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Resumo

As lectinas constituem um grupo de proteinas que possuem a capacidade de se
ligarem, especifica e reversivelmente, a determinados carboidratos. ldentificadas em
vegetais e animais, s8o também encontradas em venenos ofidicos. O objetivo deste trabaiho
& analisar a influéncia da lectina de Crotalania paulfina e lectina do veneno de serpente
Bothrops jararacussu sobre a atividade proteolitica da microbiota cariogénica em placa
bacteriana supragengival, em carie de dentina e carie de cemento, fazendo uso do teste
BANA. Uma colher de dentina {1 mg) foi usada para coleta de 90 amostras: 30 — placa
bacteriana supragengivai, 30 — carie de dentina ativa e 30 — carie de cemento. Estas
amostras foram colocadas em 2 mL de uma solucao tampéao (pH 7.2), sendo agitadas por 30
segundos em 250 pl foram adicionados: A) 250 uL de lectina vegetal de Crotalaria paulina
0,12% + 250 uL BANA 1.67 mmol/L. + 250 pul. de agua destilada; B) 250 pl de lectina do
veneno de Bothrops jararacussu 0,12% + 250 pb BANA 1.67 mmoll. + 250uL de agua
destilada; C) 250 ul de lectina vegetal de Crofalaria paulina 0,12% + 250 uL BANA 1.67
mmobL + 250 ul de N-acetil D-galactosamina a 25mM; D) 250 ul de lectina do veneno da
Bothrops jararacussu 0,12% + 250 ul. BANA 1.67 mmol/L. + 250 uL de lactose a 0,8 mM.

As misturas foram incubadas por 18 horas a 37 °C e a cor foi desenvolvida pela adigdo
de 50 ul de Fast Gamet a 0,1%. A absorbéncia foi anafisada espectrofotometricamente a 510
nm. Testes estatisticos (f-test) foram realizados para se determinar diferencas significativas entre
as absorbancias dos testes e controles. A absorbancia média dos grupos de Crpl [0.375 (=
0.028)] e BJeul [0.442 (+ 0.057)] foi inferior a dos controles {0.860 (+0.056)] [0.753 (= 0.058)] em
placa bacteriana supragengival (p < 0.001). A absorbancia média dos grupos de Crpl. [0.471 (£
0.044)] e BJeul [0.563 (x 0.035)] foi inferior do que os controles em dentina cariada (p < 0.001).
A absorbancia média dos grupos de Crpl. [0.684 (+ 0.027)] e BJcuL [0.789 (£ 0.046)] foi similar
aos controles em cemento cariado, n&o apresentando diferenca significativa.

Conclui-se gue a CrpL e BJcul. pode inibir a atividade proteolitica presente em
amostras humanas de placa bacteriana supragengival e carie de dentina.

it



Abstract

Lectins are polyvalent carbohydrate-binding proteins which agglutinate red
blocd cells. Identified in plants and animals, have alsc been found in snake venoms.
The purpose of this study was to measure inhibition of proteolytic activity in
supragingival plaque, coronal and root dentinal caries samples by CrplL e BJcuL. A
standardized excavator { 1 mg wet weight) was used to collect the samples (30 -
supragingival plague; 30 — coronal caries; 30 — root caries} which were placed in 2 mL of
a buffering solution (pH 7,2). The samples were vortexed for 30 seconds and 250 ul
were added to: A) 250 ul Crpl 0,12% + 250 pl BANA 1.67 mmol/L + 250 pL distilled
water; B)250 ul BJcul 0,12% + 250 uL BANA 1.67 mmol/L + 250 ul distilled water; C)
250 uL CrpL 0,12% + 250 ul. BANA 1.67 mmol/L + 250 ul. N-acetil-D-galactosamine 25
mM; D) 250 pl BJdeul 0,12% + 250 ul BANA 1.67 mmol/L + 250 ul lactose 0.8 mM.

The mixtures were incubated for 18 hours at 37 °C and color was developed by
the addition of 50 ulL of 0,1% Fast Garnet. The absorbance at 510 nm was recorded
spectrophotometrically. Independent t-tests were employed to determine differences
between mean optical densities of the experimental groups and controls.

The mean absorbance of Crpl. group [0.375 (= 0.028)] and BJcuL group [0.442
(= 0.057)] was significantly different than 0.860 (+0.056) and 0.753 (+ 0.058) controi
groups {p < 0.001) in supragingival plaque samples. The mean absorbance of CrplL
group [0.471 (x 0.044)] and BJcul group [0.563 (= 0.035)] was significantly different
than 0.860 (£0.056) and 0.753 (£ 0.058) control group {p < 0.001) in coronal caries. The
mean optical density of CrpL group [0.684 (+ 0.027)] and BJcuL [0.789 (z 0.046)] wasn'’t
significantly different than 0.742 (£ 0.030) and 0.753 (+ 0.058) control groups. It is
concluded that Crpl and BJcul can inhibit proteolytic activity present in human
supragingival plaque and coronal caries.
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1. Introducao

1.1. CARIE DENTAL

1.4.1. HISTORICO

E de consensoc geral, que a cérie dental € uma das pragas mais antigas, assim
como a poluicdo & a chuva acida, e hoje estamos pagando um alto prego pela vida
adocicada com um incremenio da atividade de carie (EDELSTE%N, 2002). Em sentido
quantitativo, isso obviamente & verdadeiro, pois os dados epidemioibgicos demonstram
que as dietas ricas em aglcar de muitas sociedades com tecnologia avangada, podem
estar diretamente associados & incidéncia de caries (SODERLING, 2001); mas de
acordo com LEAKE (2001) a cérie é doenga extremamente antiga, talvez com um
milhdo de anos, como evidenciam os registros esqueléticos. Antes da Idade do Ferro,
provavelmente, ndo mais que 2-4% dos dentes examinados apresentavam carie, mas
sua presenca era disseminada geograficamente. Durante a idade do Ferro e no periodo
romano, a carie aumentou modestamente para cerca de 10% dos dentes examinados.
Os dados de ossadas de arcadas dentarias inglesas, que s8o os mais intactos, indicam
que a incidéncia de carie permaneceu relativamente constante durante o periodo anglo-
saxdo e medieval e a seguir, aumentou drasticamente até o fim do século XVIi,

segundo relatos de DJURIC (2001).



1. Infroducéac

;Z)esde a antigliidade até o fim do século XVI, a mais freqiiente localizacdo
das caries tem sido na denticdo permanente na jungdo cemento-esmaite, em geral
interproximalmente ou no &ngulo da linha facial (DROP, 1999) muito similar & carie
radicuiar, observada atuaimente, sendo uma doenca de idade madura. Segundo
DJURIC-SREJIC (1998}, os maxilares dos indios Anasazi e dos Zunis no sudoeste
americanc exibiam caries oclusais e interproximais de esmalte, semelhantes as
observadas nas sociedades modernas.

SPEICH (1986) relata que uma das mais importantes licbes do registro
historico & que, mesmo que o nivel geral de caries tenha sido muito baixo durante
os periodos anteriores ao advento do aglicar, houve casos em que a prevaléncia
foi muito alta, nao s6 entre as pessoas que haviam descoberto as propriedades da
amilase e a atracdo dos alimentos pré-mastigados, como também muito antes
disso. Ha relato de espécime de maxilar de um hominideo primitivo que data de
200.000-500.000 anos que tinha lesdes cariosas em 11 dos 13 dentes superiores.

Os maxilares de criangas do periodo medieval incluem casos com céaries
extensas, aparentemente resultantes do uso de um pedago de favo de mel
embrulhado em um tecido, usado como chupeta — um predecessor primitivo da
carie de mamadeira. Segundo SHUSTERMAN (1994), ndo somos os primeiros de
uma distribuicdo dicotémica de carie, ou da polarizagio, como foi chamada por

outros.

Tese Doutorado — Maria Beténia de Oliveira Garcia 2



1. Introdugda

Figura 1 — Carie de superficie radicular, exposta apds doenga periodontal.
(LASCALA, 1887)

Os padrées de salde bucal no Brasil sic balizados por dois grandes estudos
epidemioiégicos realizados ao alcance nacional e limitados a zona urbana. O primeiro
foi realizado pelo Ministéric da Satde (1986) com o apoio direto de IPEA, e o segundo
foi feito pelo SESI — Servico Social da industria datado de 1996 e com recursos
fomentados pelo Ministério da Satde.

A maior parte das doencas da cavidade oral pode ser responsabilizada por
bactérias e fungos, sendo que a transicdo entre a sallde e a doenca estd associada com
as mudangas em composicdo & metaboslicas das bactérias que formam biofilmes e que
colonizam os tecidos duros e moles da cavidade coral. Mais especificadamente, o
desenvolvimento da carie dental esta diretamente correlacionado com repetidos ciclos de
acidificaco da placa bacteriana, com a emergéncia de bactérias aciduricas as expensas

das bactérias pouce acidogénicas e pouco acido-tolerantes (SHORE et al., 2001).

Tese Doutorado — Maria Beténia de Oliveira Garcia 3



1. Infroducso

Desde que o Sireptococcus mutans é eticlogicamente o agente mais comum
associado ao processo de carie dental, ele passa a ser colocado como um paradigma.
Streptococcus mutans adere a superficie dental e se acumula em um numero suficiente
para ocasionar a doenga. Apesar das bactérias orais terem a habilidade de interagir
com a superficie dentéria através de uma variedade de mecanismos, a alia afinidade da
adesdo ¢ acompanhada por uma adesio ancorada 3 superficie por adesinas, como a
SpaP proteina (LI, 2001), com ligacao facilitada da bactéria aos constituintes da pelicula
do esmalte. Também, os microrganismos produzem polimeros glicanos insoliveis,
através da acgdo de glicosiltransferases (Gtfs), as quais, em conjunto com proteinas
ligantes de glicanos distintas, facilitam a ligacso inicial e catalisam a formacéo de
biofilmes ricos em polissacaridecs na superficie dentaria. (YAMASHITA, 1993; ELLEN:
BURNE, 1996; ALDOSWORTH, 2001)

Uma vez estabelecidos, os microrganismos produzem &cidos que induzem a
desmineralizagé@o do esmalte. Os Streptococcus do grupo mutans possuem mudltiplos
sistemas de alta afinidade em transporte de agtiear, um sistema glicolitico eficiente, e a
habilidade de produzir polissacarideos intra e extracelulares. Segundo HAMADA
(1980), BENDER (1986), BURNE (1991), KURAMITSU {1993) e KURAMITSU (2001},
relatam que o Streptococcus do grupo mutans tém 3 capacidade de crescer e levar ¢
pH da placa bacteriana a niveis abaixo do critico. De particufar importancia aqui é a
forte evidéncia que o potencial cariogénico dos Strepfococcus nao é estatico, devido a
expressac e modulagao da atividade e dos fatores envolvidos na patogénese da carie
dental.

O cerne para o inicio e progressao de todas as moléstias orais & a formacéo

de biofilmes nas superficies da cavidade oral, segundo MARSH (1995) e ROSAN

Tese Douterado — Maria Betania de Cliveira Garcia 4



1. Intreducio

(2000). Evidéncias suportam a idéia que a placa dental patogénica ndo se forma
espontaneamente, pois tem sido reconhecido o fato que a formacéo da placa €
temporaria € envolve um processo heterogéneo em relagdo & microbiota, na qual o
crescimento desta estrufura e as mudangas ocorrem em decorréncia da alteragéo do
substrato e condicfes locais. (THEILADE, 1990; Li, 2000}

Diferentes locais na cavidade bucal s8o colonizados por populacdes distintas
de bactérias. Todas as superficies exposias da boca, inclusive os proprios dentes,
tecidos pericdontiais e lingua tém microrganismos especificos associados. A
sensibilidade de uma espécie para um determinadoe nicho pode, sm parte ser
influenciada por especificidade de aderéncia a determinados substratos, especialmente
no caso dos colonizadores iniciais da cavidade bucal. As bactérias gue chegam
posteriormente podem ser capazes de aderir ndo sé as superficies bucais, mas também

a outras bactérias que ja estdo aderidas as superficies. (WEN, 2002)

1.1.2. PLACA BACTERIANA

A placa dental ou placa bacteriana & um agregado estruturado e nao
caicificado de microrganismos, contidos numa matriz organica constituida por polimeros
bacterianos e por substancias da saliva e da dieta do hospedeiro (GIBBONS, 1975;
LAIRD, 1983; FITZGERALD, 1985, BOWDEN, 1998; PETERSON, 2002). Decorre da
adesfio e da mulliplicacdo de bactérias na superficie dental e, como qualquer

ecossistema, & essencialmente dindmica. Nela coexistem, basicamente, interagdes

Tese Doutorado — Maria Betania de Oliveira Garcia 5



1. Introdugt

entre microrganismos comensais entre si @ com componentes abidticos, tais con

dentes, saliva, sulco e fluido gengival. (ADDY & cols., 1892; MARSH & BRADSHAY
1995; GAO, 2001}

Figura 2 — Presenca de estado inflamatério gengival, causada por placa
bacteriana e caries. (LASCALA, 1997)

A aderéncia bacteriana ao esmalte dental é mediada por uma fina camad
organica acelular denominada pelicula adquirida, formada pela adsorgdo seletiva d
certos Componentas salivares do esmalte (GIBBONS & cols., 1985; BOWEN & cols
1991; BRAILSFORD, 2001); seus principais componentes sdo glicoproteinas, lisozims
amilase, imunoglobulinas, albumina, proteinas ricas em prolina, tirosina e histidin
(SONJU, 1988, BURNE, 1997; PEARCE, 2002). Devido a sua naturez
permanentemente seletiva limitar o transporte de ions para dentro e para fora do
tecidos duros do dente, a pelicula pode ter uma fungéo modificadora importante n.

lesao de carie (THEILADE, 1990; NGUYEN, 2002). Desta forma, foi mostrado que

Tese Doutorado — Maria Betdnia de Oliveira Garciz



1. Infroducéo

presenca de uma pelicula inibe a desmineralizacdo da superficie do esmalte in vitro. A
composicdc da pelicula recebeu muita atengdo devido a sua fungdo potencial
determinante da microbiota inicial. Conseqieniemente {&m-se questionado se as
caracteristicas da superficie dos materiais pode influenciar na composicio dos
aminoacidos da pelicula, desta forma modificar o nimero de locais de adsorgéo

potencial para diferentes espécies bacterianas. (OSTE, 1981; MARTINS, 2001)

Diversas interagbes fisico guimicas estdo envolvidas no processo inicial da
aderéncia bacteriana & pelicula adquirida, com a presenca de forgas de diferentes
magnitudes (ADDY & cols., 1992; ELLEN, 1997). As forcas de repulsdo e afragéo entre
as superficies que se aproximam variam com a distancia da separacgdo de tal maneira
que as superficies até uma certa distancia se atraem e a outras distdncias se repelem.
O nivel de energia que promove interacbes de superficie a superficie ocorre a
distancias de mais ou menos 100 a 200 Angstroms, esta distancia permite a
estabilizacdo inicial enfre duas superficies, mas as forgas envolvidas podem néo ser

adequadas para manter um contate permanente. (DEMUTH & cols., 1990; XiE, 2000}

Se uma superficie bacteriana contendo atomos de hidrogénio ligados a um
atomo eletronegativo (oxigénio ou nitrogénio), se aproxima de uma segunda superficie
contendo um atomo eletronegativo, entdo pode ocorrer uma ligacéo de hidrogénio entre
essas superficies. Uma ligacdo dnica de hidrogénio & relativamente fraca, mas
geralmente a natureza repetitiva das unidades que interagem, permite a formacéo de
ligagbes multiplas de hidrogénio, conferindo uma interagdc mais forte entre as duas

superficies. Os polissacarideos sintetizados pelas bactérias orais podem se ligar
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através de ligagbes de hidrogénio a qualquer radical de hidrogénio ou oxigénio da

pelicula adquirida. (PEARCE, 1991; AMANO, 1999)

As pontes de célcio e hidrogénio podem ser responsaveis pelo contato inicial
das varias bactérias orais com as superficies dos dentes, mas existem outras
interacbes adesivas especificas que explicam a teoria de formac&o da placa bacteriana:
ades&o célula-substrato, adesio homotipica célula-célula e adesao heterotipica célula-

célula. (VAN HOUTE, 1994; KATO, 2002)

Figura 3 - Principic da aderéncia seletiva da bactéria ac esmalte.
Aderéncia bem sucedida é obtida quando as caracteristicas da
superficie de uma bactéria combinam com um componente da
pelicula (P). (THYLSTRUP & FEJERSKOV, 1995)

Neste sentido, a expressdo e modulagdo dos fatores envolvendo a
patogénese e fortemente dependente das condicbes ambientais. A diferente expressao
desta viruléncia estd centrada na habilidade dos microrganismos acumularem em

significante nlimero da placa dental patogénica. (LI, 2001)
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Um conceito critico € que pode-se predizer que a viabilidade dos receptores
da placa mudam-se continuamente, assim como os constituintes da placa tornam-se
enzimaticamente modificados. Isto poderia ser o resuitado por exemplo de incorporagéo
na pelicula do dente de enzimas de sintese de glicanos capazes de produzir adesinas
para os Sfrepfococcus mutans e outras bactérias da placa (ROLLA et al., 1983,
SHILLING and BOWEN, 1892; QUIVEY, 2001). Por sua vez, a modulacdo da
apresentacdo de multiplas adesinas por bactérias da placa madura pode ser ocorréncia

central no estabelecimento e persisténcia do biofilme oral.

HASHIZUME, SHINADA, YAMASHITA and KAWAGUCHI (2001), através de
estudos da evolugac morfolégica da colonizacao do Strepfococcus mutans na superficie
do esmalte, sugeriram que os diferentes arranjos espaciais de formacdo de colbnias

pode influenciar os niveis de desmineraliza¢ao neste tecido.

A alta afinidade do sistema de fosfotransferase (PTS) é estabelecida como o
maior contribuinte na habilidade oral dos Sireptococcus em metabolizar multiplos
acUcares em concentra¢cdes micromolares (VADEBONCOEUR and PELLETIER, 1997).
Este sistema € central na aquisicdo de fonte de energia para os Strepfococcus mutans
durante limitagcdo de nutrientes, e existem varias razbes para suspeitar que PTS regula
a modulac@o das caracteristicas fenotipicas da placa com Strepfococcus. Esta bem
estabeiecido que a Enzima |, Hpr, e os componentes especificos PTS de agucares da
membrana e citoplasmaticos regulam a ligagdo entre as bactérias Gram positivas,

incluindo Streptococcus mutans.

SPATAFORA et al. (1995) e BURNE et al. (1996) demonstraram que a

acumulacdo de polissacarideo intracelular, € um dos contribuintes para © mecanismo
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de formacdo de caries. WEXLER et. al. (1993) e VAN LOVEREN (2001 } referiam-se 3
importancia da fonte de carboidratos, pH como grandes influenciadores no mecanismo
de transcrico dos genes gifBC, fif, e fruA. BURNE et al. (1888) e GAO (2000)
demonstraram ¢ diferente controle genético entre a frutosiitransferase e produgdo de

frutan hidrolase com diferentes formas de regulacio.

Na viruléncia da placa bacteriana dois grandes aspectos s&o pertinentes: ¢
primeiro que a placa bacteriana difere na capacidade constitucional de resistir ao
ataque acido bem como de providenciar diferentemente a queda de pH que provem do
excesso de carboidratos, crescer em baixo pH, e fermentar em baixo pH. BENDER et
al. (1986), BENDER & MARQUIS (1987) e PATEL (2000) demonstraram fortemente que
espécies cariogénicas como Streptococcus mutans e Lactobacillus casei podem chegar
a valores terminais em culturas de pH abaixo de 4.0, enquanto microrganismos menos

cariogénicos tem parada de crescimento em torno de 5.0.

GIBBONS & Van HOUTE (1980) e Van ROUTE (1983) postularam que algum
sistema de reconhecimento, o qual opera no ambito molecular, deve ser responsavel
pelo mecanismo de ades@o entre as bactérias orais e a superficie dentaria. Elas
especularam que este fendmeno é proveniente de interagbes do tipo lectina, que
envolve a ligacgdo firme do residuo de carboidrato em supericie, com a proteina
complementar (adesina) numa segunda superficie. Eia & caracterizada por alto grau de

especificidade, a qual reside primordialmente no residuo de carboidrato.

Durante o desenvolvimento da placa bacteriana, a biomassa aumenta e as
células tornam-se parte da matriz de biopolimeros, normalmente composta por

carboidratos, acido lipoteicdico e proteina. A natureza e o montante da matriz

Tese Doutorado -~ Maria Betania de Oliveira Garcia 10



1. Introducae

extracelular e da biomassa poderia influenciar a retencaoc celular durante a maturagso do
biofilme. E de comum acordo que a matriz extracelular da placa dental contém alta
quantidade de glucanos (BOWDEN & LI 1997, YEUNG, 1999), sendc derivada
predominaniemente da atividade da glicosiliransferases e frutosiltransferases dos
Streptococcus mutans em presenca de sacarose. O significado da producio do polimero
na colonizacdc e retengdo das células do biofilme € suportado por experimentos com
sistemas de modelo animal e estudos com humanos que demonstraram intensa

colonizag&o em presenca de sacarose. (BOWDEN, 1995; SWINBUM, 2001)

Os primeiros colonizadores da superficie dentéaria, conforme diversas
observagfes, s&c os Slreptococcus, particularmente Streplococcus  sanguis,
Streptococcus oralis, Streptococcus milis, Actinomyces spp, Neisseria spp. (NYVAD,

1990; NYVAD, 1883; KIDD, 2002)

Subseqguentemente, bactérias dessas mesmas espécies ou de espécies
diferentes s&o capazes de aderir ndo somente & pelicula, mas também as pioneiras,
constituindo as coagregacdes bacterianas. Posteriormente, as células se multiplicam
sobre a superficie dental, formando microcol6nias particularmente em regiées dentais
mais protegidas das mdltiplas pressdes do meio ambiente, a colonizacao resulta em
biomassa microbiana confluente. Desta forma, a placa desenvolve-se de maneira
ordenada, com concomitante aumento na diversidade da sua constituicdo bacteriana.

(MARSH, 1992; MARCHANT, 2001)

A composicdo final da placa, em determinado sitio, € influenciada por
condicbes ambientais tais como temperatura, pH, potencial de éxido reducéo,

suprimento de nutrientes essenciais e relagdes intermicrobianas (MARSH, 1995;
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CHOO, 2001). Uma vez estabelecida, a composi¢éo da placa bacteriana tende a
permanecer relativamente estavel, embora possam ocorrer variagées em diferentes
regifes da boca e da superficie dental. Em termos gerais, os dentes inferiores
sofrem maior acumulo de placa e as fissuras dentais s3oc colonizadas
predominantemente por Strepiococcus, enquanto que os Sirepfococcus e
Actinomyces s80 0s mais nUMerosos nas regides proximais. (Van HOUTE & cols.,

1994; CASAMASSIMO, 2001)

O centro inicial e progressivo de todas as moléstias orais € a formacéao de
biofilmes nas superficies da cavidade oral (MARSH & BRADSHAW, 1895). Evidéncia
corrente suporta a idéila de que a placa dental patogénica naoc se forma
eépontaneameﬂte. Entretanto, tem sido reconhecido que a formagéo da placa é um
processo temporariamente e espacialmente heterogéneo, no qual a placa cariogénica
cresce e muda em fungdo da resposta a uma pressdo ambiente (THEILADE, 1990;
BJORNDA, 2000). Macromoléculas sdo continuamente depositadas no biofilme e este
produz as suas proprias macromoléculas. A atividade metabdlica, especialmente
proteases e glicosidades, indubitavelmente ditam a viabilidade dos receptores e entao,

poderiam governar o recrutamento de bactérias da placa, ou mediar a sucesséo da

microbiota. (SOUZA, 2001)

Na auséncia de adequada higiene oral, a biomassa bacteriana evolui, em
poucos dias, para o processo de maturagdo, do qual pode resultar ruptura da
homeostase, aumentando o risco de doencas infecciosas endbégenas orais, tais como a

carie, gengivite e periodontite. (NEWMAN, 1996: BELTZ, 1999)
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Apesar da escovacao dental ser método satisfatério para o controle da placa,
existem condicOes gue a tornam insuficiente, primariamente por depender da habilidade
e da motivacdo individual como, também, da adequada posicéo dos dentes na arcada;
além disso, cerios sitios, como as fissuras oclusais e as areas interproximais, sao
inacessiveis as cerdas da escova, mesmo quando adequadamente ufilizada. (ADDY,

1992; IWETMAN, 2002)

Qutros métodos autoaplicaveis empregados para auxiliar a remogéo de placa
em regibes interdentais incluem o fio dental e as escovas interdentais. No entanto sua
eficiéncia também € limitada aos varios fatores apontados com relagéo ao uso da
escova dental. Assim, a maior efetividade das praticas mecanicas de higiene oral
depende maié da pesquisa de melhores condigcbes para aprimerar o desempenho
individual no aperfeicoamento dos instrumentos empregados nessas técnicas. (MARSH

& cols., 1997; HORNICK, 2002)

Devido a essas limitagbes, tem sido proposta a incorporacdo de agentes
quimicos com atividade antiplaca ou antimicrobiana, a produtos utilizados na higiene

oral, como método profilatico complementar. (MARSH, 1992; STOOKEY, 2000)

A adigao de agentes quelantes, tais como o EDTA e o fitato, os quais se ligam
especificadamente a cationtes divalentes, causa desagregacdo da placa in vifro e in
vivo. Este fendmeno fem sido melhor estudado utilizando-se sistemas de agregacao
salivar para Streptococcus mitis e Streptococcus sanguis. A saliva contém
glicoproteinas de alto peso molecular, as quais aglutinam tanto Sitrepfococcus mitis
quanto Strepfococcus sanguis in vitro. A adicdo de EDTA inibe a agregagdo de

qualquer um dos microrganismos neste sistema salivar. A adigdo de concentragbes
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similares de EDTA a placa promove sua dispersdo e resulta na extracdo de uma

glicoproteina. (NYVAD, 1889; WENNSTROM, 2002)

O conhecimento dos mecanismos de adesio inicial 2 superficie dental permitem
afirmar que existe a possibilidade de gue as doencas bucais mediadas por esta estrutura
possam ser controladas por meio do bloqueio seletivo desse processo. Assim, segundo
MARSH (1992) e SHEIHAM (2000), o controle da placa pode ser alcangado por agentes

quimicos que removam microrganismos aderidos ou previnam a sua colonizacgdo.

N&o obstante a ampia discussao sobre a atividade antimicrobiana ou antiplaca de
diversas substancias quimicas, poucas s&o as pesquisas que analisaram sua influéncia na
aderéncia bacteriana a pelicula adquirida e as alteragbes que poderiam induzir na
ultraestrutura dos microrganismos envolvidos, além do que ainda sio restritas as

substancias usadas para controle quimico da placa. (Ten CATE, 1997 e MATTHIJI, 2002)

1.1.3. MECANISMO DE DESTRUICAO DE TECIDO DENTARIO
MEDIADO POR BACTERIAS ORAIS

Atencao consideravel tem sido dada & caracterizagso de microrganismos que
produzam enzimas ou produtos toxicos que possam ser responsaveis pela destruicao
de tecido dentario. Estudos iniciais de toda a placa demonstram que varias enzimas sio
capazes de destruir os principais componentes do tecido conjuntivo principal e tecido
dentario. Além disso, foram encontradas bactérias especificas que produzem uma

variedade de outras substancias (BERG, 2000). Essas enzimas ou outros produtos
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potencialmente tOxicos podem ser divididos em toxinas, enzimas e produtos
metabodlicos. (LISTGARTEN, 1997)

As toxinas sdo, tradicionalmente, divididas em exotoxinas e endotoxinas.
Exotoxinas séo proteinas iiberadas pelos microrganismo no meio ambiente, causando
dano tecidual direto. Diferentes exotoxinas que tém por alvo células especificas de
tecido, tém sido isoladas, como as epiteliotoxinas, diretamente contra células epiteliais e
leucotoxinas, contra polimorfonucleares. Endotoxinas s&o lipopolissacariedeocs,

componentes estruturais de bactérias gram-negativas e s&o liberadas apés a lise

bacteriana. (KLEIN, 1899)

Muitas enzimas de origem bacteriana estdc descritas e caracterizadas,
principaimente as proteases (como a colagenase, hialuronidase e condroitinsulfatase).
Essas proteases podem facilitar a penetragdo bacteriana no tecido dentario e
periodontal, por meio da eliminac@o de barreiras estruturais importantes. Este processo
invasivo tambem pode ser facilitado pela capacidade fibrinolitica de algumas bactérias.
Outras enzimas que s&o relatadas, apresentam implicagbes patogénicas importantes,
pois s&o fosfatases &cida e alcalina, fosfolipases e aminopeptidases. (RODRIGUES-
MIRO, 1989)

Também considerados como contribuintes de destruicio tecidual dentaria
estdo incluidos os produtos finais do metabolismo bacteriano, como compostos
sulfuricos volateis, indol, acidos graxos e poliaminas, além de produtos fermentativos.
(KLETER, 1988)

Nao ha como deixar em segundo plano o relato de KENNEDY (1898), que

afirma que a saliva & conhecida por conter inibidores de protease incivindo as
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cistatinas, 0 que induz a considerar que, habituaimente, ha equilibrio entre a atividade
das proteases e inibidores de proteases na cavidade oral.

O mecanismo de desmineralizacio tem sido amplamente estudado (ARENDS
& CHRISTOFFERSEN, 1986; ARENDS, 1992; ZHANG, 2000). Parece consensc que a
desmineralizagado € um processc de difusdo, com a dissolucéo, passo a passo, da
hidroxiapatita e dentina. (VOGEL, 1998; Ten CATE, 2001)

A degradaca@o da matriz orgénica é facilitada pela atividade de proteinases
extracelulares (SIMMER & FINCHAM, 1995) que apresentam uma faixa de pH otimo de
8,0 a 7,5, segundo SIMMER (1998).

Com o crescimento de informagées referentes aos perfis enzimafticosAda placa
bacteriana, metodologias para o diagnostico enzimatico foram desenvoividas para
identificagao de culturas puras provenientes da placa. (FEITOSA, 1 293)

Estes ensaios enzimaticos permitem uma rapida e segura identificagao dos
Bacteréides negro-pigmentados (BPB), porque somente o B. gingivalis dos BPB
humano da reac@o positiva semelhante a reacédo da tripsina (LOESCHE, 1986). Os
ensios enzimaticos podem também ser usados para distinguir o A.
actinomycetemcomitans de outras espécies parecidas; o B. forsythus pode também ser
distinguido de outros bastonetes anaerébios Gram-negativos, quando possuidor de um
perfil enzimatico especifico. O B. forsythus, B. gingivalis e a pequena espiroqguera
Treponema denticola e as espécies Capnocytophaga tém em comum a enzima
semelhantes a tripsina. A atividade desta enzima é medida com a hidrélise do substrato
incolor N-benzoil-DL-arginina-2-naftilamida (BANA). Quando a hidrélise se realiza, libera
o croméforo betanaftilamida, que se torna laranja avermelhado quando uma gota de um

corante chamado Fast Garnet ¢ adicionada & solucao. LOESCHE {1987) propbs a
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utilizacdo da reacdo de BANA nas amostras de placas subgengivais e supragengivais
para detectar qualquer dos patdgenos de placa e, assim, também poder ser um
indicador de moléstia periodontal. Em relacdo as bolsas periodontais rasas, verifica-se
que apresentam 10% das reacSes BANA positivas, enquanto que as bolsas profundas
(7 mm) apresentam 90% de reacbes BANA positivas. (SANNER, 1986; LOESCHE,
1997)

Estes testes para diagnosticar sfo, geralmente, avaliados sob os aspectos da
suscetibilidade e especificidade. Especificidade refere-se 2 capacidade de um teste ou
observacdo em diferenciar claramente uma doenca de outra. Um teste especifico é
aquele no qual um resultado positivo indica que a doenga é provavel. Este tipo de teste
é (til na confimacao de uma moléstia dental (CARRANZA, 2000). A habilidade de um
teste ou observacdo em detectar a doenca dentaria quando ela estd presente &
denominada de suscetibilidade. Um teste é sensivel quando o resuitade negativo
significa que a doenga & improvavel. (BRETZ, 1987, CARRANZA, 2000)

A probabilidade em que o resultado do teste, ou seja, a proporgdo de
verdadeiros resultados positivos e verdadeiros resultados negativos combinados,
corresponda ao estado da doenca € o valor de predicabilidade. Com a utifizagao de
testes de diagndstico com alto valor prognostico pode-se determinar quais os pacientes
com 6tima satde gengival. (CARRANZA, 2000)

Segundo LOESCHE & GIORDANO (1990), LOESCHE (1992), e DeBOEVER
(1994), o teste BANA apresenta alta sensibilidade, de 80 — 96%, especificidade de 83 —

90% e valor de predicabilidade de 82 a 98%.
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i.1.4. LECTINAS

BOYD & SHARPLEIGH (1954) designaram o termo LECTINA as proteinas
que possuem capacidade de ligagao seletiva ou de escolha de aglcares particulares.
Inicialmente isoladas de plantas, em especial sementes, foram érsoiadas de varios
organismos animais, sendo que algumas ocorrem na superficie das células estando
envolvidas no reconhecimento célula-célula. Possuem a capacidade de aglutinacéo,

precipitag@o de polissacarideos e glicoproteinas. (SHARON & LIS, 1993)

Devido a capacidade de ligagdo reversivel com carboidratos ¢ uso das
lectinas com interesse biolégico tém aumentado. Segundo SINGH & cols. (1999), estas
lectinas possuem uma ou mais regides moleculares ligantes de carboidratos. Em
laboratdrio clinico, lectinas purificadas sao reagentes Uteis para detectar e separar

glicoproteinas com diferentes porgdes de oligossacarideos.

Uma analogia de fungéo destas lectinas permite perceber que o residuo de
acido sidlico (Neu5Ac) situado no fim da cadeia de oligossacarideo de muitas
glicoproteinas do plasma protege as proteinas de degradacdo no figado. A
ceruloplasmina, uma glicoproteina, possui muitas cadeias de oligossacarideo
finalizadas em acido sidlico. A remogao do residuo de &cido siglico pela enzima
sialidase & um caminho que o organismo usa para marcar velhas proteinas para
destruicao e renovagdo. A membrana plasmatica dos hepatécitos tem moléculas de
lectina que s&o denominadas de receptores de asialoglicoproteinas que de uma forma
caracteristica ligam cadeias de oligossacarideos com residuos de galactose (NELSON

& COX, 2000). A remocio de eritrocitos velhos da circulacdo sanguinea também
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obedece a sistemas de reconhecimento. Os eritrécitos jovens possuem uma quantidade
de glicoproteinas com cadeias de oligossacarideos e residuos terminais de acido
siglico. Quando este residuc € removidc e este eritrocito € reintegrado & circulagao

sanglinea, este é rapidamente retirado para destruicéo. (APLIN, 1998)

Em plantas, as lectinas estao, geraimente, distribuidas por todo vegetal, onde
tém sido purificadas de folhas, frutos, raizes, caules e flores, mas em maior
concentragao nas sementes das plantas (PUSZTAI, 1991). A sintese de lectinas, em
muitas plantas, inicia-se logo apds a florescéncia e sdo acumuladas como proteinas

estoque nas sementes, onde localizam, via de regra, nos corpos protéicos.

(GREENWOOD et al., 1986)

Uma ocorréncia de forma ampla destas lectinas em diferentes espécies

mostra o grau de importancia na natureza, segundo PUSZTAI (1991).

A familia que possui o maior ndmero de lectinas isoladas € a familia
Leguminosae. Cerca de 80 lectinas distribuidas em diferentes sub-familias e tribos ja
foram caracterizadas e purificadas. Uma vez que as lectinas das leguminosas
compartiham de caracteristicas estruturais, como segliéncia de a.a., estrutura
secundaria e conformacéo tridimencional das unidades estruturais, sugere-se que esta

familia de lectinas tenha evoluido de um ancestral comum. (CAVADA, 1997)

A familia Leguminosae compreende 650 géneros e, aproximadamente, 18.000
espécies e € uma das trés maiores familias entre as angiospermas, depois das
Compositae e Orchiodaceae. Pelo fato desta familia prover ampla variedade de fontes

de alimento, constitui-se numa das mais importantes do ponto de vista econdmico.
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Podem ser utilizadas, tambeém, como plantas forrageiras e na produgdo de madeira em

partes temperadas e tropicais do mundo. (HEYWOOD, 1971)

Esta familia Leguminosae pode ser sub-dividida em trés sub-familias:
Mimosoideae, Caesalpinioideae e Papilioncideae (DICKISON, 1981). Em especial, o
género Crotalaria € composto por espécies que se distribuem amplamente pelos

Continentes Asialico, Africanc e Americano.

As lectinas tambeéem foram isoladas de organismos animais, desde

invertebrados até vertebrados, sendo que algumas ocorrem na superficie celular,

estando envolvidas no reconhecimento célula a célula. (SHARON & LIS, 1993)

As enterobactérias possuem lectinas essenciais para sua adesdo ac epitélio
intestinal, em invertebrados so encontradas na hemolinfa e contribuem na resisténcia
a infecgdes. Em organismos mais complexos, as lectinas sdo produzidas na forma

soluvel ou na forma ligada a membrana. (ZATTA & CUMMINGE, 1991)

Usualmente, as lectinas consistem de duas a quatro subunidades. Cada
subunidade tem massa molecular variando entre 14 e 30 kDa e possui sitio de ligacao

para carboidratos. (SHARON, 1993)

Essa mistura complexa de peptideos ativos e proteinas presentes no veneno
das serpentes, trés grupos se destacam: as proteases, as disintegrinas e as proteinas

relacionadas com as lectinas tipo C (CLPe). (KINI & EVANS, 1992)

Os sitios para ligagdo de carboidratos reconhecem e ajustam-se de acordo
com ¢ modelo chave e fechadura, através de um complexo sistema de ligacgo de

hidrogénio. QUIOCHO (1996) estabeleceu que a formacéo do complexo carboidrato-
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proteina envolve o deslocamento da molécula de agua associada com o grupo polar da
proteina € em torno do carboidrato altamente polar, com o estabelecimento de novas
pontes de hidrogénio; essas Ultimas ligacSes e forcas de Van der Waals sao

dominantes na estabilizagao da ligacéo.

As lectinas iscladas de amimais foram divididas em dois grupos principais
quanto ao seu requerimento de calcio para a atividade de ligacdo a carboidrates:
lectinas tipo C, requerem ions Ca* para sua atividade, seus residuos de cisteina estao
ligados formando pontes dissulfeto, possuem solubilidade varidvel e s&o localizadas
principalmente no ambiente extracelular; e as lectinas do tipo 8, que n&o requerem Ca®
para sua atividade, as cisteinas encontram-se como grupos tidis livres, sdo sollveis em
tampéo, sendo localizados tanto extracelularmente como intracelularmente e
apresentam maior especificidade para aclcares que contenham B-galactorideos.

(DRICKAMER, 1988)

Nas lectinas tipo C, o CRD é caracterizado por dominio constituido de cerca
de 100 a 130 residuos de aminoacidos. Este CRD — tipo C foi identificado em varias
proteinas ligantes de carboidratos, por meio de um grupo de residuos invariantes que
se localizam em posigdes distintas, dependendo da proteina, sendo que, em media, 15
residuos s&o conservados e estdo nas mesmas posicdes relativas. (DRICKAMER,

1988)

Em microbiologia, as lectinas tém assumido importante papel no estudo das
superficies celulares microbianas e glicoconjugadas capazes de servir como receptores

para lectinas (SLIFKIN, 1990). Estes incluem peptidoglicanas, acidos teicoicos, acidos
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ipoteicdicos, glicolipideos, lipopolissacarideos, sendo que teoricamente, qualquer

glicoconjugado pode servir como receptor.

1.1.4.1. Lectinas e a Cavidade Oral

Segundo KOLENBRANDER (1983}, praticamente todas as bactérias orais
exibem coagregacéo, reconhecimento célula-céluia de tipos geneticamenie diferentes.
Muitas das intera¢des especificas de aderéncia entre bactérias da placa bacteriana oral
humana aparentam ser mediadas por lectinas. Uma adesina lactose sensivel tém sido
isolada da Prevotelia loescheii PK1295, e exibe propriedades de aderéncia em todas as
células. Outras adesinas tem sido identificadas com conseqiente clonagem e
seqlienciamento dos genes correspondentes. A adesina do Streptococcus sanguis é
uma lipoproteina que parece ter dupla fungdo de reconhecimento de ambos os
receptores bacterianos e na saliva humana. A coagregacac oferece explicacdo para a
temporaria agregacéo da placa bacteriana e reconhecimento de superficie de mucosa.
Colonizadores precoces da superficie dentaria coagregam-se, mas com muitas
excecOes 0s colonizadores precoces ndc reconhecem os colonizadores tardios
indicando alto grau de especificidade de coagregacao entre as diferentes populacées

bacterianas.

Segundo NYVAD (1987), a colonizaggo microbiana da superficie dentaria
pelos Streptococcus do grupo viridans e Actinomyces é certa do envolvimento de
lectinas mediando a ades&o bacteriana. Tém sido observadas previamente
coagregacao lactose sensitivas entre certos Streptococcus e  Actinomyces

naeslundii e coagregacbes GalNAc (CISAR, 1986). Este tipo de coagregacao €
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mediada pelas interagtes de receptor de lectina envoivendo Gal- e adesinas GalNAc-
reativas associadas com um tipo 2 de fimbria do Actinomyces naeslundii, GalNAc
adesinas reativas de cerios Sireptococcus sanguis e Slreptococcus gordoni, e
receptores complementares de muitos outros Strepfococcus do grupo viridans. (HUS,

1994}

As interagdes mediadas pelas lectinas, entre alguns grupos de
microrganismos orais (CISAR & cols., 1997), serve de importante papel na colonizacao
da superficie dentéria, sendo que JORGE (1998) afirma que alguns tipos de lectinas
vegetais possuem a capacidade de inibir crescimentc microblano e atividade

proteolitica.

GIBBONS & DANKERS (1981) e GIBBONS & DANKERS (1982) descreveram
as interacbes do tipo lectina que alguns alimentos apresentam com soro de coelho,
saliva humana e células de Streptococcus mutans. Verificou-se que 0s experimentos de
adsorgdo indicavam que um componente do extrato da banana é responsavel pela
inibigdo estreptococica. Um pré tratamento de saliva-hidroxiapatita com agiutinina de
soja tem um pequeno efeito na inibicdo da adsorgdo das células de Streptococcus

mutans.

A importancia deste estudo decorre do fato que as pesquisas tentando
analisar a influéncia das lectinas vegetais e ofidicas sobre a microbiota oral cariogénica

e a atividade proteolitica serem escassos.
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1. Analisar a influéncia da lectina de Crotalaria paulina sobre a atividade proteclitica da
microbiota cariogénica em placa bacteriana supragengival, em carie de dentina e

carie de cemento, fazendo uso do Teste BANA,

2. Analisar a influéncia da lectina do veneno da serpente Bothrops jararacussu sobre a
atividade proteoiitica da microbiota cariogénica em placa bacteriana supragengival,

- em carie de dentina e carie de cemento, fazendo uso do Teste BANA.

3. Efetuar comparagdo entre a infiuéncia da lectina de Crotalaria paulina e a lectina do
veneno da sempente Bothrops fararacussu sobre a atividade proteolitica da
microbiota cariogénica em placa bacteriana supragengival, em carie de dentina e

carie de cemento, fazendo uso do Teste BANA.
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Todos os reagentes foram de grau analitico ou HPLC. A resina para
cromatografia de troca idnica foi adquirida da Pharmacia Fine Chemicals (Uppsala,
Sweden) e a coluna de fase reversa (sistema de HPLC) da Waters (EUA). Os reagentes
utilizados na determinagado da composigdo de aminoacidos foram adquiridos da Sigma
Chemical Company (St. Louis, EUA) e os do seguenciamenio da regido N-terminal da
Applied Biosystems (Foster City, EUA). Os reagentes para eletroforese foram
adquiridos da Bio-Rad Laboratories (Richmond, EUA) e os padrées de massas

moleculares, da Pharmacia Fine Chemicals (Uppsala, Sweden).

3.1. EXTRAGAO E PURIFICAGAO DA LECTINA

o Extracdo da Lectina

Sementes maduras de Crotalana paulina (20 g) foram ftrituradas em um
triturador de graos até a obtengdo de um material finamente pulverizado que fol
homogeneizado em tampéo glicina 0,1 M/NaCl 0,15 M, pH 2,6, permanecendo sob leve
agitacdo por duas horas a temperatura ambiente. A suspenséo foi centrifugada a 3000
x g. por 20 minutos a 4 °C. O precipitado foi descartado e o sobrenadante foi utilizado
em ensaios de hemaglutinacao para determinar a presenca de lectinas nas sementes

de Crotalaria paulina e na etapa seguinte do processo de exiracdo protéica.
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« Cromatografia de troca iénica

O material que apresentou atividade hemaglutinante foi submetido 2
cromatografia de troca idnica, realizada em uma coluna DEAE-Sepharose (1,8 x 27 cm),
previamente equilibarada com tampéao tris-HCI 0,05 M, pH 8,0. A lectina foi eluida da
coluna com um gradiente linear de tris-HQCJ 0,05 M/0,5 M NaCl, pH 8,0, utilizando um
fluxo de 24 mi/min., sendo as fragdes monitoradas a 280 nm. As fracdes obtidas foram

dializadas contra agua destilada, liofilizadas, utilizadas nos ensaios de hemaglutinacao

e submetidas a cromatografia de fase reversa.

» Cromatografia de fase reversa (HPLC)

O material proveniente da cromatografia de troca ibnica, foi submetido a2 uma
cromatografia de fase reversa, sitema HPLC modeio PDA/991, equipado com duas
bombas Waters modelo 510. Foi usado injetor automatico de amostra Waters modelo
UBK e uma coluna p-Bondapack Cig (3.9 x 30 cm), equilibrada em solucio de TFA
0,1% em agua filtrada no sistema milli Q (solvente A). O material (500 pug/f200 uL de

TFA a 0,1%) aplicado a coluna foi eluido com gradiente de TFA 0,1% em acetonitrila

(solvente B). A absorbancia foi monitorada a 280 nm.

3.2. DOSAGEM DE PROTEINA

A concentracéo de proteina foi determinada de acordo com ¢ método descrito
por LOWRY et al. (1951), usando BSA como padrdo. Também foram realizadas leituras

a 280 nm para determinar o contelido de proteinas dos eluatos das colunas.
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3.3. DETERMINACAO DO CONTEUDO DOS CARBOIDRATOS

O contetGdo de carboidrato da lectina purificada foi determinada pelc método
do fenol-acido sulfarico de DUBOIS et al. (1858), usando galaciose e manose como

padrdes.

3.4. ENSAIO DE HEMAGLUTINAGAO

® Cotetak e preparacio dos eritrocitos

O sa;ngue foi coletado assepticamente e homogeneizado em igual volume de
solucdo de Alsever (BUKANTZ et al., 1946) e centrifugado a 450 x g. por 10 minutos, a
temperatura ambiente. Os eritrocitos foram lavados quatro vezes com solugao NaCl
0,15 M (1:5 v/v). A tripsinizacdo dos eritrocitos seguiu o método descrito por LIS &
SHARON (1972), onde para cada 1 ml de eritrocitos lavados foram adicionados 25 mi
de PBS (0,8 g de NaCl, 0,02 g de KCI, 0,17 g de Na;HPO, e 0,02 g de KH2PO,, para
100 m! H.0). A dez partes desta suspensé&o foi adicionada uma parte de solugéo de
tripsina a 1% (p/v), deixou-se incubar a 37 °C por uma hora. Os eritrocitos tripsinizados
foram, entdo, lavados cinco vezes com NaCl 0,15M para remogéo da tripsina. Foi

preparada uma suspensao a 2% (v/iv) em CTBS para a realizagio do ensaio.
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e Determinacao da atividade hemaglutinante

Os testes de atividade hemaglutinante foram realizados em placas de
microtitulacao de 96 pogos (Corning., USA), contendo oito fileiras de 12 pogos cada, os
quais foram preenchidos com 50 pl de CTBS e, em seguida, acrescidos 100 ul da
amostra nos primeiros pogos das fileiras. A amostra foi, entéo, diluida seriaimente, com
agitacao e transferéncia de 50 ul para o pogo seguinte, até o pendltimo pogo da fila.
Terminadas as diluigdes, foram adicionados 50 pl da suspensao de eritrocitos intactos
ou tripsinados a 2% (v/v). Os dltimos pocos (coluna 12) continham somente suspensio
e eritréeitos e foram considerados controles.

As leituras foram realizadas apds uma hora de incubacao da placa a
temperatura ambiente e determinada a concentrag&o minima de CrpL que apresentava

atividade hemagiytinante.

+ Ensaio de inibicdo por carboidrato

Os testes para inibicdo da atividade hemaglutinante por carboidratos foram
realizados com: D-galactose, D-rafinose, D-glicose, D-sacarose, D-maltose, D-frutose,
D-manose, D-galactosamina, D-lactose, L-fucose, N-acetil-D-glicosamina, D-rafinose,
xylitol, manitol, L-rhaminose, xylose e as glicoproteinas asialofetuina e ovoalbumina.

Em placas de microtitulagdo foram adicionados aos primeiros pocos das
fileiras 50 pl do carboidrato em concentragdes iniciais de 100mM. As concentracdes
iniciais das glicoproteinas foram 250 pg/ml. Estes foram diluidos seriaimente com 50 ul
de CTBS ja presente nos pocos da placa. Logo apés, 50 pl da amostra foram

adicionados em todos os pogos para uma concentracao final de 8,0 ug/ml. As piacas
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foram mantidas & temperatura ambiente por 30 minutos e, em seguida, adiciohou-se 50
ul de uma suspenséo a 2% de eritrécitos humanos do tipo A tripsinizados. Apés uma
hora, a temperatura ambiente, foi determinada a menor conceniracdo de cada
carboidrato capaz de inibir a aglutinacéo dos eritrécitos. A coluna 12 foi considerada
como controle, onde os controles negativos (sem hamglutinagéo) constaram de 50 ul de
solucdc de carboidrato e 50 upl de suspensdo de eritrécitos, e os positivos

(hemaglutinacéo) de 50 ul da lectina e 50 pl de suspensé&o dos eritrocitos.

¢« Ensaio de Sensibilidade ao Agente Redutor

Em placas de microtitulacao, 50 ui de solugde de DTT a 5 mM foi diluida de
modo semeihante aos ensaios ja descritos. Foram adicionados 50 ul da lectina e
incubou-se por 30 minutos & temperatura ambiente. Em seguida, foi adicionada a

suspensao de eitrécitos humanos tipo A tripsinizados. Os controles néo continham DTT.

» Ensaio de Sensibilidade a Agentes Quelantes
O requerimento de cations divalentes para atividade da lectina foi investigado
acrescentando-se EDTA ao sistema de hemagiutinacdo. Neste ensaio foi usado TBS.
Na placa de microtitulagac, 50 ul de solugbes de EDTA foram acrescentadas
aos primeiros pogos e diluidas seriaimente em TBS, ja presente nos pogos. A lectina foi
adicionada na concentracio final de 9,0 ug/ml e, finalmente, foram acrescentados 50 pl
de suspenséo a 2% (v/v) de eritrécitos humanos tipo A tripsinizados. Os controles foram

realizados com 50 ul da lectina e 50 i de suspenséo de eritrécitos, em TBS.
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3.5. ENSAIO DE AGREGACAO PLAQUETARIA

Para o esiude de agregacao plaguetdria, células sangtineas foram coletadas
em citratc de sodio 3.8% (9:1v/v) como anticoagulante. As células vermelhas foram
removidas por baixa centrifugacdo e o plasma rico em plaquetas foi coletado. Quando
necessario, as plaquetas foram removidas e a ressuspendidas em TBS, pH 7.4. A
agregacao plaquetaria foi medida em agregbémero de dois canais (Payton Associates,
Buffalo, NY). Para o PRP, o aparelho foi calibrado contra PPP, que representa 100% de
agregacao, determinando-se uma linha de base, com isso é possivel determinar uma
amplitude para o registro de agregacOes deste plasma. Uma suspensio de PRP (500
ul) foi mantida sob agitacdo constante (900 rpm) no agregdmero em cuvetas g 37 °C e,
entao, estimuladas com 10 um de ADP. ApOs o registro da agregacdo estimulada por
ADP, adicionou-se, a uma outra Suspensao de plaquetas, 30 ug/ml da Crpl na

auséncia e presenca de ADP.

3.6. ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA (SDS-PAGE)

O gel de poliacrilamida foi realizado segundo o método descrito por LAEMMLI
(1970). Os géis de concentragdo e separacéo foram obtidos a partir de solucéo estoque
de acrilamida a 30% e de N-N-metileno bis-acrilamida 0.8%, preparada com agua

deionizada e mantida em refrigeragéo a 4 °C, em frasco ambar.
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O gel de concentracao a 5% foi preparado em tampé&o Tris-HCI 0,125 M, pH
6,8, e o gel de separacéo 15%, em tampao Tris-HCI 0,3 M, pH 8,6, sendo acrescentado
a ambos dodecil sulfato de sddio (SDS) a 20%. A polimeriza¢do foi conseguida pela
adicao de N,N,N’,N'-tetrametiletilenodiamina (TEMED) e persulfato de amonio a 10%
(PSA).

As amostras (10-50 ug) foram dissolvidas em tampéao Tris-HCI 0,08 M, pH 6,8,
contendo 2% de SDS, 10% de glicerol e 0,1% de azui de bromofenol, sendo imersas
em agua em ebulicdo por um minuto. Como redutor foi utilizado DTT, a concentracao
final de 0,1 M. A eletroforese foi realizada em tampao de corrida Tris-HCI 0,025 M,
glicina 0,192 M e SDS 0,1%, a 100 volts durante duas horas.

Como marcadores de massa molecular foram utilizados: fosforicase (94 kDa),
albumina sérica bovina (67 kDa), ovoalbumina (43 kDa), anidrase carbonica (29 kDA),
inibidor de ftripsina de soja (20,1 kDa) e lactoalbumina (14,4 kDa) (Pharmacia
Electrophoresis Calibration Kit LMW).

Os géis, depois de retirados das piacas, foram corados com Coomassie Blue a
0,1% em acido acético, metanol e agua, na proporgio de 1:4:5 (vivlv), durante duas
horas e, entdo, descorados em solucao de acido acético glacial, metanol e agua, na

proporgéo de 1:4:5 (viviv).
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3.7. ELETROFORESE BIDIMENSIONAL (2D-PAGE)

O pré tratamento da amostira envolve solubilizagdo, desnaturacéo e reducso
para quebrar completamente as interagdes. O tampao de solubilizacgo utilizado foi:
Ureia 8M, CHAPS 4%, DTT 0,05 M e Tris-HC! 0,004 M.

A 2D-PAGE envolve uma primeira separac&o baseada no pl das proteinas
(focalizagao isoelétrica~IEF ou primeira dimenséo) e uma segunda separac¢io baseada
na mobilidade realtiva das proteinas (SDS-PAGE ou segunda dimenso).

A primeira dimensdc foi feita em um gradiente nao linear de pH 3-10 e a
segunda dimensé&o foi feita em SDS-PAGE com conceniracéo de acrilamida 12,5%. No

final, as proteinas foram reveladas por coloragéo usando prata.

3.8. DETERMINACAO DA MASSA MOLECULAR RELATIVA

A massa molecular relativa de Crpl foi determinada por HPLC, utilizando uma
coluna de gel filtragéo Protein Pak software-300, equilibrada com tampao fosfato de
sodio 50 mM, 100 mM de NaCi pH 7.8, sob fluxo de 0.5 mL/min. Os seguintes
marcadores de massa molecular foram utilizados: Blue Dextran (2.000 kDa),
Ovalbumina (43 kDa), Anidrase carbdnica (29 kDa), Tripsina Bovina (24 kDa) e
Aprotinina (6,5 kDa).
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3.9. ANALISE DE AMINOACIDOS

O sistema utilizado foi o do Pico-Tag da Waters, onde a identificagéo dos
aminoacidos das proteinas ou peptideos foi feita por meio da cromatografia em HPLC
do derivado fenitiocarbamii (PTC) do aminoacido, proveniente da derivatizagao com
fenilisotiocianato dos aminoacidos, obtidos por meio da hidrélise acida (HEINRIKSON &

MEREDITH, 1984). Esta forma de croméforo pode ser detectada a partir de 1 picomol.

» Preparacao da amostra

Quantidades entre 0,5-10 ug de CrpL foram dissolvidas em agua e acetonitrilo
(1:1) (v/v) e transferidas para pequenos tubos de reagéo com volume maximo de 20 pl,

o qual foi transferido para o frasco de reagdo, que possui tampa especial para a

coneccao com o sistema de vacuo e atmosfera de nitrogénio.

« Hidroélise acida

As hidrélises foram efetuadas colocando-se no fundo do frasco de reagéo 100
pgl de uma solugao de HCI 8 M, onde foi adicionado fenol (1 mg/mi), para evitar a
formagao de clorotirosina. Em seguida, foi feito vacuo proximo a 1-2 Torr ate inicio do
borbulhamento do HCIL O vacuo foi fechado e deixou-se entrar nitrogénio (SS-
ultrapuro) durante cinco segundos. Estas etapas foram repetidas por trés vezes, sendo,

por Ultimo, feito vacuo até 1 Torr. O frasco foi fechado e removido para o forno de
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hidrolise a 105 °C por 24 horas. Apds esse periodo, os tubos de reagéo foram

colocados a vacuo até 65 miliTorr, para a secagem das amostras hidrolisadas.

¢ Derivatizagao
As amostras hidrolisadas foram lavadas com 20 ul de uma solugdo de
metanol: agua: trielamina (2:2:1) (v/v). Cada tubo foi agitado, centrifugado e colocado a

evaporar em vacuo até a leitura de 65 miliTorr. Este procedimento remove sais e
solventes que possam estar adsorvidos nos aminoacidos.

Uma soluggo fresca de derivatizagao preparada com metanol: frielamina:
agua: fenilisotiocianato na relacao 7:1:1:1 (viv), foi adicionada (20 ul) a cada tubo de
reacao, e estes deixados 2 temperatura ambiente por um periodo de 30 minutos. Apos
a derivatizagéo, as amostras foram secas a vacuo até a leitura de 50 miliTorr, para a
remogao de todo o PITC. Cada amostra foi dissolvida em 50 ul de uma solucdo 0,4 mM
de fosfato de sodio, cujo pH foi titulado a 7.4 com acido fosférico a 10%, sendo
adicionado 5% de acetonotrila.

A analise dos PTC aminoacidos foi realizada em HPLC, usando coluna p-
Bondapak Cis em cromatografia de fase reversa com um gradiente linear de 20,5
minutos de 0 a 100% de acetonitrila (80%). A identificagéo de cada aminoacido foi
determinada em relacéo ao tempo de retengéo e areas dos picos de PTC aminoacidos

do padrao.
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3.10. SEQUENCIAMENTO AMINO TERMINAL

« Digestio enzimatica e purificacio dos peptideos

1 mg de Crpl. foi completamente reduzida com 5 mM de dithiothreitol (DTT)
em tampao Tris 0,6 M, pH 8.2 (6M guanidine, 0,001 EDTA) por uma hora a 37 °C.
Depois da redugo, a proteina foi alquitada por uma hora & temperatura ambiente com
4cido iodoacético na concentracdo de 11 mM. A proteina foi dessalificada sobre uma
coluna de Sephadex G-25, previamente equilibrada com 1 M de acido acético e, entéo,
liofilizada. A proteina reduzida e carboximetilada foi digerida com tripsina (razéo
enzima-substrato 1:30) em 50 mM de tamp&o bicarbonato de amdnio, pH 7.8, por
quatro horas a 37 °C. A disgestdo foi interrompida por liofilizagdo. Os peptideos

resultantes da digestao enzimatica foram separados por fase reversa em HPLC.

» Degradacdo Automatica de Edman

O sequenciador automatico de proteinas e peptideos usa a tecnica de
degradagéo de EDMAN & BEGG (1967) para remover ¢ identificar aminoacidos a partir
da porcdo N-terminal de um polipeptideo. Apds ativagao de um filtro composto de papel
e fibra de vidro, a proteina foi covalentemente unida a este suporte e, em seguida,
colocado na cdmara de reacao. Depois de cada ciclo degradativo, o amino&cido N-
terminal foi removido da cadeia polipeptidica na forma derivada de anilinotiazolinona
(ATZ). O ATZ-aminoacido foi automaticamente transferido para uma segunda camara
de reacdo, onde ocorreu a converséo para um derivado mais estavel, na forma de

fenitiohidantoina do correspondente aminodcido (PTH). O PTH-aminoacido foi
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transferido para um sistema de cromatografia liquida de alta pressio, onde a
identificaca@o foi realizada em comparagéo a uma cromatografia de um padrao de PTH-
aminoacidos. O sequenciador utilizado foi o modelo 477A, que utiliza, para a
identificacdo dos PTH-amino4cidos, um sitema de HPLC modeic 120A, ambos da
Applied Biosysiem.

Reagentes e solventes sdo transferidos para a camara de reacéo e conversio
por controle automatico, por meio de um micro processador, permitindo seqiiéncias
automaticas em alta sensibilidade entre 10-500 picomoles de proteina ou peptideos. Os
reagentes utilizados foram: R1, 5% fenilisotiocianato (PITC) em n-heptano; R2, 12.5%
trimetilamina (TMA) em agua; R3, acido triflucroacético (TFA), com 0.002% de
ditiotreitol (DTT); R4, 25% TFA em agua com 0,01% DTT; R5, acetonitrila, com 0,001%

DTT; 81, n-heptano; 82, etilacetato; $3, 1-ciorobutano; 84, 20% acetonitrila em agua.

e Ativacgido do filtro

Um filtro de fibra de vidro foi tratado com BioBrene. Esta ativagao foi realizada
na camara de reacao do sequenciador, onde estada programado a realizar dois ciclos
de reagdo, para a completa ativacio e eliminagcdo do excesso de reagentes, que
poderiam interferir durante as etapas da degradacio de Edman. A amostra, quando
adicionada ao filtro, ficou imobilizada e pronta para iniciar o sequenciamento. A
capacidade maxima foi cerca de 30 ul; mas quando necessario, aplica-se maior volume

e seca-se o filtro com nitrogénio apos cada aplicacao.
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+ Ciclo de reacao

As etapas da degradacdo de Edman, denominadas de acoplamento, consiste
na uniao de PITC com o aminoacido da cadeia polipeptideo e a etapa de clivagem para
a formagéo do ATZ aminoacido, ocorrem na camara de reacéo, Que consiste de dois
biocos de vidro, onde internamente estda uma pequena camara com o filiro ativado.
Todas as etapas de reac¢do ocorrem no ciclo chamado Normal-1, que tem um periodo
de duragdo de 43 minutos e 32 segundos. O reagente R2 (TMA) proporciona ¢ pH
basico (8.0 — 9.5) para que o PITC acople ao aminoacido N-terminal do peptideo. R3,
gue consiste de TFA, & usado para clivar 0o aminoacido unido ao PITC do resio da
cadeia polipeptidica, produzindo o derivado anilinotiazolinona (ATZ) do aminoacido.
Apos a etapa de clivagem a proteina foi deixada com um novo amino terminal, pronto

para o préximo ciclo de degradag&o.

¢ Ciclo de conversao

Nessa etapa da degradacao de Edman, o ATZ aminoacido é transferido da
camara de reagdo pelo solvente S3 para a camara de conversdo. O ATZ é um derivado
instavel, sendo desejavel sua conversdo para um isOmero mais estavel que € a
fenitiohidantoina do correspondente aminoacido (PTH aminoéacido). A camara de
convers&o consiste em um tubo cdnico com um volume interno de 1 mi, para onde sao
enviados os reagentes quimicos necessarios para o ciclo de converséo, sendo mantida

a temperatura constante de 62 °C com periodo de duracdo de 44 minutos e 1 segundo.
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s Identificacdo dos PTH aminoacidos

Apbs ter completado um ciclo de conversao, uma aliquota do PTH aminoacido
foi fransferida para o coletor de fracdes e pode ser monitorada para confirmar a
presenca de PTH-S-CMCYS (fenitioohidantoina-S-carboximetil cisteina). O restante da
amostra foi injetade imediatamente nc HPLC, para identificagdo e quantificagio dos

aminoacidos, que foi feita em comparagdo com uma anilise padrdo de PTH

aminoacidos.

3.11. PURIFICACAO DA LECTINA DE BOTHROPS JARARACUSSU

s Cromatografia de Afinidade

A lectina do veneno de Bothrops jararacussu (BJeuL) foi purificada por
cromatografia de afinidade em galactose. Cem miligramas do veneno bruto de Bothrops
Jjararacussu foram dissolvidos em 4,0 ml de tampao CTBS (Tris-Hel 20 mM + NaCl 150
mM + CaCl; 5 mM, pH 7.5) e classificado por centrifugacdo, em centrifuga de bancada
(Spin | ~ Incibras) por um minuto. O veneno dissolvido e solubilizado fol aplicado em
uma coluna de 2,5 mi (0,8 x 5 ¢m) de agarose complexada com D-galactose {Pierce,
EUA), previamente equilibrada com tampao CTBS. A lectina foi eluida com lactose 0,1
M (Sigma) em CTBS. Fracbes de 1,5 ml foram coletadas e monitoradas a 280 nm no
espectrofotometro Shimadzu UV1201. As fragbes protéicas eluidas com lactose foram
reunidas e dialisadas contra CTBS, TBS ou agua. Apos didlise, foram estocadas a —16

°C ou liofilizadas.
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o Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia / Fase Reversa

O equipamentoc Waters HPLC modelo PDA-991, equipado com duas bombas
Waters modelo 510, injetor automatico de amostra Waters modeioc U6K e coluna C18 /
u-Bondapack (0,78 x 0,30 om), foi usado para verificar a pureza do pico eluido com
lactose na cromatografia de afinidade, apos didlise deste com agua. A cromatografia
reversa usou um gradiente linear de 0 a 100% de uma solugdo de acetonitrila 66% em

0.1% de acido ftrifluoroacético pH 2.5 (HEARN, 1987). As amosiras aplicadas foram

monitoradas a 280 nm e, em seguida, fiofilizadas.

3.12. DOSAGEM DE PROTEINAS

A quantificagdo das fragGes protéicas foi feita de acordo com o metodo
descrito por Lowry (LOWRY & cols., 1951; PETERSON, 1979). Uma amostra (200 ul)
de solucdo de proteina, convenientemente diluida, foi incubada por 10 minutos a
temperatura ambiente com 1 m! do reagente cupro-alcalino chamado de Solugéo C. A
Solucao C & constituida de Solugao A [carbonato de sddio 2% (p/v) em NaOH 0,1 N},
solugéo B1 [sulfato de cobre 1% (p/v) em H,O] e de Solugdo B2 [tartarato de sodio e
potassio 2% (p/v) em HxQ] na proporgédo de 100:1:1(v/v), respectivamente.

A mistura acima adicionou-se 50 ul do reagente Folinfenol Ciocalteaus (Merck),
deixou-se em repouso por 30 minutos a temperatura ambiente, ao fim dos quais foi determinada
a absorbancia a 660 nm. A concentragdo de proteina foi determinada usando curva padréo de

albumina bovina (Fraction V, Sigma, Co.) com concentragdes variando de 0 a 400 pg/mi.
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3.13. ELETROFORESE EM SDS-PAGE

As placas de poliacrilamida foram preparadas de acordo com LAEMMLI
(1970). Apresentaram gel de concentracéo de 5% e o gel de corrida de 15%. As placas
foram preparadas utilizando-se uma solucgo de acrilamida estoque a 30% (Bio Rad
Labs., Richmond, Cal.) & N-N-metileno-bisacrilamida a 0,8% (Bio Rad Labs. Richmond,
Cal), ambas dissolvidas em agua deionizada pelo sistema Milli-Q (Millipore-Waters
Co.), filtradas em papel de filtro (Whatman n° 1) e mantidas a 4 °C em frasco ambar. |

O gel de concentragdo a 5% foi preparado utilizando-se tampéo Tris-HCI 0,125
M, pH 6.8, enquanto para o gel de corrida a 15% foi utilizado o tampé&o Tris-HCI 0,3 M,
pH 8.8. A ambos os géis foram adicionados 0,1% (p/v) de SDS {Dodecii Sulfato de
Soédio) e a polimerizagdo conciuida com 0,1% (viv) de N-N-N-N-tetrametildiamina
(TEMED) e 0,01% de persulfato de aménio. A eletroforese PAGE-SDS foi realizada em
um sistema duplo de placas “SE 250 Might Small II", HOEFER.

As amostras aplicadas aos géis tiveram de 20 a 50 pg de proteinas e foram
dissolvidas no tampao da amostra (Tris-HCI 0,08 M, pH 6.8, adicionando-se 2% SDS +
10% de glicerol e 1% de azul de bromofenol). Quando necessario, as amostras foram
reduzidas com DTT (Sigma), numa concentragao final de 0,1 M.

A eletroforese foi realizada no tampéo de corrida (Tris-HCI 0,025 M; glicina
0,192 M com SDS a 0,1%, pH 8.3) a voltagem constante de 100 volts . Os seguintes
marcadores de peso molecular (Pharmacia Electrophoresis Calibration Kit LMW) foram

usados como padrdo, fosforilase (94 kDa), albumina sérica bovina (67 kDa),
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ovoalbumina (43 kDa), anidrase carbdnica (30 kDa), inibidor de tripsina de soja (20,1
kDa) e lactoalbumina (14,4 kDa).

O gel retirado do sistema de placas foi corado com solugéo de Coomassie
Biue R-250 0,1% em acido acético, metanol e agua, na propor¢éo de 1:4:5 (viv),
durante trés horas. Em seguida, foi descorado em solugdo de acido acético, metanol e
&gua, na proporcao de 1:4:5 (v/v).

Placas de SDS-PAGE contendo BJcuL foram também coradas para
carboidratos com ¢ metodo d-o &cido periédico — Reativo de Schiff (KORN& WRIGHT,
1973). Ap6s a corrida eletroforética, o gel foi retirado do sistema de placas e fixado com
acido tricloroacético (TCA) 12,5% (v/v) por uma hora. Terminado o tempo, o gel foi
javado trés vezes com agua Milli Q e incubado por uma hora com acido acetico 3,0%
(v/v), contendo acido periddico 1,0% (p/v). O gel foi, entdo, lavado com agua Milli Q e
deixado descansar por uma noite, também em agua. Depois desse periodo, o gel foi |
incubado em camara fria com o reagente de Schiff por uma hora. Em seguida, foi

lavado repetidamente com metabissulfito de sédio 0,5% (p/v) e mantido nesta solugao.

3.14. ENSAIO DE HEMAGLUTINACAO

A atividade hemaglutinante de BJcul foi testada sobre eritrocitos intactos e
sobre eritrocitos tripsinizados de porco, boi, cameiro, cavalo, rato e pato. O sangue
destes animais foi colhido e mantido em solugéo de Alsever (2,05g de glicose, 0,80g de
citrato de sodio e 0,42g de cloreto de sédio, para 100 ml de agua destilada, pH 6,1

ajustado com acido citrico ).
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e Tripsinizacdo dos Eritrécitos

A tripsinizacéo dos eritrécitos seguiu o descrito por LIS & SHARON ( 1972).
Os eritrocitos foram coletados do estoque de sangue por centrifugacdo a temperatura
ambiente em centrifuga de mesa (Excelsa 3, Fanem S.A.) a 450 x 9 por 10 minutos. O
sedimento de celulas (eritrocitos) foi lavado 3 a 4 vezes com NaCl 0,15 M, numa
proporgéo de 5 ml de NaCl para cada mi de eritrocito sedimentado.

Para cada 4 m! de eritrocitos lavados foram adicionados 100 mi de PRS {0.8g
de NaCl, 0,02g de KCI, 0,17g de NagHP€?4 e 0,029 de KHyPOy, para 100 mi H,0)
resultando numa suspensdo com absorbancia 2,0 a 620 nm. A dez partes desta
séspenséo foi adicionada uma parte de solucao de tripsina a 1% (p/v), deixou-se
incubar a 37 °C por uma hora.

Os eritrocitos tripsinizados foram, entao, lavados 4 a 5 vezes com NaCl 0,15
M para remocgéao da tripsina. Finalmente, foram ressupendidos em tampé&o (CTBS ou
TBS) suficiente para uma suspensso padréo de eritrécitos a 3% (viv). A gquantidade de
eritrécitos por i na suspenséo padrao foi estimada por meio de contagem em camara

de Neubauer.

® Atividade Hemagiutinante

Para determinacéo da atividade hemaglutinante da lectina do veneno de
Bothrops jararacussu (BJcul) foram utilizadas placas de microtitulagdo de 96 pocos
(Sigma Chemical Co., USA) (12 colunas,y, e 8 fileiras —). Primeiramente, foram

adicionados aos pogos 50 i de CTBS. em seguida 50 ul da amostra (BJcul) foram
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colocados nos primeiros pogos das fileiras. A amostra € entdo diluida serialmente, com
agitacao e transferéncia de 50 pl para o pogo seguinte até o penlltimo pogo da fila. Os
Gitimos pogos né&o continham BJcul.,, mas somente suspensao de eritrocitos e foram
considerados os controles.

Terminadas as diluigdes, foram adicionados aos pogos 50 ul de suspensao de
eritrocitos a 3% (viv). As leituras foram realizadas ap6s duas horas de incubacio da
placa & temperatura ambiente. A minima concentraggo (ou maior dilui¢do) de BJcul

que permite visualizagéo dos eritréeitos aglutinados foi determinada.

» Ensaio de Inibicdo da Atividade Hemaglutinante por Carboidratos

Os testes para Iinibicao da atividade hemaglutinante por diferentes
carboidratos foram realizados com lLactose, Galactose, Glicose, Maltose, Frutose,
Rafinose, Sacarose, Mano se, Galactosamina e Glicosamina, todos adquiridos da
Sigrna Co., USA. O restante dos reagentes utilizados foram todos de grau analitico.

Em placas de microtitulagcdo (96 pogos, Sigma,Co., USA) foram adicionados
aos primeiros pocos das fileiras 25 pl do carboidrato em concentracbes iniciais que
variaram de 150 mM a 12,5 mM em CTBS. Estes foram diluidos serialmente com 25 ul
de CTBS ja presente nos pogos da placa. Logo apés, 25 ul de BJcul foram adicionados
em todos 0s po¢os para uma concentracao final de 4,0 ug/mi. As placas foram mantidas
em repousc por cinco minutos e, em seguida, adicionou-se 50 pl de uma suspenséao a
3% (viv) de eritrocitos tripsinizados de porco.

Apds repouso das placas por duas horas & temperatura ambiente, foi

determinada a menor concentragdo de cada carboidrato capaz de inibir a aglutinacao
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de eritrécitos tripsinizados de porco induzida por 4,0 ug/ml de BJculL. Os controles
negativos (sem hemaglutinacio) constaram de 50 ul de solucéo de carboidrato e 50 ul

de suspensdo celular, e os positivos (hemagiutinacgo) de 50 ul de BJcul e 50 ui de

suspensao celular.

» Ensaio de Requerimento de Cations Divalentes

C requerimento de cations divalentes para atividade de BJcul foi
primeiramente investigada acrescentando-se EDTA ao sistema de hemaglutinagao, em
placas de microtitulacdc. Depois de verificado o requerimento, EGTA foi utilizado para
verificar se a atividade de BJcul. é dependente de jons Ca?*. O tamp&o usado nestes
ensaios foi TBS.

Na placa de microtitulagdo 25 ul de solugbes de EDTA ou EGTA foram
acrescentadas aos primeiros pocos e diluidas serialmente em TBS ja presente nos
pocos. BJcul foi adicionada para a concentracao final de 4,0 ug/mi e, finalmente, foram
acrescentados 50 ul de suspensao de eritrécitos tripsinizados de porco a 3% (v/v). Os

controles foram realizados com 50 pl de BJcul e 50 ul de suspensao celular, em TBS.

¢ Ensaio de Sensibilidade a Agente Redutor

Em placas de microtitulagao 25 ul de solucéo de DTT foi diluida de modo
semelhante aos ensaios j& descritos. Adicionou-se, entdo, BJcul para uma
concentracao final de 4,0 pg/ml e incubou-se por 10 minutos a temperatura ambiente.

Em seguida, foram adicionados aos pocos a suspenséo de eritrocitos tripsinizados de

porco a 3% em CTBS. Os controles nao continham DTT.

Tese Doutorado — Maria Betania de Oliveira Garcia 44



3. Materiais ¢ Métodos

3.15. LECTINAS

As sementes de Crofalaria Paulina foram cedidas pelo Departamento de
Piantas Fibrosas - Instituto Agrondmico — Campinas. O processo descrito anteriormente
de isolamento e purificac@c da lectina das sementes foi realizado pelo Laboratdric de

Quimica de Proteinas — instituto de Biologia — UNICAMP.

O veneno total seco da serpente Bothrops jararacussu foi cedido pelo Instifuto
Butantd, Sao Paulo — SP, Brasil. O processo descrito anteriormente de isolamento e
purificacdo da lectina da serpente foi realizado pelo Laboratéric de Quimica de

proteinas — Instituto de Biclogia — UNICAMP.

3.16. DETERMINAGCAO DA ii}iFLUENCiA DA LECTINA SOBRE A
ATIVIDADE PROTEOLITICA DAS BACTERIAS ORAIS

A Metodologia (GARCIA, 1997) pode ser dividida nas seguintes fases:

3.16.1. Selecdo de Pacientes

O Projeto de Pesquisa foi submetido ac Comité de Etica em Pesquisa em
Humanos da Universidade Sdc Francisco e todos os pacientes tomaram conhecimenio

da participagéo na pesquisa por meio do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

(ANEXO).
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Foram selecionados 90 pacientes para o estudo, todos com idade entre 21 a

50 anos, sendo:

#» 30 pacientes com caracteristicas de cavidade bucal semelhantes, auséncia
de cavidades de carie, os quais foram orientados para permanecer por 48
horas sem realizar qualguer procedimento de higienizacdo bucal, bem

como evitar a ingestao de alimentos fibrosos:

» 30 pacientes com cérie ativa de dentina oclusal em segundo molar inferior,

detectada visualmente e por meio de radiografias periapicais;

Figura 4 — Carie de esmalte e dentina na superficie oclusal de molar inferior, destacando o
socavamento do esmalte na jungio amelodentinaria (J) e a esclerose dentinaria (E)
caracterizada pelo tamponamento dos canficulos dentinarios . Notam-se também os
focos de liquefagdo na dentina (L), fongitudinais e transversais, e os tratos mortos
(corte pelo desaaste: aumento final de = 40X). (CONSOLARO. 1806)

» 30 pacientes com carie ativa de cemento em canincs, detectada

visualmente e por meio de radiografias especificas.
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Figura 5 — Cérie de cemento em pré-molar inferior com exposicgo da dentina;
progressdo preferencialmente horizontal do processe e socavacdo do
esmalte. Notam-se &reas de esclercse dentinaria (E)} e carie de esmalie

(seta) {corte por desgaste; aumento final de = 160X). {CONSOLARO,
1996)

3.16.2. Coleta do Material Biolégico

Foram coletadas 30 amosiras de placa bacteriana supragengival ao redor dos
primeiros molares superiores com uma colher de dentina padronizada de pacientes da
Clinica Odontolégica — Faculdade de Odontologia — Universidade S&o Francisco, sendo

que apds a coleta os pacientes foram submetidos a uma profilaxia em toda a cavidade.
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Foram coletadas 30 amostras de dentina cariada ativa do segundo molar
inferior, sem envolvimento pulpar, com uma colher de dentina standartizada e 30
amosiras de carie de cemento ativa dos caninos. Ap6s a coleta, os pacientes foram

submetidos a restauracao dentaria com material especifico para o caso.

3.16.3. Estocagem da Amosira

As amostras foram pesadas em balanca analitica e conservadas em 2 m! de

tampac Sorensen (pH 7.2), dispersada em vortex por 30 segundos.

3.16.4. Tratamento da Amostra

Para cada 250 ul de amostra obtida (placa, dentina e cemento), foi

desenvolvido o seguinte fratamento:

a > incubagio em banho-maria com 250 pL de lectina vegetal de Crotalaria Paulina

(tampao tris-HCI 0,05 M) a 0,12% e 250 pL de BANA 1,67 mmol/L. e 250 ul de

agua destilada a 37 °C por 18 horas.

b -» Incubagdo em banho-maria com 250 uL de lectina do veneno da Bothrops
jararacussu a 0,12% (tampéo CTBS — tris-HC| 20 mM, NaCl 150 mM + CaCl; 5
miM, pH 7,2) e 250 pl. de BANA 1,87 mmol/L. e 250 ul de Agua destilada a 37 °C

por 18 horas.

Tese Doutorado - Maria Betania de Oliveira Garcia 48



3. Materiais e Métodos

¢ — Incubagac em banho-maria com 250 ul de lectina vegetal de Crotalaria Paulfina
(tampé&o tris-HC1 0,05 M) a 0,12% e 250 pL de BANA 1,67 mmol/L e 250 ul de N-

acetil-D-galactosamina a 25 mM a 37 °C por 18 horas.

d -> Incubagéo em banho-maria com 250 pl de lectina do veneno da Bothrops
jararacussu a 0,12% (tampao CTBS - tris-HC| 20 mM, NaCl 150 mM + CaCl, 5
mM, pH 7,2} e 250 uL de BANA 1,67 mmol/L e 250 uL de lactose a 0,8 mM a 37

°C por 18 horas.

3.16.5. Avaliacao dos Resultados

Os resultados foram avaliados a partir de parametros colorimétricos, pela
adicao de 50 pL do Reagente Fast Garnet 0,1% ap6s 18 horas (negativo — laranja e
positivo — vermelho), sendo analisado espectrofotometricamente em comprimento de

onda de 510 nm.

3.16.6. Analise Estatistica

A analise estatistica dos dados foi realizada mediante a utilizagao do software
GraphPad Prism, versdo 3.02, e o teste t de student no intuito de efetuar analise

comparativa entre os grupos testes e controles.
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4.1. EFEITO DAS LECTINAS CrplL E BJcul EM PLACA BACTERIANA
SUPRAGENGIVAL

A absorbancia média dos grupos CrplL [0.375 (+ 0.028)] e BJcul [0.442 (=
0.087)] foi inferior ao encontrade nos controles [0.860 (+ 0.056)] e [0.753 (= 0.058)],
respectivamente, em placa bacteriana supra gengival. Estes valores das amostras de

ambas as lectinas indicam uma diferenca significativa pelo teste estatistico aplicado (p

< 0.001( Tabela 1).

Estes resultados sugerem um efeito inibitério das lectinas BJcul e Crpl na
placa bacteriana supragengival. Uma analise comparativa quanto & eficiéncia média

das duas lectinas ndo sugere diferenca significativa (Figura 6).

O esmalte dental € um dos tecidos mais mineralizados conhecidos,
consistindo de 96% de porgéo mineral e 4% de material organico e agua. O conteldo
inorgénico do esmalte consiste de cristais de fosfato de calcio conhecidos como
hidroxiapatita, o qual € encontrado no osso, cartilagem calcificada, dentina e cemento.
Varios ions como estréncio, magnésio e fluoreto, se presentes durante a formagéo do
esmalte, podem ser incorporados ou adsorvidos aos cristais de hidroxiapatita. A
suscetibilidade destes cristais serem dissolvidos por acido produz a teoria fundamental

de formagao de carie dental. (EGLAND et al., 2001)
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Apesar da maior parte do volume do esmalte ser ocupado por cristais de
hidroxiapatita, uma pequena porgao de material orgénico aparece entre os cristais. Este
material organico pode ser observado cuidadosamente em secgdes desmineralizadas
de esmalte dental. O cerne deste material consiste de uma seqgliéncia peptidica de
proteina amelogenina rica em tirosina fortemente ligada ao cristal de hidroxiapatita
assim como nac amelogenina. Por causa do seu alto contelido mineral, o esmalte é
considerado extremamente duro, uma propriedade necessaria para suportar as forgas

que sao aplicadas durante o seu funcionamento.(RUDNEY, 2000)

Quando uma superficie dentaria é limpa apropriadamente, algum tempo
depois proteinas de alta afinidade e glicoproteinas, assim como fragos de produtos
bacterianos, com alta afinidade peio esmalte rapidamente adsorvem a superficie do
esmalte e formam uma pelicula muito fina.(STENUDD et al., 2001) A partir desta
pelicula envelhecida € possivel estabelecer o estagio inicial de cérie, nem sempre com
atividade proteolitica, uma vez que ha necessidade de uma troca de microbiota para
que este fendmeno se instale. (RODRIGUEZ, 1999)

A placa bacteriana € o termo aplicado para um depédsito nao calcificado da
superficie dentaria que s&o compostas por microrganismos embebidos em matriz
formada por produtos bacterianos, constituintes salivares e componentes inorganicos. A
formacao da placa bacteriana envolve uma complexa série de reaces fisico-quimicas
dependentes da adsorgdo dos componentes salivares e bactérias aos dentes e a
acumulagdo de massas bacterianas através de interagbes coesivas e de crescimento.
Apesar da deposigéo inicial e acumulacao provavelmente ocorrer em tempo continuo,

varias fases de formac¢&o da placa bacteriana tem sido designadas para facilidade de
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discussao: a) formagéo da pelicula adquirida, b) ligacao inicial da bactéria & pelicula
adquirida, ¢) acumulacéo de placa bacteriana em diferentes niveis.(SVENSATER, 2001)

A pelicula adquirida é formada somente pelas proteinas que possuem a
habilidade e afinidade de serem adsorvidas pelo esmalte dental. Somente as proteinas
que possuem alta afinidade ou ligantes do tipc adesinas especificas para componentes
da pelicuia adquirida que ocorreriic na saliva em ntmero suficiente para serem
adsorvidos. A massa de placa bacteriana cresce por deposicdo continua de bactérias
em um sistema altamente seletivo em relagdo aos nutrientes e potencial de
oxigénio.(SEEMANN, 2001)

Diferentes locais na cavidade bucal sdo colonizados por populacbes distintas
de bactérias. Todas as superficies expostas da boca, inclusive os dentes, tecidos
periodontais e lingua, tém microrganismos especificos associados. A sensibilidade para
um determinado nicho pode, em parte ser influenciada por especificidade de aderéncia
a determinados substratos, especiaimente no caso dos colonizadores iniciais da
cavidade bucal. As bactérias que chegam posteriormente podem ser capazes de aderir
nao so6 as superficies bucais, mas também a outras bactérias que ja estdo aderidas a
superficie. A saliva habitualmente contém anticorpos IgA secretores gue se ligam as
bactérias na tentativa de impedir a aderéncia. Contudo, algumas espécies bacterianas
possuem proteases IgA 1 capazes de clivar as moléculas IgA 1 para gerar fragmentos
Fab e Fc. Estas proteases por si sé realizam um grande papel na aderéncia destas
bacterias. (AHL & REINHOLDT, 1991)

Os Streptococcus salivarius sao chamados como colonizadores iniciais da
cavidade bucal e sao encontrados em maior quantidade no dorso da lingua e no epitélio

bucal. As cepas K+ normalmente possuem trés classes de adesinas, sendo que o
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primeiro grupo media a aderéncia relacionada ao hospedeiro e as reagbes de
agregacéo, hemaglutinacdo e a aderéncia em células epiteliais bucais (WEERKAMP &
JACOBS, 2002). A segunda adesina media a co-agregagéo com Veillonella e, portanto
é conhecida como proteina de ligacdo de Veillonella (PLV) ou antigenc B, enguanto o
grupo final media a co-agregacéo com Fusobacterium nucleatum.

Estes Streptococcus salivarius demonstram que as bactérias podemn
apresentar mais de uma adesina simultaneamente, cada uma com propriedades
especificas de ligagdo. As adesinas de superficie celular mediam a ligacdo aos
receptores, que podem estar localizados na superficie do hospedeiro, permitindo
aderéneia, ou ainda, permitindo co-agregacgdo, dando ac microrganismo uma
oportunidade maior de ser incorporadc aocs varios nichos na cavidade bucal
(HAMILTON and NG, 1993)

Segundo REVIS et al. (2002), os Actinomyces viscosus e os Actinomyces
naeslundii sdo colonizadores iniciais das superficies dentais limpas e estdo entre as
primeiras espécies isoladas na placa supragengival, sendo que possuem dois tipos de
fimbrias envolvidas em aderéncia as superficies bucais e co-agregacdo com outras
espécies bacterianas. As diferentes propriedades de ligagdo das fimbrias podem
explicar a distribuicgo dos Actinomyces na boca, sendo gue as fimbrias do tipo 2,
portanto, permitem a ligacdo a células epiteliais e a Streptococos da placa dental,
enquanto as fimbrias do tipo 1 sdo responsaveis pela aderéncia a superficie dental.

Os Streptococcus mutans tém sido fortemente implicados como
microrganismos causadores da carie dental (HAMADA & SLADE, 2002). Essencial para
o acumulo de Strepfococcus grupo mutans sobre os dentes e para o inicio das leses

cariosas ¢ a presenca de sacarose. Os Sfrepfococcus mutans sintetizam grandes

Tese Doutorado — Maria Betania de Oliveira Garcia 53



4. Resultados e Discussio

quantidades de glicanos a partir de sacarose e possuem normalmente uma lectina de
ligacao de glicano (LLG) e glicosiltransferases capazes de se ligarem aos glicanos.

Os Streptococcus sanguis sdo uma das primeiras espécies bacterianas a
colonizar a superficie dental e s80 uma das bactérias predominantes na placa coronaria
humana e nos sulcos gengivais (GIRBONS & van HOUTE, 1995). As cepas de S,
sanguis precisam ter alta afinidade pela pelicula salivar sobre os dentes. As peliculas
tém um numero pequeno de receptores de neuraminidase-sensiveis de alta afinidade e
um nlmero maior de receptores insensiveis & neuraminidase de baixa afinidade para os
S. sanguis. (GIBBONS et al., 1993)

Numa fase inicial, de 3 a 8 horas apés a limpeza adequada, o dente é
colonizado por Strepfococcus (S. sanguis, S. mitiore S. milleri} e por alguns bastonetes
gram-positivos ( Actinomyces viscosus e A. naesiundif), sendo necessarias pelo menos
24 horas sem limpeza para que haja formacgdo de uma camada de placa clinicamente
evidenciavel (MERIJOHN, 2001)

A multiplicagdo de microrganismos que se aderem inicialmente placa &
responsavel pela maior parte do nimero crescente de bactérias coletadas no dente
apds 24 horas. O tempo que as bactérias bucais levam para dobrar de nimero (tempo
de geracao meédia) foi estimada em trés horas. Isto significa que um microrganismo
pode multiplicar-se atingindo um total de 258 microrganismos em 24 horas. Apos 24
horas de crescimento, a microbiota torna-se significantemente mais complexa. A
proporcdo de Streptococcus diminui para 45%, enquanto cocos anaerébios gram
negativos aumentam rapidamente para 20%. Espécies anaerobias estritas e facultativas
de Actinomyces também se tornam predominates, constituindo cerca de 25% em dois

dias (THEILADE et al., 1992). Esta composigao nos leva a considerar o fato de que a
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microbiota adquire a capacidade acidogénica e acidirica, também de atuar em
mecanismos de protedlise de material organico.(KRASSE, 2000) Verifica-se este fato
analisando o efeito da Crpl - placa com CrplL- controle, onde a partir de uma placa
bacteriana de 48 horas obteve-se uma inibicao proteolitica significativa, assim come na

comparagac realizada com a BJecul - placa com BJcul — controle.(Fig. 6)
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Tabela 1 — Absorbancias encontradas no efeito da lectina de CrpL e BJcul em placa
bacteriana supragengival, utilizando-se do Teste BANA

# CrpL CrpL-Controie BJicul. 8Jcul-Controle
1 0.342 0.725 0.432 0.753
i 0.375 0.762 0.378 0.821
3 0.352 0.743 0.479 0.782
4 0.354 0.731 0.462 0.843
5 0.321 0.727 0.375 0.864
6 0.378 0.748 0.427 0.795
7 0.386 0.713 0.348 0.643
8 0.397 0.734 0.425 0.754
8 0.367 0.714 0.573 0.711
10 (.368 0.721 0.453 0.872
11 0.328 0.767 0.358 0.723
12 0.399 0.754 0.487 0.734
13 0.375 0.740 0.347 0.784
14 0.309 0.730 0.456 0.739
15 0.387 0.761 0.492 0.702
16 0.3786 0.768 0.412 0.732
17 0.401 0.735 0.378 0.638
18 0.406 0.758 0.452 0.742
19 0.358 0.765 0.364 0.793
20 0.397 0.759 0.492 0.762
21 0.354 0.720 0.475 0.769
22 0.385 0.723 0.502 G.801
23 0.389 0.738 0.536 0.768
24 0.376 0.763 0.428 0.723
25 0.359 0.756 0.404 0.654
26 0.368 0.764 0.429 0.673
27 0.421 0.761 0.374 0.738
28 0.309 0.724 0.478 0.753
29 0.349 0.729 0.465 0.798
30 0.384 0.743 0.496 0.742

Media 0.375(x 0.028) 0.741 (+x 0.017) 0.442 (£0.057) 0.753 (+ 0.058)
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1 Crpl. - placa
Crpl. - conirole
BJcul - placa

2 BJcul - controle
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Figura & — Influncia da lectina de Crpl e BJcul sobre a placa bacteriana
supragengival utilizando-se do teste BANA,

4.2. EFEITO DAS LECTINAS CrpL E BJcul. EM DENTINA CARIADA
ATIVA

A absorbancia média dos grupos CrpL [0.471 (+ 0.044)] e BJcul [0.563 (=
0.035)] foi inferior ao encontrado nos controles [0.860 {+ 0.056)] e [0.753 (+ 0.058)],
respectivamente, em dentina cariada ativa. A comparagio enire estes valores das
amostras de lectinas CrpL e BJcul indicam uma diferenca significativa pelo teste t

estatistico aplicado (p < 0.001( Tabela 2).

Estes resultados sugerem um efeito inibitdrio proteolitico das lectinas CrpL e
BJcuL em dentina cariada ativa. Uma andlise comparativa quantc a eficiéncia média

das duas lectinas ndo sugere diferenca significativa (Figura 7).
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Esta microbiota da placa dental coronaria nos leva a reportar o fato de que a
constituicdo da dentina que ¢ um tecido mais resiliente que o esmalte e posSsui em sua
composic8o de peso aproximadamente 70% de material incrganico representado pelos
cristais de hidroxiapatita € como componente organico uma proteina fibrosa colagenc.
O cemento por sua vez é um tecido conective avascular que se assemelha em muito ao
osso. Possui aproximadamente 50% de mineralizagdo, juntc aocs cristais de
hidroxiapatita, e sua matriz organica é o colageno. (TEN CATE, 1994)

Dois estagios, microscopicamente, s3o normaimente distinguidos durante o
fendmeno de carie dental dentinaria e de cementos. Primeirc, o mineral da dentina é
dissolvido e a bacteria penetra nos tubulos dentinarios. Segundo, a matriz dentinaria
desmineralizada ¢ degradada, e as bactérias infiltram na area intertubular
(SCHUPBACH et al,, 1989). Esta seqiiéncia de eventos pode indicar que a degradacac
da matriz dentinaria ocorre depois que se tornou possivel a remogao do material
inorganico. Num estudo in vifro, TEN CATE (1994) confirmou que a matriz dentindria
somente é removida depois da desmineralizacéo acida.

A excrecao de enzimas proteoliticas pelos microrganismos da placa, segundo
SUIDO et al. (1996), ocorre através da atividade proteolitica observada em carie de
dentina e cemento. As proteases podem derivar do fluido crevicular (CIMASONI, 1997)
ou de outras fontes. CLARKSON et al. (1996) concluem que as enzimas proteoliticas
contribuem para formacéo de carie de dentina e cemento. De acordo com KATZ et al.
(1997), encontraram cavitacdo com perda de matriz ocorrendo em solucdes acidas
somente em presenca de proteases. A degradacdo da matriz promove a formacao da
lesGo em dois estagios. Primeiro, a matriz forma uma barreira de difusio iGnica, a qual

& removida pela degradag&o. Segundo a degradagio da matriz gera nutrientes, o qual
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sustenta o crescimento de bactérias cariogénicas. (HOJO et al., 2001) Pode-se verificar,
diante dos resultados obtidos, que ha uma diferenga significativa entre a inibicdo da
dentina cariada nas amostras com BJcul e CrpL em relag@o aos controles, sendo que o

processo foi mais efetivo com a amostra CrplL-dentina.(Fig. 7)
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Tabela 2 ~ Absorbéncias encontradas no efeito da lectina de CrpL e BJcul. sobre a

dentina cariada, utilizando-se do Teste BANA

# CrpL CrpL-Controle BJcul Bdcul-Controle
1 0.439 0.745 0.56 0.753
2 0.375 0.843 0.574 0.821
3 0.453 0.768 0.532 0.782
4 0.354 0.876 0.576 0.843
5 0.486 0.854 0.509 0.864
6 0.478 0.876 0.582 0.795
7 0.432 0.769 0.453 0.643
8 0.447 0.834 0.498 0.754
g 0.346 0.852 0.547 0.711
10 0.456 0.854 0.584 0.872
11 0.483 0.783 0.578 0.723
i 12 0.399 0.876 0.564 0.734
13 0.4983 0.798 0.574 0.784
14 0.485 0.887 0.601 0.739
15 0.493 0.871 0.543 0.702
16 0.475 0.749 0.563 0.732
17 0.401 0.873 0.596 0.638
18 0.406 0.869 0.542 0.742
19 0.487 0.863 0.582 0.793
20 0.397 0.786 0.586 0.762
21 0.486 0.791 0.532 0.769
22 0.489 0.975 0.501 0.801
23 0.475 0.983 0.509 0.769
24 0.467 0.876 0.587 0.723
25 0.489 0.872 0.555 0.654
26 0.485 0.858 0.603 0.673
27 0.421 0.896 0.572 0.738
28 0.403 0.879 0.542 0.753
29 0.495 0.845 0.587 0.798
30 0.484 0.867 0.542 0.742
Media 0.471 (+ 0.044) 0.860 (+ 0.056) 0563 (+ 0.035) 0.753 (+ 0.058)
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Figura 7 — influéncia da lectina de Crpl. e BJcul em dentina cariada utilizando-se do
teste BANA,

4.3. EFEITO DAS LECTINAS CrpL E BJcul. EM CEMENTO CARIADO

A absorbancia média dos grupos CipL [0.684 (+ 0.027)] e BJeul [0.789 (&
0.046)] néo estabeleceu diferenga significativa em relacdo aos controles [0.742 (+

0.030)] e [0.753 (+ 0.058)], respectivamente

iUma andlise comparativa entre os efeitos da lectina CrpL. em placa bacteriana
supragengival, dentina cariada e cemento indica um efeito inibitério na atividade
proteolitica dos dois primeiros citados, sem diferencas significativas. No cemento, por

sua vez, o efeito inibitdrio foi 0 menor.

Uma vez gue KLETER, (1994) considerou o fato gue a carie de cemenio e a
proximidade com o sulco gengival induziam a uma concentragdo elevada de proteases
bacterianas, associada a moléstia periodontal, fica claro o pobre rendimento em reiagéo

a inibigdo da atividade proteolitica tantc de Crpl-cemento quanto da BJcul-
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cemento.(Fig. 8) Uma alteracéo futura da concentracao das lectinas, mais a associagao
de uma higieniza¢do adequada poderia favorecer um resultado mais positivo.

As enzimas protecliticas s&o enzimas que catalisam a clivagem de ligaces
peptidicas em ouiras proteinas. Na literatura, os trés termos, proteinase, protease e
endopeplidase, sc usados como sindnimos. O termo proteinase refere-se as enzimas
que tém atividade endopeptidase, ou seja, habilidade em clivar igactes peptidicas
internas em proteinas com a producdo de peptidecs, e o termo peptidase refere-se as
enzimas que nao tem atividade endopeptidase mas liberam residuos de aminoécidos C-
ou N- terminal de peptideocs e proteinas (BERG, 2001

O efeito inibitdric da atividade da CrpL com N-acetil D-galactosamina foi
comprovado a partir dos controles realizados corroborando PANDO. (2001}, que
conseguiu uma inibicdo na hemagiutinacao a partir da utilizagdo deste composto.

O efeito inibitério da atividade da BJcul com lactose foi comprovado a partir
dos controles realizados corroborande CARVALHO, (2001), que conseguiu uma

inibicgo na hemaglutinac&o a partir da utilizagao deste composto.
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Tabela 3 — Absorbancias encontradas no efeito da lectina de CrpL e BJcul sobre

cemento cariado, utilizando-se do Teste BANA

# Crpl. CrpL-Controle BJdcul BJcul-Controle
1 0.675 0.749 0.753 0.753
2 0.790 0.785 0.784 0.821
3 0.693 0.801 0.746 0.782
4 0.684 0.793 0.875 0.843
5 0.688 0.765 0.865 0.864
8 0.676 0.803 0.768 0.795
7 0.684 0.743 0.784 0.643
8 0.699 0.799 0.795 0.754
9 0.681 0.783 0.748 0.711
10 0.678 0.732 0.896 0.872
11 0.691 0.728 0.843 0.723
12 0.654 0.801 0.843 0.734
13 0.683 0.712 0.748 0.784
14 0.690 0.730 0.765 0.739
15 0.698 0.751 0.784 0.702
16 0.697 0.720 0.832 0.732
17 0.688 0.734 0.796 0.638
18 0.645 0.741 0.758 0.742
19 0.679 0.733 0.795 0.793
20 0.637 0.728 0.765 0.762
21 0.659 0.713 0.785 0.769
22 0.678 0.745 0.754 0.801
23 0.673 0.790 0.784 0.769
24 0.687 0.703 0.764 0.723
25 0.701 0.738 0.865 0.654
26 0.634 0.727 0.866 0.673
27 0.639 0.718 0.886 0.738
28 0.666 0.737 0.843 0.753
29 0.695 0.765 0.832 0.798
30 0.694 0.779 0.794 0.742
Media 0684 (+0027) 0789 (+004 0.742 (+ 0.030 753 (+ 0.05
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Figura 8 ~ Influncia da lectina de CrpL & BJcul em cemento cariado utilizando-se
do teste BANA.

4.4. EFEITO DA LECTINA SOBRE A ATIVIDADE PROTEOLITICA DA
MICROBIOTA ORAL

e

A descoloraggo dentinaria é um indicador comum de carie e, mais
especificamente, do estadiamento do processo carioso. A reacdo de Maillard entre
carboidratos e proteinas tem sido implicada como a causa desta descoloracio
(ARMSTRONG, 1964). O produte inicial entre carboidrato e o amino grupo das
proteinas pode iniciar uma cascata de reagdes, ultimando a formacao de polimeros
amarronzados, proteinas de ligagdo cruzadas. Na carie dental, a reagdo tem sido
implicada na causa da resisténcia do colageno dentinario conira a atividade proteolitica
bacteriana. (KLETER, 1998)

Como produtos desta reagdo sugere-se a formagso de carboximetillisina e

pentosidina. Pouca furosina é detectada, o que implica gue os produtos da reacdo de
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Maillard devem ser formados por meio de ouiras reacdes, além do que, a adigdo de
carboidrato glicose a lisina; uma vez que ha um aumento da glicosilagdo em matriz
dentinaria. (Dyer, 1991)

Sugere-se que carboidratos e glicoproteinas, assim como acido ascorbico,
podem ser oxidados a intermediarios que podem interagir proporcionande aumento na
carboximetil lisina e pentosidina. (WELLS-KNECHT, 1995)

Em outra instancia, metabdlitos aldeidicos do ciclo do glioxilato e glicélise
podem induzir a uma lise de células microbianas. Muitos destes aldeidos sdo capazes
de induzir ligacdes cruzadas em colageno (POLLOCK, 1987). Duas reacgdes oposias
ocorrem, um decréscimo das ligagdes cruzadas fisioldégicas e a necformagéo de
ligaces cruzadas pela reagdo de Maillard.

Carboximetdl lisina pode ser formada pelo glioxal e Aacido glioxilico;
dihidroxiacetona e gliceraldeido sac precursores potenciais de pentosidinas. (GLOMB &
MONNIER, 1995)

A Reacao de Maillard da matriz orgénica pode influenciar a formacao de leséo
dentinaria, por prolongar exposicdo de acido, desnaturando o colageno e produzindo
segmentos moleculares resistentes as enzimas de degracao proteolitica (KLETER,
1994). Uma hipdtese de ag@o seria estimulagdo da Reagdo de Maillard por Crpl e
BJcul, o que pode ser comprovado por experimentos especificos in vitro.

Em uma segunda hipétese, poderia ocorrer uma semelhanca de agdo, assim
como a clorexidina, descrita por GARCIA (2001), que afirma que a inibicao da atividade
proteolitica ocorre por retenc@o de proteinas ndo colagenoliticas, como fosfoproteinas.
As fosfoproteinas s@o normaimente encontradas na matriz organica dentinaria e

funciona como indutora da biomineralizagao. (CLARKSON, 1991)
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A inibigdo da lectina sobre a atividade proteolitica da microbiota oral pode ser
sugerida tal e qual o reconhecimento da BJcul e, mais especificamente, da CrpL ao da
lectina de amendoim na proliferagéo celular, com diferentes padrbes de glicosilacéo nos
fatores de crescimento § em compartimentos teciduais soliiveis que ocorrem durante ¢
fenémeno de carie dental. (ROBERTS-CLARK, 2000)

Nas Gltimas décadas, estudos in vivo e in vitro sugerem a existéncia de um
sistema de defesa do hospedeiro baseado em carboidratos (SWANBORG EDEN,
1987). Estes estudos mostram que um uropatégeno Escherichia coli pode ligar-se 3
porgao glicoconjugada do glicano no urotélio. Receptores soltveis andlogos inibem ests
ligacéc e subseqlente desenvolvimento de infecgao (SWANBORG EDEN et al., 1990).
Este modelo pode ser aplicado para colonizagao das estruturas orais por patégenos
como o cariogénico S. mutans. Consequentemente, a aparente redugéo dos padrdes de
glicosilagdo na saliva, pode sugerir alteraggo na suscetibilidade cariogénica.
(STROMBERG, 1996)

Toda estrutura de oligossacarideo simples na saliva representa um potencial
ligante para a ades&o bacteriana de tipos de lectina, se a especificidade de ligacéo da
lectina corresponde ao dos oligossacarideos. Também, a porcao da IgA parece mostrar
uma interagdo com bactérias orais inespecificas. Assim, a utilizacdo de lectinas animais
ou vegetais que alterem o padrao de glicosilagao na superficie bacteriana, impede as
interacdes nao desejaveis com imunoglobulinas especificas .

Neste parametro, SEEMANN (2001) demonstrou que os residuos galactosil
tém sido indicados pelo envolvimento com a ligacdo mediada por lectinas do S. mutans

em substratos in vilro, assim como séo capazes de bloquear a ades&o in vivo, se
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presentes em excesso nos dlicoconjugados salivares. Conseguentemente, a
observacdc de uma alta viabilidade de residuos galactosil, provenientes de glicosilacéo,
em criangas resistentes a cérie pode ser, em parte, responsavel por uma reducédo de
colonizacdo de bactérias e alteracéo de atividade proteolitica.

Estudos reaiizados por LOESCHE et al. (1987) tém demonstrado que a
hidrélise de substrato de tripsina N-benzoil-DL-arginina-2-naftiiamida (BANA) da placa
subgengival e supragengival, carie de dentina e carie de cemento podem ser
indicadores de atividade proteolitica. FEITOSA (1993) indica que a especificidade e
sensibilidade do teste BANA alta para este tipo de procedimento. Este tipo de teste
inclusive pode ser associado a condicbes de mal odor que séo presenteé em aigumas
cavidades bucais (KOZLOVSKY et al., 1994). GARCIA et al. (1997) demonstraram que
hé possibilidade de uma inibicdo proteolitica de placa supragengival pela utilizagdo de
substancias quimicas, sendo que a clorexidina possui esta atividade em solugio de
0,12% em verniz sobre cérie de dentina e carie de cemento. (GARCIA, 2000)

Embora fenha surgido nos dltimos anos uma série de pesquisas visando o
controle quimico da placa bacteriana e substancias com atividade cariostatica para
carie de dentina e cemento, (AIANAMO, 2001), ainda nao foi possivel a obtengdo de
uma substancia ideal. Levando-se em conta a via sistémica de administracdo, uma
substancia ativa contra estes microrganismos da placa deveria agir somente no fluido
da placa gengival. Neste particular, tém sido aventada a hipdtese do uso de
antibioticos como metronidazol e tetraciclina, segundo LOESCHE, (2001). No entanto
estes medicamentos atuariam somente na vigéncia de sua administracdo; como tal as

indicagdes sao restritas aos casos especificos, devendo ser evitadas de forma rotineira.
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4. Resultados e Discussio

As maiores esperancas estio assentadas na possibilidade de controle topico:
assim diversas substancias vém sendo observadas. Destaca-se em placa bacteriana
scbretudo o digluconato de ciorexidina, utilizade dentro da Odontologia a partir da década
de 70 sob a forma de bochechos. Nas concentragdes utilizadas é possivel um controle
compietc da placa bacteriana e gengivite, apesar dos efeitos colaterais, o seu usc em
condicbes especiais, como no caso de ‘pacientes excepcionais ou em limitaces
transitorias de higiene bucal, como no caso de pacientes acidentados. (ADDY, 2001)

Na carie dentina e cemento, ainda, a substincia mais pronunciada & o
diaminofluoreto de prata com o grande inconveniente do escurecimento dental e =
possibilidade de necrose pulpar frente a proximidade da lesdo com a polpa. (NAKAE et
al.,, 1998). Os estudos de GARCIA, (2000) remetem a uma andlise mais criteriosa da
clorexidina em verniz para uma possivel utilizacdo com efeito cariostatico.

Os ﬂuo}etos também tém sido objeto de muita atencao, a possibilidade destes
diminuirem a sensibilidade dentinaria, atuarem junto a uma inibicao da enolase da via
glicolitica bacteriana e alterarem a permeabilidade da parede bacteriana induzindo a
uma reducé&o indireta da placa bacteriana, (CURI, 2001).

De qualquer maneira, as substéncias quimicas, além dos efeitos adversos,
apresentam o inconveniente de uma vez suspenso o seu uso, permitirem rapidamente a
repopulagéo bacteriana e eventualmente mutages, mas se constituem de um grande
meio para controle no Brasil do mecanismo de desenvolvimento da carie dental. A
realizagao de pesquisas que procurem compreender a atuagao das lectinas com efeitos
de inibicao de atividade proteolitica em bactérias orais é fundamental para um controle

mais preciso do fendmeno de cérie e moléstia periodontal.
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5. Conclusodes

O estudo envolvendo a Crpl. permitiu conciuir que:

¢+ A CrpL apresenta um efeito de inibigdo de atividade proteolitica acentuado em
relag&o a placa bacteriana supragengival e moderado na dentina cariada;

+ A CrpL ndo apresenta um efeito significativo de inibicso de atividade proteolitica
em relagdo ao cemento em funcio da alta concentracdo de proteinases
provenientes do sulco gengival e fluido crevicular.

¢ A atividade da CrpL foi inibida em funcdo da presenca de N-acetil-D-
galactosamina.

O estudo envolvendo a BJcul permitiu concluir que:

+ A BJcul. apresenta um efeito de inibigéo de atividade proteolitica acentuado em
relac@o a placa bacteriana supragengival e moderado na dentina cariada;

+ A BJcuL néo apresenta um efeito significativo de inibicdo de atividade
proteolitica em relagdo ao cemento em funcdo da alta concentracdo de
proteinases provenientes do sulco gengival e fluido crevicular.

+ A atividade da BJculL fol inibida em funcéo da presenca de lactose.

A comparacgéo dos dois estudos permite concluir que:
+ Em todas as amostras ao efeito de inibigao proteolitica foi superior em Crpl do

que em BJcuL.
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6. Perspectivas

Uma meihor compreensdo sobre os mecanismos de acido das lectinas
(Crotalaria paulina e Bothrops Jjararacussu) pode ser de relevancia na Odontologia se
este conhecimento puder ser um auxiliar em qualidade de sadde bucal. Existem
evidéncias que alguns tipos de lectinas apresentam atividade antimicrobiana em
bactérias cariogénicas. Uma inibigdo do processo cariogénico mediada por lectinas
pode ser ber}éﬁca em pacientes de alto risco e que apresentam, temporariamente,
inabilidade de regeber tratamento convencional. Este prognostico somente podera ser

realizado apés estudos aprofundados de toxicidade e atuacao direta em microbiota oral.
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Abreviaturas para Aminoacidos’

Aminoacidos Abreviacio Simboio
Alanina Ala A
Arginina Arg R
Asparagina Asn N
Acido Aspartico Asp D
Cisteina Cys C
Glutamina Gin Q
Acido Glutamico Glu E
Glicina Gly G
Histidina His H
Isoleucina lle i
Leucina Leu L
Lisina Lys K
Metionina Met M
Fenilalanina Phe F
Prolina Pro P
Serina Ser S
Treonina Thr T
Triptofano Trp w
Tirosina Tyr Y
Valina Val Vv

! Segundo nomenclatura do IUPAC
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Abstract:

Purpose: Lectins are polyvalent carbohydrate-binding proteins which agglutinate red blood cells.
Identified in plants and animals, they have also been found in snake venoms. The purpose of this
study was to investigate the effect of lectins from different origin on proteolytic activity in
supragengival plaque, coronal and root dentinal caries samples by CrpL and Blcul.. Materials
and Methods: The lectins used in this study were purified from the venom of the snake Bothrops
Jararacussu —~ BlcuL, and from seeds of the leguminosae Croralaria pauling. An excavator (I mg
wet weight) was used to collect was used to collect thirty supragengival plaque samples, thirty
coronal caries samples and thirty root caries samples, which were placed in Sorensen’s buffer pH
7,2. The samples were vortexed for 30 seconds and a aliquot of 250 L were added to 1.67
mmol/L. agueous solution of n-benzoyl-DL-arginine-naphthylamide (BAN A®) and then they were
divided and introduced in CrpL group — CrpL 4uM, CrpL control — CrpL 4pM and N-acetil-D-
galactosamine 25mM, BlcuL group — BJeul 6 uM, Blcul. control — BJcul. 6 uM and lactose 0.8
mM and Control — BSA 1mM. The mixtures were incubated for 18 hours at 370C and colour was
developed by the addition of Fast Garnet ® 0.1 M. The optical density at 510 nm was recorded
spectrophotometric-ally. Independent t-tests were employed to determine differences between
mean optical densities of the experimental groups and controls. Results: The mean optical
density of CrpL group 0.375(+0.028) and BJcuL group 0.442(%0.057) was significantly different
than 0.860(x0.056) and 0.753(£0.058) control groups (p<0.001) in supragingival plaque samples.
The mean optical density of CrpL. group 0.471(+0.044) and BJculL group 0.563(£0.035) was
significantly different than 0.860(+0.056) and 0.753(+0.058) control group {p<0.001) in coronal
caries. The mean optical density of CrpL group 0.684(+0.027) and BJcuL group 0.742(%0.030)
wasn’t significantly different than 0.789(+0.046) and 0.753 (+0.058) control group in root caries.
The mean optical density of BSA control group was 0.798 (+0.043). Clinical Significance: This
study demonstrated that CrpL and BJcuL can inhibit proteolytic activity present in human
supragengival plaque and coronal caries.

Key words: Bothrops jararacussu, Crotalaria paulina, Proteolytic activity, plaque, caries
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Introduction

Lectins are proteins or glycoproteins, found in a diverse array organisms. They consist
in a large group of proteins with ability of binding specifically, reversibly, and non covalently
carbohydrates (Kishore,1997). Some of these molecules may also contain a second binding site
that interacts with a non carbohydrate ligand. As many as the numbers of lectins are, many are
the different functions they have (Singh et al.,1999).

Many functions have been atributed to lectins from different origins, and studies of the
effect of lectins on cancer have focused on the biological and biochemical characterization of
endogenous lectins from tumor cells. Furthermore, lectins were also shown to affect the growth
of anormal and cancer cells (Sanford & Harris-Hooker, 1990; Camby and cols, 1996; de
Carvatho, 2001).

Reversal of incipient enamel lesions can be achieved with the use of chemical
modalities treatments such as fluorides and xylitol chewing gum (Featherstone,1999). While
recovery of structural integrity is not possible when caries progressed substantially into dentin,
treatment strategies that arrest these lesions have been proposed based on promising results of
clinical trials (Ten Cate,1998).

Hydroxiapatite crystals are the major component of dentin corresponding to
approximately 80% of this volume (Nyvad, 1997). The remaining 20% are essentially water,
collagen’s and non collagen’s proteins. Dental enamel of erupted teeth is almost completely
mineral. Enamel is a product of ameloblasts, a specialized sheet of cells within the enamel organ
epithelia (EOE) of developing teeth (Garcia,1997). Therapy strategies developed for arresting
dentin caries commonly aim at the retention of dentin’s organic matrix. An emerging alternative
paradigm is based on inhibiting of degradation of dentin’ s organic matrix (Klein, 1999).

Therefore, this study was designed to evaluate in vitro effect of Crotalaria paulina
seed lectin and Bothrops jararacusssu venom snake lectin on proteolytic activity of

supragengival plaque, coronal and root dentinal caries.
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Materials and Methods

Lectin - The lectin from Bothrops jararacussu venom (BJeul) was isolated by affinity
chromatography on an immobilized D-galactose columm as described by Carvalho et al,, (1998).
The lectin from the seeds of Croralaria pauling (CrpL) was isolated by two chromatographic
steps as described by Rego et al,, (2002) The lectins were exhaustively dyalized against distilled
water and stored at - 40C until used.

Patient and tooth selection — Ninety patients approved by the committee at the Sao Francisco,
Brazil, were studied in subjects 21-50 vears old. Patients received oral hygiene instructions and
dietary counsenling only at the completion of the study, when all carious lesions were properly
restored.

Clinical characteristics of plaque and carious lesions - An experienced and independent
clinician blindly evaluated supragengival plaque and caries lesions according the following
criteria, tested by probing with a dental explorer: dentin caries soft and root caries soft.
.Specimen treatment - A standartized excavator (1 mg wet weight) was used to collect thirty
supragengival plaque samples, thirty coronal caries samples and thirty root caries samples, which
were placed in Sorensen’s buffer pH 7,2.

Measurement of proteolytic activity — The meansurement of proteolytic activity was realyzed
as described by Garcia et al., (1997). The samples were vortexed for 30 seconds and a aliquot of
250 pL were added to 1.67 mmol/L aqueous solution of n-benzoyl-DL-arginine-naphthylamide
(BANA®), a substrate for proteolytic enzymes and then they were divided and introduced in
CrpL group — CrpL 4uM, CrpL contro]l — CrpL 4uM and N-acetil-D-galactosamine 25mM,
BJeul group — BlcuL 6 pM, BJcuL control — Bleul. 6 pM and lactose 0.8 mM and Control —
BSA 1mM. The mixtures were incubated for 18 hours at 370C and colour was developed by the
addition of Fast Garnet ® 0.1 M. The optical density of the cromo-product was recorded
spectrophotometrically at 510 nm (E 225 D-CELM).

Statistical analysis - Independent t-tests were employed to determine differences between mean

optical densities of the experimental groups and controls.
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Results

A decrease in proteolytic activity measured by the BANA assay was observed in
supragengival plaque samples and in dentinal carious lesions using Crotalaria paulina seed lectin
and Bothrops jararacusssu venom snake lectin. The results are given as mean-SD and are
expressed as the percentage compared to the control value arbitrarily defined as 100%. The
inhibition of proteolytic activity (recorded as OD) was highly significant when supragengival
plaque samples, CrpL 43.60% -BJcul 58.69%, and dentinal carious lesions, CrpL 54.76% -
Bleul. 74.76%, was compared to the root dentinal caries, Crpl 92.18% - Blcul 104.7%, in
vitro.

The mean optical density of Crpl group 0.375(x0.028) and Bleul. group
0.442(+0.057) was significantly different than 0.860(£0.056) and 0.753(+0.058) control groups
(p<0.001) in supragingival plaque samples. The mean optical density of Crpl group
0.471(20.044) and BlJcuL group 0.563(+0.035) was significantly different than 0.860(x0.056)
and 0.753(£0.058) control group (p<0.001) in coronal caries. The mean optical density of CrplL
group 0.684(zx0.027) and BJcul group 0.742(%0.030) wasn’t significantly different than
0.789(£0.046) and 0.753 (£0.058) control group in root caries. The mean optical density of BSA
control group was 0.798 (+0.043).
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Discussion

Caries progression through dentin involves both the removal of the inorganic
components, hidroxyapatite, and the proteolytic degradation of dentin’s organic matrix (Kleter,
1998). The degradation of dentin collagen potentially contributes to the acceleration of caries
progression by allowing the release of mineral crystals from the dentin, ie. by facilitating
demineralization. Proteolytic enzymes dissolve the organic matrix and so bacteria can infiltrate
with more facility in the intertubular area. The matrix forms a barrier to ionic diffusion, which is
removed by degradation and this degradation of the matrix yields nutrients, which may sustain
the growth of cariogenic bacteria. i

The excretion of proteolytic enzymes by plaque microorganisms probably accounts for
the proteolytic activity cbserved in carious dentin. Proteases may also derive from crevicular
fluid, when root lesion is in contact with the sulcus. There are studies that purified, from human
teeth, a collagenase which is activated upon acidic challenge. The root lesion may therefore
contain proteases from different sources, this information support our results in root caries.

Recent evidence demonstrates that chemical substances penetrate deeply into dentin
(Arends,1997). Therefore the dentin impregnated by chemical substances may function as slow-
release devices for extended periods of time. Qur study design does not allow for the long-term
evaluation of chemical substances, like lectins, availability in dentin substrates, but shows that
the proteolytic activity present in dentinal caries and supragengival plaque samples is inhibited.
These findings agree with a previous study (Garcia, 2001 ) showing that chemical substances
nhibits proteolytic activity present in coronal and root dentin caries samples in vivo.

Lectin’s inhibitory effect on proteolytic activity may have an additional effect that
contributes to the arrest of caries. We hipothesize that the inhibition of proteolytic activity
mediated by lectin enhances retention of non-collagenous proteins, phosphoproteins, in dentin.
Phosphoproteins are normally found in the organic matrix of dentin and function as inducers of
biomineralization (Clarckson,1991 ). Therefore, if these proteins are retained in the carious dentin
by the anti-proteolytic action of lectins, they may play a role in enhancing remineralization of the
carious lesion. The effect of chemical substances on dentin calcium and phosphate in an

experimental model of in vitro demineralization has been reported (Garcia, 1997), showing that
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these substances inhibited precipitation of phosphate when the dentin was submitted to acidic
challenges.

Interations between bacterial adhesins of lectin type and the oligossacaride part of
immobilised glycoconjugates on the tooth surface are involved in the specific colonisation of
teeth. The specificity of the adhesion process is determined by the carbohydrate specificity of the
bacterial lectins and the availability of the corresponding glycosilation pattern. On the other hand
the same glycoproteins and lectins structures can specifically prevent the binding of bacteria by
competitively blocking their adhesion (Seemann, 2001).

Our understanding about the mechanisms of action of lectins (Crotalaria paulina lectin
and Bothrops jararacussu venom snake lectin) can only be relevance to dentistry if this
knowledge can be translated into enhanced quality of dental care. There is an evidence that some
kind of lectin has antimicrobial activity against cariogenic bacteria. Parallel to its antimicrobial
action, mounting evidence demonstrates that lectins also interacts with tooth structure and
mediates remineralization arrestment of carious lesions. Rapid inhibition of the cariogenic
challenge mediated by lectin may be beneficial for patients with high caries activity that are
temporarily unable to receive comprehensive restorative treatment. This would allow enough
time for proper restoration of existing cavities and perhaps prevent the development of pulp
pathologies. The same rationale for the use of lectin (Crotalaria paulina lectin and Bothrops
Jjararacussu venom snake lectin) can be applied to under privileged populations that have limited
access to regular dental care. Very young children or mentalphysically-compromised patients
waiting to receive proper treatment under general anesthesia may also benefit of the chemicaily-
induced arresting of carious lesions mediated by lectin. In addition, lectin (Crotalaria paulina
seed lectin and Bothrops jararacussu venom snake lectin) may be indicated for prevention of
secondary caries. These issues require further study. In conclusion, Crotalaria paulina seed
lectin and Bothrops jararacussu venom snake lectin can inhibit proteolytic activity in

supragengival plaque and coronal dentinal caries in vitro.
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Figure Legends

Figure 1- Effect of Crotalaria paulina seed lectin (CrpL) and Bothrops jararacussu venom snake
lectin (BJcuL) on the proteolytic activity present in supragengival plaque samples (n=30). The
results are given as mean-SD and are expressed as the percentage compared to the control value

{non-treated plaque) arbitrarily defined as 100%.

Figure 2- Effect of Crotalaria paulina seed lectin (CrpL) and Bothrops jararacussu venom snake
lectin (BJcuL) on the proteolytic activity present in dentinal caries samples (n=30). The results
are given as mean-SD and are expressed as the percentage compared to the control value {non-

treated dentinal caries) arbitrarily defined as 100%.

Figure 3 - Effect of Crotalaria paulina lectin (CrpL) and Bothrops jararacussu venom snake
lectin (BJcul) on the proteolytic activity present in root caries samples (n=30). The results are
given as mean-SD and are expressed as the percentage compared to the control value (non-treated

root caries) arbitrarily defined as 100%.

162



Percentage

150+

160

50

Figure 1

Crpl. control
Crpl group

2 BJcul confrol
2 BJcul group

103



150+

Percentage
S
T

(&)}
Lo}
]

Figure 2

EEZ Crpl confrol
1 Crpl. group

2 BJcul. control
2 BJcul group

104



Percentage

180~

s

]

o
1

[4;
[
1

Figure 3

Crpl control
CrpL group
EEg BJcul control
o B.Jcul group

108



