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RESUMO

Streptococcus mutans é o principal agente etiolégico da carie dental. A
busca por novos agentes antimicrobianos naturais capazes de inibir os principais
mecanismos de viruléncia de S. mutans, como a sintese e tolerancia a acidos e a
formacao de biofilme dental pode representar uma importante estratégia de
prevencao e tratamento desta infeccdo. Estudos recentes confirmaram que
produtos naturais de origem marinha possuem significativa atividade
antimicrobiana contra microrganismos patogénicos. Assim, o objetivo deste estudo
foi analisar a atividade antimicrobiana de extratos ou fracdes purificadas obtidos a
partir de invertebrados e microrganismos marinhos associados sobre S. mutans e
outros estreptococos orais como S. sobrinus e S. sanguinis, pela determinagédo da
concentragao inibitéria minima (CIM) e concentragdo bactericida minima (CBM).
Adicionalmente, avaliamos a influéncia de extratos e/ou fracbes ativas sobre a
formacao de biofilme e sobre a expressdo dos genes associados aos principais
fatores de viruléncia de S. mutans UA159 e um isolado clinico da espécie. Foram
analisados genes associados com a capacidade de formacao de biofilme (gtf B/C,
gbpB), com a sintese de acidos (/dh) e com tolerancia ao estresse acido (dnakK,
groEL, ATPase). De 768 fracdes/extratos testados cerca de 10% inibiram de 50%
a 100% do crescimento microbiano de estreptococos orais (com CIM e CBM
inferiores a 500 pg/mL). Dentre os extratos e fragdes utilizadas, foram
selecionados um extrato (DR(M3)6) e duas fracdes purificadas (PcS2d e DR-MSP-
10d-P3) com atividade antimicrobiana e CIM/CBM inferiores a 125 pug/ml sobre S.
mutans, para avaliacdo da atividade sobre fatores de viruléncia da espécie. Nas
concentragdes 7ug/mL, 31ug/mL e 62ug/mL, as fragbes PcS2d, DR-MSP-10d-P3
e o extrato DR(M3)6, respectivamente, inibiram a formacdo do biofiime sem
interferir no crescimento plancténico das duas cepas analisadas, em adi¢cao o
tratamento com o0s respectivos antimicrobianos, nestas mesmas concentracdes
por 30 minutos, resultou principalmente na reducédo da expressao dos genes gitfB,
gbpB, dnaK e ATPase em proporcoes diferentes para as cepas S. mutans UA 159
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e o isolado clinico. Em conclusdo, as substancias avaliadas, principalmente as
fracoes purificadas podem futuramente ser empregadas como potenciais
anticariogénicos/cariostaticos, entretanto mais estudos serdo necessarios para tal
aplicabilidade.

Palavras chaves: Atividade Antimicrobiana, Produtos Naturais Marinhos,
Streptococcus mutans, Fatores de Viruléncia.



ABSTRACT

Streptococcus mutans are the principal etiologic agent of dental caries. The
search for new natural antimicrobial agents capable of inhibiting the mechanisms
of virulence of S. mutans, as synthesis and tolerance to acid and dental biofilm
formation may represent an important strategy for prevention and treatment of this
infection. Recent studies have confirmed that natural products of marine origin
have significant antimicrobial activity against pathogenic microorganisms. The aim
of this study was to evaluate the antimicrobial activity of extracts or purified
fractions obtained from marine invertebrates and microorganisms associated on S.
mutans and other oral streptococci such as S. sobrinus and S. sanguinis by
determining the minimum inhibitory concentration (MIC) and minimum bactericidal
concentration (MBC). Additionally, we evaluated the influence of extracts and / or
active fractions on the formation of biofilm and the expression of genes associated
with virulence factors of S. mutans UA159 and a S. mutans clinical isolate. We
analyzed genes associated with the capacity of biofilm formation (gtB/C, gbpB),
acids synthesis (ldh) and acid stress tolerance (dnaK, GroEL, ATPase). 768
fractions / extracts was tested and about 10% inhibited by 50% to 100% of the
microbial growth of oral streptococci (MIC and MBC with less than 500ug/mL).
Among the extracts and fractions used were selected an extract (DR (M3) 6) and
two purified fractions (PcS2d and DR-MSP-10d-P3) with antimicrobial activity and
MIC / MBC less than 125ug/mL on S. mutans, to evaluate the activity of virulence
factors. At concentrations 7ug/mL, 31ug/mL e 62ug/mL, the fractions PcS2d, DR-
MSP-10d-P3 and extract DR (M3) 6, respectively, inhibited the formation of
biofilms without interfering with planktonic growth the two strains examined, in
addition to treatment with the antimicrobial agents, these same concentrations for
30 minutes, resulted in reducing the expression of genes gtfB, gbpB, dnaK ATPase
in different proportions for the strains S. mutans UA159 and clinical isolate. In

conclusion, substances evaluated, especially the purified fractions can further be
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used as anticariogenic / cariostatic potential; however, more studies are needed for

this application.
Keywords: Antimicrobial Activity, Marine Natural Products, Streptococcus mutans,

Virulence Factors.
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LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

°C: grau Celsius

10% CO.: pressao parcial de didéxido de carbono a 10%
16S RNA: gene codificador do RNA ribossémico 16S
ABS: absorbancia

ATCC: American Type Culture Collection

ATP: adenosine trifosfato (molécula de energia)

BHA: Brain Heart Infusion com Agar a 1,5% (peso/volume)
BHI: Brain Heart Infusion Broth (infusao de cérebro e coracao comercial)
cDNAs: DNAs obtidos a partir de transcricao reversa
CBM: concentracao bactericida minima

CIB: concentracao bactericida ou inibitéria do biofilme
CIM: concentracao inibitéria minima

cm: centimetro

DMSO: dimetilsulféxido

DNA: acido desoxirribonucléico génomico

dNTP: trifosfatos de desoxirribonucleotideos

DPEC: dietolpirocarbonato

EDTA: aido etilenodiaminotetracético

et al.: e outros (de et alli)

Fase log: fase logaritima de crescimento microbiano

g: gramas

GbpB: proteina ligante de glucano B (glucan-binding protein)
Gtf B/C: proteina glicosiltransferase B ou C

h: hora

H.O: agua

L: litro

Ldh: enzima lactato desidrogenase
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M: molar

Min: minuto

mL: mililitro

n: numero

nm: nanémetros

pb: pares de bases

PCR: reagcao em cadeia de polimerase
pH: potencial hidrogénico

RNA: acido ribonucléico

RNAm: acido ribonucléico mensageiro
RT: transcricdo reversa

RT-PCR semi-quantitativa: transcricao reversa — PCR semi quantitativa
S. mutans: Streptococcus mutans

s: segundo

THB: Todd-Hewitt Broth (caldo)

UFC: unidades formadoras de col6nia
Mg: micrograma

pl: microlitro
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1. INTRODUGCAO

A carie dentaria € uma doenca infecto-contagiosa de etiologia multifatorial e
dependente da interagdo de um hospedeiro suscetivel com falta de higienizagéo,
agindo por determinado periodo de tempo, com uma dieta rica em carboidratos
fermentaveis e uma microbiota patogénica. Dentre 0s microrganismos
cariogénicos, ressalta-se o Sireptococcus mutans como o principal agente
etioldgico da carie dental (Loesche, 1986; Whiley & Beighton, 1998). Varios fatores
associados a microbiota cariogénica, estdo relacionados com caracteristicas de
viruléncia de S. mutans, dentre as quais a sintese de acido lactico (Yang et al.,
2005 e 2006), a tolerancia ao mesmo e a formacao de biofilme dental na presenca

de sacarose (Hamada et al., 1981).

Através da enzima lactato desidrogenase (LdH), expressa pelos genes /dh,
a espécie cariogénica sintetiza acido lactico a partir do piruvato, na via glicolitica
(Kochhar et al., 1992; Yang et al., 2005 e 2006), mesmo em ambientes com baixo
pH, como o biofilme dental (Whiley & Beighton, 1998). Neste biofilme, o acumulo
de metabdlitos acidos produzidos por S. mutans, provoca a desmineralizagdo da
superficie do esmalte e a formacdo de cavitagbes (Hamada & Slade, 1980),

tornando o meio seletivo para espécies mais aciduricas (Li et al., 2002b).

Outra caracteristica de viruléncia marcante de S. mutans é a aciduricidade
(resisténcia a baixos pHs) que estd associada ao aumento da atividade de
enzimas F-ATPases de membrana, capazes de manter o pH citoplasmatico
estavel (Smith et al., 1996). Quando culturas de S. mutans tornam-se acidificadas,
esses organismos aumentam os niveis de producao e atividade destas enzimas, a
fim de remover prétons do seu citoplasma e proteger enzimas glicoliticas e acido-
sensiveis presentes na célula (Kuhnert et al., 2004). Adicionalmente, o aumento
da producéo de enzimas heat-shock, como DnaK e GroEL, é evidenciado durante

o crescimento celular, sob condi¢cdes de estresse ambiental acido (Lemos et al.,



2001), provavelmente para reparar danos causados a proteinas acido-sensiveis
durante o processo de adaptacao.

Além do metabolismo acido, os S. mutans sao capazes de sintetizar
glucanos insolUveis em agua, em presenca de sacarose (Hamada et al.,, 1981),
através da atividade de enzimas glicosiltransferases (GtB e GtfC, principalmente —
Goodman & Gao, 2000; Mattos-Graner et al., 2001; Koo et al, 2006). Estes
glucanos insoluveis, assim como as proteinas ligantes de glucanos (GbpB,
principalmente - Mattos-Graner et al, 2001 e 2006) aumentam a aderéncia da
espécie, na superficie dental, promovendo a formacao do biolfilme cariogénico
(Smith et al., 1994; Sato et al., 1997).

Assim sendo, a busca por novos agentes antimicrobianos naturais capazes
de inibir tais mecanismos de viruléncia ou de controlar o crescimento de
microrganismos patogénicos, etiologicamente relacionados com a cérie dental,
pode representar uma importante estratégia de prevencao e tratamento desta
infeccéo.

Nas ultimas décadas, tem se observado um crescente interesse por
medicinas alternativas e terapias naturais de baixa citotoxicidade, especialmente
no uso de substancias antimicrobianas e cariostaticas, como por exemplo, a
prépolis (Park et al., 1998; Koo et al., 2000; Koo et al., 2006); a Arnica (Koo et al.,
2000); o bakuchiol (Katsura et al., 2001); Oleos essenciais de Croton cajucara
(sacaca) (Alviano et al, 2005), de Melaleuca alternifolia (cha verde) e
Leptospermun scoparium (manuka) (Takarada, et al., 2004), sugerindo possiveis
medidas de prevencao e terapéutica da carie dental.

Considera-se que produtos naturais provenientes de microrganismos,
plantas e animais ainda constituem o melhor grupo de compostos disponiveis para
a descoberta de novos farmacos (Abel et al., 2002; Butler 2004 e 2005). Produtos

naturais de origem marinha ganharam significativa importancia, pelo fato de



apresentarem potentes atividades biolégicas (Berlinck et al., 2004).
Particularmente esponjas, ascidias, octocorais e briozoarios, que pertencem ao
grupo dos invertebrados marinhos, e microrganismos isolados dos mesmos, tais
como bactérias, fungos, cianobactérias e dinoflagelados, sdo fontes notérias de
compostos biologicamente ativos (Blunt et al., 2005).

Estudos recentes coordenados pelo Prof. Dr. Roberto Gomes de Souza
Berlinck, confirmaram que produtos naturais de origem marinha possuem
atividade antimicrobiana contra fungos, bactérias Gram positivas e Gram
negativas, além de atividades contra Mycobacterium tuberculosis, algumas
espécies de protozoarios (Leishmania sp. e Trypanossoma sp.) € células
cancerigenas. Neste estudo, cerca de 400 extratos brutos biologicamente ativos
obtidos a partir de invertebrados marinhos e microrganismos isolados dos
mesmos, coletados em diferentes regides da costa brasileira, foram submetidos a
diversos bioensaios para isolamento de compostos ativos. A atividade
antimicrobiana significativa de fracées ativas desses extratos foi evidenciada
recentemente por Torres et al., (2002); Kossuga et al., (2004); Oliveira et al.,
(2006), com valores de concentracao inibitéria minima (CIM) abaixo de 50 ug/mL,
contra microrganismos patogénicos resistentes a antibidéticos como: Pseudomonas

aeruginosa, Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Candida albicans.

Nossa colaboracdo, junto ao grupo de estudos acima citado, rendeu a
submissdo do trabalho sobre o composto puro dicetopiperazinas modificadas,
isolado da ascidia Didemnum rodriguesi, no qual se avaliou a atividade
antimicrobiana desse composto frente a cepas de Staphylococcus aureus
(resistente a oxacilina), Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Candida
albicans, Enterococcus faecalis, Streptococcus sanguinis, Streptococcus sobrinus
e Streptococcus mutans, que resultou em valores de CIM abaixo de 125 pg/mL

para todos os microrganismos avaliados (Kossuga, et al., submetido em 2008).



2. REVISAO DE LITERATURA

Streptococcus mutans e carie dental

A carie dental é uma doenca infecciosa e transmissivel (Keyes, 1960;
Caufield, 1997) multifatorial, entretanto, etiologicamente pode ser atribuida a um
desequilibrio da microbiota bucal (Marsh & Martin, 1984) pela presenca freqiente
de carboidratos fermentaveis (Bowben & Edwardsson, 1995) e falta de higiene
bucal. Além, numerosos fatores podem afetar o equilibrio da populacdo de
microrganismos orais como acidos, peréxido de hidrogénio (Donughue & Tyler,
1975) e antibidticos (Sanders & Sanders, 1982). Bem como, a colonizacédo e o
acumulo da espécie cariogénica sao influenciados por diversos fatores na
cavidade bucal, como: condi¢des nutricionais, componentes salivares e fluxo
salivar (Hamada & Slade, 1980).

Streptococcus mutans sao amplamente distribuidas nado apenas em
populacbes com moderada ou alta prevaléncia carie, como também nas
populagdes com baixa ou nenhuma experiéncia de carie (Napimoga et al., 2004).
Uma possivel explicacdo para sua presenca em individuos com baixa experiéncia
de carie € a dependéncia de fatores de viruléncia dos estreptococos e dos fatores
promotores da doencga, que podem diferir entre populacbées com prevaléncia de
carie (Napimoga et al., 2004).

Varios fatores associados a microbiota cariogénica, também estao
relacionados com caracteristicas de viruléncia de S. mutans, dentre as quais a
sintese de acido lactico (Yang et al., 2005 e 2006), a tolerancia ao mesmo € a

formacgao de biofilme dental na presenca de sacarose (Hamada et al., 1981).

Streptococcus mutans e biofilme dental




De acordo com Shemesh e colaboradores (2007), a bactéria S. mutans
evoluiu para a sobrevivéncia e persisténcia em seu ecossistema natural de
biofilmes. S. mutans € encontrado como comunidades associadas as superficies
dentarias em matrizes embebidas de polissacarideos formando biofilmes (Marsh,
2005). Essa organizacao bioldgica proporciona um microambiente para bactérias
imobilizadas (Bowden & Hamilton, 1998; Hall-Stoodley et al., 2004).

A aderéncia é o primeiro passo na formacao de comunidades do biofilme.
Como principal agente bacteriano da cérie dentéria, os mecanismos pelos quais S.
mutans adere as superficies dentarias sao importantes alvos potenciais para
intervengdo anti-cariogénica. Mecanismos de aderéncia sacarose-dependente,
como mediado por enzimas extracelulares [glicosiliransferases (Gtfs) e
frutosiltransferases (Ftfs)] e proteinas ligantes de glucanos [glucan-binding
proteins (Gbps)], tém papéis bem estabelecidos na viruléncia de S. mutans
(Kuramitsu, 1993, 2001; Steinberg, 2000; Banas & Vickerman, 2003). Mecanismos
independentes de sacarose também podem promover colonizagdo microbiana
através do fornecimento de sitios para bactérias, a exemplo de adesinas (Lee et
al., 1989; Shemesh & Steinberg, 2006).

Além da aderéncia inicial, assegura-se que uma variedade de genes é
necessaria para a adaptacdo de S. mutans e outros estreptococos orais em
biofilmes. Células existentes no biofilme tém caracteristicas fenotipicas, que sao
distintas das células dos seus homodlogos plancténicos, provavelmente
acompanhado por mudancas significativas nos padrdes de expressdao génica
(Costerton, 1987; Whiteley et al, 2001). Estes incluem genes associados a
sistemas de comunicacdo intercelular e sistemas sensores ambientais,
reguladores do metabolismo de carboidratos e genes que promovem a aderéncia
(Lemos & Burne, 2002; Senadheera et al., 2005; Shemesh et al., 2007).

Varios estudos tém indicado que a expressdo dos genes responsaveis pela
formacao biofiime é dependente das condicbes ambientais (Kiska & Macrina,
1994; Hudson & Curtiss, 1990, Li & Burne, 2001).



Principais fatores de viruléncia de S. mutans

Para aderir a superficie dental, S. mutans produz uma série de proteinas
extracelulares ou enzimas. A sintese de glucano, durante o crescimento da
espécie cariogénica, ocorre pela acdao de enzimas glicosiltransferases (Gtfs), as
quais utilizam a sacarose como seu unico substrato (Goodman & Gao, 2000). Os
glucanos promovem o acumulo de estreptococos cariogénicos (dentre outros
microrganismos orais) na superficie do dente, sendo um fator critico para a
formacao e estrutura integral do biofilme, com o acumulo de acidos que levam a
desmineralizacdo do esmalte dos dentes (Ooshima et al.,, 2000; Duarte et al.,
2006). Sendo assim, a Gif é essencial para a expressao de viruléncia desse

microrganismo.

Trés Gifs, GtfB, GfC e GtfD, codificadas pelos genes gtfB, gtfC e gtfD
respectivamente, foram identificadas em S. mutans. As atividades de cada Gtf sdo
distinguidas pelo tipo de ligagdo glicosidica predominante no glucano sintetizado
(Hanada & Kuramitsu, 1988). GtfB catalisa a sintese de glucanos ricos em
ligacdes glicosidicas do tipo a-7-6, que resultam em polimeros insolUveis em agua,
enquanto que a GtfD catalisa a formacdo de glucanos ricos em ligacdes
glicosidicas a-1-6 que resultam em moléculas soluveis em agua. Por fim, a GtfC
esta envolvida na sintese de glucanos soluveis e insoluveis em agua. (Hanada &
Kuramitsu, 1988; Duarte et al., 2003).

Entre eles, GTFs B e C parece ser as GTFs mais importantes relacionados
com a carie dental. Evidentemente, GTF deve ser um foco primario de qualquer
estratégia baseada na prevencao da carie dentaria ou a formacédo de biofilmes.
Além disso, atualmente a maioria dos produtos de higiene bucal disponiveis
comercialmente ndo sao eficazes inibidores de enzimas GTF (Duarte et al., 2003).

As proteinas ligantes de glucano (Gbps de Glucan Binding Proteins)

compdem um grupo heterogéneo de proteinas extracelulares ou de superficie, que



exibem afinidade a glucanos insollveis em agua em ensaios in vitro. Quatro Gbps
distintas foram identificadas em S. mutans, sendo GbpA, GbpB, GbpC e GbpD
(Banas & Vickerman, 2003). A GbpB foi primeiramente purificadas de
sobrenadantes de cultura de S. mutans, através de sua afinidade por dextrano
(Smith et al.,1994), sendo esta produzida por todas as cepas testadas em estudos
de Mattos-Graner et al., 2001.

Estudos de Smith e colaboradores (2003) em modelos animais,
demonstram a importdncia da GbpB na patogénese da carie, uma vez que a
imunizacdo sistémica ou de mucosas contra GbpB inibe, em média, em 50% o
desenvolvimento da carie em animais infectados com S. mutans e submetidos a

dieta com 56% de sacarose.

A enzima lactato desidrogenase (LdH), expressa pelos genes ldh, tem
demonstrado ser um importante fator de viruléncia de S. mutans , resultando na
producdo de acido lactico a partir de piruvato, dependendo do potencial
cariogénico da espécie (Yang et al., 2006).

Estudos de Hillman et al.,, 1994 e Chen et al., 1994, demonstraram que a
deficiéncia desta enzima é letal ao Streptococcus mutans em variadas condicdes
de cultivo, tendo a LdH importante papel nas vias glicoliticas geradoras de ATP
(Merritt et al., 2004).

A capacidade de se adaptar as mudancgas nas condi¢des ambientais é
essencial para a sobrevivéncia dos microrganismos. Bactérias presentes no
biofilme bucal sdo constantemente submetidas ao choque acido e manter a
acidificacao € resultado da rapida acumulacdo de acidos gerados a partir da
glicolise da microbiota oral acidogénica. Fundamental para tolerar esses
ambientes, 0os microorganismos produzem uma variedade de proteinas de
estresse, incluindo as chaperonas moleculares GroEL e DnaK. Estas proteinas

desempenham papéis essenciais no metabolismo celular, auxiliando no



dobramento de proteinas recém-sintetizadas ou desnaturar proteinas, bem como
na montagem, transporte e degradacao de proteinas celulares (Lemos et al.,
2001).

Utilizando uma continua cultura, ficou demonstrado que os niveis do mRNA
de dnaK foram aumentadas em resposta ao choque acido e permaneceram
elevados em células acido-adaptadas (isto €, as células que havia induzido a ATR
— Resposta Acido Tolerante), sugerindo que DnaK esta intimamente envolvida em
respostas a acidificacdo ambiental (Lemos et al., 2001).

Streptococcus sanguinis

Streptococcus sanguinis, membro da microbiota oral humana indigena, ha
muito tem sido reconhecido como um fator fundamental na colonizag&o bacteriana
da boca. S. sanguinis € comumente referido como um membro do streptococci
grupo viridans (Coykendall, 1989).

S. sanguinis liga-se diretamente as superficies orais e serve como uma
corrente para a adesdo de uma variedade de outros microrganismos que
colonizam superficie do dente, formando placa dental, e contribuindo para a
etiologia de ambas as doencas: cérie e doenca periodontal (Coykendall, 1989).
Além disso, S. sanguinis tem sido ha muito reconhecido como uma das principais
causas de endocardite bacteriana, uma doenca de alta morbidade, que é fatal se
nao tratada (Bochniak & Sadlak-Nowicka, 2004).

Como também, S. sanguinis e outros estreptococos viridans da microbiota
bucal estdo surgindo como importantes patdégenos em infeccoées sangtiineas que
ameacam pacientes neutropénicos (Bochniak & Sadlak-Nowicka, 2004). E essas
infeccdes estdo sendo agravadas pelo aumento da frequéncia da resisténcia a
penicilina, observado nesse grupo de organismos. Essa resisténcia aos
antibiéticos é tanto surpreendente e preocupante, porque o streptococci grupo

viridans, incluindo S. sanguinis, historicamente é classificado como sensivel a



penicilina e, durante muitos anos acreditava-se ser incapaz de se tornar resistente

a B-lactamicos (Handwerger & Tomasz, 1985).

Streptococcus sobrinus

A bactéria Streptococcus sobrinus é habitante da flora oral humana,
anaerdbia facultativa, e esta associada com o desenvolvimento de caries
dentarias. S. sobrinus adere a superficie do dente através da acado da enzima
microbiana glicosiltransferase, permitindo-os aderir a pelicula do dente. Uma vez
aderido, essa espécie bacteriana codifica enzimas para metabolizar glicose e
refinar agUcar para a produgéo de acido lactico. O pH acido resultante pode afetar
o esmalte do dente (Hardie, 1986).

S. sobrinus esta estreitamente relacionada com a mais prevalente espécie
S. mutans, principal agente etiolégico da céarie dental. Embora possam ser
distinguidos através de andlises laboratoriais, ambos os organismos tém a mesma
morfologia, fatores de viruléncia e causam os mesmos sintomas da doenca.

Atualmente ndo existe uma vacina para tratar S. sobrinus e outros
patdgenos bucais. As medidas preventivas podem sugerir diminuicdo do consumo
de sacarose, que é necessario para o inicio da formacao de placa bacteriana,

tratamentos com flior ou uso de antimicrobianos (Kolenbrander, 2000).

Antimicrobianos

O descobrimento dos componentes antibacterianos do Penicillium notatum
por Alexander Fleming permitiu o desenvolvimento dos antibiéticos que sé@o as
principais armas no combate as infecgdes bacterianas (Chen et al., 2005). No
entanto, desde muito cedo, o aparecimento de patdégenos resistentes aos
antibiéticos, vém sendo reconhecido como um significante problema clinico, e
intensas pesquisas estdo voltadas para o desenvolvimento de agentes
antimicrobianos alternativos (Ryan et al, 1996). Cepas emergentes com

resisténcia intermediaria ou alta a penicilina estdo crescendo e sendo



reconhecidas mundialmente, além de complicar a terapia antimicrobiana em
endocardites (Teng et al., 1998).

No passado, eritromicina e clindamicina apresentavam boa atividade no
combate a microrganismos, mas recentes estudos mostraram que a resisténcia
aos macrolideos pode ser um problema em varias areas (Johnson et al., 1999).
Como exemplo de microrganismos resistentes aos antimicrobianos temos:
Escherichia coli, Proteus sp., Pseudomonas aeruginosa, Shigella dysenteriae,
Salmonella enteritidis, Salmonela typhi, Staphylococcus aureus, Streptococcus
faecalis e Candida albicans (Barbour et al., 2004). Estudos realizados por Teng et
al. (1998), demonstraram resisténcia em estreptococos grupo mutans a penicilina
e macrolideos, resultado da alteracao da proteina ligadora de penicilina e genes
de resisténcia que podem ser transferidos entre esses estreptococos e S.
pneumoniae, assim como Tsuda ef al. (2002), relataram resisténcia a bacitracina,
um antibidtico tépico da familia das penicilinas, que inibe a sintese da parede
celular bacteriana (Page et al., 2004).

A resisténcia dos Streptococcus mutans a bacitracina é bem conhecida. A
bacitracina € um antibiético polipeptidico ciclico, produzido por Bacillus sp, e sua
acao é inibir a sintese de peptidioglicana da parede celular bacteriana. Seu uso
oral vem adquirindo importancia pela sua capacidade de erradicar enterococos

resistentes a vancomicina do trato gastrointestinal.

Antimicrobianos e Streptococcus mutans

Muitos estudos tém mostrado microrganismos cariogénicos, principalmente
S. mutans, podem ter a sobrevivéncia ou fatores de viruléncia interferidos por
produtos naturais (Koo et al., 2000, Katsura et al., 2001, Yatsuda et al., 2004;
Bakri & Douglas, 2005; Duarte et al., 2006; Fani et al., 2007).

O notavel potencial anticariogénico observado por componentes bioativos

naturais, testados in vitro e in vivo, possui diversas fontes. Com diversos trabalhos
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na literatura, temos as plantas medicinais como potentes fontes de biomoléculas,
que estdo sendo mais bem investigadas como possiveis alternativas terapéuticas.

Almeida e colaboradores (2008) descreveram a atividade antimicrobiana de
extratos da fruta Rhedia brasiliensis e do composto 7-epiclusianona com atividade
antimicrobiana de CIM de 2,5 ug/mL e CBM de 20 ug/mL sobre S. mutans.

Outra planta bastante utilizada em estudos de atividade antimicrobiana,
Polygonum cuspidatum, planta japonesa de tradicional uso na medicina
alternativa, apresentou CIM de 500 pg/mL para S. mutans e S. sobrinus, a partir
de uma fragdo denominada F1 (Song et al., 2006 e 2007).

Oleos essenciais, produtos volateis de metabolismo secundario de plantas,
vém sendo utilizado como agentes antimicrobianos ha anos, € em casos
especificos de microrganismos orais, 6leos essenciais em enxaguatorios bucais
tem demonstrado beneficios na rotina da saude oral. Por exemplo, o éleo
essencial da planta Croton cajucara apresentou CIM de 40 pg/mL para Candida
albicans, S. aureus, S. sobrinus, P. gingivalis e S. mutans (Alviano, et al., 2005)

Ainda, estudos envolvendo a prépolis (Duarte et al., 2003), favos de mel
(Xiao et al., 2007) e apigenina (Koo et al., 2005), produtos originados de insetos
sociais, tem ganhado bastante atencado pela variedade de atividade biologica
como: antimicrobianos, antiinflamatérios, anestésicos, citostaticos e propriedades
cariostaticas.

Em um dos primeiros estudos envolvendo atividade antimicrobiana de
produtos naturais marinhos sobre S. mutans (Kossuga et al., submetido em 2008),
demonstrou novas fontes de produtos biologicamente ativos, obtendo CIM de

62,5 ug/mL com o composto puro dicetopiperazinas modificadas.

Produtos naturais marinhos

Os metabdlitos secundarios (produtos naturais) de origem marinha
ganharam significativa importancia durante as duas ultimas décadas, pelo fato de

apresentarem potentes atividades biolégicas bem como caracteristicas estruturais
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Unicas (Blunt et al., 2005). Particularmente esponjas, ascidias, octocorais e
briozoarios, que pertencem ao grupo dos invertebrados marinhos, e
microrganismos marinhos, tais como bactérias, fungos, cianobactérias e
dinoflagelados, sdo fontes notoérias de compostos biologicamente ativos, os quais
muitas vezes sdo entidades quimicas extremamente sofisticadas do ponto de vista
estrutural e que, por isso, constituem um verdadeiro desafio para os quimicos
organicos que realizam determinacado estrutural (Blunt et al, 2005) e sintese
(Nicholas & Philips, 2005).

Considerando que ainda dentre os atuais farmacos comercialmente
disponiveis, cerca de 60% sao provenientes direta ou indiretamente de produtos
naturais (Cragg et al., 1997; Newman & Cragg, 2004), bem como que o numero
crescente de moléculas necessarias a serem submetidas a triagens
farmacoldgicas com o objetivo de se obter bons “candidatos a farmacos” (drug-
leads), aumentou-se consideravelmente a importancia da “diversidade quimica”
dos produtos naturais (Brennan, 2000).

Considera-se que produtos naturais oriundos de microrganismos, plantas e
animais ainda constituem o melhor grupo de compostos disponivel para a
descoberta de novos farmacos, a despeito dos enormes avangos das estratégias
de “screening” robotizadas que se utilizam de bibliotecas de compostos oriundos
de sintese combinatéria ou dos avancos significativos das técnicas
computacionais utilizadas em quimica medicinal (Butler, 2004, 2005; Abel et al.,
2002; Cragg & Newman, 2005).

Sendo assim, o cenario atual € extremamente promissor para a exploracao
da biodiversidade como fonte de potenciais agentes quimioterapéuticos para o
tratamento das mais diversas formas de patogenias humanas e animais, para o
desenvolvimento de novos agentes agroquimicos, produtos biotecnoldgicos,
ferramentas bioquimicas e modelos-alvo para o estabelecimento de novas
metodologias de sintese organica. O Brasil tem papel fundamental a exercer neste
ambito, tendo em vista sua enorme biodiversidade. O estado de Sao Paulo, com
excelente massa critica cientifica para desenvolver projetos de pesquisa de
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bioprospecgdo, criou novas perspectivas para a exploragdo de produtos da
biodiversidade brasileira.

Portanto, & extremamente relevante a diversificacao das areas de atuacgao
de grupos de pesquisa que objetivem a investigacdo dos produtos da
biodiversidade brasileira, de maneira a ampliar o espectro de possibilidades de
descoberta de novos produtos de origem natural a partir das mais diversas fontes
biolégicas.

No Brasil a investigacdo do ambiente marinho como fonte de produtos
naturais é ainda incipiente, porém ndo menos importante, tendo em vista que a
costa brasileira é a segunda em extensdo no mundo, abrigando uma grande
variacao de areas geograficas, habitats e exposicdo a diferentes fatores naturais
(Berlinck et al., 2004).
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3. PROPOSICAO

De acordo com a revisdao de literatura aqui apresentada, este trabalho de

dissertacao de mestrado foi realizado com os objetivos de:

Avaliar a atividade antimicrobiana de fracbes purificadas e/ou extratos
marinhos, sobre estreptococos orais, através da determinacdo da
Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) e da Concentragdo Bactericida
Minima (CBM);

Avaliar a atividade de fracbes purificadas (PcS2d e DR-MSP-10d-P3) e
extrato marinho (DR(M3)6), sobre a capacidade de formagéo de biofilme de
S. mutans UA159 e um isolado clinico;

Avaliar a atividade das fracbes purificadas (PcS2d e DR-MSP-10d-P3) e
extrato marinho (DR(M3)6), sobre a expressao de genes de S. mutans
UA159 e um isolado clinico relacionados com: 1. a formagéo do biofilme
(gtB, gtfC e gbpB), 2. com a sintese de acido lactico (/dh) e 3. com a
tolerancia ao estresse acido (ATPase, dnaK e groEL).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Rastreamento de extratos e fracoes com atividade antimicrobiana

4 .1.1. Microrganismos

Para o rastreamento de novos extratos brutos de invertebrados e
microrganismos marinhos bem como fragdes purificadas, foram selecionadas

cepas padrdes de estreptococos orais de interesse médico e odontoldgico (tabela

1).

Tabela 1. Relacdo de cepas padrdes ou isolado clinico, selecionados para o

rastreamento de extratos marinhos com atividade antimicrobiana.

Microrganismo Origem
Streptococcus mutans Isolado Clinico
Streptococcus mutans UA159
Streptococcus sanguinis ATCC 15300
Streptococcus sobrinus ATCC 27607

4.1.2. Perfil de sensibilidade das cepas padroes de interesse médico/odontolégico

aos antibiéticos usuais

Foram tracados os perfis de sensibilidade de cepas padroes (bactérias) de
interesse médico e odontoldgico, através do método Kirk-Bauer de difusao, a partir
de discos colocados na superficie do meio de cultura. Foram empregados discos
de antibiéticos comumente utilizados em terapias como: azitromicina 15ug,
imipinem 10ug, vancomicina 30ug, penicilina G 10ug, tetraciclina 30ug,
estreptocimicina 10ug, amoxacilina/acido clavucancio 30ug e amoxicilina 10ug,
seguindo-se as normas do CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute
documento M26-A, 1999).
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Resumidamente, culturas overnight das cepas padrdes, na concentracédo de
aproximadamente 108 UFC/mL (D.O. = 0,5 a 0,6, 560 nm), foram inoculadas sobre
a superficie do agar Mueller Hinton utilizando-se Swab estéril. Apdés secagem,
foram depositados assepticamente os discos de antibidticos de forma equidistante,
e apds 24 horas de incubagédo nas condi¢des favoraveis para o crescimento de
cada cepa, realizou-se a medicao dos respectivos diametros dos halos inibitérios,
em mm (Ambaye et al., 1997).

Quanto as sensibilidades, as cepas indicadoras foram classificadas como
sensiveis (S), moderadamente sensiveis (MS), intermediarias (I) ou resistentes (R)
de acordo com as normas pré-estabelecidas pelo CLSI.

4.1.3. Curvas de crescimento microbiano

Estes ensaios foram realizados de acordo com as normas de padronizacao
publicadas no documento M27-A2, CSLI, 2002. Resumidamente, 1 mL culturas
overnight das cepas escolhidas para o presente trabalho foram inoculadas em 5
mL de BHI caldo (Brain Heart Infusion, OXOID®, UK) e acompanhada a
absorbancia de crescimento em espectrofotdbmetro nos comprimentos de onda 550
e 560 nm de hora em hora. A cada tempo, aliquotas da cultura microbiana foram
diluidas em salina estéril (diluicao seriada) e plaqueados (25 uL) em BHI agar para
contagem de UFC/mL em triplicata (Westergren & Krasse, 1978) e padronizacao
do inéculo microbiano inicial a 108 UFC/mL para todos os experimentos.

4.1.4. Obtencao dos extratos e fracoes

Foram utilizadas no presente estudo fragoes purificadas que apresentaram
atividade antimicrobiana em estudos prévios (Oliveira et al., 2006; Kossuga et al.,
2004; Torres et al, 2002). Adicionalmente, novos extratos brutos e suas
respectivas fragcées purificadas de invertebrados e microrganismos marinhos
foram fornecidos pelo colaborador Prof. Dr. Roberto Gomes de Souza Berlinck,

coordenador do projeto tematico, intitulado: “Descoberta e desenvolvimento de
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potenciais agentes quimioterapéuticos a partir de invertebrados marinhos e de
microrganismos associados”, em andamento (Processo FAPESP n°® 05/60175-2).
Foram empregados nos testes antimicrobianos, o0s extratos obtidos de
invertebrados marinhos (ascidias, briozoarios, esponjas e octocorais) e de
microrganismos isolados dos mesmos (figura 1). Extratos com atividade
antimicrobiana foram fracionados por cromatografia, submetidos a uma analise de
desreplicacdo por LC-UV/ELS/S (cromatografia liquida de alto desempenho) e
cada fracdo obtida foi reavaliada nos bioensaios, na tentativa de se identificar

compostos puros com potencial antimicrobiano.

4.1.5. Caracterizacdo dos extratos ou fracoes purificadas

Foram caracterizados quanto ao espectro de atividade inibitéria contra
diferentes espécies bacterianas através: 1. da determinacdo da Concentracao

Inibitéria Minima (CIM) e 2. da Concentracao Bactericida Minima (CBM).

4.1.5.1. Determinacédo de CIM (Concentracao Inibitéria Minima)

As CIMs foram obtidas seguindo-se as normas do CSLI e o protocolo de
Oliveira et al, (2006), com algumas modificacbes. Resumidamente, os
extratos/fracdes na concentracdo de 500 pug/mL foram diluidos serialmente em
DMSO (1%). Suspensdes bacterianas de cultura overnight de determinada cepa
padrao ou isolado clinico crescidos em BHI (Brain Heart Infusion — OXOID, UK),
foram diluidos até a concentragdo de 108 UFC/mL. Os testes foram realizados em
microplacas estéreis com 96 pocos de fundo chato, sendo que cada pog¢o continha
o volume total de 100 uL (40 uL de meio de cultura + 20 uL de inéculo + 40 uL da
substancia diluida em agua). As placas foram incubadas por 18h, a 37°C em
microareofilia (10% CO,) e o crescimento microbiano foi determinado pelas
absorbancias mensuradas antes e apds incubacdo, a 550-560 nm em leitor
automatico de microplacas (Molecular Devices, Programa Versa Max). A CIM foi
definida como a menor concentragcdo do antimicrobiano que inibiu 50 a 100% do
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crescimento em relacdo ao controle. Os experimentos foram realizados em
triplicatas e tiveram como controles o antibiético Doxicilina (Sigma-Aldrich Co.®,

USA) e controle negativo a cultura microbiana sem adicao do extrato/fracao.

Figura 1. Fluxograma da obtencédo dos extratos brutos e fragdes purificadas, em
colaboragédo com o Prof. Roberto Gomes de Souza Berlinck.

1. COLETA LITORAL BRASILEIRO (ASCIDIAS, OCTORAIS,
BRIOZOARIOS, ESPONJAS E MICRORGANISMOS MARINHOS ASSOCIADOS)
2. IDENTIFICACAO
3. EXTRATO BRUTO

4. BIOENSAIO (ANTIMICROBIANO)
5.EXTRACAO
6. PARTICAO LiQ.-LiQ.

Y A 4 A 4

EXTRATO EXTRATO EXTRATO
METANOLICO HEXANICO AQUOSO

7. ANALISE PRELIMINAR (CCD, CLAE-UV, RMN-'H) *

8. FRACIONAMENTO CROMATOGRAFICO

A

9. FRACAO
PURIFICADA

Y

10. DETERMINAGAO
ESTRUTURAL

Y

12. BIOENSAIO
(ANTIMICROBIANO)

* O isolamento das substancias presentes nos extratos foi monitorado por cromatografia em
camada delgada (CCD), cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE-UV) e por
ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN-1H). No processo de isolamento e
purificagdo foram empregadas diversas técnicas cromatograficas. Para identificacdo das
substancias isoladas sao utilizadas técnicas espectroscopicas de uso corrente:
infravermelho, ultravioleta, diferentes experimentos de ressonancia magnética nuclear e
espectrometria de massas.
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4 .1.5.2. Determinacdo de CBM (Concentracdo Bactericida Minima)

Apo6s incubagao e leitura de absorbancia em leitor de microplacas, aliquotas
de 50 pL foram removidas dos pocos das placas de microtitulagdo, que nao
mostraram nenhuma turbidez, ou seja, nas concentracdes maiores que a CIM.
Estas aliquotas foram diluidas serialmente em salina estéril (NaCl 0,9%) e
plagueadas em meio de cultura propicio para o crescimento. Apds 24 horas em
10% CO.,, foram realizadas a contagem de células viaveis e a determinacao da
CBM, sendo esta definida como a menor concentracéo do antimicrobiano que teve
capacidade de matar todas as células bacterianas presentes no indculo inicial.

4.2. Avaliacao da atividade de fracoes purificadas e/ou de extratos marinhos

sobre caracteristicas fenotipicas de viruléncia de S. mutans

Para a andlise da atividade do(s) extrato(s) ou fracbes sobre S. mutans,
selecionamos 2 cepas da espécie, incluindo a cepa padrao S. mutans UA159. Em
adicao, foram selecionados 1 extrato bruto e 2 fragcdes purificadas que
apresentaram maior espectro de atividade antimicrobiana contra a espécie
cariogénica, baseando-se em dados prévios obtidos pelo teste determinacédo da
CIM e CBM.

4.2.1. Deteccao da atividade inibitéria sobre células planctbnicas e sobre a

formacéao de biofilme “in vitro”

A atividade inibitéria de cada extrato (pré-selecionado) ou fracédo purificada
foi testada sobre células plancténicas e de biofilmes (em formagéao) de S. mutans.
Para isso, realizamos um piloto inicial utilizando a metodologia abaixo, com o
antibiotico Doxiciclina (Sigma-Aldrich Co.®, USA) e a cepa S. mutans UA159.

Neste  teste, objetivou-se  determinar a  concentracdo  de

antibidtico/antimicrobiano capaz de inibir a formagéao de biofilme, sem interferir no
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crescimento plancténico (CIB — Concentracao Inibitéria do Biofilme). Para tanto se

comparou os resultados com o controle.

Foram realizados estudos pilotos com a cepa padrdao S. mutans UA159
utilizando o antibiético Doxiciclina (Sigma-Aldrich Co.®, USA) que possui valor de
CIM aproximadamente 1 pg/mL para o microrganismo testado, objetivando
determinar a menor concentragdo de antibiético capaz de inibir a formacao de
biofilme, mas nao interferir no crescimento plancténico (CIB — Concentragao
Inibitéria do Biofilme). A utilizagdo do antibidtico foi para comparar os resultados
com os demais antimicrobianos, um controle de antibidético comercialmente

utilizado. Para tanto se comparou os resultados com o controle sem droga.

Para testar a atividade dos antimicrobianos (doxiciclina, extrato ou fragao)
no desenvolvimento do biofilme bacteriano foram realizadas diluices seriadas dos
mesmos (concentracdes préoximas CIM e CBM para ambas as espécies: PcS2d -
31 yg/mL; DR-MSP-10d-P3 - 62 pg/mL; DR(M3)6 - 125 ug/mL) em 100 pL de THB
(Toddy Hewitt Broth, OXOID, UK) contendo sacarose (0,5%) em microplacas de
poliestireno de 96 pocos de fundo redondo, foram feitas duas microplacas para
cada condicdo. As diluicdes, foi acrescentado o indculo inicial (102 UFC/mL) de
cada cepa de S. mutans. As microplacas foram, incubadas em 10% CO, a 37°C
por 18 horas.

A formacao do biofilme foi quantificada pelo método de evidenciacdo de
células aderidas ao poliestireno: uma microplaca de cada condicao teve a cultura
plancténica removida, lavada com &gua destilada e adicionou-se corante cristal
violeta (1%) por 30 minutos. Em seguida lavou-se com agua destilada e apos
secagem por 2 horas, ocorreu descoloragdo com alcool etilico (98%) por 30
minutos e transferiu-se a coloracdo obtida para microplacas de fundo chato para
leituras de absorbancia a 575 nm em leitor de microplacas (Molecular Devices,
Programa Versa Max) (O’'Toole & Kolter, 1998).
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A atividade biol6gica dos extratos ou fragdes purificadas na inibicdo da
formacao do biofilme de espécies sensiveis foi detectada através de comparacgdes
com o biofilme formado em solucao controle (teste t Student).

Apés analises dos dados obtidos e definicio da CIB, o crescimento
plancténico foi monitorado através de medidas de absorbéancia a 550 nm, em leitor
de microplacas, sendo comparados com 0 crescimento plancténico do controle
(teste t Student) em outra placa da mesma condigdo. Apds a obtencdo dos
resultados por absorbancia, as culturas plancténicas dos pogos contendo os
biofilmes nas CIB e dos respectivos controles foram diluidas serialmente e
plagueadas em BHA para se confirmar a quantidade de células viaveis (em
UFC/mI) presentes nestas concentracdes, em relagdo ao controle.

4.3. Avaliacao da atividade de fracoes purificadas e/ou de extratos marinhos

sobre a expressao de genes de viruléncia de S. mutans

4.3.1. Primers especificos para os genes de viruléncia

As sequéncias dos genes de Vviruléncia relacionados com o
desenvolvimento do biofilme, producdo e adaptagdo ao acido, bem como as
sequéncias do gene 16S foram utilizadas para delinear os primers especificos
(tabela 2). Os primers delimitaram regides especificas de até 200 pares de bases,
para otimizar os resultados do RT-PCR. Todas as seqiéncias foram obtidas no
Gene Bank (http:/www.ncbi.nlm.nin.gov) e os delineamentos dos
oligonucleotideos  foram desenvolvidos no programa Primer 3

(http://www.broad.mit.edu/cgi-bin/primer/primer3.cgi).
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Tabela 2. Seqliéncia dos primers para os genes 16SRNA e de viruléncia ATPase,
dnaK, gbpB, gtfB, gtfC, groEL e Idh de S. mutans.

Primers Sequéncias Amplificado Gene Bank
ATPase Forward
TAATCATGAGCGTTTGTAAT 130 pb 1028775
ATPase _Reverse 11\ ppAGATTTTAGCACTTGG
dnaK _Forward
CAGTGACTAATCCAGAAACA 107 pb 1029666
dnak_Reverse o ATAGCTGAGATTTCTTGTG
gbpB_Forward
TTAATACGATTCAAGGACAA 121pb 1029610
gbpB Reverse 11 GAAAGTGTTTGAATTTG
gtfB_Forward
AGATGGAACTTACGCTTATT 150 pb 1028336
gifB_Reverse 10 ATCAAAGTATTGAACCTG
gtfC_Forward
TGATTAACATGGATAACAGG 102 pb 1028343
gifC_Reverse 5o AAACTGTTAGTGATCAGA
groEL_Forward
ACCTTGACAGGATCAATAAT 132 pb 1029159
groEL_Reverse 1) A AAATGCTGGTTATGAAG
ldh_Forward
GATCTCGTTGGTAAAAATCT 107 pb 1028428
ldh_Reverse AAGATATCAACTGGGTTAGC
16S_Forward
TATCTTCCTCAATTAAACCA 181pb NP722374
165 Reverse 1 GTTAAGATTGCCAGTGAT

4.3.2. Extracdo de DNA e PCR para teste dos primers

O DNA da cepa S mutans UA159 foi extraido com o
MasterPure™DNAPurification Kit (Epicentre, USA) com adaptacdes. Apds
centrifugar 1,5 mL de cultura, adicionou-se 300 uL da solugao de lise de célula +

2uL de Proteinase K e incubou-se a 65°C por 15 minutos as amostras foram
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resfriadas a 37°C. Cerca de 2uL de RNAse (20 ug/ml) foi adicionado a cada

amostra e sendo estas incubadas novamente a 37°C por 30 minutos.

Apés, realizou-se a precipitacdo do DNA com reagente de precipitacao de
proteinas (150 uL) e centrifugacédo (10 minutos a 12000 x g a 4°C). Transferiu-se o
sobrenadante a um tubo eppendorf limpo e descartou-se o pellet, adicionou-se
500uL de isopropanol, seguindo-se com centrifugacédo (10 minutos a 12000 x g a
4°C). Removeu-se o isopropanol e acrescentou-se etanol 75%, lavando-se por
duas vezes. Os pellets foram secados com os tubos abertos por 2 h. Finalmente,
adicionou-se 30uL de TE (TrisEDTA). O DNA foi armazenado a -20°C.

Cerca de 2 uL do DNA purificado foram utilizados como template para
amplificagcdo por PCR (reacao para 25 uL), juntamente com 50 mM de MgCls ,
0.3mM de cada primer especifico, 200 uM de dNTPs, 1.25 unidades de Taq
polimerase (Invitrogen) e tampdo para PCR 10x. Apds a desnaturagao inicial
(94°C por 2 min), as amplificagdes foram realizadas através de 35 ciclos térmicos,
com excecao do gene 16SRNA que fora amplificado com 27 ciclos (94°C/45seq,
52°C/1min e 72°C/5min), seguidos de extensao final a 72°C/7min. Os produtos da
PCR (10 uL) foram analisados por eletroforese em gel de agarose a 2%, em

tampéao TBE 1 x, corado com brometo de etidio (0,3 pug/ml).

4.3.3. Extracdo de RNA

A influéncia das fracbes e extratos marinhos pré-selecionados sobre a
expressao de genes relacionados com a formacgédo de biofilme, com a producao
e/ou tolerancia ao acido foi realizada seguindo o protocolo de Koo et al., (2006).

Assim, células plancténicas de S. mutans (cepa padrao e isolado clinico)
foram crescidas até a metade da fase exponencial de crescimento (D.O. = 0,5),
sendo a curva monitorada por densidade éptica a 550-560 nm. O extrato ou fracao

purificada, em concentracdes sub-CIM para ambas as espécies: PcS2d - 7ug/mL;
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DR-MSP-10d-P3 - 31 pg/mL; DR(M3)6 - 31 ug/mL e Doxiciclina — 0,62 ug/mL (ou
veiculo controle, DMSO 1%) foram adicionados a suspenséo celular e ap6s 1
minuto (T1) ou 30 minutos (T3zp) de exposi¢cdo ao antimicrobiano, as suspensodes
bacterianas tratadas (e o controle DMSO Tj3p) foram processadas imediatamente

para a extracdo de RNA.

Para a coleta das células, as culturas foram precipitadas sob centrifugacéao
(10 minutos a 12000 x g a 4°C), sendo o precipitado celular re-suspendido em 1
mL de solucdo salina (NaCl 0,9%, estéril), para a lavagem das células e
transferéncia em microtubo de 1,5 mL (AxygenScientific, EUA). As amostras foram
centrifugadas a 12000 x g a 4°C por 1min e os sobrenadantes descartados. Os
precipitados celulares foram congelados a -73°C, onde permaneceram até o
momento da extracdo de RNA.

O RNA total foi extraido a partir do Kit Qiagen (RNeasy®, Qiagen). O
precipitado celular foi descongelado em banho de gelo e acrescentou-se 100 pL
de Lisozima (20mg/mL) ao pellet recém descongelado e agitou se no vértex por 1
minuto. Os tubos foram mantidos a 37°C por 30 minutos, sendo que a cada 5
minutos estes eram agitados no vértex. A seguir, adicionou-se 350 pL de
RLT(tampéo do Kit) / BMercaptanol e agitou vigorasamente, apds, 250 uL de
etanol 100% foram adicionados a cada amostra, e estas transferidas (+/- 700 L)
para a coluna do kit e centrifugou por 15 segundos a 12000 x g a 25°C.

Descartou-se o eluido que atravessou a coluna, adicionou-se 700 pL de
RW1 (tampao do Kit), e centrifugou por 1 minuto a 12000 x g a 25°C. O eluido foi
descartado. As colunas foram transferidas para um tubo limpo, e adicionou-se 500
UL de RPE (tampéo do Kit) e centrifugou-se nas mesmas condi¢des, e o eluido
novamente foi descartado. Apds, repetiu-se o Ultimo passo, € a coluna foi
transferida para outro tubo eppendorf (1,5mL). Os RNAs precipitados foram
solubilizados em 35 pL de H20 tratada com DEPC (Kit) e as amostras foram
centrifugadas (1 minuto a 12000 x g a 4°C) e estocadas a -70°C.
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A determinacdo da concentracdo e pureza das amostras de RNA foi
realizada através da leitura em espectrofotdmetro. O material foi considerado puro
quando a razao entre as leituras A260nm/A280nm foi igual ou superior a 1,7.

A integridade das amostras de RNA foi determinada através da separacao
eletroforética de 6ul de cada amostra em géis desnaturantes de agarose a 1,2%
(com 1,8% de formaldeido) contendo 0,15ul/ml de brometo de etidio, em tampao
de corrida (20mM MOPS, 5mM acetato de s6dio e 1 mM EDTA).

As imagens digitais dos géis foram obtidas sob luz UV, com auxilio de
sistema de captura de imagens digital Gel logic 100 Imaging System (Eastman
Kodak Co, EUA). A presenca das duas bandas definidas, correspondentes aos

RNAs ribossémicos (23S e 16S) indicou integridade das amostras.

4.3.4 Sintese de cDNA e RT-PCR semi-quantitativo

O DNA residual presente na amostra de RNA foi removido com DNase |
(INVITROGEN®,USA), seguindo-se as recomendacdes do fabricante. Para tanto, a
cada 1 ug de RNA, foi adicionado Tampao de reacado 10x, DNase | e agua DEPC
para 10 ulL. A suspensdo foi incubada a temperatura ambiente por 15 min.
Posteriormente, foi adicionado 1 uL de EDTA para inativar a DNase com
incubacdo a 65°C por 10 min (em termociclador). O RNA total (12 pg) tratado foi
submetido a Transcricdo Reversa (RT) com a enzima Super Transcrispt RT Il
(INVITROGEN®,USA) e um Mix de primers randémicos (20uM) Eail, Ea7, Es1,
Es3 e Es8 (Chia et al., 2001), para a sintese de cDNA.

Inicialmente, foi adicionado ao RNA total (12 ng), o Mix de primers
randémicos (20 uM), dNTPs (10 mM) e agua DEPC para 10 uL. A mistura foi
submetida a temperatura de 65°C por 5 min e a 4°C por 1 min. A segunda fase de
sintese de cDNA consistiu na adicao de tampao RT 10x, MgCl, (25 mM), DTT (0,1
M), RNase OUT (40 U/uL) e a enzima Super Transcript RT Il (200 U/uL). O

volume total dos reagentes (20 uL) foi submetido ao ciclo térmico: 25°C/10min;
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50°C/50min; 85°C/5min e 4°C/1min. Cerca de 2 uL da reagdo contendo cDNA
foram utilizados como template para amplificacdo por PCR (reacdo para 25 L),
juntamente com 50 mM de MgCl,, 0.3mM de cada primer especifico, 200 uM de

dNTPs, 1.25 unidades de Taq polimerase (Life Technologies - Gibco) e tampao
para PCR 10x.

Apos a desnaturagdo inicial (94°C por 2 min), as amplificagcbes foram
realizadas através de 40 ciclos térmicos (94°C/45seg, 52°C/1min e 72°C/5min),
seguidos de extensdo final a 72°C/7min. Os produtos da PCR (10 uL) foram
analisados por eletroforese em gel de agarose a 1%, em tampao TBE 1 x, corado
com brometo de etidio (0,4 ug/ml). Foi realizada a densitometria das bandas,
normalizando a absorbancia em relagdo ao gene de referéncia 16S. Foram
utilizados controles da sintese de cDNA com reagdes sem a transcriptase reversa,

para verificar a existéncia de DNA residual ou contaminante em cada amostra.

4.4. Estatistica

O teste t Student foi utilizado para analisar os valores representados por

densidade ética (D.O.) para os testes de biofilme de S. mutans.

O teste ANOVA foi empregado para comparar valores representados por
unidades relativas da expressao dos genes de viruléncia de S. mutans em células,
da metade da fase logaritmica de crescimento, submetidas ao tratamento com

antimicrobiano(s) em relacdo aos respectivos controles.
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5. RESULTADOS

5.1. Rastreamento de extratos e fracoes com atividade antimicrobiana

5.1.1. Microrganismos

Em primeiro instante, realizou-se a reativacdo de cepas microbianas
padrdes. Ainda, foi realizado o procedimento de congelamento em BHI Glicerol a

10% para armazenamento adequado das mesmas.

5.1.2. Perfil de sensibilidade das cepas padroes de interesse médico/odontoldgico

aos antibidéticos usuais

Todos os microrganismos foram avaliados quanto a sua sensibilidade a
antibiéticos comerciais, utilizando teste de antibiograma pelo método Kirk Bauer
da difusdo em agar (Ambaye et al., 1997). A interpretacdo dos resultados e
classificacdo das cepas em sensiveis (S), moderadamente sensiveis (MS),
intermediarias (l) e resistentes (S) aos agentes antimicrobianos baseou-se nas
normas do CSLI. Os resultados podem ser analisados na tabela 3.

Dentre as cepas indicadoras padrdes avaliadas, 3 espécies foram
selecionadas para a realizacdo dos testes de atividade antimicrobiana de extratos
brutos e fracdes purificadas de acordo com seus perfis de sensibilidade. Ainda,
selecionou-se uma espécie de isolado clinico de Streptococcus mutans (cédigo
2.M7/4) do banco de cepas do laboratério de Microbiologia e Imunologia
(FOP/UNICAMP), caracterizada por apresentar grande producdo de mutacinas,
importante fator de viruléncia da espécie (Kamiya et al., 2008).
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Tabela 3. Perfis de sensibilidades das cepas padrées de interesse
médico/odontologico frente antibidticos usuais, obtidos através de antibiograma

(método da difusao em agar).

Antibioticos testados

2 2 g =2 S 83 9
o =] S ‘S =]
2 3 8 2 g 3 <8 £
) g £ £ © g 5 @8 g
Cepas Padrées ] 5 2 g S IS =5 3
s & 5§ 3T &8 g & 3
= E < 5 : ¢ oS& E
& = 3 8 e 2 EG <
> L(G <
Streptococcus mutans UA 159 R S S S S R S

Streptococcus sanguinis ATCC 15300 R S I R R R R R
Streptococcus sobrinus ATCC 27607 S S S S S R S S

Sensibilidade segundo CSLI: S = Sensivel; MS = Moderadamente sensivel; | = Intermediaria; R= Resistente.

5.1.3. Curva de crescimento microbiano

Para padronizar os bioensaios para determinacdo da CIM (concentragcéao
inibitéria minima) e CBM (concentracao bactericida minima), a serem utilizados na
avaliagdo da atividade antimicrobiana de extratos e fracdes purificadas, todos os
microrganismos da tabela 1 (selecionados para o presente trabalho) foram
avaliados segundo sua curva de crescimento (absorbancia de crescimento
550/560nm x tempo). Os experimentos foram todos realizados com o in6culo das
cepas microbianas na fase de crescimento exponencial (log) com D.O. entre 0,5 a
0,6 (figura 2) nas absorbancias de crescimento citadas e diluidas a 108 UFC/mL.

5.1.4. Obtencédo dos extratos e fracoes

Atée o presente periodo do estudo foram avaliadas a atividade
antimicrobiana de 11 fracdes purificadas e 775 extratos brutos de invertebrados
marinhos (ascidias, briozoarios, esponjas e octocorias) fornecidos pelo
colaborador Prof. Dr. Roberto Gomes de Souza Berlinck.
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Figura 2c. Curva de crescimento da cepa
Streptococcus sanguinis ATCC 15300

Figura 2d. Curva de crescimento da cepa
Streptococcus sobrinus ATCC 27607

5.1.5. Caracterizacdo dos extratos ou fracoes purificadas

5.1.5.1. Determinacdo de CIM

(Concentracéo

Inibitéria  Minima) e CBM

(Concentracao Bactericida Minima)

Foram realizados os testes para determinacdo da CIM de 11 fraches

purificadas e 775 extratos brutos. Os resultados gerais em porcentagem (%)

podem ser visualizados na tabela 4. Todos os experimentos foram realizados em

duplicata, obtendo como controle positivo o antibiotico Doxiciclina (Sigma-Aldrich

Co.®, USA).
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Tabela 4. Numero e porcentagem de extratos brutos ou fracdes purificadas que
apresentaram atividade antimicrobiana nos teste de CIM (concentracdo inibitéria

minima), de um total de 786 extratos/fragdes testados.

Cepa Padréo ou Numero de extratos ou
Isolado Clinico testado fracdes com atividade (%)
Streptococcus mutans 2.M7/4 77 (9,80%)
Streptococcus mutans UA159 60 (7,63%)
Streptococcus sanguinis ATCC15300 37 (4,71%)
Streptococcus sobrinus ATCC27607 26 (3,30%)

Dos extratos/fracbes que apresentaram atividade antimicrobiana, incluiu-se
na definicdo de CIM a menor concentragcdo do antimicrobiano que inibiu 50% a
85% ou 90% a 100% do crescimento microbiano apds andlise de densidade
Optica, como podera ser visualizado na figura 3.

Dentre os extratos brutos e frac6es purificadas testadas podemos destacar
a atividade antimicrobiana de 37 extratos brutos e 3 fracdes purificadas (figuras 4
e 5), e os resultados podem ser visualizados na tabela 5, que demonstra os
valores de concentragao inibitéria minima e concentragao bactericida minima (CIM
e CBM).

D
o
]

Figura 3. Extratos brutos ou fragbes
purificadas com inibicao de 50% a
100% do crescimento de
microrganismos nos testes de CIM
(concentracdo inibitéria minima)
(N=786).
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Tabela 5. CIM (CBM) em pg/mL de extratos brutos ou fracées purificadas ativos

sobre 0s microrganismos testados.

Microrganismos

S S a2 )
g g Q0 S5
Cadigo do Extrato bruto 3 E 33 § 'L') 2 E
= o 8 S < 3
ou fracéo purificada § E § g ‘3_.1' 8 8
S S £5 8%
12} 7] 7] &
AC2(B)3 - 125pg/mL (> 500 pg/ml) - -
AC2(F)2 - 125pg/mL (> 500 pg/ml) - -
AC2(G)4 - MeOH 15ug/mL 15ug/mL 15pg/mL 31pg/mL
AC2(M3)1D - MeOH - - - 500ug/mL (> 500 pg/ml)
AC2(M3)1SD - MeOH - - - 500ug/mL (> 500 pg/ml)
Afar-3A4B3* 500ug/mL (> 500 pyg/ml)  500ug/mL (> 500 pg/ml) - 500ug/mL (> 500 pg/ml)
B160-E2 500ug/mL (> 500 pg/ml) 500pg/mL - -
DR(A)7 250ug/mL (> 500 pg/ml)  250ug/mL (> 500 pg/ml) - -
DR(F)6 500ug/mL (> 500 pg/ml)  31,25ug/mL (> 500 ug/ml) - -
DR(M2)4 500ug/mL (> 500 pg/ml) 62,5 pg/mL (> 500 ug/ml) 250ug/mL -
DR(M3)2 125ug/mL (> 500 pg/ml)  250ug/mL (> 250 pg/ml) - 500ug/mL
DR(M3)6 62,5ug/mL (62,5 pg/ml)  31,25pg/mL (62,5 pg/ml)  62,5ug/mL (> 125 pg/ml) 62,5 pg/mL (> 125 pg/ml)
DR-MSP-10d-P3* 31,25ug/mL (62,5 ug/ml)  62,5pg/mL (62,5 pg/ml) 125pg/mL (125 pg/ml)  125pg/mL (> 125 pg/ml)
GC(F)10 125pg/mL (> 250 pg/ml)  7,81ug/mL (> 250 pg/ml) - -
GC(F)2 250ug/mL (> 500 pg/ml)  250ug/mL (> 500 pg/ml) - -
GC(G)2 125pg/mL 500ug/mL (> 500 pg/ml) - 125pg/mL
GC(M2)1 - 500ug/mL (> 500 pg/ml) - -
GC(M2)3 - 500ug/mL (> 500 pg/ml) - -
GC(T)3 125pg/mL - 125pg/mL 125pg/mL
MaAV-2-2 125pg/mL (> 500 pg/ml)  62,5ug/mL (250 ug/ml) - -
MaAV-3b 250ug/mL (> 500 pg/ml) - - -
MaAV-3c - 62,5ug/mL (500 ug/ml) 62,5ug/mL (250 ug/ml) -
MaAV-5 250ug/mL (> 500 pg/ml) ~ 125pg/mL (500 pg/ml) 125pg/mL (250 pg/ml) -
MaAV-6 125ug/mL - 125ug/mL -
MaAV-6a 125pg/mL (> 500 pg/ml)  125pg/mL (500 pg/ml) 125pg/mL (500 pg/ml) -
MaAV-6¢ 500ug/mL (> 500 pg/ml)  500ug/mL (> 500 pg/ml)  500ug/mL (> 500 pg/ml) -
MaAV-c 500ug/mL (> 500 pg/ml) - 125ug/mL (500 pg/ml) -
MaAV-D 500ug/mL (> 500 pg/ml) - 250pg/mL (> 500 pg/ml) -
MaAV-F 500ug/mL (> 500 pg/ml) - 250ug/mL (500 ug/ml) -
MaAV-G2 125pg/mL (500 pg/ml) 250ug/mL (250 pg/ml) 62,5ug/mL (250 ug/ml) -
MaAV-I| 125pg/mL (500 pg/ml) ~ 500pg/mL (> 500 pug/ml)  62,5pg/mL (250 pg/ml) -
MaAV-J 250pg/mL (500 pg/ml) - 125ug/mL (500 pg/ml) -
MaAV-K 250ug/mL (> 500 pg/ml)  250ug/mL (> 500 pg/ml)  250ug/mL (> 500 pg/mi) -
MaFU-1a 500ug/mL (> 500 pyg/ml)  500ug/mL (> 500 pg/ml) - -
MaFU-2 250ug/mL (> 500 pg/ml) 125ug/mL (500 pg/ml) - -
MaFU-2-1 250pg/mL (> 500 pg/ml)  250pg/mL (500 pg/ml) - -
MaFU-b 500ug/mL (> 500 pyg/ml)  500ug/mL (> 500 pg/ml) - -
MaFU-d 125ug/mL (500 pg/ml) 62,5ug/mL (125 pg/ml) - -
MaFU-E2 125ug/mL (> 500 pg/ml)  250pg/mL (> 500 pg/ml) - -
PcS2d* 15ug/mL (31,25 ug/ml) ~ 15ug/mL (31,25 pg/ml) 250ug/mL 250ug/mL

* Fragdes purificadas

- Sem atividade antimicrobiana
(Valores em azul inibicdo de 50% a 85% do crescimento microbiano e valores em vermelho inibigao de 90% a 100%).

31



Destacamos a atividade da fracéo purificada denominada DR-MSP-10d-P3
isolado da ascidia Didemnum sp. (figura 4), que apresentou atividade sobre todos
0s microrganismos com CIM abaixo de 125 ug/mL e CBM préximos desse valor,
principalmente sobre S. mutans com CIM de 62,5 pg/mL. Esta fracdo foi escolhida
para os experimentos para avaliacao da sua atividade sobre fatores de viruléncia

da espécie citada.

Figura 4. Cadeia representativa do
composto puro DR-MSP-10d-P3 (mistura

Q Q de dicetopiperazinas modificadas 5 e 6)

N HAH?NHE isolado da ascidia Didemnum sp.

HN\n) (Estrutura cedida pelo grupo de estudos

0 Sn=1R=H do Prof. Prof. Roberto Gomes de Souza
6n=2 R=H

Berlinck — IQSC/USP).

Outro composto puro com excelente atividade antimicrobiana (CIM de 15
Mg/mL e CBM de 31 pg/mL contra S. mutans) denominado PcS2d foi identificado
como trissulfato de halistanol e pode ser visualizado na figura 5. Esta fracdo
também foi escolhida para os experimentos de avaliacdo da sua atividade sobre

fatores de viruléncia da espécie citada.

Figura 5. Cadeia representativa do
composto puro PcS2d (trissulfato de
halistanol), isolado da esponja Petromica
ciocalyptoides (Estrutura cedida pelo grupo 0380
de estudos do Prof. Prof. Roberto Gomes o, so™

de Souza Berlinck — IQSC/USP). 5503“
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Fungos isolados da esponja Axinella corrugata constam dos extratos
AC2(M3)1SD-MeOH, AC2(M3)1DMeOH e AC2(B)3, AC2(F)2; e da esponja
Mycale angulosa: Ma- 11(M3%)-MeOH, MaFU-1a, MaFU-2, MaFU-2-1, MaAV-2-2,
MAFU-b, MaFU-d, MaFU-E2, MaAV-2a1, MaAV-3b.

Ainda, isolado da esponja Dragmacidon reticulata, o extrato bruto DR(M3)6
apresentou CIM de 62,5 pg/mL e CBM entre 62,5 ug/mL a 125 ug/mL para todos
0s microrganismos. Por se apresentar como um extrato com excelente atividade
antimicrobiana avaliamos também a sua influéncia nos fatores de viruléncia de S.

mutans.

5.2. Avaliacao da atividade de fracoes purificadas e/ou de extratos marinhos

sobre caracteristicas fenotipicas de viruléncia de S. mutans

5.2.1. Deteccao da atividade inibitéria sobre células planctbnicas e sobre a

formacéao de biofilme “in vitro”

Em nossos estudos prévios de inibicdo na formacao de biofilme, testou-se
as concentragdes de 5 pyg/mL a 0,005 pg/mL (diluicdo serial 2). Nas concentracdes
de 5 pg/mL e 2,5 uyg/mL de doxiciclina foi possivel verificar a inibicdo de 100% do
crescimento do biofilme da cepa indicadora (figura 6). Nos testes de biofilme, o
teste t Student mostrou a diferenca significante entre a formacao de biofilme das
células submetidas a atividade do antibi6tico doxiciclina na CIB = 0,62 yg/mL e
células do grupo controle (p < 0,05).

Os pocos das microplacas contendo os biofilmes formados na CIB, assim
como os biofilmes controles, foram submetidos ao ultrassom e as células foram
diluidas serialmente e plagueadas em meio BHA para contagem de células
potencialmente viaveis (UFC/mL). Na CIB (0,62 pg/mL), verificou-se inibicdo na
formacao de biofilme maduro, com base resultados das densidades 6pticas (figura
6) e nas contagens de UFC/ml em relacdo ao controle. Entretanto, o antibidtico
doxiciclina ndo teve capacidade biocida e sim bacteriostatica sobre células
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planctdnicas, pois as médias de contagem ficaram em torno de 10® UFC/mL para
esta diluicdo. Desta forma, a concentracédo préoxima a 0,62 ug/ml foi utilizada para
verificarmos o efeito da doxicixiclina sobre a expressdo de genes relacionados

com a formacéo de biofilme.

O Planctonico

n
wn
)

O Biofilme
o 2 { { &
E’ 0
'615 ==
(7]
o
O 1
o
°
.g *
|
0 I M M= L AN /e AR A
%) “ \) % N &) 4 & N O @
©

Antibiético pg/mL

Figura 6. Atividade antimicrobiana da Doxiciclina nas células planctonicas e
biofilme de S. mutans. Os dados foram expressos com médias e desvios padrao
com base em quadruplicatas.

Com relacao aos testes de influéncia do extrato bruto ou fragdes purificadas
selecionados, sobre células plancténicas e células do o biofilme de S. mutans

UA159 pudemos observar os resultados demonstrados nas figuras 7,8 e 9.

Em nossos estudos de inibicao na formacdo de biofilme de S. mutans
UA159, testou-se as concentracdes sub-CIM do extrato bruto e fracdes, sendo a
fracdo PcS2d de 31 ug/mL a 0,05 pg/mL; a fracdo DR-MSP-10d-P3 foi testada de
125 yg/mL a 0,2 pg/mL e o extrato bruto DR(M3)6 testado de 62 ug/mL a 0,1
Mg/mL (em todos os experimentos diluicao serial 2). As CIBs para a fragdo PcS2d,
DR-MSP-10d-P3 e o extrato DR(M3)6 foram 7 ug/mL, 31 pg/mL e 31 pg/mL
respectivamente, sendo a CIB definida como concentragdo do antimicrobiano

capaz de inibir a formacao do biofilme, sem interferir no crescimento plancténico.
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Figura 7. Ativivaue anunncioviaia :i/mlndgdu punncaua ruS2d nas células
plancténicas (Abs 550 nm) e biofilme (Abs 575 nm) de S. mutans UA159. Os
dados foram expressos com médias e desvios padrdo com base em
quadruplicatas. (* diferenca estatisticamente significante com relacao ao controle,

teste t Student, p < 0,05).
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Figura 8. Atividade antimicrobiana da fracdo purificada Dr-MSP-10d-P3 nas
células plancténicas (Abs 550 nm) e biofilme (Abs 575 nm) de S. mutans UA159.
Os dados foram expressos com médias e desvios padrdo com base em
quadruplicatas. (* diferenca estatisticamente significante com relacao ao controle,

teste t Student, p < 0,05).
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Extrato DR(M3)6 @ Plancténico
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Figura 9. Atividade antimicrobiana do extrato bruto DR(M3)6 nas células
plancténicas (Abs 550 nm) e biofilme (Abs 575 nm) de S. mutans UA159. Os
dados foram expressos com médias e desvios padrdo com base em
quadruplicatas. (* diferenca estatisticamente significante com relagao ao controle,
teste t Student, p < 0,05).

Para avaliarmos a interferéncia dos antimicrobianos na CIB sobre as células
plancténicas, toda a cultura plancténica foi diluida e plaqueada em meio BHA para
contagem de células viaveis (UFC/mL) comparando com o controle sem
antimicrobiano. Os resultados podem ser visualizados na tabela 6. Ainda, os
pocos contendo os biofiimes formados nas CIB, assim como os biofilmes
controles, foram submetidos ao ultrassom e as células desprendidas foram
diluidas serialmente e plagueadas em meio BHA para contagem de células viaveis
(UFC/mL).
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Tabela 6. Médias das contagens de células viaveis (em UFC/mL) da cultura
plancténica e biofilme de S. mutans UA159, submetidas ao extrato ou fragdes, nas

CIBs, comparados com os respectivos controles.

Médias Médias Médias Médias

Extrato CcIM CIB UFC/mL UFC/mL UFC/mL UFC/mL

ou fracao pg/mL pg/mL  Planctonico  Planctonico Biofilme Biofilme
na CIB Controles na CIB Controles

PcS2d 31 7 1x10° 2x10° 0 2,1x10°
Dr-MSP-10d-P3 62,5 31 1,24 x 10° 1,62 x 10° 0 1,66 x 10°

DR(M3)6 62,5 31 2x10° 1,95 x 10° 0,8 x 10° 2x10°
Doxiciclina 1 0,62 1,32 x 10° 1,85 x 10° 0 3,6 x 10°

Todos os antimicrobianos testados apresentaram atividade antimicrobiana
sobre o biofilme da cepa UA159. O extrato bruto e as fragdes inibiram a formacao
de biofilme em concentracdes sub-CIMs (CIBs), sem que ocorressem alteracdes
na quantidade de células viaveis da cultura plancténica, visualizadas na tabela 6.

Ainda, os resultados dos testes de influéncia do extrato bruto ou fracoes
purificadas selecionados, sobre o biofilme de S. mutans 2.M7/4 (isolado clinico)
podem ser observados nas figuras 10, 11 e 12. Nestes estudos, testou-se as
concentracdes sub-CIM do extrato bruto e fragdes, sendo a fracdo PcS2d de 31
Mg/mL a 0,05 pg/mL; a fracao DR-MSP-10d-P3 foi testada de 125 ug/mL a 0,2
Mg/mL e o extrato bruto DR(M3)6 testado de 62 ug/mL a 0,1 yg/mL (em todos os
experimentos diluicdo serial 2).

Os mesmos procedimentos de diluicdo e contagem da cultura plancténica,
bem como uso do ultrassom nos poc¢os do biofilme, foram realizados com a cepa
de isolado clinico de S. mutans. Os resultados podem ser visualizados na tabela 7.

Da mesma maneira, o0s resultados encontrados para a atividade
antimicrobiana sobre o biofilme da cepa isolado clinico 2.M7/4 demonstraram
inibicdo a formagéo de biofilme em concentragdes sub-CIMs de ambos extrato e
fracOes testadas, sem que ocorresse alteragcdes na quantidade de células viaveis

da cultura planctbnica, visualizadas nas contagens de UFC/mL.
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Tabela 7. Médias das contagens de células viaveis (em UFC/mL) da cultura
planctdnica e biofilme de S. mutans isolado clinico 2.M7/4, submetidas ao extrato

ou fracdes, nas CIBs, comparados com 0s respectivos controles.

Médias Médias Médias Médias

Extrato CIM CiB UFC/mL UFC/mL UFC/mL UFC/mL

ou fracao Hg/mL pg/mL  Plancténico Plancténico Biofilme Biofilme
na CIB Controles na CIB Controles
PcS2d 31 3 1,62 x 10° 1,66 x 10° 0 2,34 x 108
Dr-MSP-10d-P3 62,5 31 4x10° 1,61x10° 0 1,85x 10°
DR(M3)6 62,5 62,5 1,98 x 10° 2,13 x 10° 3,11 x 10° 2,1x10°
Doxiciclina 1 0,62 1,52 x 10° 2x10° 0 28x10°

O Planctonico

Fracao PcS2d
4 - m Biofilme

Abs Crescimento

-0.5 @
ug/ml §

Figura 10. Atividade antimicrobiana da fracdo purificada PcS2d nas células
planctdnicas (Abs 550 nm) e biofilme (Abs 575 nm) de S. mutans 2.M7/4 (isolado
clinico). Os dados foram expressos com médias e desvios padrao com base em

quadruplicatas. (* diferenca estatisticamente significante com relacao ao controle,

teste t Student, p < 0,05).
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Figura 11. Atividade antimicrobiana da fracao purificada Dr-MSP-10d-P3 nas
células planctonicas (Abs 550 nm) e biofilme (Abs 575 nm) de S. mutans 2.M7/4
(isolado clinico). Os dados foram expressos com meédias e desvios padrdo com
base em quadruplicatas. (* diferenga estatisticamente significante com relacao ao

controle, teste t Student, p < 0,05).
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Figura 12. Atividade antimicrobiana do extrato bruto DR(M3)6 nas células
planctdnicas (Abs 550 nm) e biofilme (Abs 575 nm) de S. mutans 2.M7/4 (isolado
clinico). Os dados foram expressos com médias e desvios padrao com base em
quadruplicatas. (* diferenca estatisticamente significante com relacao ao controle,

teste t Student, p < 0,05).
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5.3. Avaliacao da atividade de fracoes purificadas e/ou de extratos marinhos

sobre a expressao de genes de viruléncia de S. mutans

5.3.1. Extracdo de DNA e PCR para teste dos primers

Os pares de primers para os genes de viruléncia dh, dnaK, groEL, ATPase,
gtfB, gtfC e gbpB de S. mutans e 16S (primer universal) foram sintetizados pela
INVITROGEN®,USA. Para a verificacdo da temperatura de anelamento e
qualidade dos mesmos, extraiu-se o DNA da cepa padrao S. mutans UA 159 com
Kit (Master Pure, Epicentre) e apés PCR (reacdo de polimerase em cadeia)
verificou-se a qualidade dos produtos de PCR por eletroforese em gel de agarose
corado com brometo de etidio, como pode ser observado na figura 13.

5.3.2. Extracdo de RNA

O método de extragdo através do Kit Qiagen padronizado neste
estudo demonstrou resultados satisfatérios quanto a qualidade e a integridade dos
RNAs totais extraidos. A integridade das amostras de RNA apds tratamento com
DNAse pode ser visualizada em gel de agarose (figura 14). As amostras de RNA
apresentaram contaminantes de DNA em quantidades negligenciaveis. As
intensidades das bandas avaliadas nos géis foram comparadas com as medi¢oes
de absorbancias (260/280nm) feita em espectrofotdmetro, como controle da
quantificacao de RNA total.

Figura 13. Produtos de PCR obtidos a partir de DNA gendmico da cepa UA 159 em gel de

agarose para verificagdo da qualidade dos primers Idh, dnaK, groEL, ATPase, gtfB, gtfC,

gpr e 16S. pPMm= peso molecular; 1 = Idh; 2 = controle negativo Idh; 3 = dnakK; 4 = controle negativo dnakK; 5 = groEL;

6 = controle negativo groEL; 7 = ATPase; 8 = controle negativo ATPase; 9 = gtfB; 10 = controle negativo gtfB; 11 = gtfC; 12
= controle negativo gtfC; 13 = gbpB; 14 = controle negativo gbpB; 15 = 16S; 16 = 16S; 17 = controle negativo 16S.
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23SRNA
16SRNA

Figura 14. Padrao tipico do RNA total extraido separado em gel de agarose a
1,2%. A presenga das bandas referentes aos RNAs expressos em maior
quantidade indica integridade das amostras. As canaletas de 1 a 4 sdo de

amostras distintas.

5.3.3. Condicoes de RT-PCR Semi quantitativo

A identificacdo do ciclo em que as reacdes de PCR foram adequadas as
andlises de semi-quantificagao foi realizada através de curvas das intensidades de
produtos obtidos em cada numero de ciclo testado. A linearidade da reagao por
nameros de ciclos foi avaliada através de coeficiente de equacédo de regressao
linear (R?. Valores de R? superiores a 0,95 indicam relacdo linear entre a

intensidade das bandas e nUmero de ciclos.

A figura 15 ilustra a curva construida com os valores absolutos de
densitometria dos produtos de amplificacdo do gene ATPase em diferentes ciclos,
identificando o ciclo 35 como ideal para analise semi-quantitativa deste gene.
Todos os genes (exceto o gene 16S) demonstraram curvas de amplificacao
semelhantes, permitindo a escolha do total de 35 ciclos para todas as analises
semi-quantitativas. O nimero de ciclos ideal para expressao do gene 16S foi de

27 ciclos, devido a alta quantidade de RNAm desse gene.
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Figura 15. Grafico representativo
dos ensaios para determinacao
do numero de ciclos da RT-PCR
para o} gene ATPase,
relacionando valores de
densitometria  em Unidades
Absolutas (U.A.) O numero de
ciclos é indicado acima das

respectivas canaletas.

Curva RT-PCR Gene ATPase y = 16.826x - 22.224 R? = 0.9787

140

120

100 /
80 ~
u /
0 /,/ :
20 /’ :
0 T
5 20 25 30 35 40 45 50 55

-
.
-
-
-
.

Numero de Ciclos

5.3.4. Ensaios de RT-PCR Semi quantitativo

Os valores de CIM e CBM, bem como os valores de inibicdo na formacéao
de biofilme (CIB) de S. mutans, foram considerados para a escolha da
concentragdo sub-CIM para avaliar a interferéncia nos niveis de expressao de

genes de viruléncia da espécie cariogénica.

As intensidades das amplificacdes obtidas pelos ensaios de RT-PCR foram
medidas por densitometria com auxilio do programa Kodak 1D V3.6 (Eastman
Kodak Co., USA) e expressas como U.R. (unidades relativas), e os dados foram
normalizados pelos valores de U.R. do gene 16SRNA. Nao foi possivel observar
diferencas significantes na expressado do gene 16SRNA, utilizado para normalizar
os dados obtidos.

Os resultados dos tratamentos com as fragcées purificadas PcS2d na
concentragdo de 7 yg/mL e DR-MSP-10d-P3 a 31 ug/mL, com o extrato bruto

DR(M3)6 a 31 pug/mL e com o antibiético doxiciclina na concentragdo de 0,62
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Mg/mL, obtidos em T1 (1 minuto) e T30 (30 minutos), comparados ao controle
DMSO 1% (veiculo diluente de todas as substancias) podem ser visualizados a

seqguir.

Nas figuras 16 e 17, encontram-se os valores das expressdes génicas
relativas, obtidos dos tratamentos sob Streptococcus mutans UA159 comparados
com DMSO (1%), com médias e desvios padrdes baseados em triplicatas de dois
experimentos independentes, analisados pelo teste ANOVA. Sendo T1, analisado
sem diferencas estatisticas para ambas as cepas de S. mutans analisadas, e T30
com diferengas significativas (p < 0,05).

Como pode ser observado, nos tratamentos apds 30 minutos, as variagdes
significativas nos niveis de expressdao dos genes de viruléncia de S. mutans
UA159, principalmente para gbpB e ATPase para todos os antimicrobianos

testados, com relacdo ao controle.

Os nives de expressao dos genes envolvidos no biofilme gtfs B e C, Idh
(envolvido na produgéo de acido) e dnaK tiveram a reducdo de cerca de ~45%
com relacdo ao controle para todos os antimicrobianos testados. Enquanto que
gbpB e ATPase obtiveram maior reducdo, em torno de 80% nos niveis de

expressao génica.

As mesmas analises realizadas com a cepa de Streptococcus mutans

isolado clinico 2.M7/4 podem ser visualizadas nas figuras 18 e 19.
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Figura 16. Ensaio da expressao de genes de viruléncia de S. mutans gtfB,
gtfC, gbpB, Idh, dnaK, groEL, ATPase, da cepa UA159 apés tratamento de 1
minuto com extrato ou fracdes escolhidas, normalizados pelos valores de

densitometria do gene 716S e comparados aos valores obtidos com DMSO 1%

(controle).
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Figura 17. Ensaio da expressao de genes de viruléncia de S. mutans gtfB, gtfC,
gbpB, Idh, dnaK, groEL, ATPase, da cepa UA159 apds tratamento de 30 minutos
com extrato ou fragdes escolhidas, normalizados pelos valores de densitometria
do gene 16S e comparados aos valores obtidos com DMSO 1% (controle). (* p >
0,05, ANOVA)
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Figura 18. Ensaio da expressao de genes de viruléncia de S. mutans gtfB, gtfC,
gbpB, Idh, dnaK, groEL, ATPase, da cepa isolado clinico 2.M7/4 apéds tratamento
de 1 minuto com extrato ou fragées escolhidas, normalizados pelos valores de
densitometria do gene 76S e comparados aos valores obtidos com DMSO 1%

(controle).
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Figura 19. Ensaio da expressao de genes de viruléncia de S. mutans gtfB, gtfC,
gbpB, Idh, dnaK, groEL, ATPase, da cepa isolado clinico 2.M7/4 apéds tratamento
de 30 minutos com extrato ou fragées escolhidas, normalizados pelos valores de
densitometria do gene 16S e comparados aos valores obtidos com DMSO 1%
(controle). (* p > 0,05, ANOVA)
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As maiores reducbes nas expressdes dos genes de viruléncia foram
encontradas nos resultados para a cepa de S. mutans isolado clinico. Os genes
gtfB e gbpB tiveram a reducdo de aproximadamente 70% em seus niveis de
expressao para todos os antimicrobianos testados. Entretanto, somente perante
as fracoes purificadas, gtfC obteve reducao de 45% e Idh de 55%.

Frente aos 3 antimicrobianos, a expressao do gene ATPase obteve redugao
de cerca de 55%, e por fim, a inibicdo de 100% da expressao génica de dnaK. Em
ambos as cepas, 0 gene groEL relacionado ao estresse acido da espécie

cariogénica se manteve sem diferencgas significativas com relacdo ao controle.

Afim de comparar os efeitos dos mesmos tratamentos com o antibidtico
doxiciclina, utilizado para padronizacdo de todas as metodologias, realizou-se a
analise do padrao de expressao dos genes de viruléncia de S. mutans apdés 30
minutos de tratamento com o antibiético. Os resultados podem ser avaliados nas
figuras 20 para a cepa de S. mutans UA159 e 21 para a cepa de isolado clinico.

Ambos os graficos dos tratamentos com doxiciclina foram baseados em
resultados de médias e desvios padrées de ftriplicatas de trés experimentos
independentes, analisados pelo teste ANOVA, com diferencas significativas (p <
0,05).

As reducbes na expressao génica de gitfs B e C e gbpB para ambas as
espécies tratadas com doxiciclina foram de ~55%, enquanto que /dh reduziu em
média 40% e ATPase cerca de 70%. Na cepa UA159 os niveis de expressao de
dnaK e groEL se mantiveram estaveis com relagdo ao controle, contudo, no
isolado clinico observou-se a reducao de 35% na expressao de dnaK e 20% nha
expressao de groEL.
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Figura 20. Ensaio da expressado de genes de viruléncia de S. mutans gtfB, gtfC,
gbpB, Idh, dnaK, groEL, ATPase,da cepa UA159 apds tratamento de 30 minutos
com antibiético doxiciclina, normalizados pelos valores de densitometria do gene
16S e comparados aos valores obtidos com DMSO 1% (controle) (* p > 0,05,
ANOVA)
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Figura 21. Ensaio da expressao de genes de viruléncia de S. mutans gtfB, gtfC,
gbpB, Idh, dnaK, groEL, ATPase,da cepa isolado clinico 2.M7/4 apés tratamento
de 30 minutos com antibiético doxiciclina, normalizados pelos valores de
densitometria do gene 16S e comparados aos valores obtidos com DMSO 1%
(controle) (* p > 0,05, ANOVA)
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6. DISCUSSAO

6.1. Rastreamento de extratos e fracoes com atividade antimicrobiana

6.1.1. Perfil de sensibilidade das cepas padrdes de interesse médico/odontolégico

aos antibiéticos usuais

Foram tragados os perfis de sensibilidade de cepas padrbes através do
método Kirk-Bauer.

Assim sendo, nos testes de antibiograma, os estreptococos orais (S.
sobrinus ATCC 27607, S. mutans UA 159) escolhidos para o presente estudo
apresentaram resisténcia a estreptomicina em dose de 10 pug/mL. S. sanguinis
ATCC 15300 (utilizado nos testes de CIM e CBM deste estudo) foi sensivel
somente ao imipinem, apresentando resisténcia total ou intermediaria aos outros
antibiéticos testados. Muitas destas cepas, resistentes aos antibidticos usuais,
foram inibidas por extratos brutos ou fracdes purificadas em outros estudos de
nosso grupo de trabalho, o que enfatiza a importancia da identificacdo destes
antimicrobianos com possivel aplicabilidade biotecnolégica. As cepas de
importancia odontolégica tais como: Streptococcus mutans, S. sobrinus,
apresentaram sensibilidade a maioria dos antibiéticos testados.

Segundo o CLSI, o espectro de atividade da penicilina (CIMs de
0.016ug/mL a 0.031ug/mL sobre Streptococcus mutans, Jarvinen, et al., 1993)
inclui, principalmente, bactérias Gram negativas, Gram positivas e algumas
fastidiosas que nao produzem B-lactamase. As aminopenicilinas (amoxicilina) sao
ativas contra espécies Gram negativas adicionais, incluindo alguns membros das
Enterobacteriaceae. Na literatura encontra-se valores se CIM de 0.031 ug/mL a
0.063ug/mL para Streptococcus mutans (Jarvinen, et al., 1993).

A estrutura dos carbapenems (imipinem) difere ligeiramente da estrutura
das penicilinas, sendo que os primeiros sdo muito mais resistente a hidrolise por

B-lactamase, o que lhes da um amplo espectro de atividade contra muitas
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bactérias Gram positivas e Gram negativas. A vancomicina é um agente
antimicrobiano aceito para tratamento de infeccées causadas por bactérias Gram
positivas em pacientes alérgicos a penicilina, sendo Uteis no tratamento de
infeccdes causadas por bactérias Gram positivas resistentes aos B-lactamicos, por
Staphylococcus aureus meticilina-resistente (MRSA) e por alguns enterococos.

Ja os macrolideos (eritromicina e azitromicina) sdo agentes antimicrobianos
de amplo espectro contra isolados de bactérias Gram negativas, Gram positivas
ou fastidiosas. As drogas neste grupo estdo estreitamente relacionadas e, com
poucas excecdes, sbé € necessario testar uma das duas, rotineiramente a
eritromicina (CLSI). Em trabalhos com Streptococcus mutans de Jarvinen, et al.,
19983, a eritromicina apresentou CIMs de 0.063ug/mL a 0.25ug/mL.

Em adicdo, os aminoglicosideos (repres entados pela estreptomicina) sdo
usados, principalmente, para tratamento de infecgdes por bastonestes Gram
negativos aerdébios ou em combinacdes sinérgicas com agentes antimicrobianos
ativos na parede celular (por exemplo, a penicilina, ampicilina e vancomicina)
contra algumas bactérias Gram positivas resistentes, como os enterococos.

As tetraciclinas inibem a sintese protéica, em nivel ribossémico, de certas
bactérias Gram positivas e Gram negativas, apresentando amplo espectro de
atividade antimicrobiana, sendo seus valores CIM encontrados de 0.063ug/mL a
1ug/mL sobre Streptococcus mutans (Jarvinen, et al., 1993), condizentes com o0s
valores de CIM do presente trabalho (com doxiciclina). Segundo CLSI, as drogas
neste grupo estdo estreitamente relacionadas e, com poucas excecgdes, s6 €
necessario testar a tetraciclina de forma rotineira. Os microrganismos sensiveis a
tetraciclina também sdo considerados sensiveis a doxiciclina e minociclina,
entretanto, alguns organismos de sensibilidade intermediaria ou resistentes a
tetraciclina podem ser sensiveis a doxiciclina ou minociclina, ou a ambas.

Embora a industria farmacéutica tenha desenvolvido um grande niamero de
novos antibiéticos nas trés ultimas décadas, a resisténcia a essas drogas pelos
microrganismos aumentou. Em geral, as bactérias tém habilidade genética para

transmitir e adquirir resisténcia as drogas, as quais sao utilizadas como agentes
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terapéuticos. Devido ao numero de pacientes hospitalizados, que estdo com seu
sistema imunologico suprimido, e as novas espécies bacterianas multi-resistentes,
novas infecgbes podem ocorrer nos hospitais, resultando num alto indice de
mortalidade (Cohen, 1992). O aumento prevalente e microrganismos multi-
resistentes, assim como o aparecimento de efeitos indesejaveis de algumas
drogas, faz com que a busca por novos agentes antimicrobianos seja uma
importante estratégia para o estabelecimento de terapias alternativas para
infecgdes de dificil tratamento (Phongpaichit et al., 2005; Pereira et al., 2006).

O extrato e fracbes purificadas, testadas no presente estudo, também
apresentaram atividade inibitria sobre espécies de interesse médico, resistentes
aos antibiéticos usuais, em CIM e CBM proximas a 125 ug/mL e 500 pg/mL,
respectivamente (resultados ndao mostrados). Neste contexto, além de serem
candidatos a anticariogénicos, também podem representar potencial aplicabilidade
como novos farmacos para o tratamento de infeccbes causadas por

microrganismos multi-resistentes.

6.1.2. Caracterizacao dos extratos ou fracoes purificadas

6.1.2.1. Determinacao de CIM (Concentracio Inibitéria Minima)

Poucos extratos/fracdes (cerca de 10% de 786 extratos/fracdes testados)
apresentaram atividade antimicrobiana, todavia, por se caracterizar como um
rastreamento de substancias potencialmente ativas, os resultados obtidos estao
de acordo com o esperado.

Dos extratos/fracdes que apresentaram atividade antimicrobiana, incluiu-se
na definicdo de CIM a menor concentragcdo do antimicrobiano que inibiu 50% a
100% do crescimento microbiano apds analise de densidade dptica.

Como pbéde ser visualizado na figura 3, grande parte de extratos/fracdes
analisados apresentaram atividade antimicrobiana inibindo cerca de 50% a 85%

do crescimento dos microrganismos. Atribui-se esse resultado devido ao fato de
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estarmos trabalhando com grande quantidade de extratos brutos, em que a
substancia potencialmente antimicrobiana poderia estar em concentragdes
menores do que a realmente testada, que foi de 500 ug/mL a 15ug/mL (diluicao
serial 2).

A cepa S. mutans UA 159 foi o microrganismo em que se observou inibicdo
de 100% em grande parte de extratos/fragdes ativos, esse resultado é favoravel a
possiveis aplicacdes na area odontolégica como anticariogénicos.

As concentracbes inibitérias (CIMs) sdao bem menores do que as
normalmente encontradas na literatura em miligramas/mL como nos estudos de
Song et al., 2006, Smullen et al., 2007, Xiao et al., 2007, que utilizaram extratos da
planta japonesa Polygonum cuspidatum; extratos de plantas contando polifendis e
de favos de mel (Nidus Vespae) respectivamente.

Destacamos a atividade da fracao purificada denominada DR-MSP-10d-P3
isolado da ascidia Didemnum sp., que apresentou atividade sobre todos os
microrganismos com CIM abaixo de 125 pg/mL, principalmente sobre S. mutans
com CIM de 62,5 ug/mL. Esta se refere ao composto puro ja identificado pelo
grupo de estudo do Prof. Roberto Gomes de Souza Berlinck como mistura de
dicetopiperazinas modificadas representado na figura 4.

Podemos destacar também a atividade antimicrobiana dos extratos brutos
de fungos isolados da esponja Geodia corticostyllifera como o extrato GC(F)10
com CIM de 7, 81 yg/mL contra S. mutans UA159 e GC(T)3 com CIM de 125
Mg/mL.

Outro composto puro com excelente atividade antimicrobiana (CIM de 15
pug/mL contra S. mutans) denominado PcS2d foi identificado como trissulfato de
halistanol isolado da esponja Petromica ciocalyptoides e pode ser visualizado na
figura 5. Devido a CIM ser baixa e pela alta especificidade da atividade
antimicrobiana, esta fracdo purificada foi escolhida para avaliacdo da sua acgéo
sobre os fatores de viruléncia de S. mutans.

Os extratos DR(F)6, DR(M2)4, DR(M3)2 e DR(A)7 com principal atividade
contra S. mutans, sdo de fungos isolados da esponja Dragmacidon reticulata.
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Ainda, isolado da mesma esponja, o extrato DR(M3)6 apresentou CIM de 62,5
Mg/mL para todos os microrganismos testados. Por se apresentar como um extrato
com excelente atividade antimicrobiana avaliou se também a sua influéncia nos
principais fatores de viruléncia de S. mutans.

O uso do antibiético Doxiciclina no presente trabalho se deu pelo fato da
necessidade de validar os valores de atividade antimicrobiana frente a um
antibiético comercial. Para tanto, a Doxiciclina, derivada de tetraciclinas
caracterizam-se por terem amplo especiro de acao contra uma gama de
microrganismos Gram positivos e Gram negativos, aqui demonstrado contra os
estreptococos orais estudados, com baixos valores de CIM e CIB (préximo a 1
Mg/mL) e interferéncia nos genes de viruléncia de S. mutans, como esperado.

Na odontologia, a doxiciclina ndo é utilizada como anticariogénicos, porém
€ descrita como alternativa terapéutica nos casos de alergia a penicilina, nos
tratamentos de periodontites e infecgdes mistas da cavidade oral (Lifiares &
Martin-Herrero, 2003), dentre outras infeccoes sistémicas. Ainda, &€ importante
enfatizar, que o uso indiscriminado desse antibiético pode selecionar cepas

resistentes, dificultando um futuro tratamento.

6.1.2.2. Determinacao de CBM (Concentracdo Bactericida Minima)

Os resultados encontrados para este experimento (tabela 5) sao
condizentes ou menores do que os trabalhos da literatura, que também utilizam
substancias naturais potencialmente antimicrobianas, que demonstram valores de
CBM entre 800 pg/mL a 1600 ug/mL com extratos de prépolis (Duarte et al., 2003)
e alho (Bakri & Douglas, 2005), 4.000 uyg/mL para os extratos de Polygonum
cuspidatum (Song et al., 2006) chegando a valores de 64.000 ug/mL para os
extratos de plantas com polifendis (Smullen et al., 2007) contra microrganismos
patogénicos orais, incluindo espécies de S. mutans. Ainda, considerando-se que
no extrato bruto a substincia potencialmente ativa poderia estar em

concentragcdes menores do que a realmente testada, sera fundamental o
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fracionamento deste para encontrar compostos puros e ativos em menores
concentragoes.

No geral todos os extratos brutos testados foram bacteriostaticos nas
concentragdes analisadas, entretanto, destaca-se o valor de CBM proximo a 62,5
Mg/mL para o extrato bruto DR(M3)6 (de fungo procedente da esponja
Dragmacidon reticulata) contra S. mutans. A fragdo Dr-MSP-10d-P3 também
apresentou CBM préximo a 62,5 yg/mL para 0 mesmo microrganismo e a fragao
PcS2d obteve CBM de aproximadamente 31 ug/mL também sobre S. mutans.

Ja esta bem estabelecido que S. mutans é o maior agente etiolégico
associado com a doenca carie dental, uma das maiores doencas com indices
mundiais. Fatores associados com cariogenicidade incluem: adeséo,
acidogenicidade e tolerancia acida, levando a formacao do biofilme dental. O
controle da formacdo de biofilme pode vir a ser uma das maiores fontes de
prevencao da carie dental (Xiao et al., 2007).

O uso de produtos naturais vem obtendo grande sucesso com descoberta
de novas alternativas terapéuticas. Ja é bem conhecido que as novas drogas
descobertas nas ultimas décadas tém origem natural (Newman & Cragg, 2007).
De 1983 a 1994, 78% dos novos antibiéticos e 61% de novas drogas anti-tumoral
aprovados pela American Food and Drug Administration, eram provenientes de
produtos naturais ou derivados de produtos naturais. De acordo com Harvey
(2000) o acesso a biodiversidade é fundamental para expandir a gama de
produtos naturais para o uso na pesquisa de novas drogas.

Muitos estudos tém por objetivo a identificacdo de componentes de
produtos naturais contra os estreptococos, especialmente os S. mutans (Tichy &
Novak, 1998; Badria & Zidan, 2004; Yatsuda et al., 2005, Duarte et al., 2006).

Neste contexto, o extrato bruto DR(M3)6, e as fracdes purificadas PcS2d e
DR-MSP-10d-P3, como produtos naturais relativamente ndo explorados, podem
vir a ser valiosas fontes na pesquisa por novos compostos bioativos, devido a alta
quimiodiversidade.

53



Ainda, de acordo com Rios et al, 1998, produtos naturais que
apresentarem concentracdes abaixo de 100 pg/mL podem ter grande potencial
antimicrobiano, desde que os componentes ativos possam ser isolados e usados

em baixas concentracoes.

6.2. Avaliacao da atividade de fracoes purificadas e/ou de extratos marinhos

sobre caracteristicas fenotipicas de viruléncia de S. mutans

6.2.1. Deteccdo da atividade inibitéria sobre células planctbnicas e sobre a

formacao de biofilme “in vitro”

Como ja bem definido na literatura, biofilmes sdo muito mais resistentes aos
agentes antimicrobianos do que células plancténicas (Alviano et al., 2005), ainda,
no ambiente oral os tratamentos fracassados com antimicrobianos, ocorrem por
especialmente a atividade biocida ser sobre as bactérias das camadas internas,
sem que a comunidade nas camadas externas sejam atingidas (Dunne, 2002).

Em adicdo, o uso repetido de agentes antimicrobianos no biofilme pode
selecionar microrganismos resistentes (Alviano et al., 2005). Neste contexto,
novos agentes que possam inibir o crescimento de microrganismos associados a
biofilmes sdo extremamente necessarios e podera aumentar o niumero de terapias
efetivas alternativas.

Existem atualmente, sistemas diversos que servem de modelos utilizados
nos estudos de adesdo dos estreptococos. O nosso estudo utilizou um modelo
que visava a avaliacao da atividade antimicrobiana das fracdes e do extrato sobre
as células plancténicas, contundo, procurando utilizar uma concentracao sub-CIM,
sem que ocorresse a inibicdo da cultura plancténica (CIB), avaliando
principalmente se essas concentracdes eram capazes de atuar sobre essas
células impedindo a sua aderéncia para formacao de biofilme microbiano.

Estudos de formacao de biofilme de S. mutans com produtos naturais, vém
sendo realizado por diversos pesquisadores: Alviano et al.,, 2005; Song et al.,
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2006; Wei et al., 2006; Beckloff et al., 2007; Song et al., 2007; Xiao et al., 2007,
Almeida et al., 2008; procurando por mecanismos capazes de inibir este fator de
viruléncia.

No presente estudo, demonstramos que ambas as cepas de S. mutans
foram sensiveis a atuacdo dos antimicrobianos, mostramos que as substancias
testadas afetam as suspensdes bacterianas em culturas plancténicas impedindo a
formacao de biofilmes. Ademais, diminuiram significativamente a formacao de
biofilmes nas concentracées sub-CIM (UFC/mL). Portanto, demonstraram serem
promessas como agentes efetivos para o controle do biofilme. Resultados falsos
positivos devido a atividade bacteriolitica e bacteriostatica das substancias
testadas foram eliminados devido ao uso de concentragdes abaixo das
encontradas para CIM (Song et al., 2007).

Somente nos estudos com o extrato bruto DR(M3)6, nos pocos com
aparente inibicdo do biofilme, ao adicionar-se salina e passar pelo ultrassom, foi
possivel comprovar por contagens de UFC/mL a presenca de células viaveis
aderidas ao biofilme. Esses resultados sao atribuidos ao fato de que o extrato
bruto ndo estar purificado em agentes antimicrobianos, constando de um pool de
substancias, em que provavelmente o composto bioativo esteja em menor
quantidade do que o realmente testado. Mesmo assim, as concentragées (CIM e
CBM) encontradas para este extrato estdo dentro da normalidade de possivel
fonte para uso na pesquisa antimicrobiana encontrados na literatura.

Em resumo, o extrato e fracbes poderiam ter agido como bacteriostaticos
em células plancténicas, demonstrados em UFC/mL (tabelas 6 e 7), impedindo
que estas se aderissem aos pogos, e pela densidade éptica do biofilme, a maior
intensidade observada no controle pode ser atribuida as células mortas ou
inviaveis (que ndo apareceram na contagem). Provavelmente no controle, como o
metabolismo celular estava mais acelerado (este sem a presenca do
antimicrobiano), as células podem ter morrido mais cedo do que as células
tratadas. Em adicdo, conforme resultados apresentados (tabelas 6 e 7) sugere-se
que as fracoes purificadas foram bactericidas sobre células do biofilme, nas CIB.
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De acordo com Song e colaboradores (2007), quando antimicrobianos séao
administrados topicamente pela boca ou por dentifricios, os agentes na cavidade
oral podem inicialmente estar presentes relativamente em altas concentragdes (=
CIM), mas a concentracao destes agentes sera posteriormente rebaixada devido a
expectoragdo e degluticdo (Marsh, 1992). A concentracdo resultante pode ser
inferior a CIM.

Assim sendo, pode-se concluir que as fragdes purificadas aqui estudadas,
que apresentaram efeitos inibitérios sobre a viabilidade bacteriana em maiores
concentracdes (= CIM) e sobre a formacéao de biofilmes nas concentracdées mais
baixas (<CIM), s&o potencialmente Uteis para o desenvolvimento de agentes
antimicrobianos para o controle do biofilme (Song et al., 2007), principalmente pela
atividade apresentada comparando-se ao antibiotico Doxiciclina, de uso comercial.
E importante mencionar que o mecanismo exato para o efeito inibitério dessas
fracdes e extrato na formagéo do biofilme ainda é desconhecida.

Contudo, uma vez que Streptococcus mutans nao ocorrem em monocultura
em vivo, mas sim em um consércio microbiano composto de diversas espécies de
bactérias, atualmente citado como mais de 100 espécies, os efeitos das
substancias testadas sobre o  Dbioflme tém a necessidade de
serem avaliados em modelos de biofilmes multi-espécies ou em modelo de

biofilme in vivo.

6.3. Avaliacao da atividade de fracoes purificadas e/ou de extratos marinhos

sobre a expressao de genes de viruléncia de S. mutans

O gene 16SRNA foi selecionado como gene de referéncia para o presente
estudo, este gene é essencial para a sobrevivéncia bacteriana, pois faz parte do
complexo ribossémico que ira realizar a traducao protéica. Em procariotos, a
concentragdo de RNAs riboss6micos é fator limitante na sintese ribossomal, e a
concentracdo de ribossomos sdo proporcionais a sintese total de proteinas e

entdo ao metabolismo celular (Lamond & Travers, 1985). Assim, enquanto houver
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metabolismo celular, o gene 16SRNA é constitutivamente expresso. Em recente
estudo, realizado por Stipp et al., 2008, o gene 16SRNA também apresentou
menor variagcdo da expressao em diferentes cepas e diferentes condi¢coes de
crescimento, sendo um excelente gene para ser empregado como de referéncia
para normalizacoes de expressao em bactérias, em especial, S. mutans.

Para as concentracdes testadas nos experimentos RT-PCR semi-
quantitativo, pudemos observar diferencas estatisticamente significativas apés
tratamentos de 30 minutos com o extrato e fragdes purificadas. Este periodo de
tratamento de 30 minutos foi empregado com base em estudos anteriores de (Koo
et al., 2006). Segundo os autores, este periodo é suficiente para analisar possiveis
alteracoes de antimicrobianos na expressao génica e/ou no metabolismo celular
de S. mutans, ao qual apresenta tempo de geracao curto. A exposicdo de
bactérias, em crescimento in vitro, aos antimicrobianos por longos periodos de
tempo resultaria em possivel degradacao e perda de atividade do antimicrobiano,
acumulo de metabdlitos secundarios das proprias bactérias e aumento da
densidade celular, fatores que conseqlentemente afetariam na andlise da
expressao génica. Em adicdo, resultados satisfatérios foram obtidos com a
Doxiciclina, utilizada como parametro, neste estudo, validando nossos resultados
obtidos.

A expressdo do gene gtfB obteve reducdes diferentes para as cepas, na
UA159 reduziu 45% e no isolado clinico 70%, enquanto que gtfC reduziu
aproximadamente 45% para ambas as cepas, valores semelhantes ao encontrado
no trabalho de Koo e colaboradores (2006), em estudos com o produto natural
apigenina.

E notavel e descrito na literatura, que o perfil de inibicdo da expressao de
genes gif é coerente com a sua disposicdo no cromossomo de S. mutans: tanto
gtfB e gtfC podem ser co-transcritos e submetidas aos mesmos mecanismos de
regulacao (operon), lembrando que gtfD ndo esta ligada ao loci gtfBC (Koo et al.,
2006). Entretanto a notavel diferenca nos niveis transcricionais de gtfB e gtfC

(figuras 17, 19, 20 e 21) foi detectado. Alternativamente, é possivel que as
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divergéncias sejam resultado de diferencas na estabilidade do RNA. De acordo
com Stipp e colaboradores (2008) dada a elevada homologia desses genes, é
mais provavel que as variagdes nos seus niveis de transcritos sdo resultado de
diferencas nas atividades génicas e nao na estabilidade das transcricoes.
Regulagdes independentes de gtfB e gtfC foi sugerida em alguns estudos
(Goodman & Gao, 2000; Fujiwara et al., 2002), mas existem dados conflitantes,
descritos por Yoshida & Kuramitsu, 2002, que podem resultar, em parte, das
diferencas entre cepas. Padrdes independentes de gtfB e gtfC observadas em
algumas cepas também poderiam ter implicacées para a nossa compreensao dos
mecanismos de regulagao transcricional (Sttip et al., 2008).

A capacidade de S. mutans aderir a superficie do dente ocorre por varios
mecanismos, incluindo a alta afinidade de adesinas e sitios de afinidade de
glucanos. A sintese de glucanos por enzimas GTF é fundamental tanto para a
adesao dos organismos a superficie do dente, quanto para a sua acumulagao e
persisténcia.

Os mecanismos envolvidos na regulacao dos genes que codificam enzimas
GTF parecem ser complexos e continuam a ser plenamente explorado. Existem
varios fatores que podem influenciar transcricdo e traducao dos genes gff, tais
como a disponibilidade e a fonte de carboidratos, pH ambiental, e taxa / fase de
crescimento. Por exemplo, a redugcao do pH apés adicao de hidratos de carbono,
leva a um aumento da disponibilidade de carboidratos metabolizaveis detectados
através do sistema fosfotransferase (PTS), ou a producao de intermediarios da via
glicolitica pode regular a expressdao desses genes. O genes gifBC podem ser
induzidos em resposta a acidificacdo dos biofilmes ou em resposta a presenca de
um excesso de uma metabolizavel de carboidratos (glicose ou sacarose)
(Shemesh et al., 2007).

E evidente que a influéncia dos antimicrobianos na expressio génica de gtf
nos parametros desse estudo de exposicdo ao mesmo em tempo reduzido, nao é
resultado de um efeito indireto sobre a fisiologia de S. mutans, como a taxa de

crescimento e da producdo de acido ou pH ambiental e disponibilidade de
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carboidratos, contudo, a inibicdo ou reducdo nos niveis de transcricdo dessas
enzimas, podem resultar na inibicdo de polissacarideos extracelulares e
consequentemente do biofilme.

Outro gene estudado, gbpB, demonstrou reducédo de 70% a 80% em sua
expressao génica. GbpB vem sendo descrito como um importante fator de
viruléncia de S. mutans, entretanto, os mecanismos que regulam sua expressao
nao sao conhecidos. Ainda, aparece com funcdes essenciais para a viabilidade da
espécie (Mattos-Granner et al., 2006).

Esta proteina também tem sido descrita como uma proteina de resposta ao
estresse (Chia et al., 2001), mas a inducao da expressao de gbpB por condicdes
de estresse parece ser também um fendmeno variavel dependendo da cepa
estudada (Mattos-Granner et al., 2006).

Trabalhos com pcsB (homodlogo de gbpB) de Streptococcus pneumoniae
demonstraram que reducdo na expressao desse gene afeta consideravelmente a
célula, tornando-a mais sensivel a diversos antibi6ticos (Reinscheid et al., 2001).

As diferencas nos padrdes transcricdo de gtfBC e gbpB observadas dentre
as amostras analisadas, pode ser o resultado da auséncia e / ou diferentes
padrées de expressao de reguladores transcricionais destes genes de viruléncia
de biofilme em formacéao, ainda nao esclarecidos.

Os niveis de expressdo génica de Ildh se mantiveram semelhantes em
ambas as cepas da espécie cariogénica (reducao de ~50%). Este gene se refere a
enzima lactato desidrogenase, ja descrita como essencial para a espécie,
participando da via glicolitica, mas encontrada em quase todos 0s animais e
plantas caracterizados por sua funcdo essencial em moléculas da cadeia
respiratoria.

Sao nulos os trabalhos que relacionam os niveis da expressdao génica
dessa enzima com antimicrobianos (produtos naturais). Em trabalhos que avaliam
0s niveis dessa enzima em Streptococcus bovis, apdés aumento de pH
(neutralidade), demonstraram que na expressao pos estresses, 0s niveis

diminuem consideravelmente quando comparados a outras enzimas de
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funcionalidade semelhante. Relacionando a influéncia da resposta ao estresse do
pH como parte de regulacdo de sua sintese e niveis transcricionais
respectivamente (Asanuma et al., 1997 e 1999).

O aumento ou diminuicdo da expressdao de ldh vem sendo bastante
relacionada com a taxa de crescimento e aumento de disponibilidade de glicose
no meio. Todavia, o problema de saber se a transcricdo € regulada pela taxa de
crescimento ou a abundancia de glicose para fermentacdo continua nao
esclarecida (Asanuma et al., 1997). Alguns estudos, a exemplo de Mattos-Granner
et al., 2006, utilizaram /dh como gene de referéncia para normalizagdo dos dados
de RT-PCR sem quantitativo, sendo este considerado um gene constitutivamente
expresso. Entretanto, ja foi descrito que os niveis de expressao obtidos variavam
cerca de 25% entre as replicatas (Stipp et al., 2008).

Outra caracteristica de viruléncia marcante de S. mutans é a aciduricidade
(resisténcia a baixos pHs) que estd associada ao aumento da atividade de
enzimas F-ATPases de membrana, capazes de manter o pH citoplasmatico
estavel (Smith et al., 1996). Quando culturas de S. mutans tornam-se acidificadas,
esses organismos aumentam os niveis de producao e atividade destas enzimas, a
fim de remover prétons do seu citoplasma e proteger enzimas glicoliticas e acido-
sensiveis presentes na célula (Kuhnert et al., 2004).

Em nossos estudos de atividade antimicrobiana, o gene ATPase
demonstrou significativa reducéo nos niveis transcricionais, de 80% para a cepa
UA159 e de 55% para a cepa de isolado clinico. Muitos trabalhos descrevem que
0 aumento da expressao génica, esta bem definido com relacdo a regulagdo do
operon desse gene, em resposta a gradientes de pH (Kuhnert, et al., 2004,
Hasona et al., 2007).

Streptococcus mutans evoluiram com varias adaptacdes fisiolégicas e
genéticas para aperfeicoar seu crescimento sob condi¢gées dinamicas, incluindo a
capacidade para metabolizar uma grande variedade de hidratos de carbono

e de se adaptar a uma ampla gama de tensdes, especialmente em baixos pHs. As
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respostas rapidas e eficientes em nivel de estimulos ambientais sdo consideradas
criticos para a persisténcia e viruléncia deste organismo.

Para tanto, os esforcos tém sido centrados na pesquisa molecular do
controle das respostas ao baixo pH, entre outros estresses, como fluxo de
nutrientes. Através desses estudos, surgiu a expressao da classe | de proteinas
de choque térmico de S. mutans, que sao altamente responsivas, intermitentes e
persistente a exposicao a tensdes ambientais relevantes (Lemos et al., 2001).

As proteinas de estresse distribuidos na classe |, GroEL e DnakK, envolvidas
no presente estudo, sdo chaperonas moleculares, centrais para a tolerancia a
pressdes ambientais e participam em uma variedade de processos celulares,
incluindo dobramentos de proteinas, translocacdo protéica, e montagem e
desmontagem de complexos protéicos (Lemos et al., 2001).

Assim sendo, 0 uso de antimicrobianos capazes de reduzir os niveis dessas
proteinas, parece uma alternativa como recurso na prevencgao da doencga carie. Os
niveis do gene groEL, aqui estudados, nao tiveram diferenca significante (figuras
17 a 22), com p > 0,05 para todas as amostras testadas. Entretanto, os niveis de
expressao génica de dnaK merecem ser enfatizados. Na cepa UA159, para todos
os antimicrobianos, houve reducao de 45% dos niveis de expressdo, mas para o
isolado clinico 2.M7/4 a inibicao foi de 100%.

Estudos prévios com S. mutans mostraram que a reparacao de dano celular
induzidos por ambiente acido, eram feitas pela DnaK, entretanto, pouco se sabe
sobre mecanismos moleculares de reparo em S. mutans, principalmente de reparo
de DNA (Hanna et al., 2007). Ainda, Len et al., 2004a, 2004b, demonstraram que
os niveis protéicos de DnaK foram reduzidos no meio extracelular pés choque de
estresse acido em cepas selvagens de S. mutans. Enquanto que os niveis
intracelulares foram aumentados sugerindo que as diferengas na translocacéo,
assim como niveis de expressao global, podem variar sob diferentes condicbes
ambientais (Hasona et al., 2007).
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Futuros estudos moleculares dos genes utilizados neste estudo, poderéao
contribuir para o melhor entendimento destes mecanismos reguladores e de seus
efeitos na expressao génica sob influéncia de antimicrobianos.

Concluindo, em geral o extrato e as fragbes empregadas no presente
estudo reduziram a expressao da maioria dos genes de viruléncia testados,
sugerindo que a reducdo generalizada da expressdo desses genes de poderia
estar relacionada com a necessidade de se economizar energia para expressar
somente genes essenciais, quando as bactérias foram expostas aos
antimicrobianos.

Os resultados divergentes entre as cepas analisadas sugerem que 0s
mecanismos que controlam expressao génica sao variaveis entre os genotipos,
sugerindo que a diversidade genética de S. mutans pode ter implicacdes
importantes para se compreender 0s mecanismos que regulam a expressao de
genes de viruléncia desta espécie.

Ainda, os dados obtidos nessa pesquisa demonstraram um efetivo potencial
antimicrobiano de extratos e produtos naturais marinhos sobre os principais
fatores de viruléncia de S. mutans. O isolamento de compostos bioativos, sua
acao antimicrobiana, o conhecimento de seu mecanismo de agao, principalmente
in vivo, bem como sobre a regulacdo dos genes de viruléncia e resisténcia a
antimicrobianos, poderdao ampliar consideravelmente o campo de novas

estratégias de tratamento e prevencgao da carie dental.
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7. CONCLUSAO

Com base nos resultados apresentados neste trabalho podemos concluir

que:

1. Produtos naturais de invertebrados e microrganismos marinhos possuem
potencial atividade antimicrobiana sobre estreptococos orais;

2. Em determinadas concentragdes, as fracoes PcS2d, DR-MSP-10d-P3 e o
extrato DR(M3)6, inibiram a formacédo do biofilme sem interferir no
crescimento plancténico das cepas de S. mutans analisadas;

3. As fracoes PcS2d, DR-MSP-10d-P3 e o extrato DR(M3)6 reduziram a
expressdo dos genes de viruléncia, principalmente, gtfB, gbpB, dnaK e

ATPase em proporgdes diferentes entre as cepas analisadas.
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