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RESUMO

A cérie dentaria € uma doenca que resulta da og@&oade trés factores:
bactéria, dieta e susceptibilidade dos dentes, goe,conjunto, promovem a
desmineralizacdo de tecidos dentarios. Apesar dpleaidade e diversidade da
flora oral, Streptococcus mutane Streptococcus sobrinusdo 0s principais
patogénicos envolvidos no desenvolvimento destagioem humanos. Por isso,
0s métodos de controlo desta doenca tém subjacecdatrolo da viabilidade e
dos factores de viruléncia destas duas espéciengcatamente presenca do
enzima glucosiltransferase, capacidade de formafilrbes e a capacidade
acidogénica.

Com o objectivo de investigar o potencial anti-eatée extractos aquoso e
metanolico ddPlectranthus barbatue Plectranthus eckloniiassim como de &cido
rosmarinico, investigou-se o efeito destes extsActonposto no crescimento,
viabilidade e factores de viruléncia 8e mutang S. sobrinusO efeito inibitério
no crescimento e viabilidade destas espécies fiaao através da determinacao
de concentragdo minima inibitéria (MIC) e concegfica minima bactericida
(MBC), respectivamente. Os valores de MIC variagem0,2 a 8,4 mg/mL e os
valores de MBC variaram de 0,6 a 12,5 mg/mL, comabsres mais baixos para o
extracto metandlico e os mais alto para o acidefédo dos extractos e do acido
rosmarinico nos factores de viruléncia foi avaliadonivel do efeito inibitério na
actividade de GTF, na formacédo e viabilidade ddilbne e na capacidade
acidogénica destas espécies. O efeito inibitériaatidade de GTF d8. mutans
foi calculado através do valor desl{Csendo que estes valores variaram de 1,6 a
3,9 mg/mL. O efeito inibitorio na formacao de biiwfe apresentou valores des§C
entre 0,12 — 2,7 mg/mL e no biofiime formado apnése valores de 1§ de
remocao de biofiime entre 0,6 e 9,0 mg/mL. O efailbitorio na capacidade

acidogénica destas duas espécies também foi arddisa
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ABSTRACT

Dental caries is a disease that results from ttexaantion of three factors:
bacteria, diet and susceptibility teeth. Togethtwese three factors promote
demineralization of tooth tissues. Despite the demfy and diversity of oral
flora, Streptococcus mutanand Streptococcus sobrinuare main pathogens
involved in the development of this disease in hagnalherefore, methods to
control this disease have underlying control of rability and virulence factors
of these two species, namely the presence of thgnmen glucosiltransferase,
ability to form biofilms and the acidogenic potexti

In order to investigate the potential anti-cari€sagueous and methanolic
extracts of Plectranthus barbatuandPlectranthus ecklonjias well as rosmarinic
acid, we investigated the effect of these extractsmpound on growth, viability
and virulence factors @. mutansndsS. sobrinusThe inhibitory effect on growth
and viability of these species was evaluated byerdghing the minimum
inhibitory concentration (MIC) and minimum bactedi&l concentration (MBC),
respectively. MIC values ranged from 0.2 to 8.4/nmgl and MBC values ranged
from 0.6 to 12.5 mg / ml, with the lowest values floee methanol extract and the
highest for the acid. The effect of the extractd amsmarinic acid in virulence
factors was assessed through the inhibitory efiacGTF activity, the formation
and viability of the biofilm and the acidogenic eotial. The inhibitory effect on
GTF activity of S. mutansvas calculated through the syCvalue, which ranged
from 1.6 to 3.9 mg / ml. The inhibitory effect oilofilm formation presented I§5
values between 0.12 to 2.7 mg / ml and the bioftimmed presented values of
ICs5o of removing biofilm from 0.6 to 9.0 mg / ml. Thehibitory effect on the

acidogenic potential was also verified.
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INTRODUCAO GERAL E REVISAO BIBLIOGRAFICA 2009

1.1.1. CARIE DENTARIA

[.1.1.1. Natureza da Doenca

A carie dentaria é a doenca oral mais comum e armezausa de
danificacdo dos dentes e subsequente perda dosom¢Anddyet al, 1992). Esta
doenca que € de incidéncia mundial, resulta de tooepso patolégico onde
ocorre uma interac¢do entre as bactérias que zalonou infectam a superficie
dos dentes com os constituintes da dieta, normaénesacarose. Este processo
patolégico d4 origem a uma placa dentaria que pesgacidades cariogénicas,
por isso 0 aparecimento da placa dentaria € a panewidéncia clinica desta
doenca. Trata-se de uma doenca infecciosa dependkntaparecimento de
determinados microrganismos na flora oral — baatércariogénicas. Estas
bactérias estdo envolvidas no processo de les@mgénica, pois, para além de
serem capazes de formar um biofilme dentério, myesa capacidade de produzir
acidos a partir da fermentacéo dos aclcares pevesi da dieta (Bowen, 2002).
Estes acidos, em especial o &acido lactico, desermad processo de
desmineralizacdo dos dentes, o que leva a degirdigé tecidos dentarios, tais
como o0 esmalte, a dentina e o cimento.

De entre as varias bactérias presentes na florh asaespécies de
streptococci mutans(MS, do inglés, mutans streptococki participam no
desenvolvimento inicial e na subsequente manuterdzidesdo cariogénica
(Loesche, 1989), o que faz destas os principaistagegyatogénicos envolvidos
nesta doenca. A grande relevancia destas espéciesofogia da carie dentaria
esté estritamente relacionada com os seus faatergsuléncia, nomeadamente os
gue estdo directamente envolvidos na capacidadeordeacdo do biofilme e

producao de acidos (Bowen, 2002).
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A natureza e elevada incidéncia desta doenca arahf recair sobre ela

uma série de investigacbes com vista a reduzia@nsidéncia e prevaléncia.

1.1.1.2. Desenvolvimento da Doenca

O processo de formacdo da carie dentéria € camacter por uma fase
inicial de desmineralizacéo do tecido dentario neaigerno, causada pelos acidos
produzidos através da fermentacdo dos acUcarexrpemtes da dieta, pelos
microrganismos presentes no biofilme dentario (Mafk999).Por sua vezp
desenvolvimento da mesma depende directamente des vBactores ditos
primarios, por isso esta doenca apresenta um eandutitifactorial. Os factores
primarios sdo factores essenciais a formacao @m leariogénica, tais como o
hospedeiro (anatomia dos dentes), a flora micrabnmesente no biofilme e a
dieta alimentar, sugeridos no modelo proposto peyes em 1962ir{ Lima,
2007). No entanto, em 1983 Newbrum sugeriu queta e®delo deve ser
acrescentado o factor tempo, uma vez que o proadsstesenvolvimento da
doenca nédo é instantandn (ima, 2007). Como tal, estes quatro factores estédo
incluidos no modelo de formacéo e subsequente dalsénento da carie dentaria
(Figura 1).

tempo

denta suscetivel

. carie

dieta

microrganismos

Figura 1: Caracter multifactorial da carie dentaria: os puafactores primarios

envolvidos na formagéo e desenvolvimento da mekmsa( 2007).
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Segundo este modelo, a lesdo cariogénica inictasea formacdo de uma
placa dentaria, pelas bactérias cariogénicas. Bsiaerias formam um biofilme
complexo, onde se acumulam &cidos provenientesedabwlismo de hidratos de
carbono da dieta. A producéo destes acidos prom@xeessiva desmineralizacao
do esmalte dentario, o que causa um desequilibrm aiclo de
desmineralizacdo/remineralizagdo, que ao longoedapo, podera culminar no
aparecimento de lesdes cariogénicas (Lima, 2007).

Contudo, o desenvolvimento da cérie dentéria tamtiépende de factores
secundarios. Estes factores estdo relacionadosasonaracteristicas da saliva,
nomeadamente a velocidade do seu fluxo e os semgorentes (Weyne, 1992).
O fluxo da saliva pode influenciar a concentracactdriana presente, na medida
em que um maior fluxo conduz a uma menor conceidrade bactérias na
cavidade oral (Valdevite, 2007). Além disso, a cosigo da saliva confere-lhe a
capacidade de proteccdo, nomeadamente funciona tampedo, participa na
formacdo de uma pelicula que recobre o esmaltéderd possui enzimas que
fazem a digestdo do amido e da sacarose (Vald2oia).

Porém, o possivel aparecimento da céarie dentaria estritamente
relacionado com a placa dentaria, logo dependegestes agressivos e de varios
fendbmenos associados ao crescimento do biofilmie, damo a alteracdo da
composicdo da espécie predominante e/ou dos nefsieRor isso, o controlo da
formacdo e desenvolvimento da placa dentaria é camgmo mais eficaz na

prevencéo da progresséao desta doenca.
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.1.2. PLACA DENTARIA

1.1.2.1. Definicdo de Placa Dentaria

A placa dentaria € um complexo e tipico biofiimetbeaano formado pela
acumulacéo de bactérias da flora oral, firmemdgselas umas as outras, sobre a
superficie dos dentes. Esta placa estd envolvidatiobbgia da carie dentaria
(Sbordone e Bortolaia, 2003) e de outras doencas, deds comoa gengivite
cronica (Addyet al, 1992), a periodontite e a periimplantit€b6rdone &
Bortolaia, 2003)

Um biofilme pode ser definido como uma comunidad@olica com
elevado grau de organizagdo, onde a flora micrabitorma comunidades
estruturadas, coordenadas e funcionais. Estas d¢dad@s biologicas encontram-
se imobilizadas numa superficie e embebidos nuntazneaiganica produzida por
elas proprias (Sunthalingam & Cvitkovitch, 2005)eriro desta associacao
complexa, 0s microrganismos apresentam propriedatitEsentes das que
apresentam na fase planctonica (livre), nomeadamaaipriedades fisioldgicas,
menor susceptibilidade ao agente antimicrobiandégraccdo com o tecido
hospedeiro e resposta imunolégicab@rdone & Bortolaia, 2003)Portanto a
formacdo do biofilme requer capacidades de autarizgcdo e resisténcia a
perturbacdes ambientais, sendo que cada membe aesunidade deve ser mais
eficiente na associacdo do que isoladamente e msponder as alteracdes do

meio como uma unidade.
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1.1.2.2. Formacédo de Placa Dentéria

A formacao da placa dentaria ocorre em funcdo de sequéncia de eventos
gue definem trés estados distintos: formacao daysaladquirida, colonizacdo da
superficie do dente e maturacdo do biofilme (Burt@97). A formacdo da
pelicula adquirida da-se através da adsorcdo afgupedentaria de proteina e
glicopoteinas presentes na saliva e algumas makexcretadas pelas bactérias,
formando um filme no esmalte dentario. Uma vez fmtena pelicula adquirida,
pode ocorrer a colonizacdo da superficie dos demeles bactérias da flora oral
gue depois desenvolvem um biofilme complexo e symge maturacdo do

mesmo (Figura 2).

(a) Primary colonizers (b) Microcolonies

S

l l

C_c?nditi oning film - am—
| Substratum | |

Cell division

(c) Secondary colonizers (d)
Single cell Coaggregate Group of cells
— @] i i
i 0 O
Coadhesion Coadhesion Coadhesion

| Substratum | | Substratum |

TRENDS in Microbiclogy

Figura 2: Diagrama de formacdo do biofilme dentario: (a)ooizagcdo primaria; (b)
formacdo de micro-cdlonias; (c) co-adesdo das alifes espécies e (d) divisdo celular das
espécies envolvidas do biofilme e subsequentedmride um biofilme misto com caracteristicas
proprias(Rickardet al, 2003).
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A colonizacdo da-se em trés fases: (1) adeséo sigeér (2) adesao
irreversivel e (3) co-adesdo. Adesédo reversivebaetérias orais a superficie
sélida do dente da-se através de interaccBesdiigoals entre a superficie da
célula bacteriana e a pelicula adquirida, crianta area de fraca taxa de atraccao
(Marsh, 2004). Ap6s a adesao reversivel ocorreraasicdo desta a adeséao
irreversivel, através da interaccdo entre molécuwapecificas presentes na
superficie das células bacterianas (adesinas) eptmres complementares na
pelicula adquirida (Lamont & Jenkinson, 2002). Aactérias da flora oral
normalmente possuem mais do que um tipo de adesmmssuas membranas
celulares e, por isso, podem estar envolvidas eftiptag interac¢des tanto com
receptores do proprio meio como com receptoresutita bactérias (co-adesao)
(Marsh, 2004). A co-adesao envolve receptores dsima com elevado grau de
especificidade inter-espécies (inter-bactéria®va b um aumento na diversidade
do biofilme e formacgé&o de estruturas de morfolagvailgar (Kolenbrandeet al,
2000). Esta etapa é crucial para o funcionamentoiafdme dentario, pois a co-
adeséo facilita a organizacéo funcional da placéade, uma vez que as bactérias
se envolvem numa série de interac¢Oes bioquimintegé@nicas e sinérgicas.
Destas interaccdes resulta uma maior eficiéncialmdéita ao nivel da cadeia
alimentar e, até mesmo, ao nivel da sobrevivéiaagh, 2004).

Depois da colonizacéo dos dentes, da-se a mudtqdlic de microrganismos
por divisdo celular, o que resulta num confluentescdmento e, eventual,
aparecimento de um biofilme constituido por umatucal mista que,
espacialmente e funcionalmente, estd organizada mstnutura tridimensional. A
producdo de polimeros resulta na formacdo de untdaznextracelular complexa
constituida por glucanos insollveis e solUveis;thmos e heteropolimeros. Esta
matriz € comum nos biofiimes e tem um papel funddatena integridade
estrutural do biofilme e, além disso, esta matodepser biologicamente activa na

medida em que retém nutrientes, agua e enzimaaramtais (Allison, 2003).
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Uma vez estabelecido o biofilme dentario, a miomaflresidente mantém-
se relativamente estavel ao longo do tempo, gadmtia sobrevivéncia das

colénias em ambientes instaveis.

[.1.2.3. Funcdes de Placa Dentéria

Enquanto um tipico biofilme, a placa dentaria pposemo principal funcao
a proteccao das ceélulas bacterianas. Para além disge garantir a manutengao
das células imobilizadas, garantir a estruturantedisional e serve de barreira
contra a penetracdo de agentes agressivos. A alesabilidade que o biofilme
proporciona esta directamente ligada a diversasagans proporcionadas pelo
mesmo, nomeadamente a melhor comunicacdo entre éhdasg melhor
proliferagdo das células, maior capacidade metzy&icesso a recursos que nao
podem ser utilizados por células individuas e nreltlefesa contra agentes
antagonicos (Leitest al, 2001).

Engquanto sistema inserido na cavidade oral, aapientaria podera ter
duas fungdes antagonicas, ser benéfica ou pat@géhicaracter benéfico da placa
dentaria é normalmente desconhecido, uma vez que a&sociada de imediato as
situacdes patologicas. Mas ao contrario do quessay a colonizacdo microbiana
dos dentes que da origem a uma placa bacteriamageodenéfica, na medida em
gue contribui para a defesa da cavidade bocal x@strorganismos patogénicos,
através da competicdo. No entanto, o caracter @aitog manifesta-se quando
ocorrem perturbacdes na homeostase microbial devalteracdes num parametro
considerado critico no que diz respeito a manutedeZestabilidade ecoldgica.

A homeostase da cavidade oral é regulada por ajgandsnetros, tais como
a integridade das defesas do hospedeiro (por egremgluxo da saliva) e a
composicado da dieta (Marsh, 2006). Portanto, oegpaento de lesdes ocorre
guando ha perturbacbes destes parametros devidesadps ecologicas, 0 que

provoca um desequilibrio dos processos fisico-qudsniorais, que por sua vez,




CAPITULO | - 2009

estd associado a modificacbes da composicdo eidactes metabdlicas da
comunidade que define o biofilme (Burne, 1998) (Fag3).

Major
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Figura 3: Representacdo esquematica da relacédo entre @ éstaéfico - patogénico da
placa dentaria. Aumento de nimero do microrganigatmgénico devido ao aumento das

pressdes ecoldgicas (Marsh, 2006).

No caso da cérie dentaria o desequilibrio fisiciorigo ocorre devido a
pressbes ecoldgica que incluem uma dieta rica €rwaags, condicdes de baixo
pH e baixo fluxo da saliva (Marsh, 2006). Estasgdes levam a um aumento da
proporcdo de bactérias cariogénicas (acidogénicasidtiricas), especialmente
streptococci mutang lactobacilos que estdo envolvidos na desmirzaigdp do
esmalte. Estas bactérias sdo capazes de metab@damente os acUcares
provenientes da dieta através da fermentacao, mamsassim, flutuacées no pH,

0 que culmina na desmineralizagao dos dentes (M20€l6) (Figura 4).

10
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Excess Neutral S. sanguis, Health
sugar pH S. gordonii
Environmental Ecological <
change shift
Acid Low mutans-streps
production pH lactobacilli Caries

Figura 4: Hip6tese da ecologia da placa dentaria que dé&rorig carie dentaria. A cérie
resulta das alteracdes na ecologia da placa derdérido a producdo de acidos a partir da
fermentacdo dos acUcares provenientes da dietage csejecciona as espécies acidogénicas e
aciduricas, comstreptococci mutans lactobacilos (Marsh, 2006).

11
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[.1.3. MICROBIOLOGIA DA FLORA ORAL

1.1.3.1. Composicdo Bacteriana da Flora Oral

A microflora oral é um ecossistema complexo, onsgistem diversas
espécies gque ao colonizarem a superficie dos demteam as placas dentarias. A
favoravel condicdo ambiental da cavidade oral, ramtamente a temperatura (34°-
36°C), elevada humidade, pH neutro e disponibikddé nutrientes, faz dela um
alvo propicio para o crescimento de diversas codadg@s biodticas, tais como
comunidades constituidas por bactérias, protozadiimgos (leveduras) e alguns
virus. No entanto, evidéncias cientificas revelaoe gqestas comunidades
prevalecem as bactérias anaerdbicas ou anaerdhmatativas, dentre as quais
estdo as pertencentes aos génesbeptococcus Actinomyces Veillonella,
Micrococcus Peptostreptococcus Lactobacillus Bacteroides Prevotellg
Porphyromonas Fusobacteriume Leptotriquia (Moreira et al, 2003). Muitas
destas bactérias estdo associadas a formacao aa ddataria com capacidade
patogénica ou nao.

Como ja foi referido anteriormente, € a composigacteriana das placas
dentarias que define o seu caracter patogénico, omsequentemente o
desenvolvimento de doencas orais. No caso da déniria, esta composicao
bacteriana da placa dentaria € marcada pela peeskndactérias cariogénicas,
principalmente duas espécies steeptococci mutansStreptococcus mutans.
mutand e Streptococcus sobrinugS. sobrinus (Figura 5), sdo geralmente
apontados como agentes etioldgicos primarios deéstnca nos humanos
(Loesche, 1986).

12
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Figura 5: Imagem de5. mutan® S. sobrinug[1] e [2]).
[.1.3.2. Streptococci mutans

O grupo streptococcimutans alberga bactérias pertencentes ao grande
géneroStreptococcusDe acordo com dManual of Sistematic Bacteriologye
Bergey os Streptococcussdo bactérias Gram positivas, de catalase negativa
anaerobicas facultativas, esféricas ou ovoides m@mos de 2 pmir( Ferreira &
Sousa, 2000)Em grupo, osStreptococcusassociam-se em pares ou cadeias

formando “rosarios” (Aguiar, 2008), (Figura 6).

estreptococos

Figura 6: Morfologia dosStreptococcus(a) individuais; (b) associados em pares e ()

associados em cadeia (Adaptado de [3]).

13
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As espécies pertencentes ao gén&teptococcusestdo geralmente
associadas a formacdo da placa dentaria, porquai@ias dos colonizadores
primarios pertencem a este género. Também sado devadas potenciais
causadoras de carie dentaria, uma vez que muisigsdespécies sdo capazes de
fermentar os acucares provenientes da dieta e ziraéktido como produto final
(Banas, 2004). Porém, de entre as 18 espécies doayenerdStreptococcuga
identificadas (Mouton e Robert, 199%), mutan® S. sobrinusocupam um papel
central na etiologia da carie dentaria humana (tlo®s1986). A atribuicdo deste
papel remonta a varias pesquisas realizadas abdsiv&arie dentaria, sendo que
numa destas pesquisas, em 1924, Clarke isolou antérla a partir de uma lesédo
cariogénica, que ele designou [®ireptococcus mutandevido a sua parecenca
com ummutante a forma de cocosn(Banas, 2004). Subsequentemente, houve
diversas investigacbes com 0 objectivo de confirmmassociacdo desta bactéria
com as lesdes cariogénicas (Banas, 2004), o qunamau na hipbétese de qu&
mutansé responsavel primario do aparecimento da caritada (Loesche, 1989).
Os avancos na taxonomia permitiram isolar diveesgsecies semelhantesSa
mutans que colectivamente formaram o grupo deseptococci mutans
(Coykendall, 1989).

O elevado potencial cariogénico associa® mutan® S. sobrinusadvém
de alguns factores de viruléncias proprios destes @spécies, nomeadamente
potencial acidogénico, adesao inicial a superftiedente e capacidade para
sintetizar glucanos insollveis e soluveis em agnadd a existéncia do enzima

glucosiltransferase.

14
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1.1.3.3. Factores de Viruléncia dé&. mutans e S. sobrinus

A viruléncia de uma bactéria engloba todas as @dades da mesma que
promovem a sua entrada, colonizacéo e crescimenoganismo do hospedeiro.

O elevado potencial cariogénico associad® mutan® S. sobrinusadvém
de alguns factores de viruléncia préprios das mesmameadamente (1) adesédo
inicial a superficie dos dentes, (2) capacidada pantetizar glucanos insoluveis e
soliveis em agua devido a existéncia dos enzimaogjltransferases (GTFs) e
(3) potencial acidogénico e acidarico (Figura 79dkche, 1989 e Wiatest al,
1999). Estes factores de viruléncia conferem asesspécies a capacidade de
adesdo e acumulacédo na superficie dos dentesindefiassim um biofilme com

propriedades cariogénica.

Gther baclaria in biofim
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Figura 7: Factores de viruléncia & mutans(1) Adesao inicial; (2) sintese de glucanos
e (3) potencial acidogénico (adaptado de Mitcl2€103). Os mesmos factores sdo observados em

S. sobrinus.
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1.1.3.3.1. Adeséo Inicial a Superficie dos Dentes

A adesdo d&. mutans S. sobrinugjue origina a placa dentéaria pode ser
independentemente ou dependente da sacarose. Aoadedependente da
sacarose da-se a partir da adesédo da bactérimmperentes da saliva presentes
na pelicula adquirida no esmalte dos dentes. E #iste de adesdo que,
normalmente, inicia o processo de colonizacao, &mqua adesdo dependente da
sacarose € responsavel pela acumulacdo das comemidaacterianas na
superficie do dente. Portanto a capacidade de @digisél esta associada a uma
via independente da sacarose.

A adesdao independente da sacarosesemutangodera estar relacionada
com o antigénio I/ll, uma proteina de superficigifa 8) (Banas, 2004). Esta
proteina, que também é encontrada na maioria g&eies do grupstreptococci
mutansorais, liga-se a aglutinina salivar, componentepdkcula adquirida, e a
outras placas bacterianas (Petersen, et al.,, 20B8). seguida, com a
disponibilidade de sacarose, a célula bacteriandivaacos enzimas
glucosiltransferases, que sintetizam glucanos esfiares a partir da sacarose, o
gue inicia a adesdo dependente de sacarose, camdiobpara o desenvolvimento

de um biofilme patogénico estritamente relacionamo a carie dentaria.

b
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Figura 8: Adesédo de&S. mutans superficie do dente e a outras bactérias indepés de

sacarose, durante a formacao da placa dentériptéaidade Mitchell, 2003).
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[.1.3.3.2. Glucosiltransferases

A actividade de glucosiltransferase (GTF; EC 25).1na sintese de
glucanos € o principal mecanismo intervenientedes@o dependente de sacarose
(Figura 9), o que faz dela um dos principais fadode viruléncia associado a
capacidade patogénica 8emutang S. sobrinugKoo, et al., 2002).

As GTFs sdo enzimas que hidrolisam, com grande cégpdade,
moléculas de sacarose, dando origem a moléculaglumse e de frutose
(Monchois,et al, 1999). As unidades de glucose resultantes sEbtenormente,
unidas atraves de ligacOes glicosidiaék-6) ea(1-3), formando polissacarideos
denominados por glucanos, que podem ser solUveiaga ou insoliveis em
agua (Wiater,et al, 1999). Os glucanos solliveis em &agua apresentam,
predominantemente, ligacdes(1-6), enquanto o0s glucanos insollveis sao
composto, predominantemente, por ligacéds3) (Wiater,et al, 1999). Ambos
os glucanos promovem a aderéncia entre as célatdsrianas e entre as células
bacterianas e a superficies dos dentes, durantenza¢do da placa dentaria.
Porém, os glucanos sollveis promovem a agregacéierisama, enquanto o0s
glucanos insoluveis sdo apontados como 0s prircieaponsaveis pela adesao a

superficies (Wiateet al, 1999).

“Outra  bactéria  do
biofiime

Glucano R _—
> T
GTF i
Y,

Sacarose &. mutars

Proteina de ligacdo a
glucano (A e C)

Figura 9: Mecanismo de ades&o dependente de sacarose (iddetilitchell, 2003).
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As espécies bacterianas 18Butanse S. sobrinugproduzem trés diferentes
tipos de GTFs, que podem surgir na forma extraaelalssociados a membrana
celular e intracelular (Huanet al., 2006 & Tamesada, 2004). Todos os GTFs,
colectivamente, sdo responsaveis pela sintese dengucanos insollveis como
de glucanos soluveis em agua, no entanto, cadamrpropriedades distintas, que
variam consoante a moléculprimer” requerida, proporcao de ligacGg4-6) e
a(1-3), o grau de ramifica¢des introduzidas no gloca o comprimento total da
cadeia de glucano produzido. Consoante estas pdajolies, estes enzimas sao
classificadas em trés grupos: GTF-S, responsalekfreiese de glucanos sollveis
em agua; GTF-I, responséavel pela sintese de gladasollveis em agua, e GTF-
Sl, responséavel pela sintese de ambos os glucdtoang et al., 2006 &
Tamesada, 2004). Portanto, a capacidade de sidésses enzimas determina a
guantidade de glucanos insoliveis e sollveis siatdds pelas bactérias.
Estruturalmente, estes enzimas sdo membros dafamilex dasa-amilases e
contém um motivoa/p-barril (Banas & Vickerman, 2003). O seu dominio
catalitico de 1000 aminoacidos contém aminoacidossarvados que sao
necessarios para a hidrolise da sacarose.

Uma vez formados, os polimeros de glucanos promozeadesdo das
bactérias a pelicula adquirida formada a super€iciedentes e a outras bactérias,
através de ligacdes por pontes de hidrogénio. ligeges sdo promovidas pelos
préprios GTFs e por proteinas de ligacdo aos ghscé@BPs, do ingléglucan-
binding proteiny (Banas & Vickerman, 2003). Algumas destas GBRs rsé&
realidade proteinas de superficie, que actuam coeneptores de glucanos,
enguanto outras sao proteinas excretadas, quesseiaas a célula quando os
glucanos revestem a célula bacteriana (Banas &eviialn, 2003). Estas proteinas
também existem em espécies da placa dentaria queeardencentes a género
Streptococcuso que promove a sua colonizagao.

Os polimeros de glucanos definem, assim, a formagdo matriz

extracelular que, por sua vez, promove a formagididfiime dentario que

18
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constitui a placa dentaria e todas as suas capesidaatogénicas envolvidas no

desenvolvimento da carie dentaria.

1.1.3.3.3. Potencial Acidogénico e Acidurico

A producao de 4cidos e subsequente sobrevivéncraamacido € um dos
factores de viruléncia atribuidos a microrganisimgdicados na etiologia da cérie
dentaria.

Tanto S. mutanscomo S. sobrinusutilizam os acglcares provenientes da
dieta, tais como a sacarose e a glucose, comorgigbpaira obtencédo de energia
necessaria para a manutencao de processos vdaisla, através da fermentacao
dos mesmos. Por isso, ambas as espécies possuewiaughaolitica completa a
partir da qual produzem ATP e, como produtos firgesdos organicos, tais como
o acido lactico, acido acético e etanol, que s&iepiormente excretados para o
exterior da célula bacteriana (Loesche, 1993). gdpcdo destes acidos organicos
provoca alteracbes no biofilme, nomeadamente oxatv@nto do pH (pH <5,5).
Além disso, estes acidos, ao difundirem atravésfladido do biofilme até a
superficie do esmalte, provocam a desmineralizag® mesmo, como
consequéncia da alteracdo da composicdo em minaiaisomo o calcio, fosfatos
e fluoretos (Lemost al, 2005) (Figura 10). Estas altera¢des no pH auparficie
do dente promovem a proliferacdo de espécies admicas e tolerantes a meios
acidos (Banas, 2004), o que agrava ainda mais raigeslizacdo da superficie

dos dentes.
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Sortese

Figura 10: Potencial acidogénico d8. mutanse consequente desmineralizacdo dos

dentes. O mesmo processo é verificaddSespbrinugadaptado de Mitchell, 2003)

Adicionalmente ao potencial acidogénico associad®&. amutanse S
sobrinus estas possuem a capacidade de tolerancia aass aeatidaria. Esta
capacidade advém do facto destas espécies coremguianter a via glicolitica
mesmo a valores de pH inibidores do crescimentaiXabde pH 4,4) (Banas,
2004). Evidéncias cientificas demonstram que espaadade de tolerar meios
acidos esta relacionada com a sintese de glucarsofiveis e formacédo de
biofilme, uma vez que as células, dentro do biddjleonseguem tolerar melhor as
alteracbes do pH do que as células planctonicasNéMlc et al, 2003).
Adicionalmente, sabe-se que o caracter aciduric®. drutan® mediado por uma
bomba de protdes;-ATP e também por adaptacdes na expressdo de genes
proteinas (Banas, 2004).

Portanto, o potencial acidogénico e, a adiciona&(gia associado &.
mutans e S. sobrinus confere-lhes o caracter patogénico envolvido no

desenvolvimento da carie dentaria.
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.1.4. PREVENCAO DA CARIE DENTARIA

[.1.4. 1. Mecanismos e Compostos

Tendo em conta que o desenvolvimento da carie derdaddeterminado
tanto pela dieta como pela composicdo bacteriaradgtine a placa dentaria, a
sua prevencdo soO podera fazer-se mediante o aonlestas duas determinantes.
Porém, a dieta humana €, normalmente, constitubdaelevada quantidade de
hidratos de carbono fermentaveis, portanto a pg@ceda carie dentaria s6 podera
ser feita através do controlo da placa dentariatinda do principio que o
potencial patogénico da placa dentaria é derivami@atencial cariogénico das
bactérias que a compdem, o estabelecimento de asedite se interponham em
qualquer propriedade fisiologica destas bactér@de pesultar na prevencéo da
carie dentéria.

Durante muitos anos, 0 método mecanico para remm\@aca dentaria,
através de escovagem dos dentes, foi considerado oométodo mais seguro e
mais eficaz na prevencdo da carie dentaria (Addyal, 1992). Porém, esta
técnica tem-se revelado ineficaz, porque, para aérfacto de que o individuo
nao possuir capacidades inerentes para limpareefemente a superficie do
dente, existem certas superficies dentarias quepagaularmente dificeis de
limpar, tais como fissuras e areas proximas doteddRugg-Gunn & MacGregor
1978 in Addy.et al, 1992). Por isso, o método mecéanico por si séénéficaz no
controlo da placa dentaria.

Reconhecendo as limitacdes do método mecéanicos¢éeimplementado,
cada vez mais, 0s agentes quimicos como coadjsvamie higiene oral,
nomeadamente no controlo da placa dentaria. Azagi#io destes compostos tem
como objectivo promover alteragbes na comunidaderamiolégica da placa.
Estas alteracOes estdo ligadas a interferénci@slesmpostos com a adesao das

bactérias a superficie dos dentes, prevenindo eaigio de biofiimes e

21



CAPITULO | - 2009

removendo os biofilmes pré-existentes, e na viddulé bacteriana, promovendo a
morte bacteriana e subsequente prevencdo de fubiofitmes Gbordone &
Bortolaia, 2003) Diversas investigagfes tém sido desenvolvidas vEta a
encontrar compostos com actividade anti-adesivaimamobiana e com
capacidade para remover a placa dentaria. En&ge estnpostos 0s mais comuns
e mais eficazes sdo os antibidticos, enzimas, éptitms, compostos amonio
guaternarios, bisbiguadinas (cloro-hexedina), catgso fendlicos sintéticos
(timol e triclosan), iBes metdlicos (zinco e cobm@jentes oxidantes, etc (Eley,
1999). Entre os compostos apresentados, a clomdivex uma bisbiguadina di-
cationica € o melhor inibidor da placa dentariacldro-hexedina € um composto
com caracteristicas antimicrobianas, que tem detilé sobre bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas, incluindo aerébiasae@ibias, e fungos, tais como
leveduras. A sua accao antibacteriana é derivadachento da permeabilidade da
membrana celular seguido de coagulacdo das mactout@$ citoplasméaticas
(Eley, 1999). No entanto este composto apresegtaras contra-indicagdes, tais
como, 0 aparecimento de manhas nos dentes e gdosslueestar associado a
nauseas, vomitos, diarreias, hiper-salivacdo, degskzacdo das papilas
gustativas e consequente perda de paladar (Vad@@07).

Os compostos quimicos sdo mais eficazes no cordeolplaca dentaria e
subsequente prevencdo da carie dentaria, mas poelerassociados efeitos
secundarios. Por isso, cada vez mais, ha uma meioura de produtos naturais

capazes de combater e prevenir a carie dentéria.
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1.1.4. 2. Produtos Naturais como Agentes de Preveig

O uso de produtos provenientes de plantas no cenaloat microrganismos
patogénicos tem sido uma mais-valia ao nivel darahiologia clinica. Esta
vantagem advém do facto de se tratar de produthsai o que faz toda a
diferenca aquando da escolha por parte do puldige,tem vindo a manifestar
uma certa preocupacao com a excessiva prescrigimdetos quimicos.

O grande potencial das plantas como agentes arinBnos esta
directamente relacionado com a sua composicao gairb nivel da composicao
guimica, um dos grupos de maior interesse sao lastésicias aromaticas, das
guais, os principais sdo compostos fendlicos osens derivados e metabolitos
secundarios. Estas substancias tém revelado gcapaeidade ao nivel da defesa
da planta, nomeadamente na sua defesa contra osrgamismos, insectos e
herbivoros. Alguns destes compostos s&8o respossgpela pigmentacao
(exemplo: taninos e quinonas), odores (exemplo tdpendides) e sabor
(flavonoides). Estes compostos podem ser dividigas varias categorias:
compostos fendlicos, terpendides e Oleos essencalaloides, lectinas,
polipéptidos e poliacetilenos (Cowan, 1999). Os anemos de accdo destes
compostos passam-se pela interaccdo com a memioerssgndo a disrupcao da
mesma, inactivacéo e/ou inibicdo de enzimas, iod@@com NA, etc.

Os compostos fenolicos sdo metabolitos secund@rimgenientes da via
metabdlica do &cido xiquimico e/ou acetato que,s&mo azotados, tém anel ou
anéis aromatico. Estes compostos apresentam diversades, nomeadamente,
actuam como radicais livres, inibidores de cresntmeprotectores das plantas ao
stressambiental, mecanismo de defesa a pragas e doéEgadsto & Leitdo,
2001) e ainda como agente antimicrobiano, como gx@mplo o catecol e o
pirogalol (Cowan, 1999). O local e o numero de geupidroxilos hum grupo
fendlico tém sido apontados como sendo 0s respeiss@gelo maior ou menor

grau de toxicidade destes compostos, evidenciang® gm aumento de
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hidroxilagdo resulta num aumento da toxicidade.ciaialmente, alguns autores
apontam que maiores niveis de oxidacdo dos fergssltam numa maior
capacidade inibitoria.

Os terpendide sdo metabolitos secundéarios que faegta do grupo de
O0leos essenciais, que possui como estrutura baseisopneno (GoHie) €,
consoante o numero de atomos de carbono, podemepcswb a forma de
diterpendides, triterpendides e tetraterperndisg Cso € C). Estes compostos
tém demonstrado actividade antibacteriana, antif@y@ntiviral e antiprotozoaria
(Cowan, 1999). O mecanismo de accao destes conspost microrganismos
ainda ndo € bem conhecido, mas pensa-se que pesimraenvolvido com a
ruptura da membrana por compostos lipofilicos. Wtuao realizado por Koet
al (2005), apontét- farnesol, um terpendide, como um dos compostas ativo
sobreS. mutane segundo Bardt al (1988), a sua accéo antibacteriana é ao nivel
de disrupcdo da membrana, reduzindo a viabilidatidas.

Portanto, as plantas, pelas suas propriedades ausmapresentam um
grande potencial antimicrobiologico. Esta propramlaem suscitado um grande
interesse ao nivel da investigacdo de compostagoacha prevencdo da carie
dentéria, com vista a desenvolver estratégias natigrais no controlo da placa
dentaria. Nesta area de investigacao ja existeersbg estudos que comprovam
bons resultados na aplicacdo de plantas no condbptaca dentaria através da
interferéncia com a viabilidade bacteriana e atésmaoe com os factores de
viruléncia de streptococci mutans Também ja foi observado potencial
anticariogénico nos compostos bioactivos naturaigitro e in vivo (Koo et al,
2002 e Duarteet al, 2006). Um bom exemplo de um produto natural com
actividade anticariogénica é o propolis, que amtaseapacidade inibidora sobre a

actividade de GTFs e o crescimentdSdenutangKoo, et al, 2002).
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1.1.5. GENEROPLECTRANTHUS
1.1.5.1. Aspectos Gerais

O géneroPlectranthusé um grande género pertencente a familia das
Lamiaceae que apresenta um total de, aproximadamente, 3JiEces,
amplamente distribuidas pela Africa tropical, Asigdustralia (Lukhobaet al,
2006). Muitas espécies deste género tém sido advalidersas investigacdes
devido ao grande interesse econdémico, ornamentadicinal que incide sobre
estas e também devido a grande diversidade devpissssos etnobotanicos. Em
particular, todo o interesse em torno destas @aatda ligado a sua peculiar
composicao quimica.

Morfologicamente sdo, na maioria, espécies subséas ou herbaceas,
com caules e folhas normalmente suculentos ou secnitentos. No entanto, o
critério morfoldégico que permite discriminar asmikss pertencentes a este género
ainda ndo esta completamente estabelecido, deviglevada semelhanca com
plantas de outros géneros, nomeadameigelenostemone Englerastrum
(Lukhoba,et al., 2006).

[.1.5.2. Uso Etnobotanico

As espécies do génerBlectranthus apresentam um vasto leque de
aplicacdes, sendo que na sua maioria sdo com Bngpéuticos, como
consequéncia das suas propriedades medicinais.nDPe tdas as espécies,
Plectranthus amboinicu® Plectranthus barbatugP. barbatu} sdo as mais
utilizadas para tratamento de um maior nimero eéaghs e cobrem cerca de 68%
do uso tradicional de plantas deste género (Luklebtz, 2006). Lukhobaet al
(2006) efectuaram uma revisédo das utilizacbes o@isuns de 62 espécies deste
género, dentro da qual enumeram as aplicacdes ima&dic ornamentais e

alimentares.
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As aplicacbes medicinais envolvem o tratamentodikersas doencgas,
desde desordens digestivas, problemas respirgtdnfeccoes e até situacoes
patolégicas associadas a pele (Lukhebal, 2006).

Umas das caracteristicas destas plantas que suscitgrande interesse
econodmico € a capacidade de varias espécies @pso®moO ornamentais. Esta
potencialidade destas plantas tem vindo a gantaerpmtevido, em grande parte,
as suas caracteristicas vistosas comprovadas peks flores e folhagem
extremamente atractivas. Mas também, a este usb,sebjacente a elevada
capacidade de resisténcia a doencas e de sobre@ignondicdes de caréncia de
agua destas plantas. Tudo isto tem contribuido para maior disseminacéao

destas espécies.

[.1.5.3. Quimica dosPlectranthus

Apesar deste género abarcar varias plantas deesstereconémico e
medicinal, a sua quimica ainda ndo esta totalmesitdbelecida. No entanto, sabe-
se gue na sua composicdo quimica, estas plantaseapgm como maiores
constituintes os diterpendides, Oleos essenciatenepostos fendlicos (Abdel-
Mogib, et al, 2002).

Por isso, a maioria dos estudos fitoquimicos seaistas espécies tem-se
focalizado no isolamento e na identificacdo de rp@edides. De entre 0s
diferentes tipos de diterpendides, o grupo de htedides de estrutura abietanica
€ aquele que se apresenta em maior abundanciagéese e, por iSso, € 0 grupo
mais estudado. Como tal, ja foram identificadostasucompostos pertencentes a
este grupo, como por exemplo o coleon F e C, coleGn cariocal e plectrina
identificados emP. barbatus coleon M, N, O, P, Q e R identificado em
Plectranthus caninysetc (Abdel-Mogib,et al, 2002). Alguns destes compostos
apresentam actividade antimicrobiana, e esta werfgodera explicar alguns usos

com fins medicinais, especialmente no tratamentoalipimas infeccdes e
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inflamacgbes. Em particular, as propriedades antohianas foram encontradas
em alguns diterpendides abietanicos, como por elkemf-epigrandiodone D e
grandiedone D isolados ddectranthus grandidentatu@eixeiraet al, 1997)e
11-Hidroxi-12-o0x0-7,9 (11), 13-abietatriene, isalada partir dePlectranthus
elegans,inibiram a germinagéo de esporos do fu@jadosporium cucumerinum
e 0 crescimento de bactérias Gram-positivas, enticpkar Bacillus subtilis
(Dellaret al, 1996; Gibbons, 2004)

[.1.5.4. Plectranthus barbatus

De entre a grande variedade de espécies pertenamtegénero
Plectranthus o P. barbatusé uma das espécies mais estudada. Esta espéisie, na
de Africa encontra-se distribuida pela Africa, AsigdAmérica do Sul. No Brasil
esta planta é conhecida por “falso bolbo”, “malaata” ou “bolbo nacional’e é
uma das plantas mais citadas de entre a pandpligplalgas medicinais
(Albuquerqueet al., 2007).

Esta espécie € uma erva aromatica ou sub-arbustogrée ramos sub-
lenhosos. As folhas sédo pencioladas, elipticaoegs e com bordo denteado. As
flores sdo de coloracdo azulada e crescem em falena&spigas. S840 estas
caracteristicas morfologicas que permitem a di&gtngeP. barbatus(Figura 11)
das outras espécies do mesmo género, especialdeRtectranthus amboinicus
(hortela-de-folha-grande).

O grande interesse cientifico associado a estaaptaivém do elevado uso
popular do cha das suas folhas no tratamento dersdis doencas, desde
problemas digestivos até desordens no sistema swr{@lbuguerqueet al,
2007). Este interesse permitiu a realizacao destigeestudos com o objectivo de
definir as propriedades terapéuticas desta plaBtdre estas propriedades,
encontra-se a capacidade antioxidante (Albuqueraie,al, 2007), anti-

inflamatéria, antimicrobiana e antifugical (Lukhadtaa.l 2006).
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Figura 11: Plectranthus barbatu§4]).

As suas propriedades terapéuticas estédo directariigatlas a presenca de
diterpendides na sua composicdo quimica. A paetiestudos realizados, ja foi
possivel identificar alguns destes compostos,damo a plectrina (Kubet al,
1984 in Abdel-Mogib et al, 2002), plectratona &oleonF e E, plectrinona B,
(16R)-plectrinona (Abdel-Mogiket al, 2002), ciclobutatusina, barbatusing- 7
acetil-12-desacetoxiciclobutatusina (Albuquerquet al., 2007), forskolin
(Lukhobaet al, 2006) e derivados fenélicos commepetoidinsA e B (in Faléet
al.,, 2008). Na literatura, a barbatusina, presente exisactos polares, e o
forskolin, presente nos extractos organicos, sao referenciado® 0s dois
compostos mais abundantes nesta planta (Lukbolad 2006; Albuquerqueet
al., 2007). Porém, os estudos realizados, por ¢tadé, 2008, em extracto aquoso
das folhas desta planta obtida no herbario da #adal de Ciéncias da
Universidade de Lisboa, revelaram uma composicaostitoida por &cido
rosmarinico, como composto maioritariggcutellarein  4- metylether-7-o-
glucoronidee (16S)eoleonE.

A comparacdo destes estudos revela que, os @draotganicos
apresentam maior teor em diterpendides do que togceds aquosos, no entanto

estes Ultimos apresentam maior teor em compostosides.
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[.1.5.5. Plectranthus ecklonii

Plectranthus eckloni{P. eckloni) € uma planta endémica de Africa, que
normalmente é encontrada em florestas subtrogiceisdas, florestas temperadas
de Africa e nas margens de florestas. Esta planta érbusto macio, erecto de
crescimento rapido que poderd atingir 3 metrodolkes, de ovais a elipticas, sdo
dispostas em pares opostos ao longo do caule, sgrdoo né apresenta tufos de
pélos de cor purpura. A sua inflorescéncia é deente o roxo e azul, terminal e

num formato panicular (espiga) com 370 mm de camgmio (Figura 12).

Figura 12: Plectranthus ecklonif[5]).

Apesar de haver varios estudos ao nivel das plaetésncentes ao género
Plectranthus as informacdes acerca &e eckloniiainda sdo muito escassas. Na
bibliografia ndo se encontram muitos estudos retetos com a composicao
guimica desta planta. No entanto, os poucos qteexirevelam que esta planta,
como a maioria das plantas pertencentes ao géPlearanthus tem como
maiores constituintes fitoquimicos os diterpendidiestes, ja foram identificados
o parviflorona F, ecklonoquinona A e (Bbdel-Mogib, et al., 2002 Um estudo

realizado por Hawast al., 2008, em extracto hidro-metandlico de folhasPde
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ecklonij indica que este contém na sua composiGao Vitexsavitexina,
apeginina  7-B-glucosidica, apeginina 4’ @methoxy7-O--glucosidica,
luteolina 7O-B-glucosidico, apeginina, luteolina e &cido caféitm estudo
realizado por Falét al, 2008, em extracto aquoso de folhas*deckloniicolhido
no jardim da Faculdade de Farméacia da Universidbédisboa, indica que o

composto maioritario presente neste extracto édm dosmarinico.
1.1.5.6. Acido Rosmarinico

O acido rosmarinico (Figura 13) é um éster de acadeico e de acido 3,4-
dihidroxifenilactico, que normalmente é encontrado subfamilia Nepetoideae
das Lamiaceae. Este composto tem um elevado nioeesctividades biologicas,
tal como a sua actividade antiviral, antibacterjamdi-inflamatorio e antioxidante
(Petersen, & Simmonds, 2003). A sua actividadeoritante é tdo relevante,
maior do que a da vitamina E, que pode ajudar wepreos danos causados nas
células pelos radicais livres e, consequentemeathjzir o risco de cancro e
aterosclerose. Esta elevada actividade antioxidpoter fazer deste composto,
um bom inibidor de cérie dentaria, uma vez que dep@ntioxidante é um dos
factores associados ao possivel tratamento destea@dLiskmannet al, 2007).
Além destas actividades bioldgicas, o acido rogmwritambém inibe varias
enzimas, tais como a fosfolipasg @ricli et al, 2005), interfere na expresséo
genética (Leet al, 2007) e na via de sinalizacdo relacionada c@meeencédo do

cancro (Petersen, & Simmonds, 2003).

COOH
HO 0—
HO O
OH

Figura 13: Estrutura molecular de acido rosmarinico (Malenal.,2000).
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A presenca de acido rosmarinico nos extractd?. dmrbatuse P. ecklonii
confere-lhes grandes beneficios medicinais, o gqzedkles, um bom alvo de

investigacdo como possiveis inibidores da plactebaoa.
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1.2. OBJECTIVOS

A carie dentaria € um dos grandes problemas dessadichivel mundial,
por isso existem muitos esforcos com vista a emaorformas eficazes no
combate a esta doenca. A capacidade de modelattiaslades fisioldgicas da
comunidade que compde a placa dentaria é uma ttagegi@s mais promissoras
no combate a céarie dentaria. A realizacdo destmltra teve como principal
objectivo investigar o efeito de extractos aguasesetandlicos d@. barbatuse
P. ecklonij bem como de seu constituinte maioritario — acimgmarinico — no
crescimento e factores de virulénciaSlenutan® S. sobrinusDe forma a atingir

este objectivo, foram tracados alguns objectivps@§icos.

[.2.1. Objectivos Especificos

1) Investigar o efeito antibacteriano dos extracto® dearbatuse P. ecklonii

e do acido rosmarinico sobBe mutan® S. sobrinus.

2) Determinar os valores de concentracdo minima aribie de concentracao

minima bactericida, para os extractos em estudo.

3) Investigar o efeito sobre a actividade de GTF-aediular isolada a partir

de culturas d&. mutan® S. sobrinus

4) Estabelecer os valores desdCpara inibicdo da actividade de GTF-

extracelular.

5) Testar o efeito dos extractos em estudo, assim coon@omposto, na

formacé&o do biofilmeén vitro pelas culturas d8. mutan® S. sobrinus

6) Estabelecer os valores ded@ara a inibicdo da formacao do biofilme.
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7) Avaliar a capacidade de remocdo de biofilme formadovitro, pelas

culturas des. mutan® S. sobrinuse determinar o respectivod§&

8) Avaliar o efeito dos extractos em estudo, bem cdm@cido rosmarinico,

no potencial acidogénico das duas espécies emoestud
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Analise de Material Biologico e Vegetal
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1.1. INTRODUCAO

O presente estudo envolve a utilizacdo tanto denmaabioldgico como de
material vegetal. Portanto, é necessario fazer andise prévia de ambos, de
forma a se conhecer o possivel comportamento qtes gwoderdo assumir
consoante o decorrer da investigacao. No caso derialebioldgico, esta analise
passara pela investigacdo do comportamento do mesmmeio de cultura,
nomeadamente as condicOes de crescimento, de farndfinir condicdes
experimentais padrédo. Relativamente ao materisgdtaégn analise devera centrar-
se na investigacao da composicao e/ou propriedimlesesmo, uma vez que este

vai ser utilizado sob a forma de extracto.
I1.2. MATERIAL E METODOS

[1.2.1. Material Microbiol6gico

Na presente investigacao, utilizou-se como mater@bgico células dés.
sobrinus estirpe 4010 CECT, e d8. mutans estirpe 479 CETCQoleccion
Espafolade Cultivos Tipo, lote 21-10-1998) crescidas emontrain Heart
Infusion (BHI) (Fluka) e meio BHI suplementado (BHI-S) e em atmosfera
anaerodbica. As estirpes utilizadas neste estudmmfanferecidas pelo projecto
Project POCTI/ CTM/56029.

[1.2.1.1. Meio de Cultura

O meio de cultura utilizado neste estudo foi oaridHI. Este meio € o
meio de cultura que frequentemente é utilizado paracrescimento de
microrganismos, tendo na sua composicao diversogpaoentes (Tabela 1) que

suportam o bom crescimento destes organismos.

37



CAPITULO Il - 2009

Tabela 1: Composicdo do meio BHI

Composicao (g/L)

Infus@o de cérebro de borrego
Infusé@o de coracao de boi
Peptona

Cloreto de Sodio

D (+) — Glucose
Dihidrogenofosfato de Sadio

12,5
5
10
5
2
2,5

Para preparar os meios de cultura liquidissolveu-se o meio BHI em

agua destilada (37g/mL) e distribuiu-se em frastmsanaerobiose de diferentes

volumes Belco Glass ing, dependendo

realizar. As condicOes de anaerobiose

do volume requerido pela experiémncia

foram assegsipelo desarejamento com

azoto gasoso ()l em intervalos de tempo definidos (Tabela 2).

Tabela 2: Tempo de desarejamento.

Volume (mL) Tempo (minutos)
10 10
100 20
1000 60

Para evitar contaminaces com oxigénig)(Os frascos foram selados com

rolhas de borrachd@glco Glass ind e encapsulados com capsulas metélicas antes

de serem esterilizados (autoclavaiclave 88) a 110°C durante 20 minutos. Os

frascos de 1000 mL (frasc@chot} foram desarejados apos a esterilizacdo, em

ambiente estéril, por filtragdo (filtros Acro 50 Ball Gelman Corporatiorcom

poros de 0,2um).
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Para os ensaios que envolviam a formacéo do bmfilmvitro, preparou-
se meio BHI-S. Este meio é constituido pelo meid &n adicdo de 0,05% de
cisteina, 0,5% de extracto de levedura e 1% decsea

Neste trabalho também utilizou-se meio de cultwids — meio BHI
sélido. Para preparar meio BHI sélido, adicionouasemeio BHI liquido agar
bacterioldgico tipo E Eiokar Diagnostick (15g/L). O meio foi posteriormente
esterilizado e distribuido em caixas dpetri esterilizadas Sterilin)

(aproximadamente 10 mL).

[1.2.1.2. Curvas de Crescimento d&. mutans e S. sobrinus

[1.2.1.2.1. Crescimento Microbiano

O crescimento microbiano esta associado ao crestinde uma populacao
de células de um dado microrganismo. Este crestondan populacdo celular é,
por sua vez, consequéncia do aumento do numero étldax devido a
multiplicacéo celular. A multiplicacédo celular, gnermalmente se da por fissao
binaria ou gemulacéo, é um processo caracterizeldogeracédo de duas ceélulas a
partir da divisdo de uma, ao fim de um determinteaopo. A partir da divisdo
celular ocorre a duplicacdo do numero de célulasguantidade da biomassa
presente e dos componentes celulares mensuraaisis@dmo os acidos nucleicos,
proteinas, lipidos, etc.).

O curso do crescimento microbiano é seguido atra@svaliacdo da
evolucdo da concentracdo de células, ao longordpaeA avaliacdo quantitativa
do crescimento microbiano pode ser feito através&®ms métodos, entre eles
estd a determinacdo do peso seco, biomassa emmsa@spguantificacdo de um
componente celular (enzimas componentes quimitm$,0el da taxa de processos
metabdlicos (por exemplo: fermentacdo ou respifagdiacontagem de células.

Porém, no caso de microrganismos unicelulares asthacdo é, normalmente,
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feita através da determinacdo da concentracdo acelpklo meétodo de
determinacdo de biomassa em suspensdo ou de aontegeumero de células
(Stanieret al, 1971).

Para determinar a biomassa em suspensdo recorge-sanalise
espectrofotométrica por leitura de densidade 0j§@d2, de ingléptical density
da cultura. Este método consiste na determinacdqudatidade de luz que é
transmitida através da cultura liquida. Quando uwixef de luz atravessa a
suspenséo, a reducdo da quantidade de luz trag@rpibssibilita a medicdo da
densidade celular, uma vez que a densidade Optigstada € inversamente
proporcional a biomassa celular em suspensdo. S&sim, pode-se concluir que
guanto maior for o nimero de células, menor sepdaatidade de luz transmitida.
Por isso, a medicdo da densidade Optica por espacimetria tornou-se o
método mais usado e facil na avaliacdo quantitativacrescimento de um
microrganismo.

A contagem do numero de células de um organismoelular, em
suspenséo, € realizada microscopicamente. Estageantde células individuais
presentes num pequeno volume é efectuada num hetaatetro (camara de
Neubauer (Figura 14)).

Céamara Neubauer

Figura 14: Camara de Neubaug@Zastillo, 2004).
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O hematocitbmetro € uma lamina de maior espessuea cpntém, a
superficie, uma camara dividida em varios quadrattsirea conhecida. Esta
divisdo permite que o volume do liquido sobre cqdadrado da camara seja
conhecido. Apesar deste método de contagem seépitiarexecucdo, tem como

desvantagem a incapacidade de distincdo entreaséliflveis e ndo viaveis.

[1.2.1.2.2. Curva de Crescimento Microbiano

A avaliacdo quantitativa do crescimento microbianexperimentalmente,
representada através de uma curva de crescimenfooplalacdo microbiana
(Figura 15). Esta curva €é constituida pelas vdaisss de crescimento microbiano:

fase de laténcia, fase exponencial, fase esta@oadase de declinio.

Fase estaciondria

Log de

ndmero de

Fase de declinio

células viaveis Fase exponencial

ou

absorvéncia

Fase de laténcia

Tempo (horas)

Figura 15: Curva de crescimento microbiano em sistema feclematbptado de [6]).

A fase de laténcia corresponde ao periodo iniajais a inoculacdo num
meio de cultura, em que ocorre a adaptacao do rgamsmo ao meio. Nesta fase
h4, essencialmente, a producdo de enzimas neosssasintese de compostos

essenciais ao crescimento ou a hidrolise de comppsesentes.
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A fase exponencial corresponde a fase de cresamgrgressivo do
microrganismo, ou seja, € o periodo marcado pela&d celular com duplicacéo
do nimero de células, apés um determinado intedaltempo. E durante esta
fase que se verifica uma taxa especifica de crestormaxima, dependendo de
factores genéticos do préprio microrganismo, assimo de factores ambientais
(pH, temperatura, etc.)

A fase estacionaria é a fase em que had um esgd@mmennutrientes
essenciais e/ou acumulacdo de produtos finais qten@am a interrupcao da
divisdo celular. No entanto, as células podem mageviaveis, ao longo de um
certo periodo de tempo, a custa de reservas ena®ggume sdo usadas em
processos de manutencdo. Portanto esta € a fageesa populacdo se mantém
constante. Como consequéncia disto, ocorre a peed&rsivel da capacidade de
divisdo celular, ocorrendo, assim, a morte celdamorte celular, por sua vez,
origina um decréscimo da concentracdo de célul@weid na populacéo
microbiana, ao longo do tempo, iniciando, assifasa de declinio.

A partir desta curva € possivel determinar 0s pen@® cinéticos,
nomeadamente a taxa especifica de crescimentoempotde duplicacdo do

microrganismo em guestao.
[1.2.1.2.3. Procedimento Experimental

Para determinar a curva de crescimento das estiipes mutanse S.
sobrinusutilizadas neste estudo, inoculou-se culturasndesmas em meio BHI
gue, posteriormente, foram crescidas numa estudd°€ e em condi¢des de
anaerobiose. De seguida, efectuou-se leituras @eehbora da densidade Optica,
através da medicdo da absorvéncia a 630nm (Esfmotreetro ShimadzuUV-
160A), e do pHCrison micropH2001). Também se determinou 0 namero total de

células (Anexo | (Figura 1.1)), de hora a horapads da contagem de células
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bacterianas vistas ao microscop@ympusBX50) usando um hematocitometro.

Os ensaios foram realizados em triplicado.

[1.2.2. Material Vegetal

Neste trabalho utilizou-se como material vegetpEe®sP. barbatuse P.
ecklonii As folhas deP. barbatuse P. eckloniiforam colhidas no herbario da
Faculdade de Ciéncias e da Faculdade de Farmadimigarsidade de Lisboa,
respectivamente. Com estas folhas preparou-seedtiiactos: extracto aquoso e

extracto metandlico
[1.2.2.1. Preparacéo de Extractos
11.2.2.1.1. Extracto AqQuoso

De forma a reproduzir-se uma composicdo quimica eBemte a
encontrada num chda, preparou-se um extracto agdasoplantas em estudo,
segundo o método apresentado em Ealkél, 2008. As folhas frescas e cortadas
das plantas, adicionou-se agua destilada (10 mémggbulicdo e deixou-se ferver
durante 10 minutos. Apds o arrefecimento a tempexaambiente, filtrou-se,
através do método de filtracdo por vacuo, e lmdili-se (Liofilizador deSavant

Modulyg. O extracto aquoso liofilizado foi armazenado20-°C.
[1.2.2.1.2. Extracto Metandlico

Em muitos estudos de investigacdo de propriedademiérobioldgicas de
plantas, o0 método de extraccdo € baseado no usoldentes orgéanicos, entre
outros o metanol e a acetona (Tset,al, 2007). O uso mais frequente de

solventes organicos esta directamente ligado arrcajmacidade destes solventes
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de extrair compostos organicos aromaticos ou s#igrague Sao 0S Compostos
mais activos contra 0s microrganismos.

A preparacdo do extracto metanodlico foi realizaggueado o meétodo
apresentado em Tsat al, 2007. As folhas secas e moidas das plantaspadic
se metanolRanreag (5 mL/g) e deixou-se em agitacao continua durartteras e
a temperatura ambiente. ApoOs a extraccdo, a mikiufitrada e o residuo sofreu
novamente o processo de extraccao em metanol, tdusanoite. A combinacao
das solugbes metandlicas foi filtrada duas vezesa @ vacuo e outra por
gravidade, e evaporado num rotavapBudhi RotavaporR-200). O extracto
obtido, cujo rendimento foi de 14,1% pataeckloniie 11,9% pard. barbatus
foi dissolvido em dimetilsulfoxido (DMSO) numa camtracdo de 400 mg/mL e

armazenado.
[1.2.2.2. Analise dos Extractos

A aplicacao dos extractos de plantas, em qualgiade, requer um prévio
conhecimento das caracteristicas do mesmo. Comsoartbjectivos do estudo, a
analise serd mais ou menos detalhada.

Neste trabalho fez-se uma anélise ao nivel do ppleatro de absorcéao,

teor em fendis totais e analise por HPLC.
11.2.2.2.1. Determinacao de Fendis Totais

Os compostos fendlicos de plantas rednem-se enrsdiecategorias:
fendis simples, acidos fendlicos (derivados de dcitbenzoico e cinamico),
flavonodides, taninos condensados, etc., sendo mueeu todo representam um
grande grupo de metabolitos secundarios encontr@®plantas. Quimicamente

Sdo caracterizados por possuir anéis aromaticosoXil@dos, tornando-os
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relativamente polares e sollveis em agua ou msstaleool/agua (Proenca da
Cunha, 2005).

Nas plantas, estes compostos desempenham funcdeéanfantais, tais
como a actividade antimicrobiana, proteccdo camtradiacao ultravioleta (UV) e
na atraccdo de insectos ou outros polinizadores. eNt@nto, a actividade
antioxidante dos compostos fendlicos é a caratiter$s de maior interesse
cientifico.

A determinagdo dos compostos fendlicos é feita ameia quantificacédo
espectrométrica a partir de diversos métodos. Bavénmétodo de Folin-Ciocalteu
€, de entre todos, o mais utilizado. O reagenteFdin-Ciocalteu, na sua
composicdo quimica, é constituido por uma mistuaddis acidos, o acido
fosfomolibdicoe fosfotingstico, no qual o molibdénio e o tungstée encontram
no estado de oxidacdo.6Na presenca de certos agentes redutores, como 0s
compostos fendlicos, o estado de oxidacdo desteésséaltera-se para um estado
entre 5 e 6. Esta alteracdo é acompanhada de uaangaude coloracdo, 0 que
permite determinar a presenca de substancias radutassim como a sua
concentracao.

A determinacédo do teor de fendis totais foi red@&através do metodo de
Folin-Ciocalteu (Oktayet al, 2003), com o pirogalol como composto fendlico
padrdo. A um volume de 4,5 mL de agua destiladai@awu-se 100 pL de
solucédo de extracto, cuja concentracdo era cordnddichg/mL), e 100 pL de
reagente de Folin-Ciocalteu. A solucdo foi agitalmante 3 minutos e, em
seguida, adicionou-se 300 pL de uma solucdo decatb de sédio 2 %. Apos
um periodo de incubacdo de 2 horas com agitac@vmiitente, mediu-se a
absorvéncia a 760nm. O teor em fendis foi calcuktdavés da recta de calibracdo

realizada com o pirogalol (Anexo 11.2). O ensaioréalizado em triplicado.
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11.2.2.2.2. Analise por HPLC e Espectroscopia de Mssa

A andlise por cromatografia liquida de gherformanceHPLC, do inglés
High-Performance Liquid Chromatographyfoi realizada num sistema de
Cromatografia LiquidaFinnigan™ Surveyor® Plus Modular LCequipado com
uma colunaPurospher® STARRP-18de Merck e software Xcalibur O extracto
foi analisado através da injeccdo de 25 pL do mesratlizando um gradiente
composto por uma solucao A (0,3% de acido fosffrisolucdo B (acetonitrilo) e
solugcdo C (metanol) e na seguinte proporcao: O tmirR0% A, 10% B e 50
minutos 5% A, 80% B, 15% C. A deteccéo foi feitarer200 a 600nm por um
sistema de deteccédo de fotodiodos.

Para purificar os compostos maioritarios dos etdsametanodlicos dé.
barbatuse P. ecklonij utilizou-se o0 mesmo sistema de HPLC descritopioss
foram recolhidos separadamente, sendo que estessmdoi repetido varias
vezes. Os picos recolhidos foram submetidos acepsacde identificacdo através
de espectroscopia de massa utilizando um especdtoe massapexQe FTICR
de Bruker Daltonics (Billerica, MA, USA) equipado com uma font&pollo Il Dual
ESI/MALDI e um campo magnético activo (7.TAs amostras foram introduzidas por
meio de uma bomba de infusdo Kbientific(Holliston, MA, USA) com uma taxa de
fluxo de 120uL/h. De momento, ainda ndo foi possivel identificarséos 0s

compostos maioritarios.
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11.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

[1.3.1. Condi¢bes de Crescimento

A manipulacdo de microrganismos requer um prévitheoimento do seu
desenvolvimento ao longo do tempo, de forma a sehemer as condicdes
experimentais padréo. Para atingir este objectbeguiu-se o crescimento de
culturas deS. sobrinuse S. mutansem meio BHI, a 37°C e em condi¢des de
anaerobiose, ao longo do tempo. Ao fim do temperdehado, estabeleceu-se a

curva de crescimento e analisou-se a variagao diopideio de cultura.

[1.3.1.1. Curva de Crescimento

A partir dos valores obtidos por densidade Opficapossivel definir uma

curva de crescimento para cada uma das espéciestedo (Figura 16).
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Figural6: Representacdo gréfica das curvas de crescimenfo sigbrinue S. mutans,

por densidade 6ptica, em meio BHI, a 37°C e emicdad de anaerobiose.
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A analise destas curvas de crescimento, indicaraenag culturas ds.
mutanse deS. sobrinusmantidas em meio BHI, atingem a fase estacioraia
fim de 5 e 7 horas de incubacéo, respectivamenstesEresultados estéao
relativamente préximos dos obtidos por Marties,al (2007) para a mesma
estirpe deS. mutanse por Aguiar (2008) para a mesma estirpeSdeobrinus.
Portanto é neste periodo que ocorrera o crescinpapialacional, correspondendo
assim ao periodo de maior actividade celular.

A partir da fase exponencial das curvas de crestondefinidas, foi
possivel determinar os parametros cinéticos deionesto, nomeadamente a taxa
especifica de crescimentod) e o tempo de duplicacdo (Td) taxa especifica de
crescimento é a taxa de aumento da biomassa/nideecélulas a cada intervalo
de tempo, sendo que ela é constante e maxima eaa®nencial. O tempo de
duplicacédo é o intervalo de tempo requerido pamuyua nova célula complete o
ciclo de crescimento e divisdo, dando origem a dehsgas filhas. Para determinar
estes parametros, tragcou-se uma curva de logafibgpda fase exponencial das
curvas de crescimento (Anexo | (Figura 1.2)).

Os resultados dos parametros cinéticos calculadosapresentados na
Tabela 3.

Tabela 3: Parametros cinéticos da curva de cresciments. d®brinuse S. mutansem
meio BHI a 37°C.

Parametros cinéticos S. sobrinus S. mutans
) 0,136 0,124
pg ()
Td (h) 2,210 2,422

A partir destes resultados verificou-se que a &ppecifica de crescimento
€ aproximadamente igual para as duas espéciesp spral 0 seu valor é de

aproximadamente 0,1 OD/h. Da mesma forma, o tenepduglicacdo é também
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semelhante para as duas espécies, aproximadamehtma. Estes valores
distanciam-se um pouco dos valores obtidos nundestabreS. mutangealizado

por Makaya (2007) e num estudo soBresobrinugealizado por Aguiar (2008),
onde a taxa especifica de crescimento apresentdigeiamente superior e 0

tempo de duplicacéo é ligeiramente inferior.
[1.3.1.2. Variacao de pH

Em paralelo com a determinacdo da curva de creatimeeguiu-se as
alteragbes do pH (Figura 17). Esta investigacdwmtoomo base confirmar um dos
factores de viruléncia destas espécies, que sal@ream a sua capacidade
acidogénica. Este factor de viruléncia esté estdtde ligado a existéncia de uma
via glicolitica nestas bactérias, que lhes confecapacidade de produzirem acido
lactico e &cido acético a partir da fermentacéo atpgares. A producdo destes
acidos € verificada através uma diminuicdo acemtudd pH do meio
(aproximadamente de 7 a 5) (Bana, 2004).
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Figura 17: Representacado gréfica da variagcdo do pH ao longoedodo de crescimento &

sobrinuse S. mutangm meio BHI a 37°C.
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De acordo com o gréfico, verificou-se que paralau@S. mutan®correu
uma diminuicdo de pH acentuada na ordem de 1,4adeg] ao fim de 6 horas,
estabilizando-se num pH da ordem de 6. O mesmdtadsufoi apresentado pela
cultura deS. sobrinuscom a Unica excepcédo de que este decréscimoedaafim
de 7 horas. Esta diminuicdo da ordem de 1,4 est@cdelo com a diminuicdo
referida por Banas, 2004, (aproximadamente 2) eaadiminuicdo registada para
S. mutangor Makaya, 2007, (aproximadamente 1) e garsobrinugpor Aguiar,
2008, (aproximadamente 1,3).

Este decréscimo acentuado de pH corresponde aefgsenencial de
crescimento 0 que é coerente, tendo em conta daefase é marcada por um
crescimento progressivo das bactérias. Como talesabilizacdo do pH

corresponde a fase estacionaria de crescimento.

[1.3.2. Analise de Extractos

[1.3.2.1. Teor em Fendis Totais

O conhecimento da composicdo em fendis totais preses extractos €
uma informacéo de grande importancia para o progsegto deste estudo. Estes
compostos, pela sua elevada actividade antioxid@oem ser um dos factores
responsaveis pela actividade antimicrobiana dagggaem estudo. A extrapolacao
da concentragdo em fendis totais presente noscdra apresentada na Figura 18
e na Tabela 4.

A partir dos resultados obtidos verificou-se gRegckloniiapresenta uma
concentracdo mais elevada de compostos fendliess|tado comprovado pelos
25% de fendis presentes em 1mg de extracto aqud%ore extracto metandlico.
Isto pode ser explicado pela existéncia de mamr de acido rosmarinico ef
ecklonii aproximadamente 50%, do que Bmbarbatus apenas 14% (Fakt al,
2008).

50



ANALISE DE MATERIAL BIOLOGICO E VEGETAL 2009
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Figural8: Percentagem de fendis nos extractos aquosos @adtiets deP. barbatuse

P. ecklonii

Tabela 4: Concentracéo de fendis nos extractos aquososanaliebs deP. barbatuse

P. ecklonii
Concentracéo
Planta Extracto .
(mg fendis/ mg extracto)
Aquoso 0,07 £0,00
P. barbatus i
Metandlico 0,02 £0,00
Aquoso 0,25+0,01
P. ecklonii i
Metandlico 0,03+0,01

A comparagdo entre os extractos aquosos e metamdlavela que os

extractos aquosos apresentam maior teor em feotéis tio que os metandlicos.

11.3.2.2. Analise de pH dos Extractos

A andlise de pH foi necessaria uma vez que se deatam parametro que
pode fornecer informacao ao nivel do comportamdaotextracto em solu¢do. No

entanto, esta andlise teve como maior interesselpar se o pH do extracto pode,
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de alguma forma, condicionar ou justificar o efetl®o mesmo sobre o0s
microrganismos em estudo.

Os resultados obtidos (Tabela 5) revelam que oaars aquosos tém um
pH ligeiramente acido, na ordem de 6, enquantdme&® metandlico apresenta o
pH basico, na ordem dos 8,5. Esta diferenca dequléra estar relacionada com a
diferente composicao dos dois extractos, sendaglextractos aquosos possuem

como composto maioritario o acido rosmarinico.

Tabela 5: Valores de pH dos extractos aquosos e metandtledB. barbatuse P.

ecklonii

Extracto P. barbatus P. ecklonii
Agquoso 5,92 6,02
Metandlico 8,42 8,51

11.3.2.3. Analise da Composicdo dos Extractos

De forma a compreender se 0s extractos utilizadeterestudo apresentam
diferente composicdo quimica, fez-se uma andlise HIBLC dos extractos
metandlicos deP. barbatuse P. ecklonii Os cromatogramas de HPLC sao
apresentados na Figura 19 e 21.

O cromatograma de. barbatugFigura 19) apresentou um pico maioritario
com um tempo de retencéo a 14,13 minutos seguiadordpico a 14,65 minutos.
O espectro de massa e a estrutura quimica do ctongms o tempo de retencdo
de 14,13 minutos € apresentado na Figura 20. Atesdrquimica e o espectro de
massa sao consistente com um diterpendide abigdaisolado emPlectranthus
hereroensi® citado na bibliografia (Abdel-Mog#t al, 2002).
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Figura 19: Cromatograma de HPLC de extractos metandlico®.dearbatus * Pico

correspondente a saida de DMSO.
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Figura 20: Composto com o tempo de retengéo de 14,13 mimgt@xtracto metandlico

deP. barbatusespectro de massa e estrutura quimica.
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O cromatograma deP. ecklonii (Figura 21) apresenta dois picos
maioritarios a 9,41 e 19,43 minutos seguidos depiom a 18,06 minutos. Ainda
ndo foi possivel identificar estes compostos, ntaren estdo em curso as

investigacGes com vista a concluir este estudo.
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Figura 21: Cromatograma de HPLC de extractos metandlico®.decklonii * Pico

correspondente a saida de DMSO.

Contudo, estes resultados preliminares revelam egias duas plantas
apresentam diferente composicdo quimica, 0 quesecpentemente, pode
reflectir-se em diferentes propriedades biologica€omparando estes
cromatogramas com o0s obtidos num estudo realizad&aléet al, 2008, para o
extracto aquoso destas duas plantas, verificouese existem diferencas nas
composi¢cdes quimicas entre ambos 0s extractos.o@atograma do extracto
aguoso dé. barbatusapresentava um pico maioritario a 19,2 minutosiisegde
dois picos a 23,4 e 33,0 minutos, que correspondi@macido rosmarinico,

scutelareina 4’-metil éter @-glucuronido e (16S)-coleon E, respectivamente,
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enquanto o cromatograma Beeckloniiapresentava apenas um pico maioritario a
19,2 minutos, que correspondia ao acido rosmatrinico

A diferenca na composicdo quimica também é compleopalos espectros
de absorgéo UV-visivel dos extractos e do acidmaogico (Anexo Ill).A partir
destes espectros de absorcéo verificou-se queexgiandes diferencas, ao nivel
da composicdo quimica, entre os extractos aquosssextractos metandlicos e
entre as duas plantas. Esta diferenca € marcaaaxisténcia de apenas um pico
de absorcdo maioritario nos extractos aquosos guesponde ao pico do acido
rosmarinico, enquanto os extractos metandélicosaptam varios picos.

A diferenca entre os extractos metandlicos e extsaaquosos pode estar
ligada & maior capacidade dos solventes organeextnaccado de compostos, que
neste caso podem ser diterpendides, uma vez gqaeéstda literatura, verificou-
se que ambas as plantas apresentam como conestuimgioritarios os
diterpendides. No entanto, devido a sensibilidaalendtodo de identificacdo dos
compostos, ainda ndo € possivel fazer uma anatiselusiva desta diferenca
registada, nomeadamente a identificacdo dos coogpaostioritarios dos extractos

metandlicos que ainda esta em curso.
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Il.4. CONCLUSOES

Na andlise do material biolégico, pode-se conclyire ndo existem
diferencas relevantes entre as duas espécies euadogstao nivel do
comportamento no meio de cultura utilizado. Ta8tanutansomoS. sobrinus
apresentam uma curva de crescimento onde a fasgoestria € atingida ao fim
de 6 e 7 horas, respectivamente. O periodo de icr@sto exponencial é
acompanhado por uma variacdo do pH do meio, queapds basico a acido,
comprovando assim o potencial acidogénico das tastem estudo.

O material vegetal utilizado neste estudo sédo ebdsa aquosos e
metandlicos dé°. barbatuse P. ecklonii A analise destes dois extractos indica
que as duas plantas apresentam diferentes composigénica e que esta
composicao varia de extracto para extracto. Entdela estas diferencas pode-se
concluir que P. ecklonii possui maior teor em fendis e que o0s extractos
metandlicos de ambas as plantas apresentam mermr de fendis,
comparativamente com o extracto aquoso das medraagem se pode concluir
gue a diferenca registada entre o extracto metanélaquosos pode estar ligada a

existéncia de maior teor de diterpendides nos &rsanetandlicos.
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l1I.1. INTRODUCAO

A avaliacdo da actividade antibacteriana € um pdetelevada relevancia
pois, através desta pode-se retirar informacéo i@el wa susceptibilidade do
microrganismo a agentes antibacterianos. O terrmoegptibilidade aqui referido
esta associado ao efeito resultante da interacgéectal entre o agente
antibacteriano com o microrganismo, sendo que detteaccdo pode resultar a
inibicdo de crescimento e/ou a morte do microrgaaisPortanto, esta avaliacdo
tem como finalidade averiguar se o0 agente em espaite ser utilizado na
prevencdo da proliferacdo das bactérias. Por @swmentificacdo de agentes
antibacterianos é uma das areas de maior intenessmvestigacées relacionadas
com o desenvolvimento de compostos capazes denprevéormacado da placa
dentaria.

A investigacdo da actividade antibacteriana de wmposto/extracto é
seguida com base na determinacéo da capacidadeibsi@tica e/ou bactericida,
sendo que para atingir esta finalidade, recorr&-determinacdo da concentracéo
minima inibitéria (MIC, do inglésMinimum Inhibitory Concentratione da
concentracdo minima bactericida (MBC, do inglB8nimum Bactericidal
Concentratiol), respectivamente. O MIC é a concentracdo minienard agente
antimicrobiano que inibe o crescimento visivel de microrganismo, apos uma
incubacao ao fim de 48 horé&ndrews, J. M, 2001). Pode ser apresentado sob
forma de MIG, ou MICy, (indicando que a concentracdo em questao reveda um
inibicdo da populagdo bacteriana de 50% ou de 9@%pectivamente) em
unidades de pg/mL ou mg/mL. O MBC € a concentragp@mima do agente
antimicrobiano que impede o0 crescimento de qualqueanismo apds o

plagueamento num meio sélido (Andrews, J. M, 2001).
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ll.2. MATERIAL E METODOS

[11.2.1. Efeito na Viabilidade de Células em Suspes@io (MIC e MBC)

A determinacdo do MIC e do MBC do extracto aquosoetandlico deP.
barbatuse P. eckloniie do &cido rosmarinico contra cultufassobrinuse deS.
mutansfoi baseada no método de micro-diluicdo descrdo Koo et al, 2002,
(Figura 22).

Organism grown to Organism cultured

standard denasity in broth : :

No visible growth:

Tubes with increasing drug concentrations inoculated
with standard number of organisms / MIC = 8 pg/ml

-_— 4 e W W ' ww 4 Sswww  =

0.5 1 2 4 8 16 32
K No growth when plated
v MBC =16 pg/ml

MIC = The minimal concentration of adrug MEC = The minimal concentration of a drug
that inhibits the growth of bacteria that kills the bacteria

Figura 22: Determinacdo de MIC e MBC pelo método de micraigdes ([7]).

Para a determinacédo do MIC, culturas em susperes&o sbbrinuse deS.
mutans,apés 18 h de crescimento em meio BHI, foram ajasta 0,5 OD (1,5 x
1% unidades formadoras de colénias (CFU/mL) e depihisdds 100 vezes (isto

é, aproximadamente 1,5 x®OFU/mL). Desta diluicdo, foram retirados 100 e
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adicionados a poc¢os de uma micropla@ae(ner bio-one Cellstgrcontendo 100
uL de meio BHI com os extractos aquosos e metar®ldmP. barbatuse P.
ecklonii e acido rosmarinico, em diferentes concentrac®s (g/mL, 0-1
mg/mL e 0-10 mg/mL, respectivamente). Para minim@s erros associados a
interferéncia da cor dos préprios extractos, umig £ paralelo da mistura, sem
adicdo do indculo, foi preparado. Também foi faitm branco de DMSO na
mesma proporcao e com adi¢cdo do inoculo. Para aauzentracdo, as amostras
foram preparadas em triplicado.

Apods 48 h de incubacdo em jarras de anaerobi@3®I[D) a 37°C em
condicbes anaerbbicas (garantidas por saquetasabrchiose daDXOID), o
crescimento bacteriano foi estimado espectrofotocaghente, a 630nm,
utilizando um leitor de microplacas (Leitor de MiptacasTECA Sunrisg e
microscopicamente pela contagem do numero de sélulian hematocitdmetro.

Para determinar o MBC, uma aliquota (hD) de todos pog¢os com
concentracdes superior a concentracdo de MIC foovela, diluida 10 vezes em
meio BHI, e depois plaqueado em meio BHI sélidcadtg 48 horas a 37°C e em
condi¢cbes de anaerobiose.

Experimentalmente, o MIC é a concentracdo minima cgstringe o
crescimento bacteriano a um valor de absorvéndaian a 0.05. O MBC é a
concentracdo minima onde néo se verifica cresconestteriano apds o periodo
de incubacéo (48h).
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111.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

[11.3.1. Actividade Antibacteriana

A analise da actividade antibacteriana de um agentaposto ou extracto)
€ um parametro de extrema importancia que facultarmacédo ao nivel da
susceptibilidade de um determinado microrganisnuelb@no ao mesmo. A partir
do conhecimento deste parametro pode-se avaliapacidade bacteriostatica e
bactericida do agente em estudo, através da deirao de MIC e MBC. Neste
estudo, culturas d8. mutan® S. sobrinugoram inoculadas na presenca de varias
concentracfes de extracto aquoso e metandlidd. tarbatuse P. eckloniie de
acido rosmarinico, por um periodo de 48 horas. Agxis periodo, fez-se uma
avaliacdo do crescimento bacteriano em funcdo deeato da concentragcdo dos
extractos/acido e determinou-se o valor de MIC eOMB

A avaliacdo do crescimento bacteriano das duasciespém estudo na
presenca de extractos aquoso e metandlid®. darbatuse P. eckloniie de acido
rosmarinico é apresentado na Figura®Bibicdo do crescimento foi apresentada
sob a forma de percentagem de crescimento em fudighcaumento da
concentracdo dos extractos. Na analise das cume@sicou-se que todas
apresentavam um padrdo semelhante, sendo que adt@ pé marcado pelo
continuou decréscimo da percentagem de cresciméaso bactérias com o
aumento da concentracdo dos extractos e do compdstentanto, verificou-se
grandes diferencas ao nivel da ordem das concéagagibitérias, relativamente
aos extractos em estudo. O extracto metandlicosapteu uma inibicdo de
aproximadamente 100% a partir de uma concentragdh3mg/mL, para ambas
as plantas e para ambas as espécies, enquanttaci@@gquoso apresentou uma
capacidade inibitoria de aproximadamente 100% #r ke uma concentracao de

5 mg/mL. O maior efeito antibacteriano verificadarg o extracto metanolico
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podera estar em parte ligado a presenca de DMS® ,aprtesentou uma certa

actividade antibacteriana. Em relagdo a compardgdoextractos com o acido

rosmarinico, verificou-se que o acido tem menoracajade inibidora, pois a

inibicdo de aproximadamente 100% s6 é atingida pargentracdes na ordem

dos 10 mg/mL.
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Figura 23: Actividade antibacterianadA e B - extractoaquoso deP. eckloniie P.

barbatuse acido rosmarinico sob& sobrinuse S. mutansrespectivamentéd’ e B’ — extracto

metandlico dé°. eckloniie P. barbatussobreS. sobrinug S. mutansrespectivamente.
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[11.3.1.1. Efeito no Crescimento de Células em Suspséao - MIC

A partir dos valores obtidos, foi possivel definirvalor de MIC para o
extracto aquoso e metandlico e barbatuse P. eckloniie para o &cido
rosmarinico (Tabela 6). Os valores de MIC apresist@ara os extractos aquosos
sdo valores de Mig (concentracdo em que a inibicdo da populacao fimtéeé
de 90%), uma vez que, devido a grande interferétaiaor do proprio extracto,
ndo foi possivel definir o valor através da absocis

Os valores de MIC dos extractos aquosos relatimgareasS. sobrinus
variaram entre 2,9 a 7,3 mg/mL eSa mutansvariaram entre 3,8 a 8,4 mg/mL,
sendo que o valor mais baixo foi apresentado pdtaeo deP. barbatuse o mais
alto pelo acido rosmarinico. Os valores de MIC drgactos metandlicos das
duas plantas sobre as duas espécies em estudandam, sendo que o valor foi
de 0,3 mg/mL, com a excepcao do valor de 0,2 mgaptesentado poP.

barbatussobreS. mutans

Tabela 6: Valores de MIC de extractos aquoso e metandlic®.dmrbatuse P. ecklonii

e de acido rosmarinico sobre culturasSdenutans e S. sobrinus.

MIC (mg/mL)
Extracto Plantas Composto -
S. sobrinus S. mutans

P. barbatus |  ----------- 3,8+0,00 2,9+ 0,12
Aquoso P eCk|0nII """""""" 4,7 + 0,30 5 * 0,00

------------ Acido. 84+040 | 7,3+0.23

rosmarinico
P.barbatus | ------------- 0,3 +0,07 0,2+0,01
Metanolico
P.ecklonii | -----m-m-mme- 0,3+0,00 0,3+0,01
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Comparando os extractos aquosos das duas plammbcou-se que o
extracto deP. barbatustem maior capacidade bacteriostatica do que o @wtra
aquoso dé°. ecklonii.Esta diferenca pode estar associada a diferentpagicao
guimica das duas plantas, nomeadamente a presenigaidados dscutellareina
e (16S)-coleon E no extracto aquoso Rlebarbatus(Falé et al, 2008). Da
comparacdo dos extractos das duas plantas comdo &$smarinico pode-se
constatar que a capacidade bacteriostatica exilmdambas ndo € somente devida
a presenca de acido rosmarinico — composto maioritéstas plantas (Fadt al,
2008) -, os valores de MIC para este composto foedativamente superiores aos
valores obtidos para os extractos. Contudo, cortipamaente com extractos
aquosos de outras plantas medicinais, que sao usedaprodutos dentifricos
comerciais, tais comBosmarinus officinalis- alecrim -(MIC 16 mg/ml) (Tsaiet
al, 2007), Caesalpinia pyramidalis -eatingueira - (MIC 8 mg/ml) &iziphus
joazeiro —juazeiro - (MIC 16mg/ml) (Alviano et al., 2008), asmlores aqui
apresentados revelam uma boa capacidade bacticmsta

A mesma apreciacdo pode ser feita para 0s valooss extractos
metandlicos deP. eckloniie P. barbatus quando comparados com o extracto
metandlico deRosmarinus officinalis- alecrim -(MIC 4 mg/ml) (Tsaiet al,
2007). Da mesma ordem de grandeza sdo os valdesneados na literatura,
por exemplo paraPolygonum cuspidatumplanta tradicionalmente usada no
controlo de doencas orais, em que o valor de MIfa parias estirpes dS.
mutanse S. sobrinuszariaram entre 31,3-250 ug/mL (Soegjal, 2007).

Comparando os valores obtidos para os extracttandgleceos de ambas as
plantas com os dos extractos aquosos, verificogugeos primeiros tém maior
capacidade bacteriostatica, apesar de apresentaegror teor em fendis totais.
Isto sugere que a presenca de outros compostoadamente diterpendides,

pode influenciar a actividade antibacteriana dasaetos.
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111.3.1.2. Efeito na Viabilidade de Células em Sysenséo - MBC

Com o objectivo de investigar a actividade baci@aic determinou-se o
valor de MBC (Tabela7). Em geral, os valores de MB@aram de 9-10 mg/mL
para os extractos aquosos e de 0,6-0,8 mg/mL pagatractos metandlicos. Estes

valores revelam que os extractos metandlicos témrraatividade bactericida do
gue os extractos aquosos.

Tabela 7: Valores de MBC de extractos aquoso e metanolidd. tarbatuse P. ecklonii
e de acido rosmarinico contra culturasSdenutans e S. sobrinus

MBC (mg/mL)
Extracto Plantas Composto -
S. sobrinus S. mutans
P. barbatus |  ----------- 9,5 9,5
Aquoso P eCklon” ““““““““ 9,0 10,0
------------ Acido. 12,0 12,5
rosmarinico
P.ecklonii | -----m-m-m-m- 0,6 0,8
Metanolico
P. barbatus | -------------- 0,6 0,8

A concentracdo bactericida para o acido rosmarifidosuperior aos
extractos, 12 mg/mL par&. sobrinuse 12,5 mg/mL paraéS. mutans.Esta
consideravel diferenca de valores comprova quetigidade bactericida ndo é
devida, somente, a presenca de acido rosmaringtesextractos, sendo que esta
actividade podera estar ligada a ac¢cdo deste coonpod de outros compostos
presentes no extracto, nomeadamente alguns fladem@Kooet al, 2002).
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[11.3.2. Discussao da Actividade Antibacteriana dofxtractos

As plantas, dependendo da sua composi¢do quimickenp ser usadas
como bons agentes antimicrobianos. Como tal, podempotenciais agentes
preventivos da cérie dentaria, uma vez que a #ibiao crescimento bacteriano
ou até a eliminacdo das bactérias do grsfreptococci mutang uma das
estratégias de prevencédo desta doenca.

No presente trabalho verificou-se que, tanto oaekbr aquoso como O
extracto metandlico deP. barbatus e P. ecklonii apresentam capacidade
antibacteriana sobre duas espéciestagptococci mutans. mutan® S. sobrinus
Esta capacidade pode ser explicada pela composjganica destas plantas,
nomeadamente a presenca de compostos fendlicosrpendédes do tipo
diterpendides (Abdel-Mogiket al, 2002 & Falé, 2008). Os compostos fendlicos
podem apresentar um certo grau de toxicidade arai@rorganismos atraves da
sua capacidade para inibir enzimas e até mesmuo mitrescimento bacteriano
(Koo et al, 2002). Estes efeitos, que resultam da actividadgbacteriana
associada a estes compostos, estdo directamemigodigao elevado poder
antioxidante dos mesmos. Em particular, o podepxidante destes compostos
explica parcialmente a actividade antibacteriana dwesmos sobres as duas
espécies em estudo, uma vez que um estudo realpadbiskmannat al. (in
Alviano, et al, 2008) revela que a presenca de antioxidantesaling previne o
aparecimento de infecgcbes bacterianas na cavidade Bm relacdo aos
terpendides, a mesma toxicidade é verificada (Cowi#99), sendo que o
mecanismo de accdo podera estar ligado a disrupdgdanembrana pelos
compostos lipofilicos (Mendozt al & Cowan, 1999), tais como o farnesol (Koo,
et al., 2002)Em particular os diterpendides, tais comaoeongWellsow, et al.,
2006) grandidoneqLukhoba,et al, 2006) eforskolin (Krombholzet al, 1992 in

Costa, 2006) tém sido reportados como bons agantéscterianos.
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Nos extractos aquosos, a actividade antibacterigioalera estar
principalmente associada a presenca, nestes @dyat# um acido fenolico em
elevada quantidade - acido rosmarinico. No entamtiferenca de actividade entre
as duas plantas indica que podera existe uma looigiiio adicional de outros
compostos com actividade antibacteriana, nomeadandaido cafeico (Cowan,
1999), um dos compostos identificado no hidro-m@tea deP. ecklonii(Hawas
et al, 2008), flavonoides (Kot al, 2002) e/ou iBes metalico, como o zinco e
cobre (Addyet al, 1992).

Os extractos metandlicos ¢ barbatuse P. eckloniisdo reportados na
bibliografia como sendo ricos em terpendides, ertiquéar do tipo diterpendides,
o que facilmente explicar a elevada actividade baoteriana exibida pelos

mesmaos.
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l11.4. CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos pode-se conclug gsl extractos aquosos e
metanolicos dé°. barbatuse P. eckloniittm uma accdo antibacteriana sobre as
duas principais espécies cariogénicas em hum&asutanse S. sobrinusEsta
actividade antibacteriana esta associada a capieclhcteriostatica e bactericida
de ambas. Porém este poder antibacteriano € maistuado no extracto
metandlico destas plantas, devido a diferente csip@o quimica dos extractos.

Também se pode concluir que o acido rosmarinicoposto maioritario
presente no extracto aquoso destas duas plantagseafa actividade
antibacteriana e que a presenca deste compostext@Etos em estudo pode
justificar, em parte, a mesma actividade exibidbbe&xtractos. No entanto a
presenca de diterpendides no extracto metanolicke per o responsavel pela

maior actividade antibacteriana dos mesmaos.

69



CAPITULO Il - 2009

70



CAPITULO IV

Efeito dos Extractos nos Factores de Viruléncia de

S. mutans e S. sobrinus
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IV.1. INTRODUCAO

Apesar da elevada complexidade da flora @akobrinue S.mutansséo
duas espécies bacterianas apontadas como sendgeatesa primarios da
formacdo da carie dentaria, resultante do potergaalogénico associado a
ambas. Este potencial cariogénico esta directameheionado com 0s seus
factores de viruléncia, nomeadamente a presencaendenas capazes de
sintetizar glucanos extracelulares — glucosiltrarasfes (GTFs) -, o potencial
acidogénico, tolerancia ao acido e capacidade mheafobiofiimes (Songet al,
2006).

A sintese de GTFs € um dos factores de viruléheiaaior importancia
nestas espécies. Estes enzimas sdo responsawisiqelse de polissacaridos
extracelulares — glucanos - a partir de molécutasatarose, 0 que promove a
aderéncia firme e irreversivel destas duas estaseperficie do dente e a outras
bactérias da flora oral, definindo assim um biofilmentario. Neste ambiente
protegido proporcionado pelos glucanos, as duagcesp deStreptococcus
formam uma comunidade estavel e protegida — plao#gda - onde produzem
acidos provenientes de vias metabdlicas (Devulemlal, 2004).S. sobrinuse
S mutanssegregam trés tipos de GTFs responsaveis pelessidie glucanos
soliveis em agua e glucanos insolaveis em aguaertianto, a producdo de
glucanos insolaveis em agua € essencial no desemeoito da placa dentéria,
pois estdo associados a adesao a superficie do(deesche, 1986).

A producdo de acido e a tolerancia ao acido sé@e daa caracteristicas
apontadas como factores de viruléncia destas espgmrque um dos produtos
resultantes do metabolismo de acucares da dietacsdos. Estes acidos criam
um ambiente de pH baixo o que promove a desmigag@Eo dos dentes, a
principal causa da cérie dentéria.

Por isso, a prevencao da carie dentaria, passa®mjelo controlo do
crescimento bacteriano, mas também pelo controfo fdctores de viruléncia
destas duas espécies, nomeadamente a inibicaokkeez inibicdo da formacgao

do biofilme.
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IV.2. MATERIAIS E METODOS

IV.2.1. Susceptibilidade de GTF-extracelular aos Bxactos

A investigacdo da susceptibilidade de GTF aos eixisadeP. barbatuse
P. ecklonii foi levada a cabo pela medicdo de glucanos ins@lem agua

sintetizados pelo GTF extracelular.

IV.2.1.1. Preparacdo do Homogenato de GTF-extracdhr

A preparagao do homogenato de GTF extracelularefdizada de acordo
com o método descrito por Kat al,, 2000.

As culturas de&s. mutan® S. sobrinugoram crescidas em meio BHI (100
mL de suspenséo celular em 900 mL de meio) a 3udfénte 18h em condicao
de anaerobiose. ApOs este periodo de incubacédoeqen-se a remocao das
células por centrifugacdo a 100Q0x a 4°C durante 30 minutos, desprezando o
pellet Em seguida, ajustou-se o pH do sobrenadanteGu@reom hidréxido de
sédio (NaOH) 2M e depois foi submetido a um prooeds precipitacdo com
sulfato de amonioRiedel-de Haen(50% (p/v) de saturacéo), durante 1h a 4°C
com agitacdo continua. Ao fim deste periodo, des®@m repouso durante mais
1h a 4°C. Seguidamente, foi novamente centrifugatl®000x, a 4°C e durante
20 minutos. ApoOs a centrifugacdo, o precipitado disisolvido num pequeno
volume de tampéo fosfato 0,1M (pH 6,0) e submetidoma dialise por 24h
(Mangas de dialise Sigma&amanho do poro 12000 Da) contra tampéao fosfato
0,001M (pH 6,0) contendo 0,01% de azida de sédignia- Aldrich e fluoreto
de fenil-metil-sulfunilo (PMSF) Sigma 1mM a 4°C. Em seguida, o material
insolavel existente foi removido por filtracdo mpavidade filitro Whatman n°}

e 0 extracto de GTF fol armazenado a -20°C.
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IV.2.1.2. Doseamento de GTF-extracelular

O doseamentale GTF extracelular foi realizado com base no n@tod
descrito por Lowryet al. (1951) e modificado por Bensadoun e Weinstein
(1976).

O método de Lowry é um método quantitativo pareemeinacdo de
proteinas. A solucdo de proteinas é adicionado eagente que apds reacgao
com elas forma um complexo de cor azul, sendo queeasidade da cor é
proporcional a concentracao de proteinas dissavi@e meio alcalino, os ides
de cobre ligam-se a proteina através da ligacaesess atomos de azoto (N)
das cadeias peptidicas, formando um complexo cqracaiade de reduzir o
reagente de Folin-Ciocalteu (reagente fosfomolimméa fosfotungsténio),
formando um composto de cor azul intenso que absp@50nm. Este complexo
cobre-proteina provoca o desdobramento da estrutdimensional da proteina,
expondo a superficie os residuos de tirosina totapo. A reducdo do reagente
de Folin-Ciocalteu é feita pelos residuos de tiv@ triptofano.

O reagente de Folin-Ciocalteu também é reduzidosp&nois e por
muitas substancias cromaticas de baixa massa nterlepor isso, para evitar a
coloracdo ndo especifica utiliza-se o método deriawodificado, em que a
proteina € precipitada com desoxicolato de sodioGpe acido tricloroacético
(TCA) antes de ser doseada (Bensadoun e Weindi@nt). Uma das grandes
vantagens deste método é a sua grande sensibilgiaeledetecta niveis de
proteinas de 5 a 1Q@®/mL.

O doseamento da proteina em estudo exigiu a d&inde uma curva
padrdoa priori, a partir de uma proteina padrdo — albumina do bowino
(BSA, do inglésBovine Serum AlbumihéAnexo 1V.2).

Amostras contendo diferentes concentragdes (entee300ug) de BSA
foram preparadas através da adicdo de um determmv@ldme de solucdo E
(Anexo 1V.1), correspondente a quantidade de pratgiretendida, e uma

quantidade de agua destilada de forma a perfazarolume final igual a 1 mL.
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Preparou-se também um branco, onde a solucdo Bufmstituida por agua
destilada.

As amostras de enzima foram preparadas da mesma,fadicionando-se
200 pL de extracto de GTF a 8QQ. de agua destilada. Todos os ensaios foram
realizados em triplicado. Seguidamente, a cada desaamostras adicionou-se
0,1 mL da solucdo B (Anexo IV.2). AplOs agitacdojaagou-se 10 minutos, a
temperatura ambiente. Em seguida, adicionou-sen,da solucdo C (Anexo
IV.2) e submeteu-se a amostra a agitacdo. Cenufgg a 3000x durante 15
minutos numa centrifuga de bancaBpgendorf Centrifug®804 R). Desprezou-
se o sobrenadante gelletfoi dissolvido (proteina) em 1 mL de agua desélad
seguida da adicdo de 1 mL da solucédo A (Anexo NARYPs uma breve agitacéao,
aguardou-se mais 10 minutos a temperatura ambiBotefim, acrescentou-se
0,5 mL da solucdo D (Anexo IV.2) seguida de umadmegitacdo. As amostras
foram guardadas no escuro durante 30 minutos egiEpanedida a absorvéncia
a 750nm num espectrofotome8bimadzWV — 160A.

Este ensaio néo foi realizado para GTF extracekXaraida deé. sobrinus

uma vez que o mesmo ja foi realizado por Aguia®0&0

IV.2.1.3. Actividade de GTF-extracelular

Com o objectivo de confirmar a presenca de GTFv@aatio extracto,
investigou-se a formacao de glucanos insollveisagua ao longo do tempo e

mediu-se a actividade do enzima.

IV.2.1.3.1. Sintese de Glucanos Insollveis

Para verificar a formacéo de glucanos insolUveisagoa, adicionou-se a
solucédo de sacarosElgka) 0,1 M em tampao fosfato 0,1M (pH 6) e 0,01% de
azida de sodio o homogenato de GTF, numa propate&il respectivamente.
Os controlos (s6 o0 enzima e s6 a sacarose) forapa@dos da mesma forma,

sendo que para perfazer o volume final se adicidaopédo fosfato 0,1M. A
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mistura foi incubada durante 18 h a 37°C na esiufa-se a absorvéncia a
550nm.

IV.2.1.3.2. Quantificacdo da Actividade de GTF-extcelular

A quantificacdo da actividade de GTF pode ser fateavés da
determinacédo da frutose formada a partir da hgkdlia sacarose, uma vez que a
glucose resultante da mesma reaccao € imediatac@msemida para formar os
glucanos. Sendo a frutose um acucar redutor, ajsamtificacdo pode ser feita
através da analise de acUcares redutores. Parafiesbdade, utilizou-se o
método do azul de tetrazolio.

A utilizacdo deste método baseia-se no facto digsdeatetrazolio serem
um agente oxidante. Este agente na sua forma @idpicksenta-se incolor e é
soluvel em agua, por outro lado, na sua forma liddwugpresenta uma coloracao
de tom cereja intenso e € insolivel em agua. Nanémta forma reduzida deste
agente é soluvel em reagentes organicos, como pebene o iso-butanol
(Fairbridgeet al, 1951). Perante estas caracteristicas, Mattsteangen (1950)
descreveram um método que permite utilizar esteposto na determinacao de
acucares redutores. Apesar de ser promissor, améjwesentado por Mattson e
Jensen apresentava alguns contratempos no queesiieito as condicdes
Optimas para ocorrer a reac¢ao, uma vez que esi@dero uso de uma
temperatura de 25 °C. A esta temperatura, apepassével obter uma faixa de
cor, 0 que diminui a sensibilidade, e também pedarl a erros da ordem de
10%. No entanto, foi descoberto que a reducdo nxim sais de tetrazolio
ocorre em meios fortemente basicos e a uma teropadd 100°C (Fairbridget
al., 1951).

Adicionou-se a solucédo de sacarose 0,1 M em tarfigsfato 0,1M (pH 6)

e 0,01% de azida de sédio o homogenato de GTF, mmopor¢cdo de 3:1
respectivamente, e incubou-se durante 30 minuB&@. Adicionou-se 900 pL

da solucédo preparada de azul de tetrazdlio (Anexd & 100 pL da solucéo
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contendo GTF e sacarose, controlo (s6 sacarosésd Bpe padrao (solucéo de
frutose) e agitou-se.

De seguida estas solugdes foram sujeitas a aquaoinae 100°C durante 30
segundos. O arrefecimento deu-se a temperaturaeatabPor fim, adicionou-se
1 mL de tolueno e agitou-se, até a formacéo de disas bem definidas. Leu-se
a absorvéncia a 570nm. A partir dos valores de raésoia das varias

concentracOes de frutose, definiu-se uma curvadpadmexo V.2).

IV.2.1.4. Efeito dos Extractos na Actividade de GTFextracelular

Para investigar o efeito dos extractos Rlebarbatuse P. ecklonii na
actividade do enzima procedeu-se a quantificacaosidéese de glucanos
insoliveis em &agua na presenca dos mesmos extraatos diferentes
concentragOes. Este ensaio foi realizado seguindeetadologia descrita por
Ooshimaet al, 2000, com algumas modificagdes.

A reaccéo foi preparada em tubos de ensaio, sgmel@ meio reaccional
era constituido pelo homogenato de GTF e uma swldedsacarose 0,1M em
tampéo fosfato (pH 6) e 0,01% de azida de sodiproporcdo do homogenato
de GTF em relacdo a sacarose foi de 1:3, respewtivie. A esta mistura
reaccional, foi adicionado extracto de plantas e ad&lo rosmarinico em
diferentes concentragdes finais (0,5 - 5mg/mL). uBkgnente incubou-se as
amostras a 37°C durante 18h.

A formacado de glucanos insoluveis em agua foi skgpela leitura da
absorvéncia da suspensdo a 550nm. De forma a mariros erros, devido a
interferéncia dos proprios extractos, uma série ntiatura reaccional foi
preparada, em paralelo, sem a adicdo de sacardeetudt-se, ainda, a
preparacdo de um tubo de ensaio s6 com tampaddasfautro com tampao
fosfato mais sacarose 0,1M em 0,1M de tampéao fogfad 6) e 0,015 de azida
de sddio, numa proporcao de 1:3 respectivamentasias misturas reaccionais

foram preparadas em triplicado.
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IV.2.2. Efeito dos Extractos no Biofilme

A actividade dos extractos de plantas relativameate biofilme
bacteriano foi testada ao nivel do efeito na fodonago biofilme e no biofilme
formado, através da reproducifiovitro do mesmo. Estes ensaios tinham como
finalidade investigar a capacidade dos extractosgestudo, na prevencédo e/ou

remocéao do biofilme dentario.

IV.2.2.1. Efeito dos Extractos na Formacéao do Bidfne

Para testar o efeito dos extractos aquosos e ntie@ndeP. barbatuse
P. eckloniina formagao de biofilmia vitro, inoculou-se culturas d&. sobrinuse
S. mutansa fase estacionéaria (18 h) em frascos antibigtam vidro (10 mL)
contendo meio BHI-S (propor¢ao 1:10), contendordifees concentracdes dos
extractos e de acido rosmarinico. As culturas foraoubadas a 37°C numa
estufa e em condicbes de anaerobiose. Para mimirogarros associados a
interferéncia dos proprios extractos, realizou-ese paralelo, um controlo
negativo (sem inéculo) para todas as concentrdedemlas. Realizou-se também
um controlo positivo (concentragao: 0 mg/mL de aotty) e outro com a adicao
de DMSO sem extracto. ApOs 48 horas de incubagdoveu-se a cultura em
suspensao (células planctonicas) seguidamentefreado a ultrasongElma
Transsonic T 460/H), ressuspendeu-se em &gua destilada (eoligmal ao
retirado) o biofilme aderente ao frasco de vidnm &guida, quantificou-se por
espectrofotometria a 630nm e por contagem as cékdgseis presentes no
biofilme. Para além da quantificacdo do biofilmeriado, também se investigou
a variacdo do pH na suspenséo obtida a partir oidnbe. Os ensaios foram
realizados em triplicado. Este ensaio nao foi zadh para o efeito dos extractos
agquosos e do acido rosmarinico na formacéo derb@fpeloS. sobrinusuma

vez que 0 mesmo ensaio ja havia sido realizad&am@ Aguiar (2008).
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IV.2.2.2. Efeito dos Extractos no Biofilme Formado

A um biofilme formado por culturas d8. mutanse S. sobrinus em
condicOes de anaerobiose durante 48 horas a 37%@eeBHI-S, adicionou-se
0 extracto aquoso e metandlicoRlebarbatuse P. ecklonij substituindo o meio
de cultura por um meio contendo diferentes conaed&s sobre-MIC dos
extractos. O biofilme foi novamente incubado dugamin periodo de 48 horas a
37°C em condi¢cdes de anaerobiose. ApOs este peatdrcubacao investigou-
se a viabilidade das células, a variacdo do pH antdicou-se o biofilme
aderente ao frasco de vidro. Realizou-se um canfpookitivo sem adicao de
extracto (Concentracdo: 0 mg/mL de extracto) ecocdtm adicdo de DMSO sem
extracto.

Para investigar a viabilidade das células do Ila]l retirou-se uma
aliquota e diluiu-se 10 vezes em meio BHI. Desiguata, 50 pL foi plagueado
em meio BHI sdlido e incubado durante 48 horas @ 3@m condi¢cdes de
anaerobiose. Para quantificar o biofilme aderergejoveu-se as células em
suspensao, recorrendo a ultrasons, e seguidamesgaspendeu-se em agua
destilada (volume igual ao removido) o biofilme r@ite ao frasco de vidro. Em
seguida, quantificou-se por espectrofotometria &80 e por contagem as
células sésseis presentes no biofilme.

Este ensaio ndo foi realizado para o acido rosmearidevido as
dificuldades de solubilizagcdo do mesmo em 4gua, vezaque para testar o

efeito inibitério era necessaria uma concentratéwada (sobre-MIC).
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IV. 3. RESULTADOS E DISCUSSAO

IV.3.1. Susceptibilidade de GTF aos Extractos

Nas espéciestreptococci mutan®s glucanos sao substancias produzidas
a partir de sacarose que promovem a adesao e faordacbiofiime dentéario por
estas espécies (Banas & Vickerman, 2003). Estesaighs sdo sintetizados a
partir da sacarose por ac¢ao enzimatica de GTEe eesponsaveis pela adesao
dependente de sacarose na etiologia da carie @derfaortanto a inibicdo da

actividade de GTFs é uma das estratégias de p@velesta doenca.

IV.3.1.1. Preparacdo de GTF-extracelular e Sintesele Glucanos

InsolUveis

ApoOs a extraccdo de GTF, fez-se uma analise ad da/guantidade e
actividade do enzima presente no homogenato.

A determinacdo da quantidade de GTF presente resnhogenato foi
efectuada através do doseamento de proteinas gédolonde Lowry modificado.
A partir da curva padrdo definida, calculou-se acentracdo de GTF presente
no extracto, sendo que a concentracdo de GTB. dautansra da ordem de
58,13 + 10,63 pug/mL.

A andlise da actividade de GTF foi investigadaveisada producdo de
glucanos insollveis em agua a partir da hidrélsesacarose, seguida de uma
quantificacdo da mesma. A partir dos resultadoslabtfoi possivel tracar uma
curva que representa a quantidade de glucanoszdoduna mistura reaccional
em funcdo do tempo (Figura 24), na qual se obsemmowlumento exponencial
da absorvéncia nas primeiras quatro horas segeidana estabilizac&o, ao fim
deste periodo. Este resultado comprovou, assim,hgw& um aumento de
formacdo de glucanos, o que indicava que o enzstav& activo. No entanto
verificou-se uma diferenca consideravel de glucdonawados pela GTF d8§.
mutanse deS. sobrinus ao fim de 18 horas de incubacéo. Esta diferenca

registada pode estar ligada a menor quantidade Te éxtracelular deS.
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sobrinuspresente no homogenato (Aguiar, 2008) e/ou a ns@psibilidade da

mesma. Contudo estes resultados estdo de acordmsarhtidos por Aguiar
(2008) para GTF d8. sobrinuse por Makaya (2007) para GTF 8emutans

—o— GTFdeS. mutans —#— GTFdeS. sobrinus

o

Absorvéncia (550nm)

Tempo (horas)

Figura 24: Actividade enzimatica de GTF-extracelular, producda glucanos

insolUveis a partir de sacarose.

Apés esta confirmacado, quantificou-se a actividaieimatica atraves da
determinacédo da frutose formada a partir da hgkdlia sacarose, uma vez que a
glucose resultante da mesma reaccao € imediatac@msemida para formar os
glucanos. A partir da curva padrdo (Anexo V (FigW&)) extrapolou-se a
concentracdo de frutose produzida pelo enzima netarminado intervalo de
tempo (30 minutos), o que permitiu definir que avittade enzimatica de GTF
deS. mutangra de 18,01 + 3,57 mol de frutose hae GTF mift.

IV.3.1.2. Efeito Inibitério dos Extractos na Actividade de GTF

O ensaio da avaliagdo do efeito de extractos de@gdana actividade de
GTF, tinha como objectivo o estudo do comportamela@nzima na presenca
dos extractos aquosos e metandlicofdearbatuse deP. eckloniie de &cido
rosmarinico. Os resultados aqui apresentados sé@pasippara 0S extractos

aguosos e o acido rosmarinico sobre GTF extraceleld. mutansuma vez que
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0 estudo do efeito destes extractos e do acidoamsito sobre GTF d&.
sobrinus ja foi realizado por Aguiar, 2008. Também ndo sdo sgr@ados
resultados para os extractos metandlicos sobraasseabpécies, uma vez que nao
foi possivel obter resultados conclusivos devidmastante precipitacdo destes
extractos na presenca da mistura reaccional.

Os resultados obtidos sdo apresentados no graéicEigura 25, que
relaciona a percentagem de glucanos formados pé&kR &tracelular deS.
mutanscom as concentracdes crescentes dos extractoscsqdeP. barbatuse
P. eckloniie do acido rosmarinico. A partir destes gréaficusservou-se uma
diminuicdo progressiva de glucanos formados cornsoan aumento da
concentracdo de extracto @ barbatuse de acido rosmarinico. O mesmo
resultado foi exibido para o extracto lleeckloniisomente até a concentracao de

2 mg/mL.

120 1

100 —a— Acido rosmarinico

—&— P. ecklonii
=& P. barbatus
60 -

40 -

Glucano formado (% de controlo)

)|
1
20
O T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6

Concentragdo (mg/mL)
Figura 25: Gréfico de percentagem de glucanos formados péle @& S. mutansa
presenca de concentra¢des crescente de extradsocadeP. barbatuse P. eckloniie de acido

rosmarinico.

Na Tabela 8 sdo apresentados os valores ge@Cextracto aquoso d&
ecklonii apresentou menor valor des§CNa comparacdo dos extractos com o
acido rosmarinico, verificou-se que este Ultimo eapntou um valor
aproximadamente uma e duas vezes superior ao daldt. barbatuse P.

ecklonii respectivamente. Comparando estes valores olpiai@sa inibicdo de

83



CAPITULO IV - 2009

GTF deS. mutans os resultados obtidos por Aguiar (2008) para @XiFaida
de culturas dé&. sobrinusverificou-se que a GTF d& sobrinug mais sensivel

aos extractos aquosos destas duas plantas asswmraco&cido rosmarinico.

Tabela 8: Efeito inibitério de extractos aquososRlebarbatuse P. eckloniie acido
rosmarinico na sintese de glucanos insollveis pér €tracelular d&. mutang S. sobrinus

* Resultados obtidos por Aguiar, 2008.

IC50(mg/mL)
Composto Extracto
Espécie . _ .
Acido rosmarinico P. barbatus P. ecklonii
S. mutans 3,9+0,3 3,1+0,5 1,6+0,0
S. sobrinus 2,1+0,1* 1,1+0,0* 1,2+0,1*

Os resultados apresentados para a susceptibildad&TF deS. mutans
aos extractos aquosos € barbatuse P. eckloniie ao acido rosmarinico
revelam que este enzima é sensivel tanto aos ®dra@mo ao acido. Portanto a
sensibilidade aos extractos podera estar associ@adaresenca de acido
rosmarinico e, adicionalmente, a outros compostoslicos néo identificados.
Os compostos fendlicos podem ser responsaveisnieigdo e/ou inactivacéao de
enzimas e isto podera explicar a maior sensibiiddel GTF ao extracto aquoso
de P. ecklonij uma vez que este extracto apresenta maior teocoenpostos
fendlicos (Figura 18). Este efeito inibitério tamiépoderda estar ligado a
possivel presenca de flavonodides, tais como lutaodi apeginina que foram
identificadas no extracto hidrometanélico Bleecklonii(Hawas, efal., 2008) e
no extracto aquosos & barbatugatravés dos estudos realizados por Falg).
estudo realizado por Kaet al (2002) indica que as flavonas e os flavondis, em
particular a apigenina, apresentam grande capaciddudora sobre GTFs. Esta
capacidade inibitéria podera estar associada &exkia de uma dupla ligacdo

entre C-2 e C-3 nestes compostos, que ao reagiucomucledfilo formado por
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um conjunto de aminoacidos essenciais a expresaaactividade catalitica,
causa a inibicao de GTFs.

O efeito inibitorio dos extractos aquososRiesckloniie P. barbatussobre
GTF extracelular podera ser devido a presenca aepastos fendlicos na
composicdo quimica destes extractos, nomeadameréeido rosmarinico e
outros acidos fendlicos, e possivel presenca derf@ides do tipo flavonas e

flavonais.

IV.3.2. Efeito Inibitério dos Extractos no Biofilme

A formacao de placa dentéaria é derivada, principabey da formacao de
um biofilme por parte da flora microbiana que ca@tana superficie do dente.
Portanto, a capacidade de formar o biofilme pelaasdespéciestreptococci
mutansem estudo, € um dos factores de viruléncia, es30c estas espécies,
que tem um papel fundamental na actividade cariogétas mesmas. O controlo
do biofilme tem sido considerado como a principsitatégia de prevencao de
carie dentéaria. Esta prevencéo pode ser feita bm varias abordagens: (a)
prevenir a formacado do biofiime, (b) disrupcéo dofilme existente, (c)
prevencao de crescimento de futuros biofilmes,) @ifinuir a viabilidade dos
microrganismos no biofilme (Sbordone & Bortolai®03). Portanto um bom
agente anti-biofilme deve possuir dupla funcioredig, reduzir a viabilidade do
biofilme e controlar a colonizacdo e acumulacéo lsasérias cariogénicas na
superficie dos dentes.

Com o objectivo de investigar o efeito dos extraci@quosos e
metandlicos deP. barbatuse P. ecklonii sobre o biofilme, procedeu-se a
investigacdo do efeito destes extractos na formaeabiofilme e no biofilme

formado.
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IV.3.2.1. Efeito Inibitorio dos Extractos na Formag@o de Biofilme

Os resultados do efeito inibitério dos extractosmgps e metandlicos de
P. eckloniie P. barbatusna formacéo de biofilme p&. mutan® S. sobrinusao

apresentados na Figura 26 e os valores gienéCTabela 9.
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Figura 26: Efeito inibitorio de extractos aquosdsP. barbatuse P. eckloniie do acido
rosmarinico na formacao de biofilme frmutangB) e do extracto metandlico das plantas na

formacédo de biofilme pel8. sobrinugA’) e S. mutangB’).
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Pela andlise dos graficos da Figura 26, verificgtse concentracdes sob
MIC de ambos extractos das duas plantas inibemOde P00% a formacédo de
biofilmes pelas duas espécies steeptococci mutanem estudo, sendo que o
efeito inibitorio é directamente proporcional a cemtracdo dos extractos. O
mesmo resultado foi verificado por Aguiar (2008ygp@ efeito do extracto
aguoso deP. barbatuse P. eckloniie do acido rosmarinico na formacgédo do

biofilme porS. sobrinus

Tabela 9: Inibicdo de formacgéo de biofilme pSr mutan® S. sobrinugelos extractos
aquosos e metanolicos Be eckloniie P. barbatuse pelo acido rosmarinico. * Valores obtidos

por Sara Aguiar, 2008.

ICs0
Extracto Plantas Composto (mg/mL)
S. sobrinus S. mutans
P. barbatus | ----—------- 0,6 £0,1* 1,4+ 0,7
Aguoso P. ecklonii | =----=====meu-- 1,0+0,2* 2,706
------------ Acido 31+12* | 13407
rosmarinico
P. barbatus | ------------- 0,52+0,1 0,13+0,0
Metanodlico
P.ecklonii | ------=m=m-e-- 0,12 +0,0 0,12 +0,0

Comparando os valores obtidos para os dois exgiaesvificou-se que 0
extracto metanodlico apresenta maior efeito inimtéruma vez que as
concentracOes inibitérias sdo muito mais baixas qde as concentracdes
requeridas pelos extractos aquosos. Analisandaass lantas, verificou-se que,
em relacdo aos extractos aquosos, o0 extrack barbatusem maior actividade
inibitéria sobre a formacéao do biofilme, o que époovado pelo seus valores de
ICs5o de 0,6 e 1,4 mg/mL par&. sobrinuse S. mutans respectivamente. Ao
contrario destes, para os extractos metanodlicasegtracto deP. eckloniique
apresenta maior actividade inibitoria, com o valer |Gy, da ordem de 0,12

mg/mL para ambas as espécies.
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Comparando os valores obtidos para os extractosara p &acido
rosmarinico, verificou-se que o efeito inibitoriam daicido na formacdo de
biofilme ndo se distanciou significativamente dcitef verificado para os
extractos aquosos. Esta verificacdo € comprovaldavpéor de 1Gyde 1,3 e 3,1
mg/mL de acido rosmarinico sob& mutanse S. sobrinus respectivamente.
Estes valores indicam que a presenca de elevad#tidade deste composto
bioactivo no extracto aquoso d& barbatuse P. ecklonii pode justificar a
capacidade inibitéria na formacé&o do biofilme desgéciestreptococci mutans

em estudo.
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IV.3.2.2. Efeito dos Extractos no Biofilme Formado

Os resultados do efeito inibitério dos extractosream biofilme formado
sdo apresentados na Figura 27 e na Tabela 10. fesidsados indicaram que
concentracOes sobre MIC (aproximadamente 3 x MiG9,extractos das plantas
em estudo, tém capacidade para remover/destruafibvie formado a superficie
do vidro. Em geral, esta capacidade de remocéao idfiine verificada foi

proporcional a concentragcédo do extracto aplicada.
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Figura 27: Percentagem de biofilme removido pelos extractpsososdas plantas:
biofilme de S. sobrinugA) e deS. mutangB); e pelos extractos metandlicos das plantas:
biofilme deS. sobrinugA’) edeS. mutangB’).

Os extractos metandlicos apresentaram maior caguieigara remover o
biofilme formado, uma vez que as concentracdeseratps foram muito mais

baixas. Os valores de §§omprovam esta evidéncia, uma vez que estes valores
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variaram de 0,6 a 1,9 mg/mL, para os extractos métas, e de 4 a 9mg/mL,

para os extractos aquosos.

Tabela 10:Valores de I1G,de remocéo de biofilme formado germutan® S. sobrinus

pelos extractos aquosos e metandlicoB.deckloniie P. barbatus

IC 50 (Mg/mL)
Extracto Plantas :
S. sobrinus S. mutans

P. barbatus 4+0,2 6,0+0,5
Aquoso

P. ecklonii 90+1,0 >8.0

P. barbatus 1,9+0,2 0,7+0,1

Metanolico
P. ecklonii 0,6+0,1 0,8+0,1

Comparando as duas plantas verificou-se que papdracto aquosap.
barbatusé mais eficiente na remocéo de biofilme, com £ &variar entre 4 a 6
mg/mL, do que o extracto d& ecklonii Em relacdo ao extracto metandlico ndo
se verifica um padréo conclusivo, no entanto caekir metanolico de. ecklonii
aparenta ser mais eficiente solresobrinusapresentando o valor des}Gnais
baixo (0,6mg/mL).

Para investigar a accdo bactericida dos extrastime as ceélulas
bacterianas presentes no biofilme, inoculou-semaio sélido, uma aliquota do
biofilme incubado com concentracdes crescentesnu®s 0s extractos de.
eckloniie P. barbatus durante 48 h. Ao fim deste periodo, verificougae, para
ambos o0s extractos de ambas as plantas sobre a&s edp&cies, houve
crescimento bacteriano (Tabela 11), o que compeovabilidade das células.
Portanto ainda ndo se atingiu concentracdes beid&si sobre o biofilme. Este
resultado pode ser explicado pela idade do biofili#& h) e pela maior

capacidade de resisténcia do mesmo.
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Tabela 11: Efeito do extracto aquoso e metandlico Rlebarbatuse P. ecklonii na
viabilidade de um biofilme de 48 horas formado @&ulas deS. sobrinue S. mutansApenas

sdo apresentadas as culturas submetidas a cogéentnaxima testada.

Espécie
Extracto Planta
S. sobrinus S. mutans
P. barbatus .
[10 mg/mL] [10 mg/mL]
Aquoso
P. ecklonii . .
[10 mg/mL] [10 mg/mL]
P. barbatus . .
[2 mg/mL] [2 mg/mL]
Metandlico
P. ecklonii . .
[1 mg/mL] [1 mg/mL]
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IV.3.2.3. Discussao do Efeito Inibitorio dos Extrams no Biofilme

Os biofilmes como comunidades complexas sdo muatis nesistente aos
agentes antimicrobianos do que as células plamet®niNeste contexto,
investigou-se o efeito dos extractos aquosos endktas deP. eckloniie P.
barbatusna formacé&o de biofilme e no biofilme formadovitro, a superficie de
vidro. Os resultados obtidos revelaram que taritoraacéo de biofilme como o
biofiime formado é sensivel aos extractos aplicadesdo que este efeito foi
mais acentuado aquando da utilizacdo do extractandkco.

A inibicdo da formacao do biofiime e a disrupc¢éohiofiime formado
pelas duas espécisseptococci mutanpelos extractos aquoso e metandlico das
plantas em estudo podera estar relacionado contiddade antibacteriana,
inibicdo de GTFs e efeito anti-adesivo causadasspelesmos.

Como ja foi verificado anteriormente, tanto os &sttbs como o acido
rosmarinico tém actividade antibacteriana sobreéhslas deS. mutanse S.
sobrinusem suspenséo (planctonicas). Esta actividadei¢adarda capacidade
bacteriostatica e bactericida dos extractos quezesd significativamente o
namero de células viaveis no meio de cultura. Rttasta actividade pode ser
uma das responsaveis pela interferéncia destesactodr na capacidade de
formacao do biofilme e no biofilme formado. Adat,al (1992) referem que a
accao bacteriostatica de um composto/extracto meewiproliferacdo da fase de
crescimento do biofilme. Logo, quanto maior forcaivadade antibacteriana de
um extracto/composto maior sera o seu efeito nisitna formacéo biofilme e
no biofilme formado. Portanto, a elevada actividadébacteriana do extracto
metanadlico destas duas plantas pode explicar orra&ao inibitério do mesmo
sobre o biofilme de ambas espécies, comparativararh o efeito registado
pelo extracto aquoso.

Para além da actividade antibacteriana, a inihiigéactividade enziméatica
de GTFs pode estar relacionada com a inibicdo daaicho do biofilme e
interferéncia com o biofilme existente. Esta hipétadvém do facto de que a

actividade deste enzima é fundamental na ades@mdepte de sacarose, que ao
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promover a adesédo entre as células bacterianastas desuperficie é a principal
causa da formacdo e manutencdo do biofilme. Portangfeito inibitério de
extractos das plantas em estudo sobre GTF extlacghodera justificar a
actividade anti-biofilme registada.

A capacidade de adeséo 8e sobrinuse S. mutansa uma superficie é
fundamental na formacao do biofilme. Portanto &téricia de compostos no
meio que impossibilitem esta adesdo poderd compesm® processo de
formacao do biofilme assim como a subsisténcia demo. A capacidade anti-
adesiva de um composto estd associada a sua Gmcoe alterar as
propriedades hidrofobicas da superficie de ades@lly( et al., 1992). Os
compostos anti-adesivos, sdo aqueles que se ligauparficie, através da
ligacdo das cadeias hidrofébicas, e expbem parxteri@ as suas cadeias
hidrofilicas, tornando a superficie hidrofilica. Alteracdo da propriedade
hidrofobica da superficie bloqueia as interaccG#seeas bactérias e superficie,
impedindo que estas adiram a superficie. Portardapacidade de inibicdo de
formacao de biofilme pelos extractos em estudo éampoderd ser explicada,
em parte, pela possivel existéncia de compostosadesivos com na mistura

extraida das plantas em estudo.

IV.3.3. Interferéncia dos Extractos na Capacidade gidogénica

A producéo de acidos, pelas bactérias presentbmfilone dentario, € um
dos principais factores responsaveis pela indugdoade dentaria. Como ja foi
verificado, tanto a estirpe d& mutanscomo a deS. sobrinusutilizadas neste
estudo possuem capacidade acidogénica (Figura 17).

Com o objectivo de avaliar o efeito dos extractpsosos e metanolicos
de P. eckloniie P. barbatusassim como do acido rosmarinico na capacidade
acidogénica destas espécies, seguiu-se as alterdgda do biofilme sob accéo

dos mesmos extractos e do acido. Na Figura 28eaqeese a variacédo do pH do

biofilme ressuspendido d& mutansia presenca de concentracdes crescentes de

extracto aquoso de. eckloniie P. barbatuse acido rosmarinico, ao fim de 48
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horas. A partir do grafico representado nesta éiguerificou-se que ha um
aumento de pH consoante 0 aumento da concentragio exdracto
aguoso/composto, tanto para o biofilme formado nesgn¢ca dos extractos e do
acido como para o biofilme ja formado que foi sutidoea concentracdes sobre
MIC dos extractos. O mesmo padréo foi registada pdriofilme formado po8.
sobrinussob accdo dos extractos aquosos e do acido rosooafFigura 28 e
Aguiar, 2008).
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—a— Acido rosmarinico aratus eedont B
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Figura 28: Variagao do pH do biofilme ressuspendidoSianutans S. sobrinussob
efeito do extracto aquoso &e eckloniie P. barbatuse do acido rosmarinico. B -, variacao de
pH de biofilme deS. mutangormado na presencga do extracto /composto; Biagao de pH de
biofilme deS. mutansxistente, que posteriormente foi sujeito aosaekbis; A — variacdo do

pH do biofilme deS. sobrinusexistente, que posteriormente foi sujeito aosaekbs.
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Verificou-se, igualmente, que também ha um aumdatpH do biofilme
ressuspendido das duas espécies em funcdo dasntanpdes crescentes do
extracto metandlico. Esta evidéncia pode ser covapl® através da Figura 29,
que apresenta os graficos de variacdo de pH ddniesf deS. mutanse S.
sobrinusna presenca de concentracdes crescentes de extratanolico deP.

barbatuse P. ecklonii

——DMSO —&— P. barbatus —— P.ecklonii A
8 —0—DMSO —#—P.barbatus ——P.ecklonii p*

pH
pH

o
i
o

1 15 2 25

Concentragdo (mg/mL)
0 0,5 1 15 2 25

Concentracédo (mg/mL)

—8—DMSO —B— P. barbatus —e— P. ecklonii B —8—DMSO —#—P. barbatus P. ecklonii B

0 0,2 04 0,6 08 1 12
0 02 0.4 06 08 1 12 Concentragao (mg/mL)

Concentragdo (mg/mL)

Figura 29: Variagao do pH do biofilme ressuspendidoSianutans S. sobrinussob
efeito do extracto metandlico e eckloniie P. barbatus B e B*- variacdo de pH do biofilme
de S. mutansformado na presenca dos extractos e existent@agieriormente foi sujeito aos
extracto, respectivamente; A e A* — variacdo dedaHbiofilme deS. sobrinusformado na

presenca dos extractos e existente, que postenterfa sujeito aos extractos, respectivamente.

Os resultados obtidos demonstram que ambos oscedra o acido
rosmarinico interferem com a capacidade acidog&e& mutan® S. sobrinus

inibindo a diminuicdo do pH do meio provocado petesmas. Estes resultados
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indicam que tanto os extractos como o0 acido ténaadpde inibitoria sobre o
potencial acidogénico de ambas as espécies. Este @fibitorio podera estar
ligado a actividade antibacteriana destes extr&adio® ou ainda podera dever-se
a sua interferéncia com a via glicolitica destagtéryas. Um estudo realizado por
Koo et al, 2005, revela que a disrupcdo da producdo deosqgmbla via
glicolitica € causam pela acidificacdo citoplaso@tiA presenca de acidos, tais
como 0 acido rosmarinico, nestes extractos podeopan a acidificacao

citoplasmatica, inibindo assim a producéo de aqubias espécies em estudo.
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IV.4. CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos pode-se conclug gsl extractos aquosos
e metanolicos de. barbatuse P. eckloniitém efeito inibitorio sobre os factores
de viruléncia das duas principais espécies cariogé®em humano§. mutane
S. sobrinus Este efeito foi verificado para a actividade d&F&extracelular,
biofilme e potencial acidogénico. O efeito inibitdisobre GTF podera estar,
principalmente, ligado a existéncia de compostoglieos nestes extractos,
nomeadamente a presenca de acido rosmarinico. Tas®@ode concluir que o
efeito inibitorio sobre GTF mais a actividade aatiteriana verificado para estes
extractos, assim como para o acido rosmarinic@ @st origem do efeito
inibitério no biofilme, comprovado através da ig#d da formacao biofilme e
manutencdo do mesmo por ambos o0s extractos. Porcbmrcluiu-se que a
presenca de alguns acidos fendlicos, tais comadm &osmarinico pode ser o

responsavel pelo efeito inibitério no potenciadagénico.
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V.1.1 CONCLUSOES GERAIS

Este estudo teve como principal objectivo testafetto de extractos de.
barbatuse P. ecklonij duas espécies do genétectranthus sobre a viabilidade
e factores de viruléncia de duas espéciest@ptococci mutansS. mutanse S.
sobrinus Para atingir este objectivo, avaliou-se a acig& antibacteriana e o
efeito inibitorio sobre os factores de viruléncia dxtractos metandlicos e
aquosos destas duas plantas. A partir dos ressltabitidos, concluiu-se que
ambos o0s extractos tém actividade antibacteriamdeio inibitdério sobre os
factores de viruléncia destas duas espécies.

A actividade antibacteriana verificada p&.abarbatuse P. eckloniisobre
ambas as espéciedreptococci mutangode estar directamente associada a
composicao fitoquimica destas plantas, nomeadandeptesenca de compostos
fendlicos e diterpendides. De entre os compostoslitms presentes nestes
extractos poder-se-4 apontar o acido rosmarinioooco possivel responsavel
por esta actividade. Também se pode concluir gpeesenca de diterpendides
em maior quantidade nos extractos metandlicos bgtdla a sua maior
actividade antibacteriana.

Adicionalmente a actividade antibacteriana, tamisénverificou o efeito
inibitério de extractos metandlicos e aquoso$dearbatuse P. eckloniisobre
os factores de viruléncia de ambas as espéciestr@ptococci mutans,
nomeadamente sobre o enzima GTF, biofilme e pakacidogénico. Concluiu-
se que o efeito inibitorio sobre a actividade emdtioa de GTF pode estar
associado principalmente a presenca de compostddicies presentes nestes
extractos, nomeadamente o acido rosmarinico, eivebspresenca do de
apeginina. Também se concluiu que a actividadebéofiime esta directamente
ligada ao efeito inibitorio sobre GTFs e a actidielaantibacteriana. O efeito
inibitério na formacéo do biofilme permite infeque estes extractos sao bons
agentes na prevencao da formacéo do biofilme dentaas também se concluiu
gque os mesmos sdo bons agentes no combate aonbiafiéntario existente,

através da remocao do mesmo.
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Tendo em conta a actividade antibacteriana e doefaibitério nos
factores de viruléncia d&. mutan® S. sobrinusios extractos de. eckloniie P.
barbatus pode-se concluir que estes extractos poderad@es agentes anti-

placa dentaria e, consequentemente, anti-cari@rkent

V.1.2. PERSPECTIVAS FUTURAS

Os resultados obtidos revelam que os extracto$?.déarbatuse P.
eckloniitém efeito antibacteriano sobre as duas espécisgaococci mutans
presentes na flora oral humarfa, mutanse S. sobrinus assim como efeito
inibitério sobre os factores de viruléncias dasmees Estas evidéncias poderao
permitir fazer uma extrapolacdo de um possiveltefanti-cariogénico dos
mesmos extractos. No entanto, este efeito sO padgraonfirmado através de
algumas investigacOes adicionais, nomeadamente llaomeompreensédo dos
efeitos verificados e a confirmacado do efeito atdca dentaria.

A melhor compreensdo do efeito antibacterianoil@torio sobre os
factores de viruléncia apresentado pelos extratagsduas plantas em estudo €
um dos pontos fundamentais para este tipo de est#yddentificacdo dos
compostos maioritarios destes extractos e umasanélinuciosa da actividade
antibacteriana e efeito inibitorio nos factores wiielléncia destes compostos
podera contribuir para esta compreensao.

A confirmacdo da actividade anti-placa dentaria defractos deP.
barbatuse P. eckloniinecessitara de um estudo que tenha em conta dis @es
do ambiente oral. Portanto a partir deste estudp g pode confirmar com
exactiddo se as concentracfes inibitorias podezB@s mesmas no ambiente
oral. Assim sera fundamental testar o efeito iiimt destes extractos sobre um
biofilme formado porS. mutanse S. sobrinusem condi¢ées mais proximas do
ambiente oral, nomeadamente a utilizacdo da sahuaana e sobre

hidroxilapatite ou outros materiais dentérios.
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ANEXO | — CURVA DE CRESCIMENTO

I.1. Curva de Crescimento por Numero de Células

A determinacdo da curva de crescimentoSdesobrinuse S. mutans
também foi realizada por contagem do numero delalvisualizada ao

microscopio e sobre um hematocitémetro.
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Figura I.1: Curva de crescimento d& sobrinuse S. mutansa partir do nimero de

células.
[.2. Parametro Cinéticos

Para determinar os parametros cinéticos de crestinueS. sobrinue S.
mutans em meio BHI, a 37 °C e em condi¢cbes de anaemptoscou-se uma
recta de logaritmo das absorvéncias (630nm) dadagenencial das curvas de
crescimento (Figura 1.2).

A taxa especifica de crescimento foi determinagheardéir da equacao da

recta de regresséao linear da curva, uma vez que @ééerminada pela seguinte

equacgao: ug = ‘;_’t‘x % onde 0 x corresponde a biomassa. A integracdo desta

equacdo, em ordem ao tempo, resulta numa equacao redta

linear:in x, = pgt+Inx,.
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A partir desta equacdo pode-se determinar o tengpduglicacdo, tendo em conta

querg =12
e

0,40 1 y=0,1243x-0,9253 [T T
R?=0,9234 R?= 0,9398
0/‘/9
‘ T

6 8

0,00 T

-0,40 - @ S. sobrinus

S. mutans

-0,80 = Linear (S. sobrinus)

log (Absorvéncia (630nm))

Linear (S. mutans)

-1,20 - Tempo (h)

Figura 1.2: Recta de logaritmo da fase exponencial das cumwagescimento ds.

mutanse S. sobrinus.

ANEXO II- DETERMINACAO DE FENOIS TOTAIS

O teor em fendis totais foi calculado através dea urnrva padrao,
construida a partir de valores de absorvéncia daasvamostras de pirogalol
com concentracoes definidas (0-1mg/mL) (Figurd.ll&l amostras dos padroes

foram preparados da mesma forma que as amostrastedos.

12 ¢
€
c
£ ¢
(o]
T o8
o
e
< y =1,3289x + 0,0311
S 04 - R2 = 0,9602
Ke]
<

*
0
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

Concentragdo (mg/mL)

Figura 11.1: Curva padréo para determinacdo de fendis totais.

116



ANEXOS 2009

ANEXO Ill- ESPECTRO DE ABSORCAO DOS EXTRACTOS

Na analise dos extractos, também se tracaram estesp de absorcédo do
extracto aquoso e metandlico leeckloniie P. barbatuse do acido rosmarinico
(Figuras 111.1 e 111.2).

348 nm |

2,5 1

1,5

— P. ecklonii aguoso

b a
— P. ecklonii metandlico Sl
EE——— ]

Acido rosmarinico

Absorvéncia

0,5 - 374 nm
661 nm

200 300 400 500 600 700 800
Comprimento de Onda (nm)
Figura Ill.1: Espectro de absorgéo dos extractoB decklonii Fotos dos extractos: (a)

extracto metandlico e (b) extracto aquoso.

340 nm "

2,5

1,5
— P. barbatus aquoso a b

— P. barbatus metandlico ‘.

Acido rosmarinico

Absorvéncia

05 - 662 nm

200 300 400 500 600 700 800

Comprimento de Onda (nm)

Figura IIl.2: Espectro de absorcdo dos extracto$dbarbatus Fotos dos extractos:

(a) extracto metandlico e (b) extracto aquoso.
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ANEXO IV — DOSEAMENTO DE GTF-EXTRACELULAR

Para determinar a concentracdo de GTF-extracelplasente no

homogenato recorreu-se ao método de Lowry modiicad
IV.1. Solucbes

Solucéo A solucédo 1+ solugéo 2 + solucéo 3 + solugdo 4 1)1
Solucédo 1: CTC, Uma solucao a 20% (p/v) de carloodatsédio é
adicionada lentamente e com agitacdo a uma mistaraima
solucdo a 0,2% (p/v) de sulfato de cobre e umacéola 0,4%
(p/v) de tartarato de potassio;

Solucéo 2: NaOH 0.8M;
Solucéo 3: Dodecilsulfato de sédio (SDS) a 10%)(p/v
Solucéo 4: agua destilada.

Solugéo B—- DOC a 0.15% (p/v)

Solucédo C— TCA a 72% (p/v)

Solucdo D— Reagente de Folin-CiocalteavddrcK diluido 1:6

Solucdo E- Padrédo de proteina BSA (Albumina de Soro Bovida)

Sigma Solucdo-mée de 0,333 mg/mL para a curva padréo.
IV.2. Curva Padrao

Definiu-se uma curva padr&o priori, a partir da absorvéncia das varias
concentragdes (0-300 pg/mL) de uma proteina padBE®A (Figura IV.2).
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1,5 1
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y =0,0036x + 0,1204
R2=0,9579
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o
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Figura IV.2: Curva padrdo para doseamento de proteinas a gamirétodo de Lowry

modificado.

ANEXO V - QUANTIFICACAO DE ACTIVIDADE DE GTF

A quantificagcdo da actividade do enzima foi deteadp através do
método de azul de tetrazélio. Este método requareparacdo prévia de uma

solucéo de azul de tetrazélio.
V.1. Solucéo

Azul de tetrazolio: suspensdo aquosa de Azul deZatum (1% (p/v))
(Sigma — Aldriclh, NaOH 0,3 M 1 e agua destilada numa proporcad.: 8.

Armazenada no escuro a 5°C.
V.2. Curva Padrao

De forma a extrapolar o valor da actividade entitaafoi necessario
definir-se uma curva padrdo. Esta curva foi comd#ra partir de absorvéncia de

varias concentracdes (0-400 pg/mL) de frutose (Riyu2).
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Figura V.2: Curva padréo para determinar a actividade enzimék GTF a a

partir do método de azul tetrazélio.

ANEXO VI — ARTIGO PUBLICADO

Alguns dos resultados apresentados neste traba&teondorigem a um

artigo cientifico que esta pressna revistdcood Chemistry
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