracelulares que também podem 

apresentar-se associadas à superfície celular bacteriana. Funcionalmente, tem a capacidade de 

hidrolisar a sacarose em moléculas de frutose e de glicose e, na sequência, polimerizar as 

moléculas de glicose resultantes em glucanos (BANAS; VICKERMAN, 2003).  As Gtfs 

possuem tamanho entre 140 e 175 kDa e apresentam dois domínios de maior importância: um 

domínio  catalítico,  que se  liga  à  sacarose  e  a  hidrolisa  (MOOSER  et  al.,  1991)  e um 

domínio C-terminal, que se liga ao glucano recém sintetizado, sendo também essencial na 

atividade enzimática de extensão e crescimento de suas cadeias (MOOSER; WONG, 1988; 

KATO; KURAMITSU, 1990). Pelo menos três enzimas Gtfs estão envolvidas na síntese de 

glucano por S. mutans no biofilme dental: GtfB, GtfC e GtfD, codificadas pelos genes gtfB, 

gtfC e gtfD respectivamente.  

 As atividades das Gtfs são determinadas pelo tipo de ligação glicosídica 

predominante no glucano sintetizado. GtfB catalisa a síntese de glucanos ricos em ligações 

glicosídicas do tipo α-1-3 (AOKI et al., 1986), que resultam em polímeros insolúveis  em  

água.  GtfD  catalisa  a  formação  de  glucanos  ricos  em  ligações glicosídicas  α-1-6,  que  

resultam  em  moléculas  solúveis  em  água  (HANADA; KURAMITSU,  1989),  enquanto  

que  a  GtfC  está  envolvida  na  síntese  de  glucanos solúveis e insolúveis em água 

(HANADA; KURAMITSU, 1988). A presença de Gtfs adsorvidas à película dental facilita a 

formação de glucanas in situ, assim, fornecendo sítios de ligação distintos para micro-

organismos orais. Bowen e Koo (2011) hipotetizaram que Gtfs de S. mutans influenciam a 

colonização microbiana da superfície dental.  

 Vários 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 proteínas ligadoras de glucano (GbP) são fatores de virulência 

que têm despertado grande interesse no desenvolvimento de métodos de controle de infecção 

por S. mutans (SMITH et al., 1993; CHILDERS et al., 1999; TAUBMAN; NASH, 2006). 

 As Gbps representam um grupo heterogêneo de proteínas que possuem variações 

no tamanho, no domínio ligador de glucano, na afinidade de ligação ao glucano, na 
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distribuição entre espécies de estreptococos e na sua função primária.  Algumas Gbps são 

proteínas receptoras de superfície associadas à parede celular; outras representam proteínas 

secretadas, que passam a ser associadas às células quando o glucano deposita-se sobre a 

superfície celular e, estas, ali o reconhecem e se acumulam (BANAS; VICKERMAN, 2003).   

 Quatro Gbps (A/B/C/D) foram caracterizadas em S. mutans, sendo estas 

relacionadas à formação de biofilme. A GbpA é secretada e possui alta homologia ao domínio 

carboxil terminal das Gtfs, também  conhecido  como  domínio  ligador  de  glucano, além 

disso, não apresenta função enzimática (RUSSEL  et  al.,  1979).  A  GbpB  não apresenta  

homologia  com  outras  Gbps,  embora  apresente  cerca  de  70%  de similaridade  com  

hidrolases  de  mureína  (MATTOS-GRANER  et  al.,  2001).  A  GbpC  apresenta-se ligada  

à  parede  celular  de  S.  mutans,  com importância no  processo  de  agregação bacteriana 

tendo sua expressão intensificada em condições de  estresse  osmótico  (SATO  et  al.,  1997;  

2002).  A  GbpD  encontra-se  de  forma secretada,  possui  domínio  ligador  de  glucano  

com  homologia  a  GbpA  e  outro domínio  com  alta  similaridade  a  lipases (SHAH; 

RUSSELL, 2004).  

 Streptococcus mutans ligam-se a superfícies cobertas por glucano em grande 

número e com alta força adesiva comparado a superfícies cobertas por saliva. (SCHILLING; 

BOWEN 1992; CROSS et al., 2007). Essa bactéria expressa várias proteínas capazes de se 

ligar a glucanos, incluindo Gtfs e Gbps não enzimáticas específicas (BANAS; VICKERMAN 

2003). A deleção de GbpC ligada à célula de S. mutans reduz significativamente a biomassa e 

a agregação bacteriana enquanto que a deleção de GbpA ou GbpD interfere na formação das 

microcolônias do biofilme (LYNCH et al. 2007; OGAWA et al., 2011). 

 O significado biológico das Gbps não foi ainda definido, no entanto, estudos 

sugerem que estas proteínas influenciam a virulência apresentando papel na manutenção da 

arquitetura do biofilme ligando as espécies bacterianas às moléculas de glucano do PEC 

(BANAS et al.,1990; SHAH et al., 2004).  
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4 LECTINAS 

4.1 Aspectos históricos 

 

  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 tóxico 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 

antígenos modelos para estudos imunológicos (BEZERRA, 2011). Essas duas proteínas foram 

utilizadas por Paul Ehrlich em estudos de estímulo à produção de anticorpos, sendo estes 

específicos para cada proteína (SHARON; LIS, 2004). 

 Em 1900, Landsteiner descobriu as diferenças dos eritrócitos dos grupos 

sanguíneos através da aplicação 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 

específica de cada lectina. 

 Devido à habilidade de algumas aglutininas de plantas em distinguir entre 

eritrócitos de diferentes tipos sanguíneos, em 1954, Boyd e Shapleigh propuseram o termo 

―lectina‖ do latim legere, capaz de escolher, selecionar, sendo o termo posteriormente 

generalizado por englobar aglutininas açúcar-específicas de origem não imune (SHARON; 

LIS, 1972). 

 Em 1936, Sumner e Howell observaram que o açúcar 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 ligação específica a carboidratos. 

Assim, as lectinas passaram a ser reconhecidas como proteínas de ligação a carboidratos, 

diferenciando-se de outras proteínas por suas características funcionais (VAN DAMME et al., 

1998). O estudo das lectinas sofreu uma mudança em 1960, quando, Nowell demonstrou que 

a lectina de Phaseolus vulgaris, o feijão mulatinho, apresentou ação mitogênica sobre 

linfócitos. Essa descoberta orientou a aplicabilidade de lectinas nas áreas biomédicas 

(MOURA, 2009). 
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4.2 Definição, classificação e importância 

 

 Com base no conhecimento obtido a respeito de lectinas, Peumans e Van Damme 

(1995) e Van Damme e colaboradores (1998), as definiram como proteínas que possuem pelo 

menos um domínio não catalítico de ligação reversível a carboidratos, mono ou 

oligossacarídeos, e classificaram-nas em quatro tipos de acordo com suas características 

estruturais: merolectinas, hololectinas, quimerolectinas e superlectinas. 

Merolectinas: são proteínas monovalentes que possuem um único sítio de ligação a 

carboidratos, não apresentando a característica de aglutinar glicoconjugados ou células, 

ausência de atividade hemaglutinante e catalítica. A Heveína, uma proteína quitina-ligante 

encontrada no látex da seringueira (VAN PARIJIS, 1998), e as proteínas manose-ligantes 

presentes em orquídeas são exemplos desta classe de lectinas (VAN DAMME, 1998). 

Hololectinas: agrupa as lectinas que possuem dois ou mais sítios idênticos ou similares de 

ligação a um mesmo carboidrato ou estruturalmente similares. Esta classe de lectinas é 

definida como multivalente sendo estas capazes de aglutinar células ou precipitar 

glicoconjugados; são representadas pelas hemaglutininas ou fitohemaglutininas onde está 

presente a maior parte das lectinas já abordadas em estudos (PEUMANS et al., 2000). A 

maior parte das lectinas de leguminosas são classificadas como hololectinas, dentre as 

quais podemos citar as lectinas de Canavalia brasiliensis (ConBr),  Artocarpus 

integrifolia (Jacalina) e Griffonia simplicifolia. 

Quimerolectinas: são proteínas de fusão consistindo de um ou mais domínio de ligação a 

carboidratos dispostos de forma sequencial a um domínio não relacionado. Este último 

domínio pode apresentar atividade enzimática bem definida ou outra atividade biológica 

atuando independente do domínio de ligação a carboidrato. Dependendo do número de 

sítios de ligação a carboidratos, as quimerolectinas podem comportar-se como 

merolectinas ou hololectinas. Como representantes dessa classe, podem ser citadas as 

proteínas inativadoras de ribossomos - RIP‘s (PEUMANS et al., 2001). 

 Em 1996, os mesmos autores introduziram a classe superlectinas, que possuem 

dois sítios de ligação a carboidratos, estruturalmente diferentes e que reconhecem açúcares 

não relacionados. Um exemplo desse grupo é a lectina de tulipa TxLC-1, que  possui  

subunidades  com  um  sítio  específico  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 monossacarídeos 

e oligossacarídeos: 

 Lectinas específicas a N-Acetil-galactosamina (GalNAc); 

 Lectinas específicas por galactose (Gal) ; 

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

 Lectinas específicas por N–Acetil-glicosamina e/ou Gal  β1→4  GlcNAc; 

 Lectinas específicas por L-Fucose, com subgrupos baseados no numero e local de 

ligação de L-Fucα;   

 Lectinas específicas por ácido siálico (subgrupos de ligação reconhecida por AS). 

 

 Podem funcionar como mediadores de informação em sistemas biológicos, 

realizar interações com glicoproteínas, glicolipídios e oligossacarídeos (GUPTA, 2010; 

GOMES et  al.,  2010).  

  

4.3 Correlações estrutura/função 

 

 As lectinas representam um grupo de proteínas de grande heterogeneidade 

estrutural podendo diferir na composição de aminoácidos, massa molecular aparente, estrutura 

e número de subunidades e ainda por estarem ou não relacionadas a íons metálicos ou cátions 

bivalentes (CAVADA, 2001). 

  Estas moléculas têm sido empregadas largamente no campo da fisiologia, 

bioquímica e ciências biomédicas. Entretanto, não se conseguiu responder de modo claro e 

definitivo qual a verdadeira função biológica dessas proteínas. Alguns trabalhos têm tentado 

trazer aspectos relevantes quanto a este tópico (RÜDIGER; ROUGE, 1998; 2001; LANNOO; 

VAN DAMME, 2010).  Mesmo para as lectinas da família Leguminosae com sequências 

primárias com alta similaridade não podem ser atribuídas funções comuns, pois alguns 

parâmetros como as especificidades de carboidratos, localização e tempo de produção são 

diferentes (CARNEIRO, 2011).   

 Nas plantas as lectinas possuem funções biológicas importantes, como: proteína 

de reserva, defesa e comunicação (SHARON, 1980; COOK, 1986; VAN DAMME; 

PEUMANS et al., 1998). As funções realizadas por estas moléculas nos vegetais são vistas 

sob duas perspectivas: a lectina interage com fontes externas, agressores ou simbionte 
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(animais, bactérias ou fungos), e outra função na qual a lectina assume um papel fisiológico 

na planta (SHARON; LIS, 1995). 

 Lectinas com alto grau de similaridade na sequência de aminoácidos, estrutura 

secundária e conformação tridimensional são encontradas nas plantas da família Leguminosae 

evidenciando assim uma linha taxonômica bem definida (CAVADA et al., 1993; SHARON; 

LIS, 1995). Estas lectinas, em geral, são compostas por duas ou quatro subunidades, iguais ou 

diferentes e com massa molecular em torno de 25 a 30 kDa. Estas subunidades podem ser 

constituídas por um único esqueleto polipeptídico estabilizado por ligações não covalentes 

tipo pontes de hidrogênio, interações hidrofóbicas e eletrostáticas podendo ou não formar 

dímeros canônicos (VASCONCELOS, 2010). As lectinas pertencentes à subtribo Diocleinae 

são tetrâmeros compostos por uma mistura de subunidades intactas formadas por uma cadeia 

polipeptídica com 237 resíduos de aminoácidos e de subunidades fragmentadas, nas quais a 

mesma cadeia polipeptídica está dividida em dois fragmentos (CHRISPEELS et al., 1986). 

Um exemplo são as lectinas ConA e ConBr pertencentes a esta subtribo, que apresentam alta 

similaridade estrutural nas sequências de aminoácidos. A diferença na estrutura cristalina 

entre ConA e ConBr está em apenas dois aminoácidos e nenhum dos dois estão próximos ao 

sítio de ligação a carboidratos nas duas lectinas. No entanto, esta diferença faz com que a 

estrutura da ConBr seja mais aberta do que a ConA (Figura 12). 

 

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

 

Fonte: VASCONCELOS, 2010. ConBr (Cinza); ConA (Verde); Carbohidrate recognition domain-CRD. 

Mostrando diferenças no arranjo espacial dos resíduos de aminoácidos que compõem o CRD. 

 

 Assim, alguns indícios dão suporte à hipótese de que, mesmo pequenas 

diferenças, em pontos chaves da estrutura primária das lectinas filogeneticamente próximas, 

levam a um impacto no equilíbrio dímero-tetrâmero podendo ser amplificadas por 

oligomerizações e com consequências biológicas importantes (CALVETE et al., 1999). 
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4.4 Aplicações e funções biológicas 

 

 As lectinas apresentam uma grande variedade de características estruturais e são 

amplamente distribuídas na natureza, já tendo sido identificadas em fungos, bactérias, insetos 

animais, plantas, inclusive em vírus (MOREIRA et al., 1991).  

      Estas moléculas podem estar envolvidas em diversos fenômenos naturais. Entre 

eles, destacam-se os processos de fertilização, embriogênese, migração celular, formação de 

órgãos e defesa imunológica (SHARON; LIS, 2004). O funcionamento impróprio destes 

processos de reconhecimento celular pode levar ao surgimento de diversas patologias 

(SHARON; LIS, 1989). 

 Quando Nowell (1960) descreveu a atividade mitogênica da lectina de sementes 

de Phaseolus vulgaris (PHA) sobre linfócitos humanos, um novo e importante ramo de 

pesquisa surgia para a aplicabilidade dessas moléculas em sistemas biológicos. Sobre a 

superfície celular existem moléculas de carboidratos na forma de glicoproteínas, glicolipídeos 

e polissacarídeos e essas moléculas participam diretamente em muitos processos celulares. A 

investigação dos mecanismos envolvidos na interação célula-célula passou a ressaltar a 

importância dos carboidratos nos processos bioquímicos, até então vistos apenas como 

moléculas ricas em energia ou meros elementos prostéticos (CARVALHO, 2008).  

 Os carboidratos são elementos determinantes de reconhecimento em uma grande 

variedade de processos biológicos, tanto fisiológicos quanto patológicos (VARKI, 1993; 

SHARON; LIS, 1995).  Assim, pelo fato das lectinas muitas vezes detectarem diferenças na 

configuração dos carboidratos, elas seriam instrumentos poderosos para esta troca de 

informações entre células.  

 As possibilidades do uso de lectinas como ferramentas biotecnológicas são 

consideradas devido ao grande número de trabalhos científicos exibindo atividades biológicas 

relevantes para essas proteínas (KITADA et al., 2010; KIMBLE et al., 2010; SINGH et al., 

2010; CAO et al., 2010). Dentre as atividades biológicas, 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  formação  de  biofilmes microbianos  (TEIXEIRA  et  al.,  2006;  2007;  OLIVEIRA  et  

al.,  2007;  ISLAM  et  al., 2009; CAVALCANTE et al.,2011). 

Uma série de infecções é iniciada por interações lectina-carboidrato, como no caso da 

adesão 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 patógenos desenvolveram mecanismos de fixação 

ou adesão aos tecidos ou células do hospedeiro e esta adesão é necessária, já que, de outra 

forma, estes micro-organismos seriam eliminados pelos mecanismos naturais de defesa do 

hospedeiro, como o fluxo de ar no sistema respiratório ou a urina no sistema excretório 

(SHARON; LIS, 1993). Além disso, a adesão adequada do patógeno propicia melhor acesso a 

fontes nutritivas, facilita a introdução de substâncias tóxicas nos tecidos do hospedeiro e 

mesmo a penetração do patógeno nestes tecidos (KARLSSON, 1998). 

No caso das bactérias, a maioria das lectinas está disposta na superfície celular, muitas 

vezes na forma de multiunidades protéicas denominadas fímbrias ou pili, que se caracterizam 

como fibras alongadas expressas em bactérias Gram-negativas (SHARON; LIS, 1989; 

SAUER et al., 2000). 

 Até o início da década de 80, somente bactérias que possuíam lectinas específicas 

para manose haviam sido identificadas, e estes estudos foram desenvolvidos principalmente 

com Escherichia coli (SHARON, 2006). Desde então, diferentes cepas de E. coli com 

especificidades distintas foram descobertas, como aquelas que colonizam o tecido do trato 

urinário ou o tecido nervoso (CARNEIRO, 2011). 

 Bactérias que possuem lectinas com especificidade por outros açúcares foram em 

seguida descritas, como a Neisseria gonorrhoea, que reconhece resíduos de N-

acetilgalactosamina (Galb4GlcNAc), e Streptococcus pneumoniae, que tem alta 

especificidade pelo pentassacarídeo NeuAc(α-3)Galβ4GlcNAcβ3Galβ4Glc (CARVALHO, 

2008). 
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5 GÊNERO Croton 

5.1 Substâncias naturais  

 

 O uso de plantas com fins terapêuticos é uma tradição milenar presente nas 

culturas de várias nações constituindo, ainda hoje, um recurso alternativo de grande aceitação, 

tanto nos centros urbanos, quanto em pequenas comunidades rurais (FENNELL et al., 2004).  

Plantas medicinais são amplamente utilizadas para tratamento de doenças em todo 

o mundo. Já em 1985, de acordo com a OMS, cerca de 80% da população mundial tinha 

interesse por remédios à base de plantas medicinais (FRANSWORTH et al.,1985). Em 1989, 

produtos derivados de plantas estavam representados em 14 de 15 categorias terapêuticas de 

preparações farmacêuticas que eram recomendadas por profissionais da área médica 

formando uma parte importante do sistema de cuidado à saúde 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 

funções identificadas através da verificação por parte dos pesquisadores de informações da 

medicina popular. Desta forma, é de grande valor buscar pesquisar novas drogas baseado no 

uso tradicional de plantas (PULLAIAH e MOULALI, 1977 apud DEVI et al., 2011).  

 Levando em consideração 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 

fitoquímico e/ou farmacológico, as pesquisas com plantas superiores apresentam-se como 

fonte extremante promissora para a descoberta de novas substâncias que possam ser utilizados 

no tratamento de várias doenças (ROJAS et  al., 2003), principalmente naquelas causados por 

mico-organimos resistentes às medidas antimicrobianas atualmente usadas.  

            Resistência antimicrobiana é um fenômeno biológico natural. Depois de 

descobertas científicas realizadas entre 1930 e 1970, os últimos 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 evidência nos anos da 

década de 1990. As razões para esse renascimento incluem uma redução na descoberta de 

novas drogas antimicrobianas no setor farmacêutico, um aumento da resistência 

antimicrobiana, bem como necessidade de tratamentos para novos patógenos emergentes 

(MAHADY, 2005; SILVA JÚNIOR et al., 2009).  
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5.2 Considerações a respeito da família Euphorbiaceae e gênero Croton 

 

 A família Euphorbiaceae pertence à ordem Euphorbiales e subdivide-se em quatro 

subfamílias: Phyllanthoideae, Crotonoideae, Poranteroideae e Ricinocarpoideae. Esta família 

compreende em torno de 300 gêneros e quase 7.500 espécies presentes principalmente em 

regiões tropicais (PALMEIRA-JUNIOR, 2006). De acordo com Palmeira Júnior (2006), no 

Brasil, ocorrem 72 gêneros e cerca de 1.100 espécies. 

 A química das plantas da família Euphorbiaceae é uma das mais diversas, pois 

inúmeros compostos pertencentes a diferentes classes químicas têm sido isolados de suas 

espécies como, por exemplo, diterpenos, alcalóides, flavonóides e triterpenóides além de 

cumarinas, glicosídeos cianogênicos e taninos (PALMEIRA-JÚNIOR, 2006). 

 O gênero Croton é um dos maiores da família Euphorbiaceae, com cerca de 1.300 

espécies distribuídas entre as Américas e a Ásia sendo 300 destas mais frequentes no Brasil. 

Estudos realizados com algumas espécies de Croton têm revelado atividades farmacológicas 

(PALMEIRA-JÚNIOR 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). 

 Várias espécies do gênero Croton destacam-se por apresentarem uso na medicina 

popular, dentre estas, C. nepetaefolius, conhecida popularmente como ―marmeleiro sabiá‖, 

―marmeleiro cravo‖ ou ―marmeleiro de cheiro‖, uma planta aromática endêmica do nordeste 

brasileiro, tem o seu óleo essencial utilizado como estomáquico, carminativo e no tratamento 

de cólicas intestinais (ABDOM, 2002).    

 Linnaeus em 1753 descreveu 13 espécies de Croton da Ásia e África na primeira 

edição de Species Plantarum. Depois, o gênero já recebeu atenção de diversos estudiosos 

destacando-se Webster (1992, 1993, 1994, 2001), que propôs a classificação infragenérica 

mais recente para o gênero (SILVA; SALES; CARNEIRO-TORRES, 2009). 

 O gênero apresenta difícil classificação Taxonômica atribuída ao seu elevado 

número de espécies, problemas de delimitação específica, de nomenclatura e polimorfia de 

seus representantes (WEBSTER, 1993). Novos táxons de Croton têm sido propostos para o 

Brasil desde a revisão de Müller (1873), em trabalhos esparsos, tornando ainda mais confusa a 

taxonomia do gênero, dificultando especialmente a identificação (ANGÉLICO, 2011). 
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5.3 Constituintes químicos e atividade biológica do óleo essencial de espécies de Croton 

 

  Nos últimos anos, tem se verificado um grande avanço cientifico, envolvendo os 

estudos químicos e farmacológicos de plantas, visando obter novos compostos com 

propriedades terapêuticas (FILHO; YUNES, 1998).  Neste sentido, dentre os agentes 

terapêuticos provenientes de plantas destacam-se os óleos essenciais, também denominados 

de óleos voláteis ou óleos etéreos.  

 Os óleos essenciais do ponto de vista químico são misturas complexas de 

substâncias voláteis, lipofílicas, geralmente odoríferas e líquidas.  São extraídos de diversas 

partes das plantas (flores, inflorescências, sementes, folhas, gravetos, cascas, frutos e raízes) 

por processos específicos; são dotados de aroma quase sempre agradável, incolores quando 

recentemente extraídos ou ligeiramente amarelados de aparência oleosa.  Têm como 

característica principal a volatilidade, que os difere dos óleos fixos que são misturas de 

substâncias lipídicas obtidas geralmente de sementes (SIMÕES et al., 2007). Essas 

denominações derivam de algumas de suas caracteristicas fisico-químicas, como por exemplo, 

a de serem geralmente líquidos de aparência oleosa à temperatura ambiente advindo daí a 

designação de óleo. 

 Óleos voláteis são definidos como substâncias obtidas de orgãos de espécies 

vegetais através de destilação por arraste com vapor d‘água, bem como as substâncias obtidas 

por expressão dos pericarpos de frutos cítricos. Também podem ser chamados de óleos 

essenciais, óleos etéreos ou essências (Figura 13). 

 Outra característica importante é o aroma agradável e intenso da maioria dos óleos 

voláteis, sendo por isso demominados essências. Eles também são solúveis em solventes 

orgânicos apolares, como éter, recebendo, por isso, a denominação de óleos etéreos ou, em 

latim, aetheroleum. Em água, os óleos voláteis apresentam solubilidade limitada, mas 

suficiente para aromatizar as soluções aquosas, que são denominadas hidrolatos. 

 Seus constituintes variam desde hidrocarbonetos terpênicos, álcoois simples e 

terpênicos, aldeídos, cetonas, fenóis, ésteres, éteres, óxidos, peróxidos, furanos, ácidos 

orgânicos, lactonas, cumarinas (SIMÕES et al., 1999). 
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Figura 13 – Diversidade estrutural de constituintes voláteis de óleos essenciais.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fonte: Próprio autor. 

 

 A importância do estudo de óleos essenciais está relacionada às suas inúmeras 

aplicações, dentre as quais detacam-se, por exemplo, funções ecológicas, especialmente como 

inibidores de germinação, proteção contra predadores e polinizadores; utilização na indústria 

de alimentos (codimentos e aromatizantes) e cosméticos (perfumes e produtos de higiene) e 

por suas propridedes terapêuticas (SIMÕES et al., 1999). 

 As espécies de Croton têm sido largamente estudadas em relação aos seus 

constituintes voláteis e não voláteis. Muitas espécies são produtoras de um grande número de 

substâncias pertencente às classes dos alcalóides, fenilpropanóides e terpenóides (RANDAU 

et al., 2004). Estudos fitoquímicos realizados com algumas espécies de Croton de ocorrência 

brasileira têm proporcionado o isolamento de 109 compostos pertencentes as mais variadas 

classes estruturais tais como diterpenos (35,6%), alcalóides (24,8%) flavonóides (12,8%) e 

triterpenos (11%) (TORRES, 2008).   

 Os fenilpropanóides, como anetol e derivados do eugenol, comuns nos óleos de 

erva-doce, cravo e manjericão têm sido relatados como os principais componentes dos óleos 

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 (SUÁREZ et al., 2005); C. pseudonivenus e C. suberosus no México 

(PEREZ-AMADOR; MONROY; BUSTAMANTE, 2007).  

 Estudo realizado com óleo essencial extraído de diferentes partes de C. 

blanchetianus (folhas, flores, raízes e cascas do lenho) coletadas em diferentes regiões do 

estado do Ceará, em diferentes horas do dia, possibilitou investigar e identificar 32 compostos 

dentre os quais β-felandreno (20,4%) nas folhas, biciclogermacreno (29,1%) nas flores e 

(17,7%) nas folhas, β-elemeno (17,8%) nas flores e (22,0%) nas cascas do caule, cipereno 

(14,2%) nas raízes e germacreno D (12,8%) nas cascas do caule sendo os constituintes 

majoritários (DOURADO; SILVEIRA, 2005).   

 Avaliando a atividade antinociceptiva do óleo essencial das folhas de C. 

blanchetianus Santos  et  al.,  (2005) obtiveram  resultados  promissores  e  ainda 

conseguiram identificar  11  compostos  majoritários,  dentre  eles  podem  ser  citados:  

biciclogermacreno (10,2%), cis-calameneno (10,8%) e guaiazuleno (8,3%)   

 Na espécie C. nepetaefolius foram identificados como constituintes majoritários o 

1,8 cineol (37,5%), o  β-cariofileno (23,0%) e o γ-elemeno (12,0%) (CRAVEIRO  et  al.,  

1980).  A composição do óleo essencial das cascas de C. aubrevillei e folhas de C. 

zambesicus foram estudadas por Menut (1995) que constatou que em ambas as espécies 

possuem os mesmos constituintes majoritários, porém em proporções diferentes: linalol, 

34,6%  e  9,9%,  β-cariofileno 11,9% e 9,9%, respectivamente.  

 As atividades biológicas são investigadas utilizando tanto óleo essencial como 

extratos ou frações, principalmente as constituídas de alcalóides e compostos fenólicos.  O 

diterpeno clerodano trans-desidrocrotonia (DCTN), isolado de C. cajucara, apresentou 

diversas atividade como hipoglicêmica, hipolipidêmica, antigenotópica, antiulcerogênica, 

antitumoral, antiinflamatória e antinociceptiva, antiestrogênica e cardiovascular (COSTA et 

al., 2007).  Em ensaios com flavonóides extraídos dessa mesma espécie também foi 

observada atividade antiinflamatória e antioxidante (NARDI et al., 2007). Análises químicas 

realizada por Fontenelle et  al.,  (2008)  mostraram  que  C. nepetaefolius  tem  metil-eugenol  

(15,7%)  e  biciclogermacreno  (14,1%)  como  principais constituintes,  enquanto  que  os  

principais  constituintes  C.  argyrophylloides  são espatulenol (20,3%)  e  biciclogermacreno  

(11,7%),  e  os  de  C.  zehntneri  são  estragol  (72,9%)  e  anetol (14,3%).  

 O óleo essencial de C. zenhteneri apresenta atividade antifúngica (FONTENELLE 

et al., 2008). Essa atividade pode ser atribuída ao estragol principal constituinte e/ou anetol, 
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que já demonstraram propriedades antifúngicas contra Aspergillus parasiticus (SINGH  et  

al., 2006).  

 Os principais constituintes identificados no óleo essencial extraído das folhas de 

C. palanostigma foram linalol (25,4%), (E)-cariofileno (21,0%), metileugenol (17,2%) e β-

elemeno (6,0%). Já o óleo da casca do tronco C. palanostigma mostrou atividade larvicida 

com CL50, 3,71  ±  0,01  mg.mL
-1

),  podendo  ser cosiderado altamente tóxico (BRASIL et 

al., 2009), pois quanto menor o valor de CL50 maior a atividade biológica.  

 Acredita-se que em torno de duas mil plantas brasileiras sejam usadas como 

remédios naturais pela população. O Ministério da Saúde possui atualmente uma lista com 71 

nomes de plantas medicinais de interesse do Sistema Único de Sáude (SUS), dentre estas se 

incluem duas espécies do gênero Croton, C. zenhtneri e C. cajucara 

(http://portal.saude.gov.br/portal/arquivos/pdf/RENISUS.pdf), trazendo assim maior 

relevância a estudos que possam evidenciar cientificamente sua eficácia e aplicabilidade. 

  

5.4 Atividade antibiofilme de óleos essenciais e seus constituintes 

 

 Extratos e óleos extraídos de plantas têm sido usados para uma grande variedade 

de objetivos por séculos (JONES, 1996). Esses objetivos variam desde uso de jacarandá e 

cedro em perfumaria, adição de sabor em bebidas com óleo do limão (LAWLESS, 1995), e 

ainda, preservação de alimentos armazenados (MISHRA; DUBEY 1994). Em particular, a 

atividade antimicrobiana de óleos e extratos de plantas tem formado a base de muitas 

aplicações, incluindo conservação de alimentos crus e processados, produtos farmacêuticos, 

medicina alternativa e terapias naturais (REYNOLDS 1996; LIS-BALCHIN; DEANS, 1997). 

 Em 2008, Silva e colaboradores investigaram a ação antimicrobiana e a inibição 

de aderência in vitro do extrato hidroalcoólico de Rosmarinus officinalis Linn. (alecrim) sobre 

cepas padrão 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 

inibição de aderência de S. mitis ATCC 98811, S. mutans ATCC 25175 e S. sobrinus ATCC 

27609, podendo ser utilizado em futuros testes na inibição da formação de biofilmes. 

 O uso de óleos essenciais como agentes antimicrobianos tem sido descrito desde 

muito tempo (MARTINDALE, 1910 apud ALVIANO et al.,2005) e, no caso específico de 

micro-organismos orais, enxaguatórios bucais contendo óleos essenciais têm se mostrado 

benéficos, e com componentes seguros para uso na rotina diária de higiene oral (CLAFFEY, 
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2003), precisando de mais estudos para melhor entender seu espectro de ação frente a estes 

micro-organismos (ALVIANO et al.,2005). 

 Como já mencionado anteriormente, biofilmes são muito mais resistentes a 

agentes antimicrobianos do que as células planctônicas (PARSEK; SINGH, 2003). Cloração 

de um biofilme geralmente não é bem sucedido porque o biocida mata apenas as bactérias no 

exterior biofilme, deixando os micro-organismos saudáveis dentro das camadas internas 

(DUNNE, 2002). Além disso, o 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 são muito necessários no 

sentido de aumentar o número de alternativas terapêuticas eficazes (ALVIANO et al., 2005) . 

 Agentes antibacterianos usados na prevenção e tratamento de doenças orais, 

incluindo cloreto cetilpiridínio, clorexidina, aminas fluoretadas ou produtos contendo tais 

agentes podem apresentar efeitos indesejados tais como manchamento dental ou, no caso do 

etanol, comumente encontrado em enxaguatórios, relação com o desenvolvimento de câncer 

oral (KNOLL-KÖHLER; STIEBEL, 2002; NEUMEGEN; FERN, 2005; RODRIGUES et al., 

2007; LACHENMEIER, 2008; MCCULLOUGH; FARAH, 2008;). Assim, a busca por 

produtos alternativos e fitoquímicos 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 patógenos orais, reduzir o desenvolvimento da placa dental, influenciar adesão 

bacteriana à superfície dental e reduzir os sintomas das doenças orais (PALOMBO, 2011). 

 Poucos são os relatos da literatura no que concerne à atividade antibiofilme de 

óleos essenciais ou seus isolados sobre biofilmes de patógenos relacionados a doenças orais. 

Millezi e colaboradores (2010) relataram atividade de detergentes sanificantes à base de C. 

citratus e T. vulgaris sobre biofilmes de Aeromonas hydrophila, microrganismo relacionado à 

contaminação de alimentos, havendo redução no número de células viáveis presentes nestas 

comunidades submetidas às substâncias em teste. 

 O Brasil possui grande potencial para o desenvolvimento de produtos naturais 

aplicados, inclusive, à Odontologia e mais especificamente na tentativa de minorar as 

consequências da instalação de doenças orais biofilme-relacionadas. Destarte, o uso de plantas 

medicinais vinculando o conhecimento tradicional e tecnologia para validar cientificamente 

este conhecimento pode tornar-se uma opção eficaz no tratamento da cárie dental quando 

houver necessidade de medidas de maior abrangência. 
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6 SINERGISMO 

6.1 Definição 

 

 O primeiro relato de ação 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 ação combinada de compostos com sítios-alvo diferentes, apresentando maior eficácia 

com toxicidade inferior ou semelhante às drogas isoladas (SILVA et al., 2011). 

 Uma estratégia para sobrepor os mecanismos de resistência bacteriana é o uso de 

combinações de drogas com vários extratos de plantas, os quais exibiram atividade sinérgica 

frente aos micro-organismos (HEMAISWARYA; KRUTHIVENTI; DOBLE, 2008). 

 As moléculas oriundas dos vegetais normalmente tem atividade antibiótica muitas 

ordens de magnitude menor que os antibióticos comumente usados frente a bactérias e fungos. 

A despeito do fato de que antibióticos derivados de plantas sejam menos potentes, plantas 

combatem infecções de forma bem sucedida. Assim, parece que as plantas adotam 

paradigmas diferentes (sinergismo) para combater infecções (SILVA et al.,2011).  

 Sinergismo tem sido definido como fenômeno onde dois compostos diferentes são 

combinados com o objetivo de aumentar sua atividade individual. Se a combinação resultar 

em efeito de pior atividade comparado à ação individual de cada substância é denominado de 

antagonismo; efeitos menores que sinergismo, mas não considerados antagonismos são 

denominados efeitos aditivos ou indiferentes (RANI  et al., 2009). 

 O efeito sinérgico de duas substâncias pode ser mensurado através da 

concentração inibitória fracional (CIF), que pode ser calculado de acordo com a seguinte 

fórmula: 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 índice CIF ≤ 0.5; atividade aditiva índice 0,5 < CIF < 2; 

indiferença índice 2 < CIF < 4 e antagonismo índice CIF ≥ 4 (LORIAN, 2005). 

 De acordo com o dicionário medico Mosby (2008), sinergia farmacológica ou 

sinergismo é a junção da ação de duas (ou mais) moléculas (drogas) de tal maneira que uma 

aumente a ação da outra para produzir melhor efeito do que aquele obtido com qualquer 

quantidade segura destas moléculas sozinhas. Potencialização, outro termo usado na 

farmacologia é uma ação 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 infecções bacterianas 

 

 O valor terapêutico de interações sinérgicas é conhecido desde a antiguidade. O 

sistema de cura de muitas culturas permanece ligado ao princípio da crença de que terapias 

combinadas podem aumentar a eficácia do tratamento (VAN VUUREN; VILJOEN, 2011). 

 O conceito de sinergia antimicrobiana é baseado no princípio de que a 

combinação e a formulação podem aumentar a eficácia, reduzir a toxicidade, diminuir os 

efeitos colaterais, aumentar a biodisponibilidade, diminuir a dose e reduzir a possibilidade de 

resistência antimicrobiana (LI; SCHENTAG; NIX, 1993; INUI et al., 2007; COTTAREL; 

WIERZBOWSK,  2007). Novas combinações antibióticas incluindo combinações de produtos 

naturais recentemente têm se tornado prioridade nas pesquisas (VAN VUUREN e VILJOEN, 

2011).   

 O desenvolvimento de resistência antibiótica pode ser natural ou adquirida, e pode 

ser transmitida entre espécies bacterianas semelhantes ou diferentes. A resistência natural 

pode ser advinda de mutação genética espontânea e a resistência adquirida através da 

transferência de fragmentos de DNA de uma bactéria para outra (MURRAY; ROSENTHAL; 

PFALLER, 2010).  

 Uma estratégia para sobrepor os mecanismos de resistência bacterianos é o uso de 

combinações de drogas. Inibidores de β-lactamases são bem conhecidos e são ministrados 

com antibióticos como co-droga. A estratégia mais bem sucedida para superar a resistência 

bacteriana pela produção de penicilinase tem sido o uso de ácido clavulânico com as drogas 

tazobactam e sulbactam (LEE, YUEN; KUMANA, 2003). Os metabólitos secundários de 

plantas são boas fontes para terapias combinadas. Como demonstrado na figura 14, existem 

muitos fitoquímicos que agem nos mecanismos bacterianos de multi-resistência.  

 O uso de combinações de extratos de plantas não é apenas observado em terapia 

antinfecciosa, mas também pode ser visto no tratamento de várias desordens incluindo câncer, 

HIV, osteoartrite e hipertensão (WILLIAMSON, 2001). 

 Alguns estudos têm explorado a combinação de drogas sintéticas com óleos 

essenciais de forma a avaliar a eficácia antimicrobiana. Um destes estudos observou um efeito 

sinérgico entre o antifúngico cetoconazol e o látex de Euphorbia characias cujo efeito 

antifúngico foi substancialmente aumentado (GIORDANI et al., 2001). 
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Figura 14 - Metabólitos secundários de plantas como modificadores dos mecanismos de resistência multi-drogas. 

 

Fonte: HEMAISWARYA; KRUTHIVENTI; DOBLE, 2008. (A*) Corilagin, telimagrandin I, 

diterpeno 416 e componente P inibem PBP 2ª, um receptor modificado; (B*) EGCg inibe a β-

lactamase; (C*) timol, carvacrol, ácido gálico aumentam a permeabilidade da membrana externa; e 

(D*) EGCg 5‘-metoxihidnocarpina, reserpina, ácido carnósico e derivados do isopiramano inibem 

as bombas de efluxo. Droga antibiótica ; Receptor ; receptor modificado ; bomba 

de efluxo ; enzima ; degradação da droga . 

 

 A predição precisa do sinergismo entre drogas comerciais ou entre uma droga e 

um produto natural baseado nos resultados de testes in vitro é crucial na determinação do 

potencial de uso clínico da combinação de substâncias. Alguns métodos são utilizados como 

detectores de atividade sinérgica, no entanto, o método de curva de tempo de morte é um dos 

mais usados e de mais fácil aplicação (WHITE et al., 1996). Sinergismo, neste caso, é 

definido como um decréscimo de 100 vezes ou mais na contagem de colônias pela 

combinação 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 biotecnológicos 

a serem aplicados no controle e tratamento da cárie dental.  

 

7.2 Objetivos específicos 

 

 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 possível interferência das lectinas das sementes de Canavalia ensiformis, 

Canavalia brasiliensis, Canavalia maritima, Canavalia gladiata e Canvalia boliviana 

na formação de biofilmes monoespecífico de Streptococcus mutans ATCC UA 159 e 

S. oralis ATCC 10557 em superfícies cobertas por saliva. 

 Analisar a relação entre a estrutura das lectinas das sementes de Canavalia ensiformis, 

Canavalia brasiliensis, Canavalia maritima, Canavalia gladiata e Canvalia boliviana 

e suas possíveis funções biológicas sobre o crescimento planctônico e dos biofilmes 

monoespecíficos de Streptococcus mutans ATCC UA 159 e S. oralis ATCC 10557. 
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8 PARTE EXPERIMENTAL I 

8.1 Isolamento das Lectinas 

 

Capítulo 8-Materiais e Métodos 

Parte I 
__________________________________________ 
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 As lectinas selecionadas para testes estão descritas na quadro 2, assim como sua 

especificidade por carboidratos, siglas e referência metodológica. As etapas da pesquisa 

relacionada ao isolamento e purificação das lectinas foram realizadas no Laboratório de 

Moléculas Biologicamente Ativas (BIOMOL – LAB), do Departamento de Bioquímica e 

Biologia Molecular do Centro de Ciências da Universidade Federal do Ceará, por meio de 

diferentes técnicas cromatográficas. 

 

Quadro 2 - Espécies utilizadas para o isolamento das lectinas selecionadas para os experimentos e sua 

especificidade por carboidrato, siglas e referência da metodologia utilizada.  

Espécie Sigla 

Especificidade 

por 

carboidratos 

Referência 

Canavalia brasiliensis ConBr Glicose/Manose 
MOREIRA; 

CAVADA,1984. 

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 condições de cultivo 

 

 Streptococcus mutans UA 159 e Streptococcus oralis ATCC 10557 foram 

utilizadas para realização dos testes nesta etapa experimental. 

As cepas foram mantidas em Brain Heart Infusion (BHI) caldo com glicerol 

(20%) à -80 °C. Para realização dos experimentos uma alíquota de 100 µL foi inoculada em 

10 mL de BHI caldo e crescida em estufa com 10% de CO2 à 37 °C por 24 horas. Após essa 

ativação inicial, a cultura foi renovada em mais 10 mL de BHI caldo esterilizado com inóculo 

de 100 μL e crescida nas mesmas condições descritas acima por 18 horas. Essa renovação foi 

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

  

 

8.3 Preparação das soluções de lectina 
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 As lectinas foram pesadas, solubilizadas em água e deixadas sob agitação em 

rotação lenta por 24 horas para favorecer sua dissolução. Em seguida, foram filtradas em filtro 

MiliPore
®

 0,22 µm de porosidade e armazenadas a 20 °C.  

  

8.4 Verificação do efeito das lectinas do gênero Canavalia no crescimento bacteriano 

(CAVALCANTE et al., 2011) 

 

 Após 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 concentração celular ajustada para 10
6
–10

8
 

unidades formadoras de colônias/mL (UFC/mL). As soluções de lectinas foram preparadas 

antes da montagem da placa, em concentrações que variaram de 500 µg/mL a 15 µg/mL e 

incubadas em conjunto com as bactérias selecionadas por um período de 6 horas, com 10% de 

CO2 a 37 °C, sem caldo de cultura para evitar possíveis ligações das lectinas a carboidratos 

disponíveis no meio. 

  A montagem das placas de poliestireno (BD Falcon
®

) de fundo ―U‖ com 96 

poços foi feita adicionando-se 200 µL de caldo BHI em cada poço e 4 μL da solução 

lectina/bactéria previamente incubadas em cada concentração. O controle utilizado foi solução 

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 

(DO620 nm) em leitor de ELISA (BioTrak II - Plate Reader
®

) após 12, 18 e 24 horas de 

incubação a 37 °C, com 10% de CO2. 

 

8.5 Verificação da possível interferência das lectinas do gênero Canavalia na inibição da 

formação de biofilmes em superfícies 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 não estimulada foi 

coletada durante 1 hora, durante vários dias, de voluntários com idade entre 20 e 40 anos, que 

assinaram previamente um termo de consentimento livre e esclarecido (Número de aprovação 

no Comitê de Ética da Universidade Estadual Vale do Acaraú 217-CONEP/CNS/MS) pelo 

menos 1 hora após 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. Após a coleta total de 500 mL as amostras foram unidas, homogeneizadas e então 

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 eficiência do processo foi verificada através de plaqueamento da 

saliva processada em BHI ágar; após 72 horas a 37°C nenhuma UFC foi observada nas placas 

incubadas. 

 

8.5.2 Ensaio de interferência na formação de biofilme (quantificação da biomassa)   

        (CAVALCANTE et al., 2011) 

 

 Para a montagem das placas de poliestireno de fundo chato com 96 poços, 200 µL 

da saliva processada foram adicionados a cada poço e mantidas sob agitação por 2 horas 

(Orbital Shaking Incubator Board MA-420-Marconi
®
) a 37 °C. Em seguida a saliva foi 

removida e 200 µL da solução de lectinas a 100 ou 200 µg/mL e controle de Bovine serum 

albumin (BSA) 200 µg/mL foram adicionados por 2 horas a 37 °C. Após esse período, as 

soluções foram removidas dos poços e 200 µL de suspensão bacteriana ajustada na 

concentração de 10
6
-10

8
 UFC/mL foram colocados por 2 horas. Na sequência, a solução 

bacteriana foi removida e 200 µL de BHI caldo esterilizado com 5% de sacarose foi 

adicionado e as placas incubadas a 37 °C, 10% de CO2. Cada passo do protocolo experimental 

foi seguido por uma lavagem com 200 µL de NaCl 0,9 %. Como controle foi utilizado BSA 

(SANTI-GADELHA et al., 2006) para que fosse observada a ação de uma proteína sem ação 

antimicrobiana ao meio.  

 Após incubação por 12, 20 e 24 horas a 37 °C com 10% de CO2, o meio foi 

removido das placas de microtitulação. As células planctônicas remanescentes foram 

removidas por lavagem cuidadosa com água. Os biofilmes aderidos aos poços foram fixados 

com formalina (37%, diluída de 1:10) mais acetato de sódio 2% por 15 minutos, e corados 

com 200 µL de cristal violeta 0,1%  por 15 minutos a temperatura ambiente. Após duas 

lavagens com água destilada, o corante remanescente foi removido com 100 µL de etanol 

95%. As placas foram, então, postas em agitação por 5 minutos para favorecer o 

desprendimento do corante no etanol. A formação dos biofilmes foi quantificada por meio da 

mensuração da densidade óptica a 595 nm em leitor de placas ELISA (BioTrak II - Plate 

Reader
®
) (O‘TOOLE; KOLTER, 1998). Um total de 10 réplicas por bactéria e para cada 

concentração foi montada em três experimentos separados totalizando trinta réplicas de cada 

situação experimental (12, 20 e 24 horas de incubação).  
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8.6 Análise da relação entre a estrutura de lectinas do gênero Canavalia e suas funções 

biológicas  

 

 Coordenadas atômicas para a estrutura cristalina das lectinas do Protein Data 

Bank (PDB) foram usadas para comparar o desenho do sítio de ligação a carboidratos das 

lectinas selecionadas no estudo de inibição de crescimento bacteriano e relacionado com a 

atividade biológica. Os códigos do PDB para as proteínas usadas na análise foram: para 

Canavalia gladiata (PDB código 1WUV) (DELATORRE et al., 2007), Canavalia marítima 

(PDB código 2CWM) (GADELHA et al., 2005), Canavalia ensiformis (PDB código 1JBC) 

(SUMNER; HOWELL, 1936 apud SHARON, 2007), Canavalia brasiliensis (PDB código 

3JU9) (MOREIRA; CAVADA, 1984) e Canavalia boliviana (MOURA et al., 2009). As 

análises estruturais foram realizadas usando PyMol (DELANO, 2002). 

 

8.7 Análise estatística 

 

Trata-se de uma pesquisa quantitativa em que os experimentos foram realizados 

em três repetições independentes com 10 réplicas cada uma. Os resultados foram 

demonstrados através de gráficos; a diferença entre as médias dos experimentos foi verificada 

através da aplicação do teste One-way ANOVA com Bonferroni pós teste, executados com o 

auxílio do programa GraphPad Prism
®
, San Diego California USA. Foram considerados 

estatisticamente significativos valores de p<0,01.    
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9 RESULTADOS E DISCUSSÃO – PARTE I 

 

 As mensurações do crescimento bacteriano foram realizadas para as lectinas nas 

concentrações de 15,6 µg/mL a 500 µg/mL e para o controle (NaCl 0,9 %). A concentração 

500 µg/mL foi selecionada devido à diferença estatística comparada ao controle. As outras 

concentrações foram avaliadas, no entanto, não demostraram diferença estatisticamente 

significativa comparada ao controle. 

 Para S. mutans, ConBol, ConBr e ConM apresentaram uma atividade inibitória 

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 - Gráfico de barra dos diferentes tempos de crescimento de S. mutans sob o efeito de lectinas. 

 
(A) ConBol; (B)  ConBr; (C) ConM; (D) CGL; (E) ConA.*P<0,01 relacionado ao controle de NaCl 

0,9%. (  ) NaCl 0,9% (  ) Lectina 500 µg/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 estimulação do crescimento (Figura 16 C). Quando ConA 

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

Figura 16 - Gráfico 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%.    (  ) NaCl 0,9% (  ) Lectina 500 µg/mL. 

 

 Quando se avaliou o efeito das lectinas sobre a formação dos biofilmes de S. 

mutans e S. oralis em superfícies cobertas por saliva observou-se que ConBol e ConA 

inibiram a formação do biofilme de S. mutans na concentração de 100 µg/mL e ConM 

demonstrou o mesmo efeito nas concentrações de 100 e 200 µg/mL (Figura 17 A, C e E). 

Nenhum efeito foi observado nos testes com ConBr e CGL (Figura 17 B e D). Nenhum 

estímulo ou inibição foi encontrado nos biofilmes de S. oralis (Figura 18 A a E). Para os 

biofilmes, os testes estatísticos foram realizados comparando-se os grupos de lectinas ao 

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

lectinas. 

 
O controle foi BSA 200 µg/mL. (A) ConBol; (B) ConBr; (C) ConM; (D) CGL; (E) ConA.*p<0,01 

relacionado ao BSA 200 µg/mL. Legenda: (    ) BSA 200 µg/mL      (     ) Lectina 100 µg/mL               

(      )Lectina 200 µg/mL. 
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Figura 18 - Gráfico de barra dos biofilmes de S. oralis em diferentes tempos de crescimento sob o efeito de 

lectinas. 

 
 

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

ao BSA 200 µg/mL. Legenda: (  ) BSA 200 µg/mL (  ) Lectin 100 µg/mL (  )Lectin 200 µg/mL. 

 

 Nas análises de estrutura versus função biológica das lectinas nos testes realizados 

verificou-se nos ensaios de inibição do crescimento bacteriano na forma planctônica que S. 

mutans foi inibido por ConBol, ConBr, e ConM, enquanto ConA e CGL estimularam seu 

crescimento comparado ao controle. O sítio de ligação a carboidratos dessas lectinas é muito 

similar e diverge discretamente entre ConA e CGL; esta divergência está principalmente 

relacionada às distâncias entre as cadeias laterais dos aminoácidos que compõem o domínio 

de reconhecimento a carboidratos. A principal diferença observada no CRD foi uma redução 

na profundidade do sítio (Arg228-Tyr12 e Arg228-Asn14) e da abertura (Tyr100 – Tyr12 e 

Tyr12 – Tyr14) (Figura 19). A abertura e profundidade do CRD permite distinguir dois 

grupos de lectinas de Canavalias de acordo com sua ação frente ao S. mutans; o grupo com 

ação inibitória formado por ConBol, ConBr e ConM e o grupo com ação estimulatória 

formado por ConA e CGL. 

 

 

 



    83 
 

Figura 19 - Comparação dos sítios de ligação a carboidratos entre CGL e ConM. 

 
 

Fonte: Prórpio autor. CGL (lectina estimulatória para S. mutans - azul) e ConM (lectina inibitória 

para S. mutans - verde). 

 

 O primeiro relato de ação inibitória de peptídeos frente a micro-organismos data 

de 1942, e refere-se a uma proteína obtida do trigo (BALLS, et al., 1942). Lectinas em plantas 

superiores tem função de defesa frente a agentes patogênicos como bactérias e fungos através 

do reconhecimento e imobilização dos agentes microbianos infectantes através de ligação, 

assim, prevenindo a subsequente multiplicação e colonização da planta hospedeira (ETZLER, 

1986). A inibição do crescimento de bactérias e fungos por lectinas, tal como a de 

Amaranthus, já foi relatada anteriormente na literatura (DE BOLLE, et al., 1996). 

 A determinação da atividade antimicrobiana seguiu os parâmetros metodológicos 

propostos pelo CLSI, que sugere que nas concentrações utilizadas e nas condições testadas, 

apenas ConBol, ConBr e ConM tiveram um efeito inibitório  a 500 µg/mL frente ao S. 

mutans. CGL e ConA tiveram efeito estimulatório frente a esta bactéria. No entanto, nestes 

testes com S. oralis todas as lectinas, exceto ConA, tiveram efeito estimulatório na mesma 

concentração, 500 µg/mL.  

 As concentrações usadas são consideradas altas comparadas às 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 ação 

antimicrobiana de lectinas de plantas e algas marinhas usaram concentrações entre 102 e 800 

µg/mL e encontraram que ConA e WGA de plantas terrestres não inibiram nenhum dos 

víbrios analisados.  
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 Os presentes resultados mostram que ConM foi capaz de inibir o crescimento do 

S. mutans, o que pode ser atribuído a possíveis danos ocorridos na membrana celular. Santi-

Gadelha e colaboradores (2006) mostraram através de microscopia eletrônica a presença de 

poros e ruptura severa da membrana bacteriana de Gram-positivas a demonstrar forte 

atividade antimicrobiana e apontando um possível mecanismo de inibição do crescimento 

bacteriano pela ação de lectinas. Esses poros formados na membrana permitem a saída do 

conteúdo celular (TERRAS et al., 1993; OLIVEIRA et al., 2008).  

 Os sítios de ligação a carboidratos na superfície bacteriana apresentam 

provavelmente um papel chave na atividade antibacteriana, o que os torna responsáveis pelo 

reconhecimento bacteriano. É importante notar que diferenças na atividade antimicrobiana 

frente a S. mutans e S. oralis podem estar relacionadas a diferenças na composição 

característica dos carboidratos de superfície de cada bactéria em questão. Quase todos os 

micro-organismos expressam carboidratos expostos em sua superfície. Esses carboidratos 

podem estar covalentemente ligados, como nos ácidos teicóicos glicosilados ligados ao 

peptideoglicano, ou não covalentemente ligados, como nos polissacarídeos capsulares 

(SANTI-GADELHA et al., 2006; CALDERON, et al., 1997). Cada carboidrato exposto na 

superfície celular é um potencial sítio de ligação à lectina.  

 A habilidade das lectinas de formarem complexos com glicoconjugados 

microbianos tem estimulado sua aplicação como sondas para células completas, seus mutantes 

e numerosos constituintes e metabólitos celulares. Receptores microbianos para 

Concanavalina A tem sido descritos. Por exemplo, ácido teicóico glicosilado encontrado na 

superfície de muitas bactérias Gram-positivas (CALDERON, et al., 1997) e polissacarídeos 

neutros produzidos por membros dos gêneros 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 oligossacarídeos 

seria de significativo interesse como ferramentas experimentais e de diagnóstico para muitas 

infecções bacterianas. A ligação 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 ação 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 conjugação 

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 colonização por micro-organismos endógenos (frequentemente patogênicos), 
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―resistência à colonização‖ (VAN DER WAAIJ et al., 1971). O conceito de mudança 

ecológica microbiana como um mecanismo de prevenção a danos aos elementos dentais é de 

grande importância (CAGLAR et al., 2005). Os presentes resultados mostraram que as 

lectinas de C. boliviana, C. brasiliensis e C. maritima tiveram uma ação inibitória frente ao S. 

mutans, e um efeito estimulatório frente ao crescimento de S. oralis.  

 S. mutans, uma bactéria acidogênica, tem sido associada com o desenvolvimento 

da cárie dentária através da produção de ácido como um resultado da fermentação de 

carboidratos (HAMILTON, 2000). Micro-organismos presentes na cavidade oral como S. 

oralis são membros numericamente importantes da microbiota oral, que podem ser isolados 

de todas as superfícies intraorais e são considerados organismos pioneiros envolvidos na 

colonização primária da dentição (NYVAD e KILIAN, 1990; DO et al., 2009). Marsh (1991), 

na ―hipótese ecológica da placa‖, propôs que mudanças em fatores ambientais poderiam 

desencadear alterações no balance da microbiota residente, e isso poderia predispor um sítio 

oral à doença. 

 Um dos muitos mecanismos moleculares de aderência bacteriana e o 

desenvolvimento de biofilmes orais mistos está relacionado a interações lectina/carboidrato 

específicas entre bactérias, tal como a interação envolvida em co-agregações sensíveis à 

lactose de Actinomyces spp. e Streptococcus spp. Devido ao seu papel na adesão, lectinas são 

consideradas importantes tanto em interações simbióticas quanto patogênicas entre micro-

organismos e hospedeiros (OLIVEIRA et al., 2007). Com um novo entendimento das 

interações entre membros da comunidade microbiana, existe agora interesse em abordagens 

ou estratégias que possam inibir seletivamente patógenos orais, ou modular a composição 

microbiana da placa dental para controlar a patogênese de doenças microbianas baseadas na 

formação de comunidades (HE et al., 2009). 

 De acordo com Teixeixa e colaboradores (2006), seis lectinas de plantas ConA, 

ConBr, DVL, DGL, CFL têm a habilidade de bloquear a adsorção de estreptococos orais, 

evitando sua adesão a receptores da película adquirida salivar. Lectinas aglutinam bactérias e 

sua presença no meio pode ser aplicada para prevenir ligações mais duradouras de bactérias a 

superfície dental (ISLAM et al., 2009). Os presentes resultados indicam uma ação inibitória 

sobre a formação de biofilmes de S. mutans e efeito diferente sobre a formação dos biofilmes 

de S. oralis. Isso pode ser atribuído às diferenças na composição de carboidratos de superfície 

entre as espécies bacterianas. Liljemark e colaboradores (1981) demonstraram o efeito da 

agregação bacteriana na aderência de estreptococos orais à película adquirida usando lectinas. 

Seus resultados sugerem que a formação de grandes agregados causa uma diminuição no 
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número de bactérias aderidas e indica que, independente da concentração de certas lectinas, 

sua atividade de agregação não se opõe ao seu efeito de bloqueio e ainda auxilia a diminuir o 

número de estreptococos aderidos. Inibição 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 glicoproteína de 60 kDa presente na superfície de S. mutans 

(com manose e N-acetilgalactosamina) que já se sabe estar envolvida em interações 

saliva/bactéria (CHIA et al., 2001). A menor taxa de adesão na presença de lectinas 

específicas por glicose⁄manose pode ser devido à interação com esta proteína (ISLAM et al., 

2009). 

 As diferenças no padrão de ação antimicrobiana das lectinas estão relacionadas às 

suas estruturas quaternárias, mas, estudos recentes de cristalografia revelaram que a 

orientação de sítios de ligação a carboidratos específicos determina a resposta biológica de 

muitos sistemas à presença da lectina (DELATORRE et al., 2007; BEZERRA et al., 2007). O 

efeito estimulatório das lectinas de Canavalia sobre S. oralis pode ser devido à alta frequência 

de ácido neuramínico na superfície celular (BYERS et al., 1999), o qual não é específico para 

ligação de lectinas de Diocleinae. 

 A inibição de S. mutans causada por três das cinco lectinas testadas é 

estruturalmente confirmada pela comparação das distâncias dos aminoácidos das cadeias 

laterais no domínio de reconhecimento a carboidratos (principalmente a abertura versus a 

profundidade do sítio). Esses aspectos já foram reportados para ConM e CGL como 

relacionados ao aumento da seletividade das lectinas por dissacarídeos (GADELHA et al., 

2005; DELATORRE et al., 2007; BEZERRA et al., 2007).  A preferência de ConBol, ConBr 

e ConM de ligar-se e inibir especificamente a S.  mutans pode ser explicada pela redução do 

sítio primário de ligação a carboidratos e pelo aumento da especificidade destas lectinas pelo 

epítopo mais externo de carboidrato, o qual forma padrões de interações mais complexas com 

as lectinas acima citadas comparado a ConA e CGL que apresentam sítios de ligação a 

carboidratos maiores. 
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10 CONCLUSÕES: PARTE I 
 

 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 microdiluição. 

 Verificar a possível interferência das lectinas das sementes de Canavalia ensiformis, 

Canavalia brasiliensis, Canavalia maritima, Canavalia gladiata e Canvalia boliviana 

na formação de biofilmes monoespecífico de Streptococcus mutans ATCC UA 159 e 

S. oralis ATCC 10557 em superfícies cobertas por saliva. 

 Analisar a relação entre a estrutura das lectinas das sementes de Canavalia ensiformis, 

Canavalia brasiliensis, Canavalia maritima, Canavalia gladiata e Canvalia boliviana 

e suas possíveis funções biológicas sobre o crescimento planctônico e dos biofilmes 

monoespecíficos de Streptococcus mutans ATCC UA 159 e S. oralis ATCC 10557. 
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11 OBJETIVOS: PARTE II 
 

11.1 Objetivos específicos 

 Verificar a concentração inibitória mínima (CIM) dos óleos essenciais de Croton 

zehntineri variedades anetol, estragol e eugenol, e seus respectivos componentes 

majoritários anetol, estragol e eugenol frente à bactéria Streptococcus mutans ATCC 

UA 159. 

 Verificar a concentração bactericida mínima (CBM) dos óleos essenciais do caule de 

Croton zehntineri variedades anetol, estragol e eugenol, e seus respectivos 

componentes majoritários anetol, estragol e eugenol frente à bactéria Streptococcus 

mutans ATCC UA 159. 

 Analisar a capacidade dos óleos essenciais de Croton zehntineri variedades anetol, 

estragol e eugenol de inibir a formação de biofilmes monomicrobianos de 

Streptococcus mutans ATCC UA 159 em placas de poliestireno. 

 Analisar o efeito dos óleos essenciais de Croton zehntineri variedades anetol, estragol 

e eugenol e seus respectivos componentes majoritários anetol, estragol e eugenol sobre 

a viabilidade celular dos biofilmes monomicrobianos de Streptococcus mutans ATCC 

UA 159 com 24 horas de formação em placas de poliestireno. 
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12 PARTE EXPERIMENTAL II 

12.1 Coleta e identificação do material vegetal 

 

 O material vegetal coletado foi constituído de três quimiotipos de Croton 

zehntneri. No ato da coleta foi feita a exsicata das amostras vegetais, que consistiu na 

separação das partes aéreas das plantas com flores e frutos, sendo então identificadas pelo Dr. 

Edson Paula Nunes e depositada no Herbário Prisco Bezerra da Universidade Federal do 

Ceará-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 Croatá da 

Serra-CE em maio de 2008; C. zehntneri variedade eugenol excicata N°: 43048, coleta 

também em Croatá da Serra-CE em maio de 2008. Os óleos e seus componentes majoritários 

foram gentilmente cedidos pelo Professor Dr. Hélcio dos Santos. 

 

12.2 Obtenção do óleo essencial de três quimiotipos de Croton zehntneri e isolamento de   

seus componentes majoritários 

 

 Os caules dos dois quimiotipos e as folhas de um quimiotipo de Croton zehntneri 

recém-coletados foram colocados separadamente em balões de vidro de 5 L, juntamente com 

2 L de água e mantidos por duas horas em ebulição. Após este período, a mistura água/óleo 

contida no doseador foi separada, em funil de separação por partição com éter etílico. A fase 

orgânica foi secada com sulfato de sódio anidro (Na2SO4) e concentrada sob pressão reduzida, 

fornecendo óleo essencial (Figura 20). 

 A análise dos óleos essenciais foi feita por cromatografia gasosa acoplada à 

espectrometria de massas (CG/EM) em aparelho da Hewlett-Parckard 5971. As condições 

programadas no aparelho foram: coluna capilar de DB-1 (dimetil-polisiloxano) com 30 cm de 

comprimento e 0,2 mm de diâmetro interno; gás de arraste: Hélio (1 mL/min); programa: 50-

180 ºC a 4 ºC/minuto e, depois, 180-220 °C a 20 °C/minuto; temperatura no injetor: 220 °C; 

modo de injeção: 0,1 µL (solução 10%), split 1:20, 500 ng/na coluna. Os espectros de massas 

foram produzidos por impacto eletrônico (70 eV). 

 Os espectros de massas dos constituintes foram comparados com os padrões 

existentes na quimioteca Wiley do computador do aparelho. Em seguida, foram feitas 

comparações visuais com espectros de massas de substâncias encontradas na literatura 

(ADAMS, 2001) (Anexo A).  

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

espectro de massas, foram comparados com os tempos de retenção destas substâncias 



    93 
 

registrados na literatura, observando-se a diferença que se manteve aproximadamente 

constante para as demais substâncias identificadas pelo computador do aparelho. 

 Os constituintes majoritários anetol, estragol e eugenol foram isolados dos óleos 

essenciais por meio de métodos cromatográficos. 

 
Figura 20 - Esquema ilustrativo do método de extração dos óleos essenciaia de Croton zhentneri. 

 
                                                  Material botânico 

                                               

     1. Extração em doseador Cleavenger 

        

     

         Decoto                                          Óleo/água 

                                                       

        1. Éter etílico            

                                           

 

     Solução etérea            Solução aquosa 

 

              1. Na2SO4 anidro            Desprezada 

              2. Filtração 

              3. Evaporação 

            

                                                      Óleo essencial   

                                                    

 

 

 

        .                                              C. zehntneri               

 

 

                                        Caule/Folha      

          

        1. Análise por CG/EM  

 

             Identificação 
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12.3 Preparo das soluções dos óleos essenciais e componentes majoritários 

 

 As soluções para teste (Quadro 3) foram preparadas na concentração inicial de 5% 

solubilizadas em água destilada com 5% de Tween 80 e estocadas em tubos esterilizados a 20 

°C. A concentração do Tween 80 em cada poço foi no máximo de 2,5%, sendo este 

componente isento de atividade antimicrobiana. Anteriormente a cada uso foi realizada 

inoculação em meio de cultura para verificar a ausência de contaminantes. 

 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

12.4 Cepas bacterianas e condições de cultivo 

 

 Para os testes com substâncias 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 realização 

dos experimentos uma alíquota de 100 µL foi inoculada em 10 mL de BHI caldo e crescida 

em estufa com 10% de CO2 à 37 °C por 24 horas. Após essa ativação inicial, a cultura foi 

renovada em mais 10 mL de BHI caldo esterilizado com inóculo de 100 μL e crescida nas 

mesmas condições descritas acima por 18 horas. Essa renovação foi feita para obter um 

microrganismo com melhor condição de crescimento e desenvolvimento.  

 

12.5 Ensaios de atividade antimicrobiana 

 

 A ação antimicrobiana de todas as substâncias naturais listadas no quadro 3 foi 

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

com o guia Methods for Dilution Antimicrobial Susceptibility Tests for Bacteria That Grow 

Substâncias Sigla 

Óleo essencial Croton zehntneri var. anetol OECC-A 

Óleo essencial Croton zehntneri var. estragol OEFC-E 

Óleo essencial Croton zehntneri var. eugenol OECC-E 

Anetol NA 

Estragol ES 

Eugenol EU 
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Aerobically; Approved Standard – Sixth Edition; CLSI documento M7-A6. Em tubos de 2 

mL, as soluções foram diluídas seriadamente em água (Mili-Rios
®
) nas concentrações de 5% 

a 0,078%. A avaliação da atividade antimicrobiana dos óleos essenciais e seus componentes 

isolados foi verificada através da obtenção da concentração inibitória mínima (CIM) em 

placas de poliestireno de 96 poços. Neste procedimento, 100 μL de BHI caldo duas vezes 

concentrado foram colocados em cada poço, em seguida, 100 μL das soluções em teste de 

cada concentração da diluição seriada foram adicionados à placa.  As bactérias foram 

manipuladas de acordo com as condições descritas no item 8.4. Após esses procedimentos, as 

bactérias foram submetidas a três lavagens. As etapas de centrifugação ocorreram durante 

cinco minutos, a temperatura de 4 ºC a 5000 rpm e o precipitado bacteriano foi ressuspendido 

em água (Mili-Rios). A concentração bacteriana foi ajustada para 10
6
-10

8
 UFC/mL. Um 

volume de 4 μL da suspensão bacteriana foi colocado em cada poço nas placas anteriormente 

montadas. Os controles foram clorexidina 0,025% e água (Mili-Rios).  

 Depois da montagem das placas foram realizadas uma leitura inicial e outras 

leituras a DO620 nm em leitor de ELISA (BioTrak II - Plate Reader
®
) após 12, 18 e 24 horas de 

incubação a 37 °C, com 10% de CO2. Foi considerado CIM a menor concentração da 

substância onde não se verificou visualmente crescimento microbiano.  

 A CBM foi determinada retirando-se uma alíquota de 50 μL da solução contida 

nas placas em cada concentração, após 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 ºC com 

10% de CO2. Foi considerado CBM a menor concentração capaz de inibir completamente o 

crescimento microbiano nos tubos. 

 

12.6 Atividade antibiofilme 

 

Os ensaios de ação antibiofilme foram realizados de acordo com metodologia 

desenvolvida por Stepanovic et al., (2000) e Islam et al., (2009) com modificações. 

 

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 Inibição da formação do biofilme  

 

 Este teste foi realizado com a bactéria S. mutans UA 159 apenas frente aos óleos 

essenciais dos três quimiotipos de Croton zehntneri. 

 Inicialmente os poços foram tratados com tampão carbonato pH 9,3 e, adicionada 

saliva processada na proporção de 1:1 com volume 200 μL por poço, onde permaneceram por 

duas horas numa temperatura de 4 ºC. Após esse período, a saliva foi retirada e os poços 

foram lavados três vezes com tampão salina fosfato (PBS) pH 7,4. Em seguida, a diluição 

seriada das soluções em teste foi feita diretamente na placa resultando num volume final de 

100 μL; foram adicionados 100 μL da bactéria ajustada previamente em espectrofotômetro 

numa concentração de 10
7 

UFC/mL no próprio meio de cultura (BHI caldo duas vezes 

concentrado). Assim, a primeira concentração no poço das substâncioas em teste foi de 2,5%.  

 As placas inoculadas foram incubadas por 24 horas em estufa a 37 ºC e 10% de 

CO2. Todo meio de cultura utilizado na montagem da placa possuía 5% de sacarose utilizada 

como fonte de carbono para que as bactérias produzam a matriz polissacarídica do biofilme. 

Nessa placa também foram colocados os controles de clorexidina 0,025% e crescimento 

normal (àgua Mili-Rios
®

).  

 Após o período de incubação, a placa foi submetida a um processo de revelação 

iniciando-se com a retirada do meio de cultura dos poços, seguida de três lavagens com água 

destilada para retirar as células planctônicas remanescentes. A fixação do biofilme foi feita 

adicionando-se 200 µL de formalina com 2% de acetato de sódio por 15 minutos. Em seguida, 

adicionados 200 μL de cristal violeta 0,1% por 15 minutos para corá-lo; ao final de cada uma 

destas duas etapas o biofilme foi submetido a lavagem com água destilada. Após esses 

processos, foram adicionados 200 µL de álcool etílico 95% por 5 minutos, então uma alíquota 

de 100 µL desse álcool foi retirada e colocada em uma nova placa de 96 poços com fundo 

chato e realizada a leitura a DO595 nm em leitor de ELISA (BioTrak II - Plate Reader
®

)  

 

12.6.3 Ação sobre o biofilme previamente formado 

 

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

mutans UA 159.  

Em placas de poliestireno com 96 poços foram colocados 100 μL de saliva juntamente 

com 100 μL de tampão carbonato pH 9,3 e mantidos por duas horas a 4 °C. Em seguida, 

retirou-se essa solução e adicionou-se meio BHI caldo com 5% de sacarose inoculado com a 
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bactéria na concentração de 10
7 

UFC/mL. Essas placas foram incubadas por 24 horas em 

estufa a 10% de CO2 e 37 °C. 

  Após esse período de crescimento do biofilme, o 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 condições. Na placa das substâncias-teste, adicionou-se 100 μL na 

concentração de 5% mais 100 μL de meio BHI duas vezes concentrado resultando em uma 

concentração final de 2,5% de cada substância-teste. A clorexidina 0,025% foi adicionada da 

mesma forma. Na sequência, as placas foram mantidas por mais 24 horas em estufa com 10% 

de CO2 e 37 °C.  

  Para verificar a viabilidade bacteriana após os diferentes tratamentos recebidos foi 

realizada contagem de UFC. Para tanto, as placas de poliestireno foram lavadas duas vezes 

com água destilada esterilizada para retiradas das células fracamente aderidas.  Em seguida, 

foi adicionada a cada poço da placa 200µL de PBS pH 7,4 e levado para o banho de ultrassom 

(Sonicor
®

/SC-52) por 10 minutos para a liberação das células formadoras do biofilme. O 

volume de cinco poços foi retirado, com movimento up-down, e reunidos em um tubo 

esterilizado fazendo um volume final de 1 mL. Em uma placa de 96 poços, foi feita a diluição 

na base dez da suspensão de células para posterior semeadura em meio sólido. As placas  de 

Petri com BHI ágar foram incubadas a 37 ºC durante 24 horas para posterior contagem do 

número de colônias crescidas para cada diluição. Foi realizada correção do número de células, 

multiplicando-se o número de UFC na placa pela diluição, expressando o valor em número de 

UFC/mL. 

 

12.7 Análise estatística 

 

Trata-se de uma pesquisa quantitativa em que os experimentos foram realizados 

em três repetições independentes com 10 réplicas cada uma. Os resultados foram 

demonstrados através de gráficos; a diferença entre as médias dos experimentos foi verificada 

através da aplicação do teste One-way ANOVA com Bonferroni pós teste, executados com o 

auxílio 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 têm sido a base para o 

desenvolvimento de novos produtos químicos que podem levar a produtos farmacêuticos. A 

respeito de doenças causadas por micro-organismos, o aumento na resistência de muitos 

patógenos comuns a agentes terapêuticos corriqueiramente utilizados, tais como 

antibacterianos e antivirais, têm levado a renovação do interesse na descoberta por novos 

compostos anti-infecciosos. Como existem aproximadamente 500.000 espécies de plantas 

distribuídas 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 é um bioma com uma grande diversidade de plantas 

medicinais, mais pesquisas farmacológicas e fitoquímicas são necessárias para estabelecer o 

uso potencial destas plantas como tratamento alternativo às terapias convencionais 

(ALMEIDA et al., 2006). 

 Óleos essenciais são misturas complexas de compostos principalmente terpenos 

(EDRIES, 2007). Fortes evidências in vitro indicam que os óleos essenciais podem atuar 

como agentes antibacterianos frente a um grande espectro de cepas bacterianas patogênicas 

(BURT, 2004; NGUEFACK et al., 2004; SCHMIDT et al., 2005 ). 

 Os óleos essenciais extraídos do caule dos quimiotipos 1 e 3 e das folhas do 

quimiotipo 2 de Croton zehntneri foram analisados por CG/MS e os constituintes 

identificados e quantificados (Anexo B). Um total de 31 compostos organizados por ordem de 

eluição em uma coluna DB-5 foram identificados nas amostras dos óleos essenciais, tendo 

como constituintes majoritários os fenilpropanóides 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 óleo essencial do caule de C. zehntneri (quimiotipo 1) foi obtido com 

rendimentos de 0,30% (Tabela 1). No óleo essencial do caule (94,5%) foram identificados 10 

constituintes, correspondentes a 3 monoterpenos (10,3%), p-anisaldeído (1,8%), 3 

fenilpropanóides (78,1%) e 3 sesquiterpenos (4,3%). O constituinte principal foi identificado 

como sendo o fenilpropanóide anetol, o qual está presente no óleo essencial do caule no teor 

de 70,53% (Anexo B). 
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Figura 21 – Estruturas químicas dos constituintes majoritários dos óleos essenciais dos três quimiotipos de 

Croton zehntneri. 
 
 
 
 
 
 
 
 

  

  

 

 

  

 O óleo essencial das folhas de C. zehntneri (quimiotipo 2) foi obtido com 

rendimentos de 0,90% (Tabela 1). Foram identificados 3 constituintes, 2 fenilpropanóides 

(90,6%) e 1 sesquiterpeno (1,74%). O fenilpropanóide estragol foi identificado como 

constituinte majoritário no óleo essencial das folhas como um teor de 90,2% (Anexo B). 

 O óleo 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 fenilpropanóides (66,0%),  7 sesquiterpenos (14,3%). O constituinte 

majoritário foi identificado como sendo o fenilpropanóide eugenol no teor de 49,1% (Anexo 

B) (Tabela 1). 

 

Tabela 1 - Rendimento dos óleos essenciais dos três quimiotipos de Croton zehntneri. 

Croton zehntneri   Óleo 

essencial 

Material         

vegetal (g) 

Massa         

(g) 

Rendimento 

(%) 

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 família Euphorbiaceae inclui árvores, arbustos, ervas e trepadeiras (LEME, 

1994). O gênero Croton destaca-se por seu expressivo número de espécies, de distribuição 

neotropical (JUDD et al., 1999; HELUANI et al., 2000) com importância econômica nas 

regiões onde são facilmente encontrados. Várias espécies de Croton apresentam óleos 

essenciais e constituintes ativos como terpenóides,  flavonóides e alcalóides, com frequência 

1 2 3 

OCH 3 OCH 3

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

OH 
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utilizada na medicina popular.  Algumas espécies possuem propriedades terapêuticas já 

comprovadas (SANTOS et al., 2005; PALMEIRA JÚNIOR 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 cunhã‖, ―canelinha‖ ou ―canela-brava‖, 

é uma planta subarbustiva e caducifólia do Nordeste brasileiro, cujas folhas e talos são 

dotadas de um aroma que lembra uma mistura de erva-doce e cravo-da-Índia. Entretanto, este 

aroma mostra-se variável entre exemplares desta planta coletados em diferentes localidades 

do Nordeste. Isto se deve à variação na concentração dos constituintes químicos mais 

abundantes nos seus óleos essenciais (CRAVEIRO et al., 1978). Assim, distinguem-se para 

esta espécie quatro tipos químicos como: anetol - para os exemplares coletados em Fortaleza 

(CE) e Viçosa (CE); eugenol - para os coletados em Areia Branca (RN) e Quixadá (CE); 

metil-eugenol - para os coletados em Ipu (CE) e Oeiras (PI); estragol - para os exemplares 

coletados em Tianguá (CE) e Granja (CE) (MORAIS et al., 2006).  

 Foram realizadas leituras para verificação do crescimento bacteriano nos 

intervalos de 12, 18 e 24 horas de incubação com a intenção de se observar diferentes 

estratégias de possíveis tratamentos. Ficou demonstrado que com 12 horas de incubação todas 

as substâncias ou foram mais efetivas ou tiveram efetividade semelhante aos tempos de 18 e 

24 horas (Tabela 2). 

 

Tabela 2 - Concentração Inibitória Mínima (CIM) e Concentração Bactericida Mínima (CBM) dos óleos 

essenciais e seus componentes majoritários frente a Streptococcus mutans UA 159. 

Substâncias 

testadas 

CIM (% v/v) /Tempo (horas) 
CBM (% v/v) 

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 

*diferença estatística frente aos controles positivo e negativo 

 

  É importante ressaltar que, todas as substâncias em todas as concentrações e 

todos os tempos de incubação apresentaram efetividade em inibir o crescimento planctônico 

do S. mutans comparado ao crescimento normal (H2O) (p<0,001). Além disso, todas as 

substâncias nas CIMs não foram estatisticamente diferentes da clorexidina, excetuando-se o 
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estragol e anetol com 24 horas de incubação, ou seja, apresentaram efetividade semelhante a 

esta substância corriqueiramente utilizada na clínica odontológica. 

 Pode-se observar pela leitura da tabela 7, que, os óleos essênciais dos quimiotipos 

1 e 2 foram mais efetivos, com concentrações inibitórias mínimas menores, que seus 

respectivos componentes majoritários. Essa informação induz que o efeito inibitório sobre as 

células bacterianas foi mais significativo quando os diferentes componentes dos óleos atuaram 

provavelmente em múltiplos alvos. A exceção para este achado foi o óleo do quimiotipo 3, em 

que seu componente majoritário atuando sozinho apresentou CIM em uma concentração igual 

ao óleo, podendo demonstrar sua grande participação na atividade apresentada pelo óleo. 

Quanto a CBM para o espectro de concentrações utilizadas no estudo, pode-se observar que 

somente os óleos dos quimiotipos 2 e 3 apresentaram concentração bactericida com o menor 

valor de dose atribuído ao OEF-Estragol (0,078%) comparado ao OEC-Eugenol (0,62%). Para 

os componentes majoritários somente o eugenol apresentou CBM dentre as doses testadas 

(0,078%). 

 C. zehntneri é usado popularmentecomo sedativo, estimulante de apetite e para 

aliviar distúrbios intestinais (MATOS, 2000; AGRA et al., 2007; AGRA et al., 2008), com 

comprovados  efeitos do óleo 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 óleo 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 concentrações utilizadas neste estudo com efetiva ação 

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 óleo 

essencial do Croton zehntneri e foi observada que a CL50 foi menor que 1000 µg/mL, o que 

indica a possibilidade de realização de testes clínicos (COSTA et al., 2008). 

 A atividade antimicrobiana de alguns óleos essenciais e componentes isolados foi 

revisada e foi observado que o eugenol apresentava boa efetividade antibacteriana na 

concentração de 0,5% (BURT, 2004). No presente estudo, após 24 horas de incubação o 

eugenol apresentou redução estatisticamente significativa no crescimento bacteriano nas 

concentrações de 2,5 a 0,078% e ainda vale ressaltar que não houve diferença significativa 

quando se comparou todas as concentrações da substância em teste com a clorexidina. 

 Algumas funções biológicas das plantas são atribuídas aos óleos voláteis, como a 

atração de polinizadores, a defesa contra o ataque de predadores, a proteção contra perda de 
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água e aumento de temperatura e a inibição de germinação. Os óleos essenciais são também 

considerados produtos de desintoxicação, funcionando na adaptação do organismo ao meio 

(JAKIEMIU, 2008). A constituição dos óleos essenciais varia desde hidrocarbonetos 

terpênicos, álcoois simples e terpênicos, aldeídos, cetonas, fenóis, ésteres, éteres, óxidos, 

peróxidos, furanos, ácidos orgânicos, lactonas e compostos com enxofre. Na mistura, tais 

compostos estão presentes em diferentes concentrações, normalmente variando de acordo com 

as características de cada planta (SIMÕES; SPITZER, 2003). Os constituintes de óleos 

essenciais de plantas são divididos em duas classes químicas inteiramente distintas, 

terpenóides e fenilpropanóides. Embora os terpenos representem a maioria dos componentes e 

ocorram com muito mais frequência e abundância, sempre que os fenilpropanóides estão 

presentes fornecem um sabor e odor indispensáveis e significativos ao óleo. 

Biogeneticamente, terpenóides e fenilpropanóides originam-se de metabolismos precursores 

diferentes e são gerados por rotas biossintéticas completamente distintas (SANGWAN et al. 

2001). 

 Os mecanismos bioquímicos específicos de óleos essenciais e síntese de 

fenilpropanóides, tais como o eugenol e a elemicina, são conhecidos somente a uma extensão 

limitada.   Embora os fenilpropanóides não sejam constituintes comuns de óleos essenciais de 

plantas, os óleos essenciais de certas espécies contêm proporções abundantes ou significativas 

de tais compostos. Quando ocorrem, sua natureza e suas propriedades alteram 

significativamente as características sensoriais do óleo. Os principais fenilpropanóides 

conhecidos são eugenol, metil-eugenol, miristicina, elemicina, chavicol, metil chavicol, 

dilapiol, anetol, estragol, apiol (SANGWAN et al. 2001). 

 Os fenilpropanóides são substâncias constituídas por um anel aromático unido a 

uma cadeia de três carbonos e derivadas biossinteticamente do ácido chiquímico. O ácido 

chiquímico é formado por dois metabólitos da glicose, o fosfoenolpiruvato e a eritrose-4-

fostato (PERES, 2004 apud JAKIEMIU, 2008). 

 Foram realizados ensaios para verificar a capacidade dos óleos essenciais dos três 

quimiotipos em inibir a formação de biofilmes monomicrobianos de S. mutans in vitro, 

utilizados em uma concentração de 2,5%, através de quantificação indireta por cristal violeta. 

Observou-se que todos os óleos apresentaram ação de inibição da formação do biofilme com 

diferença estatisticamente significativa comparado ao seu desenvolvimento normal (p<0,01); 

e que não apresentaram diferença estatística comparado ao controle de clorexidina (p>0,05). 

Quando se compara a ação dos três óleos observa-se que não há diferença estatisticamente 

significativa em suas atividades anti-biofilme (p>0,05) (Figura 22). 
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Figura 22 - Gráfico da avaliação do potencial antibiofilme dos óleos essenciais dos três quimiotipos do C. 

zehntnerie. 

 
* p < 0,001 diferença estatisticamente significativa em relação à H2O. 

 

 De forma a complementar os resultados de avaliação da inibição da formação do 

biofilme, foram realizados ensaios da verificação da viabilidade bacteriana após tratamento 

dos biofilmes já formados com os óleos em questão e seus componentes majoritários. 

Observou-se que os componentes isolados estragol e anetol não foram capazes de diminuir a 

viabilidade bacteriana comparado ao controle de crescimento normal, enquanto que OEC-

Anetol, OEF- Eugenol e eugenol isolado, mostraram completa inibição da viabilidade celular 

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

celular (Figuras 23 e 24). 
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Figura 23 - Gráfico da avaliação da ação dos componentes majoritários dos óleos essenciais dos três quimiotipos 

do C. zehntneri frente ao biofilme já formado.  
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* p < 0,001 diferença estatisticamente significativa em relação à H2O. 

 

Figura 24 - Gráfico da avaliação da ação dos óleos essenciais dos três quimiotipos do C. zehntneri frente ao 

biofilme já formado. 

 

 

 

 

 

 

 

 

* p < 0,001 diferença estatisticamente significativa em relação à H2O. 

 

 Em 2005, Alviano e colaboradores estudaram atividade antimicrobiana e 

antibiofilme do óleo essencial do Croton cajucara e seu componente majoritário linalol, 

observando, assim como no presente estudo, que o efeito dos óleos foi mais potente que o do 

componente isolado. Em outro estudo foi demonstrado que colutórios contendo óleos 

essenciais podem ser benéficos, funcionando como componentes seguros da rotina diária de 
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higiene oral (CLAFFEY, 2003), mas, a atividade antimicrobiana e a toxicidade seletiva destas 

preparações, assim como sua composição química precisam ainda ser mais exploradas.  

 Em estudo de toxicidade do óleo essencial de Croton zehntneri em ratos e foi 

observado que as doses tóxicas estavam acima de 3g/Kg administrados por via oral, doses 

bem superiores às utilizadas no presente estudo (FONTENELE et al., 2008). 

 A pesquisa de sinergismo objetiva encontrar razões científicas para a 

superioridade de muitas substâncias herbais comparado com substâncias isoladas (WANGER; 

ULRICH-MERZENICH, 2009). Os óleos essenciais podem interagir e afetar a membrana 

plasmática, interferindo com a cadeia respiratória e produção de energia em célula 

microbianas (NICOLSON et al. 1999), assim podem fornecer maior permeabilidade e 

extravasamento do conteúdo celular (BURT, 2004; JUVEN et al. 1994). Os danos aos 

sistemas enzimáticos bacterianos podem ainda ser considerados mecanismos de ação em 

potencial (WENDAKOON; SAKAGUCHI, 1995), podem ser derivados da combinação de 

substâncias presentes nos óleos essenciais que podem atingir múltiplos alvos na célula 

bacteriana.  

 Foi sugerido que os óleos voláteis, tanto inalados quanto aplicados sobre a pele, 

agem através de sua fração lipofílica reagindo com os componentes lipídicos da membrana 

plasmática, e como resultado, modifica a atividade dos canais de cálcio (BUCHBAUER; 

JIROVETZ, 1994). Em certos níveis de dose, saturam a membrana e apresentam efeito 

similar ao dos anestésicos locais. Eles podem interagir com a membrana por suas 

propriedades físico-químicas e formas moleculares, e podem influenciar suas enzimas, 

carreadores, canais de íons e receptores.  

 Acredita-se que a maioria dos óleos essenciais exerce seu efeito antimicrobiano 

através de modificações na estrutura da parede celular do microrganismo. Mais 

especificamente, altera a permeabilidade de membrana citoplasmática pela modificação no 

gradiente de íons hidrogênio (H
+
) e potássio (K

+
), causando a interrupção dos processos 

essenciais da célula, como transporte de elétrons, translocação de proteínas, etapas da 

fosforilação e outras reações dependentes de enzimas, resultando em perda do controle 

quimiosmótico da célula afetada e, consequentemente, a morte bacteriana (DORMAN; 

DEANS, 2000).   

 Os resultados, obtidos a partir das metodologias empregadas, quanto à ação na 

formação do biofilme e sobre este já formado não permitem induzir possíveis mecanismos de 

ação das substâncias testadas, mas acredita-se que, de certa forma, tais substâncias foram 

capazes de remover ou interagir de tal forma com os polissacarídeos extracelulares presentes 
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nos biofilmes que sua concentração no interior destas estruturas foi suficientemente eficaz 

para impedir sua formação e inviabilizar ou reduzir drasticamente a viabilidade celular. 

 Jae-Gyu Jeon et al. (2011), testando a capacidade de tt-farnesol, um terpenóide 

que pode compor óleos essenciais, observaram sua capacidade de afetar os biofilmes de S. 

mutans através de alterações na força próton-motriz, possivelmente através da interação de 

domínios lipofílicos com a membrana bacteriana, assim como é suposto para ação frente a 

bactérias na forma planctônica. Danificando as funções celulares da membrana, a habilidade 

de S. mutans em (1) produzir ácidos, (2) tolerar ácidos, e (3) sintetizar polissacarídeos 

intra/extracelulares ficará comprometida (KOO  et al.,2003; KOO et al., 2002).  Dados deste 

estudo sugerem ainda que o tratamento com t-farnesol pode subsequentemente inviabilizar o 

acúmulo bacteriano nos biofilmes submetidos a depleções nutricionais (JAE-GYU JEON et 

al., 2011). 

 Geralmente os compostos naturais podem agir por meio de padrões já citados, 

mas, nem todos os mecanismos de ação agem em alvos específicos, podendo alguns sítios 

serem afetados em consequência de outros mecanismos (BURT, 2004).   

 Componentes de óleos essenciais podem atuar sobre as proteínas componentes da 

membrana citoplasmática, além do seu componente lipídico (KNOBLOCH et al., 1989). 

Hidrocarbonetos cíclicos poderiam agir sobre enzimas ATPases que são conhecidas por 

estarem localizados na membrana citoplasmática e rodeadas por moléculas lipídicas. E 

hidrocarbonetos lipídicos poderiam distorcer a interação lipídio-proteína, ou ainda, interação 

direta dos compostos lipofílicos com partes hidrofóbicas da proteína pode acontecer 

(SIKKEMA, 1995). O eugenol, componente que, no presente estudo, apresentou melhor 

efetividade comparado aos outros componentes majoritários, apresentou concentrações 

capazes de inibir a produção de amilase e protease por B. cereus, degradar a parede celular e 

levar à sua lise (THOROSKI et al., 1989).  

 A presença de um grupo hidroxila parece ser importante na atividade biológica, 

pois o eugenol apresenta esta característica em sua estrutura química, diferentemente do 

anetol e estragol e demonstrou uma atividade antimicrobiana diferenciada.  

 É interessante observar que compostos derivados de plantas tem ganhado um 

maior interesse na busca de identificar alternativas para o controle de infecções, 

especialmente aquelas relacionadas à formação de biofilmes, que apresentam caráter 

recalcitrante. É bem aceito que existem duas razões principais porque os óleos essenciais não 

levam ao desenvolvimento de cepas bacterianas resistentes: eles são complexos e são 

compostos por um bom número de compostos em proporções variadas dependendo do 
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quimiotipo da planta. Assim, mesmo que a bactéria consiga sobrepujar o efeito de um 

componente do óleo, existem outros, possivelmente, com alvos de ação diferentes para 

compor a atividade antimicrobiana global do óleo essencial (BAKKALI et al., 2008; 

REICHLING et al., 2009). 

 De acordo com a Resolução RDC 48/2004, fitoterápico é todo medicamento 

obtido com o uso exclusivo de matérias-primas ativas vegetais, não se considerando aquele 

que, na sua composição, inclua substâncias ativas isoladas de qualquer origem, nem as 

associações destas com extratos vegetais (BRASIL, 2004). Produtos fitoterápicos vêm sendo 

utilizadas na Odontologia e, para este fim, devem apresentar biocompatibilidade, logo, há a 

necessidade de estudá-las sob este aspecto. O biofilme dental é considerado como o principal 

fator etiológico da cárie e da doença periodontal. Entre as vantagens dos fitoterápicos que 

justificam seu uso podem-se citar: efeito sinérgico, devido aos vários fitoconstituintes que 

atuam melhor em associação; menores riscos de efeitos colaterais, devido às baixas 

concentrações em que os princípios ativos se apresentam nas plantas, e menores custos de 

pesquisa, quando se compara ao desenvolvimento de um novo fármaco (YUNES; PEDROSA; 

CECHINEL, 2001; ALBUQUERQUE, et al., 2010). A busca por recursos alternativos já é 

uma realidade, e pelo acima exposto, justifica-se a necessidade de se estudar a ação e 

possíveis mecanismos de atuação de fitoterápicos sobre os micro-organismos formadores do 

biofilme dental. 
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14 CONCLUSÕES: PARTE II 
 

 Verificar a concentração inibitória mínima (CIM) dos óleos essenciais de Croton 

zehntineri variedades anetol, estragol e eugenol, e seus respectivos componentes 

majoritários anetol, estragol e eugenol frente à bactéria Streptococcus mutans ATCC 

UA 159. 

 Verificar a concentração bactericida mínima (CBM) dos óleos essenciais do caule de 

Croton zehntineri variedades anetol, estragol e eugenol, e seus respectivos 

componentes majoritários anetol, estragol e eugenol frente à bactéria Streptococcus 

mutans ATCC UA 159. 

 Analisar a capacidade dos óleos essenciais de Croton zehntineri variedades anetol, 

estragol e eugenol de inibir a formação de biofilmes monomicrobianos de 

Streptococcus mutans ATCC UA 159 em placas de poliestireno. 

 Analisar o efeito dos óleos essenciais de Croton zehntineri variedades anetol, estragol 

e eugenol e seus respectivos componentes majoritários anetol, estragol e eugenol sobre 

a viabilidade celular dos biofilmes monomicrobianos de Streptococcus mutans ATCC 

UA 159 com 24 horas de formação em placas de poliestireno. 
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15 OBJETIVOS 
 

15.1 Objetivos específicos 

 

 Avaliar o potencial de efeito sinérgico de soluções 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 microdiluição. 

 Estabelecer a diferença de expressão dos genes spaP, gtfB, gbpB, Idh e  brpA de 

Streptococcus mutans ATCC UA 159 na sua forma planctônica submetido a soluções 

de ComM, ConA, DC, ConM/DC e NaCl 0,9% através de qRT-PCR. 
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16 PARTE EXPERIMENTAL III 

16.1 Preparação das substâncias 

 

Para verificação de possível efeito sinérgico foram selecionadas duas lectinas, 

ConM e ConA, por suas atividades frente aos micro-organismos orais testados, e  o 

metabólito secundário diterpeno casbano (DC) isolado do extrato etanólico das cascas do 

caule do Croton nepetaefolius (cedido pelo Laboratório de Química Orgânica do Centro de 

Ciências Exatas da Universidade Estadual Vale do Acaraú-UEVA). 

As soluções de lectinas foram preparadas em separado em uma concentração de 1 

mg/mL e filtradas. A solução contendo DC foi preparada na concentração de 1 mg/mL 

adicionando-se dimetilsufóxido (DMSO) a  2% do volume total e da mesma forma filtrada. 

Em cabine de segurança biológica, as duas soluções foram unidas perfazendo uma 

concentração de 500 µg/mL de cada uma, no total duas soluções diferentes para testes de 

sinergismo, ConA/DC e ConM/DC. 

 

16.2 Cepa bacteriana e condições de cultivo 

 

 Foi selecionada a cepa Streptococcus mutans UA 159 para realização dos testes de 

sinergismos por seu bem conhecido envolvimento com o desenvolvimento da doença cárie. O 

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

 

16.3 Atividade antimicrobiana 

 

Foi realizada metodologia para verificação da inibição do crescimento bacteriano 

na forma planctônica por meio da metodologia já descrita no item 8.4. Os grupos 

experimentais testados segundo esta metodologia foram: ConM/DC 500 µg/mL e ConA/DC 

500 µg/mL, além dos grupos utilizados como controle, NaCl 0,9% e clorexidina 0,05%. 

 

16.4 Preparação bacteriana para extração de RNA 

 

 A cepa bacteriana foi manipulada inicialmente como no item 8.2 e em seguida 

realizadas três lavagens com NaCl 0,9% (5000 g, 4 °C, 5 minutos) e  ajustada em 

espectrofotômetro para uma concentração de 2 x 10
8
 UFC/mL. Em seguida, colocou-se 5 mL 

de solução 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, CO2 10% 

por 1 hora. 

 Para obtenção de cultura bacteriana após submissão aos diferentes tratamentos, de 

cada um dos tubos incubados retirou-se uma alíquota de 300 µL e inoculou-se em 30 mL de 

BHI caldo sendo este incubado nas mesmas condições descritas acima. Foi realizado 

monitoramento do crescimento bacteriano através de leituras da absorbância a 620 nm até a 

obtenção de leitura em torno de 0,4 e 0,5 unidades de absorbância (ua), leitura correspondente 

ao início da fase logarítmica, onde se obteve RNA de melhor qualidade.  

 

16.5 Extração de RNA total e síntese do cDNA 

 

 A extração de RNA total foi realizada utilizando água, reagentes e plásticos 

RNAse-free. Após estabelecimento da absorbância adequada relativa ao início da fase 

logarítmica, 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 tampão Tris-EDTA Lisozima (Tris 

100mM, EDTA 2mM, pH 8.0, Lisozima 15 mg/mL). Em seguida a suspensão foi transferida 

para tubos de 2 mL e incubados por 30 minutos em banho-maria a 37 °C. 

 Novamente então 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 inversão. Para maximizar a ação do reagente e evitar a 

degradação do RNA, incubou-se em gelo por 5 minutos, seguindo-se a adição de 200 µL de 

clorofórmio resfriado e misturou-se vigorosamente por 15 segundos seguidos por incubação 

com gelo por 2-3 minutos. Efetuou-se centrifugação a 12000 g por 15 minutos a 4 °C, 

havendo então a separação em uma fase vermelha inferior (fase orgânica), uma fase fenol-

clorofórmio (interfase) e uma fase incolor aquosa superior contendo o RNA. Realizou-se a 

transferência da fase incolor para novos tubos e adicionou-se 500 µL de isopropanol resfriado 

para precipitar o RNA e desidratar o DNA, incubando em gelo por 10 minutos. 

 Após centrifugação a 15000 g por 10 minutos a 4 °C, o sobrenadante foi 

descartado e o pellet resuspendido com 1mL de etanol 75% resfriado (com água DEPC-livre 

de DNase e RNase) seguido por nova centrifugação a 7000 g por 5 minutos a 4 °C, 

descartando o sobrenadante e deixando secar em gelo na capela de exaustão. 

 Foi realizada a ressuspensão do pellet de RNA total com 30 µL de água DEPC 

usando pipeta automática.  A determinação da concentração e pureza das amostras de RNA 

total foi realizada através da leitura em espectrofotômetro. O material foi considerado puro 
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quando a razão entre as leituras A260nm/A280nm foi igual ou superior a 1,7. A integridade das 

amostras de RNA foi determinada através da separação eletroforética de 8 µL de cada amostra  

em  géis  desnaturantes  de agarose  a  1,2%  (com  1,8%  de  formaldeído)  contendo  0,15 

µg/mL  de  brometo  de etídio,  em  tampão  de  corrida  (20 mM  MOPS,  5 mM  acetato  de  

sódio  e  1  mM EDTA).  As imagens digitais dos géis foram obtidas sob luz UV.  A presença 

das duas bandas definidas, correspondentes aos RNAs ribossômicos (23S e 16S) indicou 

integridade das amostras.  

 Para obter RNA total livre de resíduos de DNA o mesmo foi tratado com DNAse 

(Invitrogen
®
)  de acordo com as recomendações do fabricante (RITZ et al,. 2009). A síntese 

do DNA complementar, cDNA, foi realizada utilizando a enzima de transcrição reversa 

SuperScript
®
 Reverse Transcriptase - Invitrogen, e como iniciadores os Random Hexamers 

Primers - Quiagen
®
. A reação foi realizada segundo recomendações do fabricante. 

 Todos os procedimentos para obtenção das bactérias para extração de RNA foram 

realizados em triplicata. 

 

16.6 qRT-PCR e análise da expressão relativa 

 

 As análises quantitativas da expressão 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 reação de qRT-PCR. Além dos ácidos nucléicos, a reação foi 

composta de iniciadores específicos para os genes, previamente otimizados, e 10 μL de 2x 

Power SYBR
®
 Green Master Mix (Applied Biosystems

®
), com volume final de 20 μL. 

Realizou-se a reação de amplificação através de 40 ciclos térmicos de 95 ºC por cinco 

segundos, 55 ºC por cinco segundos e 68ºC por 20 segundos. A desnaturação inicial foi feita a 

95 ºC 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 análises da expressão dos genes selecionados foram 

monitorados os níveis de expressão de um gene não afetado pela condição analisada (controle 

endógeno). Tal controle endógeno utilizado foi: Burk16S-F/R correspondente ao gene 16S 

ribossomal de Burkholderia (gênero bacteriano).  Foi realizado monitoramento em tempo real 

da PCR através de um termociclador RealPlex 4S (Eppendorf
®
) pela  detecção dos níveis de 

fluorescência do 2x Power SYBR
®
 Green Master Mix (Applied Biosystems

®
). Todas as 

reações, tanto dos genes alvo quanto do controle endógeno, foram realizadas em 

quadruplicatas. As análises dos dados de fluorescência obtidos foram realizadas pelo Realplex 

Software
®
. Os Cycle treshold (Cts) utilizados para as análises corresponderam à média 

aritmética entre as quadruplicatas dos genes-alvo e controle endógeno. A obtenção da 

expressão relativa foi feita pela fórmula 2ΔΔCt como descrito anteriormente por Livak e 

Schmittgen em 2001. 

 

Quadro 4 – Lista de Primers usados para qRT-PCR, suas sequências 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 

ldh-Fw  TTGGCGACGCTCTTGATCTTAG 

92 pb 

ldh-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 Análise estatística 

 

 Todos os experimentos foram realizados em triplicata e reproduzidos pelo menos 

três vezes em separado. Diferenças na expressão relativa entre os grupos experimentais e o 

grupo controle sem tratamento foram analisadas por meio da aplicação do teste One-way 

ANOVA com Tukey pós teste para comparação entre múltiplas médias, executados com o 

auxílio do programa GraphPad Prism
®
, San Diego California-USA. Foram considerados 

estatisticamente significativos valores de p<0,05.    
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17 RESULTADOS E DISCUSSÃO-PARTE III 

 

 Foram realizados testes para verificação de possível ação combinada ou 

sinergismo de substâncias extraídas de plantas. Estas substâncias, lectinas e um diterpeno, 

apresentam naturezas químicas diferentes e foram previamente testadas e suas atividades 

antimicrobianas isoladas devidamente comprovadas (CAVALCANTE et al., 2011; SÁ et al., 

2011). 

 Após a realização dos procedimentos para extração do RNA total das culturas 

bacterianas, foi realizada eletroforese em gel de agarose para observação da integridade do 

RNA obtido (Figura 25). 

 

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

 

 

 

 São apresentados ainda os dados de otimização da concentração dos primers 

utilizados na tabela 3. 
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Tabela 3 – Lista dos primers sua respectivas concentração após realização de testes de otimização da 

metodologia de qRT-PCR. 

Primer Concentração 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 estimulatório 

de crescimento  e a segunda efeito inibitório, ambos estatisticamente significativos comparado 

ao controle (p<0,01), como mostrado nos resultados e discussão da parte experimental I. O 

diterpeno casbano (DC) apresentou atividade inibitória frente ao S. mutans demonstrada por 

SÁ e colaboradores (2011). Desta forma, os possíveis efeitos da combinação destas 

substâncias frente à bactéria em questão foram observados através de ensaios de verificação 

da ação antimicrobiana em placas de poliestireno por método de microdiluição e em seguida 

estudados por verificação da expressão de alguns genes relacionados a formação de biofilmes 

através de qRT-PCR. 

 Estas metodologias foram desenvolvidas com a bactéria na sua forma planctônica 

na tentativa de prever as possíveis alterações na expressão gênica em estágio anterior ao início 

da formação do biofilme, pois, na presença das substâncias, poderia haver mudanças na 

expressão gênica alterando a rota metabólica bacteriana de tal forma que não houvesse a 

formação dos agregados bacterianos culminando em uma comunidade bacteriana madura 

passível de expressar genes de virulência capazes de promover a instalação da doença cárie.  

 As soluções foram colocadas em contato com a bactéria e tiveram suas 

concentrações em teste variando de 250 µg/mL a 15 µg/mL. Os resultados mais significativos 

para as duas soluções-teste (ConA/DC e ConM/DC) foram na concentração de 250 µg/mL, e 

por isso foram analisados estatisticamente e apresentados em gráficos (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, à clorexidina. Quando foram realizados testes da ConM 
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sozinha esta lectina apresentou capacidade inibitória semelhante a ConM/DC, mostrando ter 

havido, neste teste, apenas atividade combinada ou mesmo indiferente, já que a presença do 

DC parece não ter potencializado a ação da lectina. No caso do teste com ConA/DC, não 

houve diferença entre o grupo teste (ConA/DC) e o controle de crescimento normal, 

mostrando que o efeito estimulatório desta lectina foi anulado pela presença do DC, assim, 

possivelmente estas substâncias apresentam efeitos antagônicos, o que se poderia supor por 

seus efeitos em separado (Figura 26 e 27). 

 Os resultados exibidos na parte experimental 1 relativos à atividade 

antimicrobiana e antibiofilme das lectinas ConA e ConM demonstraram o seguinte: 1) a 

lectina ConA apresentou efeito estimulatório frente ao S. mutans na sua forma planctônica, 

mas, sua ação inibitória da formação de biofilme na concentração de 100 µg/mL; esta ação 

possivelmente pode ser atribuída à inibição de sítios de ligação bacteriana na película de 

saliva, sem uma ação direta sobre a bactéria em questão; 2) já a inibição do crescimento 

planctônico e da formação de biofilme de S. mutans atribuídos à ConM, após análise dos 

resultados de qRT-PCR, podem ser atribuídos à capacidade desta lectina em inibir alguns 

genes relacionados à virulência e capacidade de formação de biofilmes desta bactéria. 

 

Figura 26 - Gráfico da avaliação do potencial antimicrobiano de ConM/DC 250 µg/mL sobre o crescimento 

planctônico de Streptococcus mutans UA 159 com 24 horas de incubação. 
  

 

 

 

 

 

 

 

 

*p < 0,01 diferença estatisticamente significativa em relação à NaCl 0,9% e **p< 0,01 diferença estatisticamente 

significativa em relação à clorexidina 250 µg/mL. 
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Figura 27 - Gráfico da avaliação do potencial antimicrobiano de ConA/DC 250 µg/mL sobre o crescimento 

planctônico de Streptococcus mutans UA 159 com 24 horas de incubação. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

*p < 0,01 diferença estatisticamente significativa em relação a NaCl 0,9% e **p< 0,01 diferença estatisticamente 

significativa em relação à clorexidina 250 µg/mL. 

 

 

Compostos antimicrobianos de origem natural têm demonstrado diferentes 

mecanismos de ação (GREENBERG et al., 2008; SOUZA et al., 2011). Os diterpenos são 

uma importante classe na busca por novos agentes antimicrobianos (SOUZA et al., 2011), 

mas os mecanismos envolvidos na sua atividade antimicrobiana ainda não são bem 

conhecidos. Matsingou e colaboradores (2005) sugeriram sua possível ação através de danos à 

membrana celular. 

Carneiro et al. (2011) relacionaram a atividade antimicrobiana de DC contra 

bactérias Gram-positivas às características químicas de hidrofobicidade e polaridade destas 

moléculas, capazes de interagir não especificamente com a membrana fosfolipídica, 

desestabilizando ligações não covalentes entre os ácidos graxos da bicamada lipídica e, assim, 

interferindo no desenvolvimento celular.       

Recentemente, Urzúa et al. (2008) demonstraram que um sistema de anéis 

lipofílicos decalina vinculados a um grupo doador de hidrogênio (hydrogen binding donnor -

HBD; grupo hidrófilo) 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 importância 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 ação antes atestada (TEIXEIRA et al., 2006) em bloquear 

moléculas receptoras na película adquirida do esmalte, in vitro, interferindo com a adesão de 

colonizadores iniciais da superfície dental, o que poderia evitar o desenvolvimento dos 

biofilmes cariogênicos. Além disso, possuem ação antimicrobiana e antibiofilme frente ao 

Streptoccoccus mutans (CAVALCANTE et al., 2011). 

Pelo acima exposto, objetivou-se aferir o potencial que estas duas substâncias 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 

observações de possíveis efeitos sinérgicos como, por exemplo, ensaios com elaboração de 

curva de tempo de morte ou verificação da concentração inibitória mínima com variações 

cruzadas nas doses de cada substância. O presente referencial experimental trata-se de um 

estudo preliminar para observação de possíveis efeitos promissores, assim, em seguida foram 

realizados tratamentos de culturas bacterianas para verificação de alterações na expressão de 

alguns genes relacionados à formação de biofilmes. Através destes testes iniciais as 

substâncias foram selecionadas para realização de ensaios de qRT-PCR. 

 Ao compar os valores da expressão relativa entre os grupos ConM e ConM/DC 

em separado em relação ao controle (NaCl 0,9%) e comparando entre si, pode-se perceber 

algumas diferenças quantitativas no nível de expressão gênica. Com relação ao gtfB, o grupo 

tratado com ConM exibiu uma expressão gênica 7,7 vezes menor que o controle e o tratado 

com ConM/DC 2,6 vezes menor. Já comparando os grupos com relação à ldh e spaP, 

observou-se que ConM/DC levou a expressão 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 expressão 18 vezes menor do gene gbpB e 9 vezes menor do gene brpA; 

para estes mesmos genes ConM levou a um diminuição de 7,7 e 9,5 vezes comparado ao 

controle para os respectivos genes. 

 Streptococcus mutans pode desenvolver múltiplos mecanismos para colonizar a 

superfície dental e, sob certas condições, torna-se uma espécie numericamente significativa 

em biofilmes cariogênicos (BURNE, 1998). A adesina multi-funcional SpaP, também 

denominada P1 e PAc1, é o primeiro fator mediador na ligação precoce do S. mutans  ao 

esmalte dental quando não se tem a presença de sacarose no meio (BOWEN et al.,1991). três 

glicosiltransferases (GtfB, GtfC e GtfD), põem ser produzidas por S. mutans as quais levam a 
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polimerização de motivos glicosil derivados da quebra da sacarose e amido (BURNE, 1998; 

BANAS; VICKERMAN, 2003). A ação de proteínas ligadoras de glucanas (GbpA, GbpB, 

GbpC e GbpD) e das Gtfs facilitam a adesão bacteriana às superfícies dentais, adesão inter-

bacteriana e acúmulo 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 superfície dental na presença de sacarose e são de 

importância primordial na formação da placa e desenvolvimento da doença cárie (BURNE, 

1998; BANAS; VICKERMAN, 2003; BANAS, 2004; HAZLETT; MAZURKIEWICZ; 

BANAS, 1999; HAZLETT; MICHALEK; BANAS,1998; OOSHIMA et al., 2001; 

TSUMORI; KURAMITSU, 1997). 

 Múltiplas redes regulatórias que integram sinais externos, incluindo o sistema 

Com-dependente de densidade celular e outros dois sistemas regulatórios 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, são 

necessários para formação 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 número de outros produtos gênicos, tais como BrpA (uma 

proteína regulatória do biofilme associada à superfície celular), demonstrou um papel crítico 

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 

planctônica tratada com ConM 250µg/mL apresentou uma redução estatisticamente 

significativa comparada ao controle de crescimento normal na expressão dos genes em estudo 

(p<0,01), e que a presença do DC juntamente com a lectina em questão potencializou o seu 

efeito, embora não tenha havido diferença estatisticamente significativa quando comparou-se 

o grupo tratado com ConM 250µg/mL àquele tratado com ConM/DC 250µg/mL, sendo este 

último tão efetivo quanto o primeiro (p>0,05) (Figura 28). 

 Para confirmar o efeito do DC exatamente sobre os genes em questão foi realizada 

tratamento de cultura de S. mutans com apenas DC e foi verificado que esta substância não 

apresentou efeito sobre estes genes (p>0,05) quando comparado ao controle de crescimento 

normal (Figura 29). 
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Figura 28 - Gráfico da expressão relativa dos genes de virulência de S. mutans UA 159 submetido a ConM 250 

µg/mL e ConM/DC 250 µg/mL comparado ao controle NaCl 0,9%. 

 

Legenda: *p<0,01 comparado ao controle NaCl 0,9%. 

 

Figura 29 - Gráfico da expressão relativa dos genes de virulência de S. mutans UA 159 submetido a DC 250 

µg/mL comparado ao controle NaCl 0,9%.  

 

 

 Foi avaliada ainda a expressão dos genes em estudo sob o efeito da lectina ConA, 

que apresentou efeito estimulatório do crescimento planctônico de S. mutans em metodologia 

realizada através de microdiluição em placas de poliestireno. Foi verificado que ConA não 
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apresentou efeito sobre a expressão dos genes estatisticamente diferente do controle (p>0,05) 

(Figura 30). 

 

Figura 30 - Gráfico da expressão relativa dos genes de virulência de S. mutans UA 159 submetido a ConA 250 

µg/mL comparado ao controle NaCl 0,9%.  

 

 Estes resultados destacam a capacidade, antes comprovada por Cavalcante e 

colaboradores (2011), de ConM em inibir o crescimento planctônico e a formação de 

biofilmes de S. mutans em poliestireno. Mais ainda, destaca sua capacidade de atuar sobre 

genes de virulência bastante significativos para a capacidade desta bactéria em levar ao 

desenvolvimento de doenças. 

 O mecanismo exato de ação da ConM sobre S. mutans precisa ainda ser mais bem 

estudado, embora, possa-se entender que possivelmente estas moléculas desencadeiam ou 

interrompem vias de sinalização intracelulares que culminam com a menor expressão destes 

genes. Assim, análises de qRT-PCR mostraram que a expressão de fatores de virulência de S. 

mutans podem ser alterados em resposta a presença de ConM no meio de crescimento. 

Esforços em direcionar pesquisas futuras que investiguem os mecanismos que levam a 

alterações na expressão de genes selecionados e o impacto destas alterações sobre a formação 

de biofilmes podem ser realizados. 
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18 CONCLUSÕES: PARTE III 

 

 Avaliar o potencial de efeito sinérgico de soluções 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 microdiluição. 

 Estabelecer a diferença de expressão dos genes spaP, gtfB, gbpB, Idh e  brpA de 

Streptococcus mutans ATCC UA 159 na sua forma planctônica submetido a soluções 

de ComM, ConA, DC, ConM/DC e NaCl 0,9% através de qRT-PCR. 
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19 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

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

objetivos definidos anteriormente pode-se concluir que: 

- Lectinas de plantas do gênero Canavalia podem ser utilizadas em ensaios de toxicidade para 

posterior aplicação clínica no tratamento de pacientes com alto risco à cárie, podendo estas 

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

- Óleos essenciais extraídos de quimiotipos de Croton zehntneri podem ser utilizados para 

ensaios pré-clínicos para desenvolvimento de adjuvantes na terapia anti-biofilme 

apresentando efeito semelhante ou melhor que seus componentes majoritários, devendo ser 

levada em consideração seu efeito sinérgico de múltiplos alvos na célula bacteriana. 

- Novos estudos na tentativa de observar os mecanismos de ação das lectinas podem ser 

desenvolvidos no sentido de complementar as informações obtidas a respeito do nível de 

expressão gênica relacionada à formação de biofilmes e a que ponto, clinicamente, esses 

achados são relevantes para uso na prevenção à cárie e/ou possível tratamento da doença, 

além de melhor entender sua atividade em conjunto com diterpeno casbano como possível 

agente de ação combinada para uso clínico. 
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OCH 3

OCH 3

ANEXO A - Espectros de massas dos constituintes químicos voláteis obtidos dos óleos 

essenciais de Croton zehntneri 
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ANEXO B - Composição química dos óleos essenciais dos três quimiotipos de Croton 

zehntneri. 

 

  QUIMIOTIPO 

1/Anetol 

QUIMIOTIPO 

2/Estragol 

QUIMIOTIPO 

3/Eugenol 

CONSTITUINTES I.R Caule (%) Folha (%) Caule (%) 

Canfeno 954    

β - pineno 979    

1,8 - cineol 1031 5,2   

Z - ocimeno  1037    

E - ocimeno  1050    

Cânfora 1146 2,5   

Borneol 1169 2,6   

α - terpineol 1189    

Estragol 1196 1,2 90,2  

p - anisaldeído 1250 1,8   

Z - anetol 1253    

E - anetol 1285 70,5  14,7 

δ - elemeno 1338   0,7 

Eugenol 1359    

Isoledeno 1376    

α - copaeno 1377 1,5  6,0 

β - elemeno 1391 2,1  11,4 

Metileugenol 1404    

α - gurjuneno 1410    

E - cariofileno 1419   4,5 

Z - bergamoteno  1435    

Z- Metilisoeugenol 1454 6,3 0,3 53,4 

α - humuleno 1455    

Germacreno - D 1485 0,7   
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E - Metilisoeugenol 1492    

Biciclogermacreno 1500  1,7 1,6 

δ - cadineno 1523   0,8 

Acetato de eugenol 1523    

Germacreno - B 1561   0,9 

Óxido de cariofileno  1583    

TOTAL (%)  94,6 93,2 94,3 
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ANEXO C - Artigos científicos publicados em periódicos (2008-2012). 
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