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RESUMO

A medicina natural e complementar, especialmente a fitoterapia, se torna
cada vez mais utilizada no combate as necessidades de grande parte da
populacdo em saude bucal, particularmente nos paises em desenvolvimento.
Dentre os fitoterdpicos, as lectinas podem ter um valor como agentes antiplaca e
antimicrobianos, uma vez que podem estar intimamente relacionadas com a
interferéncia da formacao do biofilme dos microrganismos, ja que se tratam de
proteinas que reconhece carboidratos de forma especifica e reversivel. O objetivo
deste estudo foi testar in vitro a capacidade de inibicdo das lectinas isoladas das
espécies de Canavalia ensiformis, Canavalia maritima, Cymbosema roseum,
Acacia farnesiana e Hypnea cervicornis, na formacao de biofilmes bacterianos e
atividade antimicrobiana contra microrganismos orais (Streptococcus sanguis
ATCC10556 e S. mutans UA159). A atividade antimicrobiana das cinco lectinas
testadas foi determinada pelo teste convencional da microdiluicio em placas de
poliestireno, sendo testada as concentracdes de 2mg/mL a 31,5ug/mL contra os
microrganismos em estudo. Para avaliagdo de aderéncia foi feito um ensaio
semiquantitativo de aderéncia em placas de microtitulacdo de poliestireno (96
pocos), onde foi adicionado 100 uL de cada uma das lectinas, em seguida
adicionada 100 pL de suspensdo bacteriana (10® UFC/mL) e incubado a 37°C em
uma atmosfera de 10% de CO,. A aderéncia foi revelada e quantificada por tintura
com cristal violeta. A absorcao do cristal violeta foi determinada através da leitura
no espectrofotdbmetro (595nm). Somente a lectina de ConA apresentou a atividade
bactericida ou bacteriostatica contra os microorganismos estudados. No teste de
inibicdo da formacao do biofilme, todas as lectinas testadas foram favoraveis na
inibicdo, reduzindo significativamente a aderéncia (p< 0,05). A lectina de ConA

nao teve acdo sobre a formacao do biofilme de nenhumas das bactérias testadas.
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ABSTRACT

Natural and complementary medicine, especially phytotherapy, is
becoming more and more useful to fulfill the needs of great part of the population
when it comes to oral health, particularly in the developing countries. Among the
phytotherapics, lectins may be valuable as anti-plaque and antimicrobial agents,
since they can be intimately related with inference in biofilm formation, given that
these proteins recognize carbohydrates in a specific and reversible way. Within
that context, this study aimed to test the ability of five lectins (extracted from
Canavalia ensiformis, Canavalia maritima, Cymbosema roseum, Acacia farnesiana
and Hypnea cervicornis) in inhibiting the formation of biofilm and killing oral
microorganisms (Streptococcus sanguis ATCC10556 e S. mutans UA159). The
antimicrobial activity of the five lectins tested was determined by the convetional
test of microdilution in polystyrene plagues. The lectin concentrations assayed
against the microorganisms varied from 2mg/mL to 31.5ug/mL. To evaluate the
adherence, a semi-quantitative assay was perfomed within microtitulation plaques
(96 wells), to where were added 100 pL of each lectin, and then 100 yL of bacterial
suspension (108 CFU/mL). This material was incubated in 10% CO, atmosphere at
37°C. Adherence was revealed and quantified by violet crystal staining. Absorption
of violet crystal was determined by spectophotometry (595nm). Only ConA
presented bactericide or bacteriostatic activity against the strains tested. The
assay of inhibition of biofilm formation revealed that almost all lectins had this kind
of activity, reducing the adherence in a significant way (p< 0.05). ConA had no

effect on the formation of biofilm for any bacteria tested.
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1.1 Cérie dental
1.1.1 Histérico

A doenga carie, que etimologicamente significa “material pobre”,
apresenta-se como uma moléstia cronica que acomete grande parte da
humanidade. A cérie foi detectada em todos os povos, em todas as racas e em
todas as épocas. Juntamente com a doencga periodontal, a carie, comecou a
realmente ser estudada a partir da segunda metade do século XX, apos a
Segunda Grande Guerra Mundial e ainda continua sendo um dos maiores
problemas de saude publica, demandando consideraveis volumes de recursos
financeiros para seu combate. Na Ameérica, a carie incide em cerca de 95% da
populacéo, incluindo os Estados Unidos, pais de elevado padréo aquisitivo, pois é
também de alta prevaléncia em paises nao industrializados.

Na ultima década do século XIX, o aprimoramento da microscopia e
formas de cultivo de microorganismos permitiu que importantes descobertas
fossem feitas relacionando bactérias especificas com doencas infecciosas.
Através dos tempos muitas teorias sobre a sua etiologia foram levantadas, porém
s6 em 1890, Miller conheceu a importante pesquisa de Koch, que culminou com o
cultivo do Mycobacterium tuberculosis. Motivado por esses estudos, Miller
desenvolveu suas primeiras pesquisas com bases cientificas visando estabelecer
associacao entre microorganismos da cavidade oral com a carie e a doenca
periodontal. A partir desses estudos se formulou a teoria acidogénica do
desenvolvimento da carie. Em resumo, a patologia denominada carie dental
provoca uma destruicdo progressiva dos cristais de hidroxiapatita pelos acidos
produzidos pelas bactérias, levando a uma descalcificacdo que sera

detalhadamente explorada mais adiante.
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1.1.2 Aspectos Gerais

A cavidade oral humana hospeda grande quantidade e variedade de
microorganismos: mais de 500 espécies de bactérias ja foram identificadas, além
de protozoarios, fungos e virus (MOORE et al.,, 1985; PASTER et al., 2001).
Atualmente, se conhece mais de 700 espécies de microorganismos orais,
identificados através técnica avancada de biologia molecular (HOSHINO et al.,
2004). Nessa regido pode ser verificada uma série de fendbmenos de interacdes
microbianas favorecidas pela grande variedade e quantidade de microorganismos.
Os principais habitats da microbiota bucal incluem os dentes, mucosas, saliva,
lingua e sulco gengival. As populacfes que compdem esses ecossistemas diferem
tanto em aspectos quantitativos quanto qualitativos.

A presenca de microrganismos patogénicos na superficie do dente € um
dos fatores predisponentes para o desenvolvimento da carie, que é reconhecida
como uma doenca infecciosa de carater cronico, dependente da interacdo e
associacdo de um hospedeiro susceptivel, microrganismos cariogénicos e uma
dieta rica em sacarose durante um determinado periodo de tempo (LOESCHE,
1986; HARDIE & BOWDEN, 1974).

A cérie dental e a doenca periodontal sdo os principais indicativos que
determinam o estado fisiopatolégico da cavidade bucal de um ser humano (AL
IAFI e ABABNEH,1995). Nas ultimas décadas, temos acompanhado um avanco
muito grande em relacdo a etiologia e a prevencao da carie dentaria, mas, mesmo
assim, dados epidemioldgicos tém demonstrado que esta continua sendo, dentro
da odontologia, a doenca de maior prevaléncia. O conceito da carie dentaria como
uma doenca infecciosa e transmissivel ocorreu somente apos estudos na década
de 50 quando Keyes publicou trabalho referente ao estudo do processo carioso
em roedores (KEYES,1960). A progressao da carie, geralmente, ocorre de forma
lenta existindo fatores do hospedeiro, que auxiliam na sua formacao ou controlam
0 seu crescimento. Dentre estes, temos a anatomia dental e da arcada dentéria,
onde sulcos e fissuras profundos e o apinhamento dentario favorecem a

colonizacdo bacteriana, devido a dificuldade de higienizacdo oral. Por outro lado,
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fatores como a composicdo e o fluxo salivar, higiene bucal e exposi¢cdo ao fluor
participam da regulagao da progressao da doenca (TAPPUNI e CHALLACOMBE,
1993).

1.1.3 Biofilme bacteriano

A formacdo da céarie dental se inicia com uma intensa deposi¢do de uma
massa bacteriana sobre a superficie do dente, chamada de placa dental, biofilme
ou até mesmo placa bacteriana.

Um dos fatores etiolégicos mais importantes da carie sao o0s
microorganismos de origem bacteriana que formam um biofilme patogénico que se
adere a superficie dental, de modo a produzir acidos e produtos citotoxicos, que
levam a desmineralizagdo do esmalte dental e/ou inflamagdo gengival,
respectivamente (MARSH, 1994). Na verdade 0s microrganismos nao se
depositam ou aderem diretamente a superficie do esmalte dental, mas se ligam a
uma fina camada acelular composta por proteinas salivares e outras
macromoléculas que recobrem as superficies dentarias denominadas de pelicula
adquirida (NYVAD, 1993; THYLSTRUP e FEJERSKOV, 1995).

A placa dental é, na verdade, um sistema dinamico constituido de
multiplas espécies de bactérias encontradas nas superficies dos dentes, e é
amplamente responsavel pelo desenvolvimento de doencas orais especificas
(FOSTER et al., 2004) (figura 1). O biofilme que se forma sobre a superficie do
dente, apresenta uma composicdo bacteriana e bioquimica variavel dependendo
dos fatores intrinsecos e extrinsecos, podendo mudar de modo a tornar este
biofiime patogénico (MARSH,1992;1994). Como citado anteriormente, 0s
microorganismos nao se aderem diretamente a superficie mineralizada do dente,
visto que os dentes sdo sempre revestidos por uma pelicula protéica acelular
denominada pelicula adquirida. A pelicula se forma na superficie “nua” do dente
em questdo de minutos. Os principais constituintes da pelicula sdo as

glicoproteinas salivares, mucinas, as fosfoproteinas e, em menor extensao, 0s
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componentes do fluido gengival (SONJU e GLANTZ, 1975). Um dos principais
problemas enfrentados pelos pesquisadores na area da cariologia foi obter
modelos que se assemelhassem ao mecanismo desenvolvido pelas bactérias para

formagao do biofilme.

Figural: Biofilme bacteriano evidenciado por uma sonda exploradora

A composicdo da pelicula recebe muita atencao devido a sua funcéo
potencial determinante da composicdo da microbiota inicial. Consequentemente,
tem-se questionado se as caracteristicas da superficie de diferentes materiais
podem influenciar na composicao protéica da pelicula e, dessa forma, modificar o
numero de locais de adsorcao inicial para diferentes espécies bacterianas (SONJU
e GLANTZ,1975).

O mecanismo pelo qual ocorre a formacdo da placa dental € uma
interacdo que se inicia entre a bactéria e a PAE (pelicula adquirida do esmalte).
Os compostos de formacdo da pelicula adquirida, proteinas e carboidratos,
servem como receptores de ligacdo para essas bactérias que possuem proteinas
com dominio de ligagéo a glicanos na sua superficie (MOOSER e WONG, 1988).
As bactérias interagem com esta pelicula através de uma série de mecanismos
especificos, dentre eles a interacdo do tipo lectina envolvendo as adesinas
localizadas na superficie bacteriana e os receptores da pelicula (GIBBONS, 1984;
GIBBONS, 1996; JENKINSON e LAMONT, 1997). Em seguida, outras bactérias
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se aderem ndo apenas a pelicula como também a bactérias pré-existentes,
formando o biofilme (KOLENBRANDER, 1998).

Independente do tipo de superficie do dente (esmalte ou raiz), os
colonizadores iniciais constituem uma parte selecionada da microbiota oral,
principalmente os estreptococos do grupo mitis, que incluem, de Streptococcus
sanguis, Streptococcus oralis, Streptococcus mitis e Streptococcus gordonii
(BLACK et al., 2004). Juntas, essas espécies de estreptococos somam 95% dos
estreptococos e 56% do total da microbiota inicial (NYVAD e KILIAN, 1999). Apés
a colonizacao inicial, 0s microrganismos pioneiros crescem rapidamente formando
colénias que ficam embebidas em uma matriz extracelular composta por
componentes de origem salivar e bacteriana (BOWDEN e EDWARDSSON, 1995).
A segquir, relagdes interbacterianas contribuem para o aumento da diversidade de
bactérias até atingir uma comunidade climax em duas ou trés semanas.

Segundo Stoodley (2002) a formacéo do biofilme ocorre através de trés
eventos (figura 2). O primeiro ocorre uma redistribuicdo das células fixas atraves
da motilidade na superficie. Em seguida ocorre a divisdo binaria das células fixas.
Apoés a divisdo, células filhas se expandem externamente e para cima e para as
laterais, se ligando a superficie e formando aglomerados de células, de forma
similar a formacéo de colbnias em placas de agar (HEYDORN et al., 2000). Por
ultimo, aglomerados de células presas superficie mais externa do biofilme séo
recrutados, por acdo do proprio ambiente, para o desenvolvimento de outros
biofilmes, atingindo assim a uma comunidade climax.

A formacao do biofilme tem inicio quando os microrganismos recebem
estimulos que podem causar a transi¢cao da vida livre (plancténica) para uma vida
aderida a uma superficie (CARLSSON, 1970; PRATT e KOLTER, 1998;
STOODLEY et al., 1999). Estes sinais variam de acordo com cada microrganismo.
Alguns microrganismos requerem exigéncias nutricionais, tais como Escherichia
coli K-12 que necessita de um meio com a presenca de aminoacidos (PRATT e
KOLTER, 1998).
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Figura 2: Modelo de desenvolvimento do biofiime segundo Stoodley et al., 2002

Entretanto, ha evidéncias consideraveis de que os estreptococos do
grupo mutans (particularmente S. mutans e S. sobrinus) e os lactobacilos estejam
envolvidos no inicio e na progressdo da carie (LOESCHE, 1986). Estudos
revelaram que o aparecimento de caries de esmalte € precedido por um aumento
no numero de estreptococos do grupo mutans (NYVAD, 1993; MARCOTTE e
LAVOIE, 1998). A colonizacao e a persisténcia na cavidade oral dos estreptococos
dependem da habilidade dessas bactérias a aderir a superficies orais, tais como
células epiteliais da mucosa ou placa bacteriana nos dentes (BLACK et al., 2004).
A atividade enzimatica da neuraminidase bacteriana pode modificar os
componentes da pelicula de forma a destruir os receptores de algumas espécies,
ao mesmo tempo em que cria Novos receptores para outras espécies, isso,
provavelmente, € um fator importante na regulacdo da colonizacdo (GIBBONS et
al., 1990).

A presenca de sacarose no meio bucal permite a aderéncia de
estreptococos do grupo mutans e consequente colonizagcdo da superficie lisa do

esmalte dental, favorecendo seu posterior acimulo. Esses microorganismos nao
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s6 fermentam a sacarose como a partir destas sintetizam polissacarideos
extracelulares (DE STOPPELAAR et al., 1971; GIBBONS e VAN HOUTE, 1975;
HAMADA e SLADE, 1980). Na polimerizacdo desses acgucares participam as
enzimas denominadas (glicosiltransferases (Gtfs), para as glicanas e
frutosiltransferases (Ftfs), para as frutanas, e sdo essenciais para expressao da
viruléncia (HAMADA et al., 1984; YAMASHITA et al., 1993). Essas enzimas atuam
na producdo de glicanos sollveis e insolliveis em agua que servem de reserva
energética intracelular, fonte de carbono, e também como um aderente para
facilitar a fixacdo de outras bactérias na pelicula adquirida. (ROLLA et al., 1983;
HAMADA e SLADE, 1980; LOESCHE, 1986). Amilopectina, uma glicana, € um
polissacarideo de reserva energética intracelular acumulado no citoplasma de
varias bactérias da placa dental, na forma de polimeros de glicose com ligacdes
a(1->4), que serve de fonte de carbono para o metabolismo microbiano, quando o
carboidrato exdégeno € esgotado. Ja as glicanas séo sintetizadas a partir da
internalizacdo da sacarose para a quebra em mondmeros de glicose e frutose, e
pela acado das glicosiltransferases polimeros de glicose com ligagcdes o(1->6),
dextrana, ou o(1->3), mutana, sdo formados para participarem ativamente na
aderéncia e formacédo de aglomerados bacterianos (Figura 3).

Diversos estudos apoiam a hipotese de que a Gtf C tem uma alta
afinidade pela hidroxiapatita (mineral do dente) e parece estar envolvida na
formacédo da pelicula de saliva sobre o dente, favorecendo a deposicdo de outras
Gtf C. Ja a Gtf B esta presente principalmente na superficie bacteriana auxiliando
na ligacdo com a pelicula ou com outras bactérias (VACCA-SMITH et al., 1996 e
VACCA-SMITH e BOWEN, 1998).
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Figura 3: Metabolismo bacteriano da sacarose na placa dental via glicosiltransferase (GTF).

1.1.4 Fatores importantes para o surgimento da Carie Dental

Segundo Thylstrup e Fejerskov (2001) “um grande numero de estudos
mostrou que a dieta exerce um papel central no desenvolvimento da doenca
carie”. Uma relagdo causal entre a exposicdo a carboidratos fermentaveis e o
surgimento da carie foi mostrado através da observacao de pacientes, de animais
e de observacfes laboratoriais in vitro. A observacdo do comportamento da cérie
em criancas internadas no orfanato da Hopewood House (BEZERRA e TOLEDO,
1999; BUISCHI, 2000; FREITAS, 2001; STORINO, 1993; THYLSTRUP e
FEJERSKOV, 2001), no sul da Australia mostrou que, em funcédo da dieta pobre
em carboidratos, a prevaléncia de carie entre as criancgas internadas era inferior a
prevaléncia de carie em criancas de outras escolas da regido. A carie € também
consequéncia direta da ma higienizacdo bucal realizada pelo paciente e se
estabelece pela inter-relacdo entre a atividade bacteriana e o tipo de tecido
envolvido (KASUGA et al, 1997). Os estreptococos do grupo mutans apresentam
algumas vantagens ecologicas, no que diz respeito a sobrevivéncia do
microorganismo, quando da presenca da sacarose no meio bucal que permitem a
sua aderéncia e consequente colonizacdo da superficie lisa do esmalte dental,
favorecendo seu posterior acimulo. Na década de 1930 foi demonstrado que a

fermentacdo dos carboidratos da dieta alimentar nos depdsitos microbianos
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provoca a formacdo de acido latico, que esta envolvido na desmineralizacdo dos
dentes.

Apesar das evidencias experimentais em animais e observagdes clinico-
laboratoriais em humanos confirmarem a importancia dos microorganismos na
etiologia da cérie, deve ser destacado que a doenca é multifatorial. Weyne e
Harari (2001) reforcam essa idéia, quando dizem que a interacdo de varios fatores
em condi¢cdes criticas é condicdo necessaria para que ela se expresse
clinicamente. Além da microbiota, outros fatores sao importantes, destacando-se a
susceptibilidade do hospedeiro e sua dieta. Microorganismos cariogénicos podem
ser frequentemente isolados da cavidade oral de individuos sem cérie, revelando a
importancia dos demais fatores no controle do desenvolvimento da doencga. Fluxo
e capacidade tampado da saliva, bem como o nivel de componentes
antimicrobianos e anticorpos neste fluido organico, desempenham papel
importante na regulagdo da microbiota e sua viruléncia. Além disso, o grau de
mineralizacdo do esmalte dentario e a organizacdo dessa estrutura sdo aspectos
fundamentais para a resisténcia ao atague acido microbiano. Os carboidratos da
dieta, principalmente a sacarose, participam na nutricAo e na colonizacéo
microbianas da cavidade oral, representando um fator preponderante na etiologia
da céarie. A triade de Keyes, esquema desenvolvido pelo Dr. Paul Keyes na
década de 60 para estabelecer os fatores primarios da céarie (KEYES,1960) (figura
4), hoje em dia é apresentado modificado com a inclusdo de um novo fator que é o
tempo, periodo em que é necessario que se permaneca todos os outros fatores

para que a doenca ocorra (UZEDA, 2002).
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Figura 4: Triade de Keyes — esquema desenvolvido na década de 60 pelo Dr. Paul H. Keyes para
estabelecer os fatores primarios da carie.

1.1.5 A progresséao da Carie Dental

A carie € o processo de desmineralizacdo do dente por acidos formados
através do metabolismo dos carboidratos pelas bactérias orais (THYLSTRUP e
FEJERSKOV, 2001), e a atividade cariosa pode ser diagnosticada pelo surgimento
de uma area esbranquicada, opaca e rugosa na superficie do dente gerada pela
desmineralizacdo do esmalte. A carie incipiente ou mancha branca aparece no
estagio inicial da carie, antes que se forme uma cavidade propriamente dita.
Quando o &cido produzido pelas bactérias dissolve o esmalte dos dentes
provocando uma pequena cavidade temos a carie de esmalte. Até este estagio a
carie ndo causa dor. Apoés ultrapassar o esmalte a carie avanca mais rapidamente
na dentina e passa a ter uma maior probabilidade de causar dor. Um ultimo
estagio, a carie evolui até alcancar totalmente a polpa, causando dor e podendo

originar abscessos no tecido 6sseo abaixo da raiz (Figura 5).
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Figura 5: Esquema demonstrador da progressdo da Carie Dental

Nos ultimos anos tém-se observado expressivos ganhos nos niveis de
saude bucal das pessoas na maioria dos paises industrializados, e também entre
alguns paises em processo de desenvolvimento, de acordo com inimeros estudos
epidemiologicos. Varios sdo os fatores que contribuiram para a reducdo da
incidéncia das doencas mediadas por biofilmes, apesar de que as doencas carie e
periodontal continuam sendo os maiores problemas de saude publica, e que
demandam consideraveis volumes de recursos financeiros para seu combate
(WEYNE e HARARI, 2001). A efetividade dos dentifricios fluoretados na reducéo
da carie dental comecgou a ser estudada a partir da segunda metade do século XX,
apo6s a Segunda Grande Guerra Mundial. Incorporado ao organismo, o fllor esta
presente na saliva, banhando os dentes, e incorporado ao esmalte dentario de
maneira a torna-lo mais resistente ao "ataque" dos microrganismos. O fltor
também esta presente nos cremes dentais, solu¢cdes de bochecho, vernizes e nas

aplicacOes locais realizadas por dentistas. O dentifricio fluoretado é a razéo
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principal do declinio da carie no mundo desenvolvido, mas seu uso em jovens
criancas deve ser observado para se evitar consequéncias como a fluorose,
formacéo de estrias esbranquicadas no dente, quando este método é associado a
outra forma de liberag&o de flaor (SATO e NIWA, 1996).

Assim, a cérie dental € uma doenca caracterizada pela destruicdo
localizada e progressiva dos tecidos duros do dente e esta intimamente associada
com a microbiota residente do biofilme dental, de modo que o0 seu tratamento
envolve a remogéo mecanica desses biofilmes (MARSH e MARTIN, 1992).

Nas ultimas décadas ocorreu um aumento na tentativa de desenvolver
produtos naturais para prevencao de doencas bucais (WOLINSKY e SOTE, 1984,
WU-YUAN et al., 1990; HARPER et al., 1990; ISRAELSON, 1991; MORAN et al.,
1991). Diversos relatos na literatura tém demonstrado que estes produtos,
principalmente plantas medicinais, apresentam atividade antibacteriana sobre os
patdgenos bucais, entre estes S. mutans (SOUTHARD et al., 1984; WOLINSKY e
SOTE, 1984; MOSADOMI, 1987; SAKANAKA et al.,, 1989; WOLINSKY et al.,
1996).

1.2 Lectinas
1.2.1 Definicéo

O termo “Lectinologia”, uma expressao introduzida por Potapov (1968),
surgiu para designar uma area de estudos inteiramente voltada a pesquisa sobre
uma classe especial de proteinas denominadas lectinas. O primeiro grande fato na
historia da lectinologia foi promovido por Stillmark (1888) durante seu doutorado
na Universidade de Dorpat (Estbnia), quando do estudo pioneiro sobre a
aglutinacdo de eritrocitos por extratos de sementes de Ricinus communis. Ele
observou que ao misturar os extratos das sementes com sangue, 0S eritrocitos
eram aglutinados. A partir de entdo, surgiu o termo fitohemaglutininas por se

pensar, na época, que 0s compostos aglutinadores eram exclusivamente vegetais.
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Outro pioneiro no estudo de lectinas foi o pesquisador Karl Landsteiner
gue iniciou novos estudos utilizando aglutininas vegetais como ferramentas para o
descobrimento dos grupos sanguineos A, B e O (LANDSTEINER e
RAUBITSCHEK, 1907).

A primeira definicdo de lectinas foi proposta por Boyd e Shapleigh (1954).
Estes autores utilizaram o termo lectina (do latim, legere - capaz de escolher,
selecionar) para lembrar o aspecto seletivo de ligagdo de certas proteinas de
sementes a eritrécitos humanos. Eles demonstraram essa seletividade em 1954
guando verificaram que extratos de sementes de Phaseolus vulgaris aglutinavam
eritrocitos de apenas alguns individuos.

Durante aproximadamente 100 anos, a partir Stillmark (1888), a pesquisa
nesta area focalizou principalmente lectinas de vegetais superiores. Varios
trabalhos foram fundamentais no sentido de esclarecer inUmeros aspectos ligados
a deteccao, purificacdo, caracterizacdo, especificidade, mecanismos de acéo e
estrutura dessas proteinas. Em decorréncia desses estudos, varios avancos
permitiram observar que as lectinas poderiam ser continuamente melhor definidas,
0 que tem justificado as sucessivas adaptacbes ocorridas até o presente para
definir estas moléculas.

A idéia de especificidade de ligacdo, que ja havia se tornado clara, aliada
a conscientizacdo do carater ubiquo destas proteinas na natureza, levou ao
surgimento de uma nova definicdo para lectinas. Goldstein e colaboradores em
1980 as definiram como proteinas de origem ndo imune, capazes de
reconhecimento especifico e ligacdo reversivel a compostos contendo
carboidratos e de aglutinarem células e glicoconjugados. Quase que
concomitantemente, uma nova definicdo foi proposta por Kocourek e Horejsi
(1981), definindo lectinas como proteinas ou glicoproteinas de natureza ndo imune
gue se ligam a carboidratos, sem apresentar atividade enzimatica contra esses
acucares e que nao requerem grupos hidroxilas livres para sua ligacéo.

A mais recente definicdo de lectinas foi proposta e discutida por Peumans
e Van Damme (1995), segundo a qual, lectinas sdo proteinas de origem néo

imune que possuem pelo menos um sitio de ligagédo reversivel a carboidratos.
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Esta definicdo adquire credibilidade ao observarmos a subdivisdo deste vasto
grupo de proteinas proposta pelos mesmos autores, que as dividem em trés
classes principais de lectinas:

- Merolectinas

Inclui lectinas que possuem apenas um sitio de ligacdo a carboidrato e,
consequentemente, ndo sdo capazes de aglutinar células ou precipitar
glicoconjugados (figura 6). Como exemplo, podemos citar as proteinas
monoméricas das orquideas (VAN DAMME et al., 1994).

- Hololectinas

Compreende aquelas lectinas que tem dois ou mais sitios de ligacdo a um
mesmo carboidrato, sendo capazes de aglutinar células ou precipitar
glicoconjugados (figura 6). Essa classe de lectinas esta representada pelas
hemaglutininas ou fitohemaglutininas (PEUMANS et al., 2000).

- Quimerolectinas

Engloba as lectinas que possuem um ou mais sitios de ligacdo a
carboidratos, além de apresentarem atividade catalitica (ou outra atividade
biolégica ndo carboidrato ligante) associada a um outro dominio molecular,
portanto, diferente do sitio de ligacdo a carboidrato (figura 6). Como
representantes dessa classe, podem ser citadas as RIP’s (PEUMANS et al., 2001)

Em 1996, os mesmos autores introduziram uma nova classe de lectinas,
as superlectinas, que possuem dois sitios de ligacdo a carboidratos, os quais
sdo, estruturalmente, diferentes e reconhecem acucares néao relacionados (figura
6). Um exemplo desse grupo é a lectina de tulipa TxLC-1 (first Tulipa hybrid lectin
with complex specificity) que possui subunidades com um sitio especifico para
manose e outro para N-acetil-galactosamina, atuando de maneira totalmente
independente. (VAN DAMME et al., 1996).
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Figura 6: Esquema demonstrador da classificagdo de lectinas segundo Peumans e Van Damme
(1995) e VAN DAMME et al (1998).

1.2.2 Estrutura das Lectinas

As lectinas representam um grupo de proteinas com uma grande
heterogeneidade estrutural, podendo diferir em varios aspectos tais como:
composicdo de aminoacidos, massa molecular aparente, estrutura e niamero de
subunidades, estrutura terciaria, e ainda, pelo fato de conterem ou ndo ions
metalicos ou cations bivalentes em sua estrutura.

Muitas destas proteinas podem ser agrupadas em familias distintas que
exibem similaridades quanto as suas propriedades estruturais e de sequéncia de
aminoacidos em suas cadeias polipeptidicas. No reino vegetal, podemos citar
algumas espécies como as da familia Leguminosae, onde se encontra lectinas
com alto grau de homologia na seqiéncia de aminoacidos, estrutura secundaria e
conformacao tridimensional, evidenciando assim, uma linha taxondmica bem
definida (CAVADA et al., 1993; SHARON e LIS, 1995). Proteinas com dominios
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semelhantes aos de lectinas de leguminosas também foram encontrados em
células animais (YAMAMOTO et al., 2001).

A massa molecular aparente das lectinas varia de 3,5 - 4,0 KDa (lectina
de Crotalaria striata, KHANG et al., 1990) a 480 KDa (lectina de rizoma de
Aegopodium podagraria, PEUMANS et al., 1985). Outra caracteristica observavel
€ a presenca de carboidratos em sua estrutura, cujo grau de glicosilacdo varia
dentre as espécies (SHARON e LIS, 1989).

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

As lectinas de leguminosas, no geral, sdo compostas por 2 ou 4
subunidades, iguais ou diferentes e com massa molecular em torno de 25 a 30
kDa. Frequentemente, estas subunidades sdo constituidas por um Unico esqueleto
polipeptidico estabilizado por ligacdes ndo covalentes do tipo pontes de
hidrogénio, interacdes hidrofébicas e eletrostaticas, podendo ou nao formar
dimeros candnicos. As lectinas da tribo Vicieae (géneros Pisum, Vicia, Lathyrus, e
Lens) sdo dimeros onde cada subunidade igual € formada por 2 cadeias
polipeptidicas diferentes, uma cadeia polipeptidica leve (cadeia a) com massa de
5-7 kDa e uma cadeia polipeptidica pesada (cadeia ) com massa de 15-19 kDa,
estabilizadas por ligacdes néo covalentes. (SHARON & LIS, 1989). Ja as lectinas
de espécies pertencentes a sub-tribo Diocleinae sdo tetrameros compostos por
uma mistura de subunidades intactas formadas por uma cadeia polipeptidica
(cadeia o) com 237 residuos de aminoéacidos e de subunidades fragmentadas, nas
quais a mesma cadeia polipeptidica estd dividida em dois fragmentos ( e y),
devido ao fato de nao ter havido a formacdo de uma ligacdo peptidica entre os
residuos 118 e 119 (CHRISPEELS et al., 1986). Apesar de nao estarem unidos
covalentemente, os fragmentos sdo mantidos juntos por ligagcdes nao covalentes e

formam um protdmero cuja estrutura tridimensional € a mesma da subunidade
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formada pela cadeia integra (cadeia o), sem descontinuidade da estrutura primaria
(BECKER et al., 1975; SHARON e LIS, 1989).

As lectinas podem ser encontradas em diferentes formas moleculares,
como as isoformas ou isolectinas. Isto pode ser determinado por pequenas
mudancas na sequéncia de aminoacidos. Um exemplo cléassico deste caso é a
lectina de sementes de Datura stramonium que é formada por duas subunidades
diferentes, A com 32 KDa e B com 28 KDa. Podendo ser associadas originando
trés isoformas com as seguintes estruturas: AA, AB e BB (SHIBUYA et al., 1986).

Grande parte das lectinas, principalmente as lectinas pertencentes aos
géneros Dioclea e Canavalia necessitam de ions metélicos divalentes (geralmente
Ca'™ e Mn™) para exercer a atividade de reconhecimento e liga¢éo a carboidratos.
Estes ions ligam-se a sitios especificos na estrutura protéica, o que € fundamental
para o estabelecimento do sitio de ligacdo a carboidratos e para conferir alto grau
de estabilidade estrutural & molécula, protegendo-a contra a inativagdo (CAVADA
et al., 1993; CAVADA et al., 1996) (Figura 7).

De acordo com SHARMA e SUROLIA (1997), o sitio de reconhecimento a
carboidratos é formado de diversos loops com diferentes graus de variabilidade.
As conformacfes destes “loops” sdo determinadas pela presenca na estrutura de
fons metalicos, como o Ca* e Mg?", cuja auséncia resulta em uma instabilidade

local e na perda da capacidade de ligar-se a carboidratos (LORIS et al., 2004).
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Figura 7: Regifio do sitio de ligacdo a ions metélicos, Ca™ e Mn"", da lectina de Phaseolus
vulgaris.

Algumas lectinas de leguminosas possuem ainda sitios de ligacdo
hidrofébicos que ndo interferem com os sitios de ligagdo a carboidratos
(ROBERTS & GOLDSTEIN, 1982, ROBERTS & GOLDSTEIN, 1984). A funcéo,
nos organismos originais, desses sitios de ligacdo permanece obscura, mas o fato
destes sitios estarem presentes em lectinas de leguminosas de diferentes
espécies sugere que apresentam uma importante funcéo biolégica (HAMELRYCK
et al., 1999). Um desses sitios apresenta alta afinidade (10° M™) por adenina e
certos derivados dessa base nitrogenada (ROBERTS & GOLDSTEIN, 1983). Este
sitio jA foi encontrado em lectinas tetraméricas e lectinas diméricas de
leguminosas e pode ser encontrado sob duas formas: dentro da subunidade ou os
gue se estabelecem no centro do tetramero. Na lectina de Canavalia ensiformis, o
sitio da subunidade liga-se ao hormonio vegetal &cido indolacético do grupo das
auxinas (EDELMAN & WANG, 1978) e o outro sitio, existe como uma cavidade
Unica por tetramero, que se liga a adenina e também citocinas, que sdo horménios
derivados da adenina (SHARON e LIS, 1990).
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Recentemente Delatorre e colaboradores determinaram a estrutura
cristalogréfica da lectina de ConM, isolada e purificada de sementes de Canavalia
maritima, complexada naturalmente, via sitio hidrofobico, com um aminoacido néo
protéico, acido a-aminobutirico, ABU. Evidenciando uma importancia fisioldgica
das lectinas dentro do desenvolvimento dos vegetais (DELATORRE, 2006).

Existem diversos tipos de ligacbes para a estabilizagdo da estrutura
guaternaria das lectinas, e uma dessas, muito presente nas lectinas de algas, sédo
as pontes dissulfeto, formadas pela ligacdo entre residuos de cisteina. Esse tipo
de ligacdo permite uma alta estabilizagdo da sua conformacgéo, tornando-a
bastante resistente a processos fisicos e quimicos, como elevagao da temperatura
e tratamento com solventes organicos, respectivamente. Para representar esse
fato temos como exemplo, contendo na sua estrutura sete pontes dissulfeto, a

lectina de alga vermelha Hypnea musciformes (NAGANO et al., 2002).

1.2.3 Distribuicdo das Lectinas

Durante as duas Ultimas décadas, as lectinas, que até entdo haviam sido
detectadas principalmente em plantas, mostraram-se amplamente distribuidas na
natureza por terem sido isoladas de todas as classes e familias de seres vivos
(algas, vertebrados, invertebrados e microorganismos, incluindo fungos e
bactérias) e até mesmo em virus (LIENER et al., 1986), apresentando uma grande
variedade de formas e tamanhos, desempenhando papéis biolégicos em muitos
processos celulares, tais como comunicacdo celular, defesa de hospedeiros,
fertilizacdo, desenvolvimento, infeccéo parasitaria e metastase tumoral (GABIUS e
GABIUS, 1997; DEL SOL et al., 2007).

Em virus, a lectina parece estar envolvida no processo de adeséo a célula
hospedeira. A infec¢do pelo virus da influenza € iniciada pelo evento de adesao,
mediada por uma aglutinina da capa do virion que reconhece e se liga a residuos

de acido sialico da superficie celular (GLICK et al., 1991).
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As varias lectinas de bactérias podem funcionar nas etapas iniciais de
infecgBes, por exemplo, quando ocorre a aderéncia das bactérias a células
epiteliais do trato urinario e gastrintestinal. As lectinas de bactérias também podem
agir como moléculas de reconhecimento por macréfagos de camundongos na
fagocitose de bactérias na auséncia de opsoninas. O mesmo acontece em
macréfagos peritoneais, linfocitos e polimorfonucleares humanos (SHARON,
1987). As lectinas também estdo envolvidas no processo de adesdo de
Corynebacterium diphtheriae aos seus hospedeiros (COLOMBO et al., 2001). A
Porphyromonas gingivalis, um patégeno com importancia etiolégica em doencas
periodontais, liga-se através de suas fimbrias a estruturas periodontais contendo
glicoproteinas, evidenciando claramente um efeito “lectin-Like” (SOJAR et al.,
2004).

Em protozoarios, a lectina de Entamoeba histolytica parece desempenhar
importante papel na etapa de aderéncia a célula hospedeira (células epiteliais do
co6lon), possuindo ainda, um papel na citotoxicidade celular, distinto da funcéo de
aderéncia (SAFFER e PETRY, 1991).

Em algas marinhas, o niumero de trabalhos envolvendo lectinas é ainda
pequeno, porém tem crescido bastante nos ultimos anos. A primeira lectina de
alga marinha isolada foi a da alga vermelha Ptilota plumosa (ROGERS et al.,
1977). As algas vermelhas sdo as que apresentam o maior numero de espécies
com atividade hemaglutinante seguidas das algas pardas e verdes (SAMPAIO,
1997). Em geral as lectinas de algas marinhas apresentam valores mais baixos de
pesos moleculares, variando de 4,2 kDa para as isolectinas de Hypnea japonica
(HORI et al., 1986) e 9.3 kDa para Hypnea musciformes (NAGANO et al., 2002)
até 64,5 kDa para a lectina de Ptilota serrata (ROGERS et al.,, 1990). De uma
maneira geral, a atividade hemaglutinantes das lectinas de algas marinhas néo é
dependente da adicdo de cations divalentes e ndo sao inibidas pela presenca de
acucares simples (SAMPAIO, 1992 e 1997).

Em invertebrados, as lectinas estdo presentes em praticamente todas as
classes examinadas como caranguejos (UMETSU et al., 1991), larvas de insetos
(GRUBHOFFER e MATHA, 1991), carrapatos (SHARON e LIS, 1989), ourico do
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mar (YAMADA e AKETA, 1982) e insetos (YU e KANOS, 2000), onde estao
presentes principalmente na hemolinfa e 6rgdos sexuais (SHARON e LIS, 1989).
Recente publicacdo sugere que uma lectina presente em Armigeres subalbatus é
responsavel pela imunidade inata desse inseto a bactérias (WANG et al., 2004). A
lectina de Helix pomatia, uma espécie de lesma, é a mais conhecida entre as de
invertebrados, aglutinando especificamente heméacias humanas do tipo A e sendo
inibida por N-acetilgalactosamina (HAMMARSTROM, 1972).

Em vertebrados as lectinas se apresentam de duas maneiras: sollveis ou
ligadas a membranas. Uma grande variedade tem sido encontrada em diferentes
tecidos de mamiferos, aves e répteis, algumas semelhantes, outras bastante
diferentes em sua estrutura molecular e especificidade por carboidratos. Foi
também identificada a presenca de uma lectina especifica por galactose em
veneno da cobra que tem acado direta contra microorganismos gram-positivos e
gram-negativos (RADIS-BAPTISTA et al., 2006). Na pele de peixes,
especificamente, tem sido isolada uma lectina calcio dependente com funcdes
ainda ndo muito claras (SUZUKI et al., 2003).

Em seres humanos, dentre os varios tipos de lectinas existentes, uma
delas possui importancia fundamental no mecanismo de deflagracdo do sistema
complemento, o que, recentemente, modificou todo o entendimento imunoldgico
dessa cascata de proteinas, por indicar uma nova via além da classica e da via
alternativa entendidas como Unicas até entdo. Trata-se da “manose-binding lectin”
ou MBL que é capaz de disparar a fixacdo do complemento apos ligar-se a
estrutura de algum microorganismo invasor (NAUTA et al., 2004). Além disso, a
MBL possui um grande potencial em remover imunocomplexos circulantes, que
sd0 responsaveis por inumeras doencas autoimunes como o lupus eritematoso
sistémico e a artrite reumatéide (SAEVARSDOTTIR et al., 2004).
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1.2.4 Atividade Bioldgica

As células tém, sobre suas superficies, carboidratos na forma de
glicoproteinas, glicolipideos e polissacarideos. O potencial dos agucares como
moléculas de informacdo € muito grande, visto que a importancia dessas
moléculas nos processos bioquimicos era até entdo adotada como moléculas ricas
em energia ou meros elementos prostéticos. Nos ultimos 25 anos, tem havido um
namero crescente de evidéncias favorecendo o conceito de que os carboidratos
sdo elementos determinantes de reconhecimento em uma grande variedade de
processos biologicos, tanto fisiologicos quanto patologicos (VARKI, 1993;
SHARON e LIS, 1995). E é a partir dessas importantes informa¢des dadas por
essas moléculas que as lectinas exercem suas extraordinarias atividades.

Além da capacidade de aglutinar células, descrita por Stilmark em 1888,
em sua tese de doutorado (BEUTH et al., 1995), véarias outras atividades
biologicas de lectinas vegetais tém sido demonstradas. Entre estas se destacam:
inducdo da proliferacdo de linfocitos e da producédo de interferon-y (BARRAL-
NETO et al.,, 1992); estimulacdo de macrofagos e liberacdo de peroxido de
hidrogénio (RODRIGUEZ et al.,, 1992); inducdo da migracdo de leucdcitos
(BENTO et al., 1993); inducéo da liberacdo de histamina (GOMES et al., 1994);
protecdo parcial in vivo em animais infectados com Leishmania amazonensis e
reconhecimento da forma metaciclica promastigota da Leishmania braziliensis por
Bauhinia purpurea (PINTO -da- SILVA et al., 2002); inducao da producéo in vivo e
in vitro de 6xido nitrico por células peritoneais (ANDRADE et al., 1999); inducéo de
apoptose (BARBOSA et al., 2001); atividade antiinflamatdria e pré-inflamatéria de
lectinas animais e vegetais (ASSREUY et al., 1997; ASSREUY et al.,, 1999;
ALENCAR et al., 1999) atividade analgésica (SAYYAH et al., 2004), efeitos renais
em rim isolado perfundido in vitro (TEIXEIRA et al.,, 2001); interferéncia em
mecanismos parasitarios (JACOBSON e DOYLE, 1996); utilizacao de lectinas em
“‘drug delivery” (SHARMA et al., 2004; BIES et al., 2004; SMART, 2004).
Recentemente foi isolado uma lectina, galactose especifica, de um anelideo
marinho que possui atividade anti-HIV (MOLCHANOVA, et al,. 2006), além do
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poder nociceptivo da lectina isolada da alga marinha Amansia multifida (NEVES,
et al., 2007)

As lectinas tém se mostrado ferramentas poderosas tanto para propoésitos
analiticos como para pesquisas em bioquimica, biologia celular, imunologia e
areas relacionadas. Uma de suas maiores contribuicbes tem sido no
esclarecimento do papel de membranas celulares e subcelulares e na bioadesao
celular. Nesses estudos tem sido utilizadas lectinas marcadas, quer
radioativamente, quer com fluoresceina ou com imunomarcadores (RAPIN e
BURGER, 1974; LIS e SHARON, 1986; BIES et al., 2004).



2. Objetivos
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2.1 Objetivos Gerais:

v Avaliar o potencial “in vitro” da interferéncia de cinco lectinas isoladas de
sementes de Canavalia ensiformis, Canavalia maritima, Cymbosema roseum e
Acacia farnesiana, bem como a lectinas de alga marinha Hypnea cervicornis no
processo de formacdo de biofilme de bactérias do grupo estreptococos,
Streptococcus mutans UA159 e Streptococcus sanguis ATCC10556.

2.2 Objetivos especificos:

v Verificar a possivel agregacdo bacteriana através das cinco lectinas das
espécies Canavalia ensiformis, Canavalia maritima, Cymbosema roseum, Acacia

farnesiana, bem como a lectina de alga marinha Hypnea cervicornis;

v Verificar a possivel atividade antibacteriana de lectinas das espécies
Canavalia ensiformis, Canavalia maritima, Cymbosema roseum, Acacia farnesiana
e Hypnea cervicornis através do método de microdiluicdo em placa de poliestireno
(96 pocos), contra duas cepas importantes no processo cariogénico Streptococcus
mutans UA159 e Streptococcus sanguis ATCC10556;

v Verificar a interferéncia de lectinas de semente de Canavalia ensiformis,
Canavalia maritima, Cymbosema roseum e Acacia farnesiana, bem como a lectina
de alga Hypnea cervicornis, no processo de formacdo de biofilme bacteriano,
Streptococcus mutans UA159 e Streptococcus sanguis ATCC10556, em placas de

poliestireno.



3. Materiais e Métodos
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3.1 Isolamento das Lectinas

As lectinas estudadas estdo descritas na tabela 1, juntamente com sua
especificidade por carboidratos, siglas e referéncia metodoldgica (tabela 1).

A etapa da pesquisa relacionada a obtencédo das lectinas de sementes de
Canavalia ensiformis, Canavalia maritima, Cymbosema roseum e Acacia
farnesiana, bem como a lectinas de alga Hypnea cervicornis (na presenca e na
auséncia do pigmento natural) foram realizadas no Laboratério de Moléculas
Biologicamente Ativas (BIOMOL - LAB), do Departamento de Bioquimica e
Biologia Molecular do Centro de Ciéncias da Universidade Federal do Ceara.

Tabela 1: Lectinas utilizadas nos experimentos com suas respectivas especificidades por
carboidratos.

Lectinas vegetais Siglas Especificidade Referéncias
Canavalia maritima ConM Glicose/Manose Perez, et al., 1991
Cymbosema roseum CRL Manose Cavada et al., 2006
Canavalia ensiformis ConA Glicose/Manose Moreira et al., 1984
Acacia farnesiana AFL N-Acetilglicosamina Santi-Gadelha, 2005

Lectinas de algas - = -
Hypnea cervicornis HCA Mucinas Nascimento et al., 2006

Hypnea cervicornis* HCAP Mucinas Dados néo publicados

* Hypnea cervicornis complexada com pigmento natural

3.2 Bactérias

Os microorganismos foram gentilmente cedidos pelo Departamento de
Microbiologia da Faculdade de Odontologia de Piracicaba (FOP-UNICAMP) e

estdo descritos na tabela abaixo:
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Tabela 2: Microorganismos utilizados no experimento com suas respectivas cepas.

Microorganismo Cepa
Streptococcus mutans UA159
Streptococcus sanguis ATCC 10556

3.3 Curva de Crescimento

Partindo de uma cultura estoque, BHI com 20% de glicerol, os
microorganismos foram crescidos inicialmente em 10mL de BHI (Brain Heart
Infusion) por 18 horas a 37°C com 10% de CO, com um in6culo de 100uL. Apds a
ativacgao inicial, 200uL dessa cultura foram adicionados em 20 mL de BHI caldo
estéril, sempre mantendo a proporcdo de 100uL da cultura para cada 10mL de
meio estéril. O monitoramento do crescimento foi realizado retirando aliquotas de
700uL dos 20mL da cultura e observando a absorbéncia no espectrofotometro a
600nm. Apds colocar o inéculo de 200uL foi feita a primeira leitura, To (tempo
zero), a segunda leitura foi feita trés horas ap0s a primeira, pois esse intervalo
corresponde a fase ‘lag’ do crescimento bacteriano, ndo havendo assim a
necessidade de realizar monitoramento. As leituras seguintes foram feitas com
intervalos de uma hora até a absorbancia atingir valores de 0,080 unidades de
absorbancia. Em seguida, em cada leitura, era retirada da cultura mae 10uL para
fazer o plagueamento, com o auxilio da alca de Drigalski em placas de Petri,
60mm x 15mm, contendo o meio de cultura BHI — agar. Quando necessario, se
fazia diluicdo da cultura méae, na ordem de 10, 100, 1.000, 10.000 e 1.000.000
vezes, para facilitar a contagem das colénias na placa. Apés o inicio do
plagueamento as leituras no espectrofotbmetro, seguido de plagueamento, eram
feitas com intervalos de trinta minutos, pois corresponde a fase onde o
crescimento bacteriano é exponencial, fase ‘log’. Quando a absorbancia atingiu
valores constantes, as leituras foram encerradas e apdés as 18 horas de

crescimento, registra-se a ultima leitura. O ensaio foi feito em duplicata.
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As placas foram incubadas por 24 horas a 37°C com 10% de COa,.
Passado o tempo de incubacéo, elas foram retiradas da estufa e feita a contagem
do numero de colbnias. Em seguida foi feita a correcao, de acordo com a diluicao
da cultura e o volume utilizado no plagueamento, para expressar o valor em
UFC/mL. Fazendo assim uma correlacdo do valor da absorbéancia com o nimero
de coldnias por mililitros, possibilitando assim uma padronizacéo de 10® UFC/mL

para a utilizacdo nos experimentos.

3.4 Ensaio de Agregacéao Bacteriana Induzida por Lectinas.

O ensaio de agregacédo bacteriana foi realizado segundo a metodologia
descrita por Athamna e colaboradores em 2006 com algumas modificacdes.
Partindo de uma cultura estoque mantido a —80°C, BHI com 20% de glicerol, os
microorganismos foram crescidos inicialmente em 10mL de BHI (Brain Heart
Infusion) por 18 horas a 37°C com 10% de CO, com um inoculo de 100uL. Apds
essa ativacéo inicial, a cultura foi renovada em mais 10mL de BHI caldo estéril
com indculo de 100uL e crescidos nas mesmas condi¢cdes descritas acima por 18
horas. Em seguida, a cultura foi centrifugada, lavada duas vezes com tampao
fosfato 0,1M com NaCl 0,15M pH 7,2 e em seguida ajustada no espectrofotdmetro
para uma concentracédo de 10® UFC/mL, de acordo com o item 3.3. Ap6s 0 ajuste,
100pL dessa solucdo foram distribuidos em placas de ELISA (96 pocgos), em
seguida adicionados 100uL de cada uma das lectinas nas concentracdes de 100 e
200ug/mL (ensaio feito em triplicata). O monitoramento foi feito com intervalos de
uma hora durante um periodo de 18 horas no leitor de ELISA (Biotrak Il — Plate

Reader) em um comprimento de onda de 620nm.
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3.5 Ensaio de Atividade Antibacteriana

Partindo de uma cultura estoque, BHI com 20% de glicerol, os
microorganismos foram crescidos inicialmente em 10mL de BHI (Brain Heart
Infusion) por 18 horas a 37°C com 10% de CO, com um inéculo de 100uL. Apos
essa ativacdo inicial, a cultura foi renovada em mais 10mL de BHI caldo estéril
com inéculo de 100uL e crescidos nas mesmas condi¢cdes descritas acima. Essa
renovacdo foi feita para obter um microorganismo com melhor crescimento e
desenvolvimento. Em seguida, a cultura foi centrifugada, lavada duas vezes com
tampéo fosfato 0,1M com NaCl 0,15M pH 7,2 e em seguida ajustada no
espectrofotémetro para uma concentracdo de 10® UFC/mL, de acordo com o item
3.3. Apos o ajuste da concentracéo, essa solucéo de bactéria foi diluida 100 vezes
antes da utilizacdo, seguindo a proporcdo 100pL da solucdo de bactéria, 10°
UFC/mL, para cada 10mL de tampé&o.

As solucdes de lectinas foram preparadas antes da montagem da placa,
em concentracfes que variaram de 2mg/mL a 15ug/mL (Figura 7) e mantidas em
estoque até a utilizacdo. A distribuicdo na placa de 96 pocos, para cada lectina, foi
feita em dois grupos, o grupo teste, T1 e T2, e o grupo controle, C1 e C2, para
cada concentracdo de lectina, além do controle positivo e negativo de
crescimento, C+ e C-, respectivamente. No grupo teste, colocou-se 50uL da
solucdo de bactéria, preparada como descrito acima, adicionados mais 50uL da
solucéo de lectina em cada uma das concentracdes (Figura 8). No grupo controle,
colocou-se 50uL de tampéo, adicionando mais 50uL de lectina em cada uma das
concentragcfes. Esse controle foi feito devido a interferéncia da absorbancia da
lectina a 600nm, para que no final do ensaio seja possivel fazer uma diferenca da
leitura do poco teste com o poc¢o controle da mesma concentracdo da proteina e
assim isolar apenas o crescimento real da bactéria. Em seguida a placa foi
incubada por 1 hora a 37°C com 10% de CO,. Depois foram adicionados 100uL de
meio de cultura, BHI caldo, em cada um dos pocos, feita a primeira leitura a

620nm no leitor de ELISA (BioTrak Il — Plate Reader) e incubada novamente
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durante 24 horas a 37°C com 10% de CO,, e feita a segunda leitura no mesmo

comprimento de onda.

Solugdo de lectinas
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Figura 8: Representacdo esquematlca da montagem da placa de 96 pocos para o ensaio de
at|V|dade antibacteriana. (\ /) poco ndo utilizado, (O) poco que contém lectina com a bactéria e
(\ /) pogo que contém a lectina com tampéo

3.6 Ensaio de inibicdo da formacdo do biofilme bacteriano em placas de

poliestireno (96 pocos) através do tratamento com lectinas.

O ensaio de aderéncia das cepas bacterianas em placas de poliestireno
foi realizado segundo a metodologia descrita por O'toole e Kolter (1998), com
algumas adaptacfes. As solucdes de cada uma das lectinas foram testadas nas
concentracdes de 10, 100 e 200ug/mL. Apdés uma ativagdo inicial de uma cultura
estoque, a mesma foi renovada em mais 10mL de BHI caldo estéril com inéculo de
100pL e crescidos por 18 horas a 37°C com 10% de CO,. Em seguida, a cultura
foi centrifugada, lavada duas vezes com tampao fosfato 0,1M com NaCl 0,15M pH

7.2 e em seguida ajustada no espectrofotbmetro para uma concentracdo de 10°
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UFC/mL, de acordo com o item 3.3. Apés 0 ajuste da concentracdo, 100uL dessa
solucdo de bactéria foi adicionado em cada um dos pocos da placa junto com
100uL de solucdo de lectina em cada uma das concentragcdes (10, 100 e
200ug/mL) e incubadas por 2 horas a 37°C com 10% de CO,. Em seguida as
placas foram retiradas da estufa e lavadas duas vezes com &agua destilada
(Biotrak Il — Plate Wash) e depois adicionado 100uL de cristal violeta 1% por 15
minutos. Passado esse tempo o0 processo de lavagem foi repetido e a placa
colocada sob temperatura ambiente por 1 hora. Em cada poc¢o foram adicionados
100uL de alcool metilico 70% e, apdés 10 minutos, a suspenséo foi transferida para

uma cubeta de 70uL seguido de leitura a 595nm (Genequant - Pro).

3.7 Analise Estatistica

Os resultados dos testes de inibicdo da formacé&o do biofilme bacteriano
foram demonstrados através de gréaficos. A diferenca entre médias de replicatas
foi verificada através da aplicacéo do teste One-way ANOVA com Bonferroni post-
test executados com o auxilio do programa GraphPad Prism® versdo 3.00 para
Windows, Software GraphPad®, San Diego California USA. Para esses testes

foram considerados estatiticamente significativos valores de p<0.05.



4. Resultados
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4.1 Curva de Crescimento

As cepas bacterianas foram submetidas ao monitoramento do
crescimento atraves da andlise da curva de crescimento durante um periodo de 18
horas. As duas cepas apresentaram um comportamento bastante similar, sendo
gue a cepa de Streptococcus sanguis ATCC10556 teve um desenvolvimento
maior do que a cepa de streptococcus mutans UA159. Apresentau uma leitura no
espectrofotometro a 600nm (Genequant - Pro), correspondente a uma quantidade
de 10® UFC/mL, de 0,191 e 0,173 unidade de absorbancia para a cepa de
Streptococcus mutans UA159 e  Streptococcus sanguis ATCC10556,

respectivamente, (Figura 9 e 10).
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Figura 9: Curva de crescimento da cepa de Streptococcus mutans UA159
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Figura 10: Curva de crescimento da cepa de Streptococcus sanguis ATCC10556.

4.2 Agregacao Bacteriana Induzida por Lectina

As lectinas, isoladas de sementes de Canavalia ensiformis, Canavalia
maritima, Cymbosema roseum e Acacia farnesiana, bem como a lectinas de alga
marinha Hypnea cervicornis, testadas no presente estudo ndo foram capazes de
aglutinar ou agregar nenhuma das duas bactérias, Streptococcus mutans UA159 e

Streptococcus sanguis ATCC10556.

4.3 Atividade Antibacteriana (MIC)

Testes de atividade antimicrobiana foram realizadas nas cepas testadas,
Streptococcus mutans UA159 e Streptococcus sanguis ATCC10556. Os
resultados das lectinas testadas contra cada uma das bactérias estdo dispostos na
tabela 3 e 4.

As duas cepas testadas nesse estudo foram susceptiveis a lectina
isolada de sementes de Canavalia ensiformis, apresentando uma inibicdo de
100% do crescimento até uma concentracdo de 125ug/mL, correspondendo ao
MIC (concentracdo minima inibitoria) desta lectina (tabela 3 e 4). A lectina isolada

de sementes de Canavalia maritima apresentou apenas uma inibicdo de 50% do
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crescimento da cepa de Streptococcus sanguis ATCC10556 nas concentracdes de
1000 e 500ug/mL (dados ndo apresentados), ou seja, apresentando uma diferenca
estatistica em relagéo ao controle, cepa ndo tratada com lectina (tabela 3). Todas
as outras lectinas nao apresentaram qualquer sinal de inibicdo do crescimento

contra as cepas testadas (tabela 3 e 4).

Tabela 3: Concentragdo minima inibitéria das cinco lectinas testadas com Streptococcus sanguis
ATCC10556.

Lectinas

CRL ConA ConM HCA HCAP AFL
1000ug/mL 0,809 0,000 0,578 1,137 1,175 0,942
500pg/mL 0,884 0,000 0,543 1,166 1,162 0,927
250pg/mL 0,855 0,000 1,058 1,189 1,067 1,051
125ug/mL 0,917 0,000 1,021 1,071 1,119 1,002
62,5ug/mL 0,984 0,519 1,058 1,074 1,119 1,005
31,2ug/mL 0,826 0,775 0,904 1,049 0,95 0,866

Tabela 4: Concentracdo minima inibitéria das cinco lectinas testadas com Streptococcus mutans
UA159.

Lectinas

CRL ConA ConM HCA HCAP AFL
1000pg/mL 0,697 0,000 0,861 0,703 0,791 0,635
500ug/mL 0,56 0,000 0,692 0,692 0,825 0,652
250ug/mL 0,629 0,000 0,878 0,718 0,82 0,665
125pg/mL 0,595 0,000 0,925 0,621 0,791 0,506
62,5ug/mL 0,635 0,801 0,796 0,697 0,734 0,562
31,2ug/mL 0,497 0,794 0,838 0,718 0,741 0,569

4.4 Inibicao da formacao de biofilme bacteriano em placas de 96 poc¢os de

poliestireno através do tratamento com a lectinas.

A lectina a ser testada foi submetida aos ensaios de inibicdo da adeséao
bacteriana em placas estéreis de poliestireno (ELISA) e quantificadas por meio de
uma coloracdo do biofilme bacteriano utilizando cristal de violeta a 1%,
desenvolvida por O’toole G.A. & Kolter, R. em 1998. Percebe-se através das

figuras abaixo que todas as lectinas testadas, Canavalia maritima, Cymbosema
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roseum e Hypnea cervicornis, com excecao da lectina de Canavalia ensiformis,
foram capazes de inibir a formacéo do biofilme experimental (figura 11 a 16) das
duas cepas bacterianas testadas, Streptococcus mutans UA159 e Streptococcus
sanguis ATCC10556. A inibicdo da formacgao de biofilme foi mais expressiva em
Streptococcus mutans UA159 quando se utiliza lectinas especificas por
glicose/manose, em especial a lectina de Cymbosema roseum que apresenta uma
atividade inibitéria alta mesmo numa concentracdo de 10ug/mL, chegando a inibir
totalmente a formacgao biofilme nas concentragdes de 100 e 200ug/mL (Figura 12).
Entretanto essas lectinas ndo apresentam esse mesmo potencial contra a cepa de
Streptococcus sanguis, com excecao da lectina de Canavalia maritima (Figura 11).
A lectina de Hypnea cervicornis apresenta uma consideravel inibicdo das duas
cepas, principalmente contra Streptococcus sanguis, onde dose resposta € bem
representada (dados nao apresentados). N&o apresentando uma diferenca
significativa, de acdo contra os biofilmes, entre a presenca e auséncia do

pigmento natural na lectina (Figura 13 e 14).

A lectina de Acacia farnesiana, especifica por N-acetilglicosamina,
apresentou uma inibicdo consideravel na formacdo do biofilme da cepa de
Streptococcus mutans, sendo mais efetiva na concentracdo de 200ug/mL. Com
relacéo a formacéao do biofilme da cepa de Streptococcus sanguis, a lectina acima
citada, demonstrou ser bastante efetiva, apresentando uma dose-resposta
bastante expressiva, chegando a inibir 99,99% na maior concentracdo (Figura 15
e 16).
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Figura 11: Inibicdo da formacdo de biofilme da cepa de Streptococcus sanguis ATCC10556 em
placa de poliestireno através das lectinas especificas a glicose/manose nas doses de 10ug/mL,
100pg/mL e 200upg/mL, Canavalia ensiformis (ConA10, ConAl100 e ConA200), Cymbosema
roseum (CRL10, CRL100 e CRL200) e Canavalia maritima (ConM10, ConM100 e ConM200). (*)
Estatisticamente significante em relacdo ao controle positivo. (**) Estatisticamente significante em
relacdo a ConA, da mesma concentracdo. (***) Estatisticamente significante em relacdo a CRL, da

mesma concentracao.
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Figura 12: Inibicdo da formacao de biofilme da cepa de Streptococcus mutans UA159 em placa de
poliestireno através das lectinas especificas a glicose/manose nas doses de 10ug/mL, 100ug/mL e
200ug/mL, Canavalia ensiformis (ConA10, ConA100 e ConA200), Cymbosema roseum (CRL10,
CRL100 e CRL200) e Canavalia maritima (ConM10, ConM100 e ConM200). (*) Estatisticamente
significante em relacéo ao controle positivo. (**) Estatisticamente significante em relagdo a ConA ,

da mesma concentrag&o.
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Figura 13: Inibicdo da formacdo de biofilme da cepa de Streptococcus sanguis ATCC10556 em
placa de poliestireno através da lectina de Hypnea cervicornis nas doses de 10ug/mL, 100ug/mL e
200ug/mL, especifica por carboidrato complexo. Fazendo uma analise da diferenga estatistica
entre a lectina na presenca e na auséncia de um pigmento natural, HCAP e HCA, respectivamente.
(*) Estatisticamente significante em relacdo ao controle positivo.
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Figura 14: Inibicdo da formacao de biofilme da cepa de Streptococcus mutans UA159 em placa de
poliestireno através da lectina de Hypnea cervicornis nas doses de 10pg/mL, 100pg/mL e
200ug/mL, especifica por carboidrato complexo. Fazendo uma andlise da diferenca estatistica
entre a lectina na presenca e na auséncia de um pigmento natural, HCAP e HCA, respectivamente.
(*) Estatisticamente significante em relagdo ao controle positivo. (**) Estatisticamente significante
em relagdo a HCA, na mesma concentracao.
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Figura 15: Inibicdo da formacdo de biofilme da cepa de Streptococcus sanguis ATCC10556 em
placa de poliestireno através da lectina de Acacia farnesiana nas doses de 10ug/mL, 100ug/mL e
200ug/mL, especifica por N-acetiglicosamina. (*) Estatisticamente significante em relacdo ao
controle positivo. (**) Estatisticamente significante em relacdo a AFL 10pg/mL. (***)

Estatisticamente significante em relagdo a AFL 100pg/mL.
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Figura 16: Inibicdo da formacao de biofilme da cepa de Streptococcus mutans UA159 em placa de
poliestireno através da lectina de Acacia farnesiana nas doses de 10ug/mL, 100pg/mL e 200pg/mL,
especifica por N-acetiglicosamina. (*) Estatisticamente significante em relagdo ao controle positivo.
(**) Estatisticamente significante em relagdo a AFL 10ug/mL. (***) Estatisticamente significante em

relacdo a AFL 100ug/mL.
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O desenvolvimento de agentes terapéuticos com potencial de
interferéncia na colonizacdo do dente por organismos cariogénicos é uma das
primeiras estratégias para a reducédo da incidéncia de doencas dentais (BOWEN,
1999). Assim, observa-se um crescente nimero de descobertas de produtos
naturais que possuem propriedades anti-placa contra organismos cariogénicos
(SOUTHARD et al.,, 1984; MOSADOMI, 1987; SAKANAKA et al.,, 1989). Uma
possibilidade € o uso de agentes que interferem diretamente na habilidade de
ligacdo da bactéria nos tecidos, que consiste no evento inicial para que ocorra a
infeccdo (OFEK et al., 1996). As bactérias podem interagir com a pelicula
adquirida através de uma série de mecanismos especificos, dentre eles a
interacdo do tipo lectina envolvendo as adesinas localizadas na superficie
bacteriana e o0s receptores da pelicula (SHARON e OFEK, 2000). Outro
mecanismo utilizado pelas bactérias para formacdo de biofilmes € através da
inducdo da sintese de proteinas especificas necessarias para a colonizacao da
superficie bidtica ou abidtica (O'TOOLE e KOLTER, 1998). Segundo Costerton
(1995) existe uma diferenca no conjunto de proteinas sintetizadas durante o
crescimento do biofilme versus cepa planctonica.

Muitos agentes terapéuticos vém sendo estudados com o objetivo de
reduzir os niveis de estreptococos orais. A clorexidina, como um representante
oficial, tem-se demonstrado efetiva e segura em seus resultados (PUCHER e
DANIEL, 1992; JENKINS et al, 1993; RENTON-HARPER et al., 1999;
HILDEBRANDT, 1996). Entretanto, os efeitos colaterais, tais como alteracfes de
paladar, gosto desagradavel, inflamacdo gengival e manchamento dental, sao
ainda motivos de preocupacédo (BOWDEN,1996). Devido a estes efeitos colaterais,
as pesquisas realizadas estdo buscando basicamente, compostos com efeitos
terapéuticos similares a clorexidina, com uma menor inducéo de efeitos colaterais.
Ja foi demonstrado que extratos hidroalcodlicos de Matrichara camomila e mirra
exibem efeitos comparaveis a clorexidina sobre microorganismos anaerébios
(MATOS, 1997). Também foi demonstrada a acdo antimicrobiana contra bactérias
cariogénicas de flavonas extraidas de plantas como Artocarpus heterophyllus e a

Sophora exigua contra lactobacilos e actinomicetos (BANDEIRA, 1999;
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TSUCHIYA, 1999). Além do 6leo essencial de Melaleuca alternifolia, uma mirtacea
australiana, demonstrou efetividade “in vitro” contra véarias cepas de estreptococos
orais (KIM, 1997), sendo que da Camelia sinenses é extraido um polifenol
(sunfenon), que apresenta efeito inibitério sobre a producdo de glucanos
insoluveis produzidos pelas glicosiltransferases de S. mutans e S. sobrinus
(KASHKET, 1985). O extrato aquoso de alho mostrou inibicdo da sintese de
proteinas, de acidos nucléicos e de lipideos de Candida albicans, traduzindo-se
também um potente efeito fungicida (ADENTUMBI et al.,1986).

Embora ainda n&o se saiba a real func&o das lectinas nos vegetais, 0 uUso
dessas proteinas como ferramenta biol6gica ja é mundialmente aceito com
aplicacbes em diversas areas. A exemplo disso temos temos trabalhos récem
publicados utilizando uma Galectina (lectina especifica por 8-galactose) envolvida
no processo de fibrose hepatica humana, com o papel de ativacdo de macrofagos
e sintese de colageno (NISHI et al., 2007), além de uma lectina, especifica por N-
acetil-D-glicosamina, isolada de um anélideo marinho, Serpula vermicularis, que
possui uma atividade contra o virus HIV (virus da imunodeficiéncia), atuando na
inibicdo da producao do antigeno viral p24 (MOLCHANOVA et al., 2006). Algumas
lectinas também possuem uma grande atividade antiinflamatéria, capazes de
reverter processos inflamatoérios severos de cistite hemorragica, um efeito colateral
em tratamentos de certos tipos de cancer com ciclofosfamida (ASSREUY et al.,
1999) e outra utilizada na caracterizacédo da natureza carboidratica de biofilmes de
Pseudomonas aeruginosa através de marcacdo da lectina com FITC
(STRATHMANN et al., 2002). Mesmo em areas aplicadas, como medicina e
agricultura, varias lectinas tém sido patenteadas nos ultimos anos em utilizacdes
das mais variadas, que vao da utilizacdo em cancerologia para algumas (ZUZAK
et al., 2006) a capacidade inseticida para outras (DUTTA et al., 2005).

Apesar de todas essas linhas de pesquisa, poucas publicacdes tém
aplicacdo direta de lectinas como insumo profildtico em patologias orais
dependentes da formacao do biofilmes como a céarie e a doenca periodontal. A
primeira tentativa de associar essas proteinas a doencas orais foi em 1983 com

uma publicacéo de Gibbons e Dankers em 1983. Antes desse trabalho o que se
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verificava era a tentativa de inibir a agregacdo bacteriana provocada por
componentes salivares com o intuito de se estudar a natureza dos receptores
envolvidos, e exemplifica-se muito bem isso com os trabalhos que utilizam a WGA
(MIRTH et al., 1979) e ConA (MIRTH et al., 1981). Dentro desse contexto, mais de
dez anos depois, em 1994 SIMINONATO e colaboradores verificaram que a
lectina de batata (Solanum tuberosum lectin) desempenha importante papel na
colonizacdo de Streptococcus salivarius a superficies epiteliais. Atualmente alguns
trabalhos demonstram “in vitro” alguma potencialidade das lectinas como
ferramenta profilatica na formacdo de biofilmes orais de cepas importantes no
processo carioso (TEIXEIRA et al., 2006).

Estudos anteriores mostram que a interacdo das lectinas com as
bactérias € uma importante ferramenta para diagnostico de laboratorio (DOYLE e
KELLER, 1986). Recentemente, Athamna e colaboradores (2006) utilizaram 23
diferentes lectinas para identificar diferentes espécies de micobacterium, por um
simples teste de aglutinacdo. Nos resultados obtidos através do protocolo utilizado
nessa dissertacdo, nenhuma das lectinas testadas, mesmo tendo diferentes
especificidades, foi capaz de aglutinar ou agregar as cepas bacterianas utilizadas.

Groppo e colaboradores (2002) avaliaram “in vivo” a atividade
antimicrobiana de solucbes a base de alho (Allium sativum), 6leo de melaleuca
(Melaleuca alternifolia) e clorexidina sobre microrganismos totais e estreptococos
do grupo mutans, concluindo que as trés solugcbes promoveram reducdes
favoraveis, ndo havendo diferenca estatistica no efeito comparativo entre elas.
Desta forma, sugere o autor, que apesar do alho apresentar efeitos indesejaveis,
esta solucédo assim como o 6leo de melaleuca, pode ser usado como alternativa a
clorexidina. A aplicacdo de lectinas como agentes antimicrobianos ainda é uma
pretenséo recente, pois o primeiro trabalho verificado com esse tipo de acéo é de
1997, onde Majumder e colaboradores demonstram a atividade antimicrobiana de
uma lectina, especifica por N-acetilgalctosamina, contra cepas de Bacillus cereus
e Escherichia coli atuando na inibicdo da respiracdo enddgena da bactéria, além
de uma lectina galactose especifica induzir a morte celular sobre espécie do

género Candida (KOHATSU, et al., 2006). No presente estudo a lectina isolada de
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sementes de Canavalia ensiformis demonstra uma atividade antimicrobiana contra
Streptococcus sanguis ATCC10556, uma bactéria que faz parte flora microbiana
normal da cavidade oral (HARDIE e BOWDEN, 1974), e também contra
Streptococcus mutans UA159, cepa cariogénica propriamente dita, ou seja, que
possui a capacidade de producdo de acidos (UZEDA, 2002). Essa lectina
apresentou ativa numa concentracdo minima inibitéria do crescimento (MIC) de
125pg/mL, ou seja, até essa concentracdo, a lectina citada inibe 100% do
crescimento dessas bactérias (tabela 3 e 4). Fazendo um comparativo da acéo da
lectina de Canavalia ensiformis com o trabalho publicado por Kohatsu, em 2006
com uma lectina especifica por galactose, citado anteriormente, nos leva a sugerir
gue a lectina de Canavalia ensiformis esta se ligando a um sitio, presente na
parede celular da bactéria, que contém um residuo de glicose ou manose
impedindo que a parede celular seja sintetizada no momento da diviséo celular,
fissdo binaria, fazendo com que a bactéria aumente de tamanho até a parede
celular perder a elasticidade culminando no rompimento da mesma, com um
extravasamento do meio celular para o exterior, um efeito semelhante ao causado
pela penicilina.

A lectina isolada de sementes de Canavalia maritima apresentou uma
diminuicdo 50% da viabilidade da cepa de Steptococcus sanguis ATCC10556 nas
concentragcfes de 1000 e 500ug/mL (tabela 3), ndo tendo nenhuma acgéo contra a
cepa de Streptococcus mutans UA159 (tabela 4). Como ja demonstrado por
Alencar (2005) que a lectina de Lonchocarpus sericeus apesar de ndo possuir
atividade antimicrobiana, essa proteina age diminuindo a viabilidade das bactérias
da cavidade peritoneal. As lectinas de Canavalia maritima e Canavalia ensiformis
mesmo apresentando uma alta similaridade, no que diz respeito a seqiéncia
primaria (PEREZ, et al., 1991), demonstraram ter uma atividade microbioldgica
completamente distinta, assim como demonstrado em alguns trabalhos ja
publicados, que lectinas com alto grau de similaridade, mesma especificidades por
acucar, possuem propriedades biolégicas diferentes (BENTO, et al., 1993,
RODRIGUEZ, et al., 1992 e BARRAL-NETTO, et al., 1992).
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Diversas observagdes sugerem que a formacdo de biofilmes bacterianos
em superficies abibticas se processa inicialmente com uma simples interacdo
eletrostatica entre a bactéria e a superficie na qual sera formado o biofilme, apés
esse evento, ocorre uma inducdo da sintese de proteinas especificas necessarias
para a colonizagéo propriamente dita, onde estdo evolvidos eventos de interagéo
superficie — bactéria e bactéria — bactéria (TIMMERMAN et al., 1991; DUFRENE
et al., 1996 e O'TOOLE e KOLTER, 1998). Diferentemente do que sugere o
estudo desenvolvido por Teixeira em 2006, mostrando que lectinas foram capazes
de inibir formacao do biofilme apenas por competicdo por sitios carboidraticos
especificos localizados na pelicula adquirida do esmalte com as adesinas das
bactérias, os resultados encontrados nesse trabalho apontam as lectinas como um
possivel inibidor da sintese protéica necessaria para formacao inicial do biofilme
bacteriano, além do efeito ja citado por Teixeira em 2006. Os dados apresentados
corroboram com diversos artigos em que relatam a inibicdo da atividade
ribossémica, inibicdo da sintese protéica, causada por algumas lectinas (KOZLOV,
et al., 2006 e STIRPE, et al., 2007), além do trabalho publicado por O’'toole (1998),
gue demonstra a capacidade da tetraciclina, antibidtico inibidor da sintese
protéica, reduzir consideravelmente a formacdo do biofilme bacteriano sem
diminuir a viabilidade celular. Ou seja, as lectinas utilizadas nesse trabalho,
provavelmente, foram internalizadas pelas bactérias, a fim de serem
metabolizadas, efeito pré-biotico, tiveram afinidade por um acucar presente na
superficie do ribossomo que inibiu o processamento do RNAm, consequentemente
a formacdo de algumas proteinas necessarias para a formacdo do biofilme
bacteriano.

Os dados demonstram claramente que existe uma correlacdo entre 0s
resultados obtidos. A lectina de Canavalia ensiformis, que apresentou uma forte
atividade antibacteriana, contra Streptococcus mutans e Streptococcus sanguis,
foi a Unica que ndo apresentou atividade na inibicdo da formacdo do biofilme
bacteriano, provavelmente por apresentar uma maior afinidade a um carboidrato,
glicose ou manose, presente na parede celular, permanecendo assim ancorada ao

lado externo da bactéria, causando assim o efeito antimicrobiano.
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Os dados encontrados apontam para um potencial anticarie das lectinas
sendo possivel a utilizacdo destas moléculas como ferramenta biolégica tanto
como agente antimicrobiano como também na inibicdo da formacéo de biofilmes
bacterianos.

Novos estudos com um maior aprofundamento da atividade dessas
proteinas, com outras especificidades, assim como a utilizacdo de modelos de
biofilmes que mimetizam o ambiente da cavidade oral com uma maior fidelidade,
passando para a experimentagao “in vivo”, seguindo com testes de citotoxicidade
confluindo para protocolos em humanos, sdo a linha natural que se buscara a
partir de entdo, na tentativa de inserir uma ou mais lectinas como insumo

profilatico na prevencéo da carie e da doenca periodontal.
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Concluimos nesse estudo que as lectinas isoladas de sementes,
Canavalia maritima, Cymbosema roseum e Acacia farnesiana, bem como a
lectinas de alga marinha Hypnea cervicornis foram capazes de inibir a formagéo
do biofilme das duas cepas testadas, Streptococcus sanguis ATCC10556 e
Streptococcus mutans UA159. Contudo somente a lectina de ConA, Canavalia
ensiformis, foi capaz de inibir ou matar os microorganismos estudados. N&o
sendo, nenhuma das lectinas testadas, capaz de aglutinar ou agregar as cepas de
Streptococcus sanguis ATCC10556 e Streptococcus mutans UA159.
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