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RESUMO

Biofilmes sd3o comunidades microbianas complexas nas quais seus integrantes sao
envoltos por uma matriz que torna-os resistentes a farmacos e ao sistema imunolégico. Dentre as
moléculas estudadas para combaté-los, destacam-se as lectinas, proteinas que se ligam
reversivelmente a carboidratos e que possuem diversa aplicabilidade na medicina. Lectinas
podem ser capazes de inibir a formacao e de desagregar biofilmes. Tabebuia aurea é uma planta
presente no semiarido nordestino, utilizada na medicina popular € com potencial aplicabilidade
para o desenvolvimento de farmacos. Esse estudo tem como objetivo avaliar a atividade
antibiofilme de fracdes proteicas com atividade lectinica extraidas de 7. aurea, sobre
Streptococcus mutans. Para tal, folhas de 7. aurea foram coletadas, trituradas, e a farinha obtida
foi submetida a extracdo proteica. O extrato bruto (EB) obtido foi submetido a precipitacao
proteica fracionada com sulfato de amonio. As fragdes obtidas, denominadas F1, F2 e F3, foram
submetidas a didlise exaustiva utilizando uma membrana semipermeavel para a remocao do
sulfato de amodnio. As amostras foram submetidas a quantificacdo proteica e a ensaios de
atividade hemaglutinante (AH) utilizando eritrocitos glutarizados humanos, tipo AB. As fragdes
proteicas antes da dialise apresentaram teor proteico (F1: 49,61 mg/mL; F2: 42,52 mg/mL; F3:
23,47 mg/mL), mantido ap6s a didlise (F1: 50,88 mg/mL; F2: 30,08 mg/mL; F3: 10,94 mg/mL).
Foi determinada AH nas fragdes antes da dialise (AH: 32.768"' em F1; AH: 2.048"' em F2; AH:
4.096" em F3), sendo reduzida apos a dialise (AH: 4.096" em F1; AH: 327" em F2; AH: 128" em
F3). Em seguida, foi realizado o cultivo de Streptococcus mutans em caldo Mueller-Hinton, e a
formac¢ao de biofilme foi avaliada em um ensaio piloto pela metodologia do cristal violeta. Os
grupos tratados com as fragdes proteicas de folhas de 7. aurea mostraram ser semelhantes ao
observado no grupo controle (tratado com agua destilada), o que indica que nas concentragoes
empregadas, as amostras ndo se mostraram capazes de inibir a formacdo de biofilmes por S.
mutans.
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1 INTRODUCAO

Plantas tém sido utilizadas na medicina desde os tempos antigos (primeiros registros:
3000 a. C.), sendo amplamente empregadas durante a idade média, e possuindo importancia até
os dias atuais (LOPES et al., 2018.; FERREIRA et al, 2014). Fitoterapia ¢ um ramo da medicina
que utiliza vegetais para tratar doencas e promover a saude, através da utilizacdo da planta como
um todo, ou através da extragdo de compostos de interesse terap€utico € seu emprego no
desenvolvimento de novos farmacos (FALZON; BALABANOVA, 2017). Um dos principais
empregos modernos da fitoterapia ¢ no combate a microrganismos resistentes a antibidticos,
tendo em vista a ampla gama de moléculas com atividade antimicrobiana que podem ser
extraidas de plantas (ENIOUTINA et al., 2017).

Dentre as diversas classes de moléculas biologicamente ativas que podem ser extraidas de
vegetais, destacam-se as lectinas, uma classe de proteinas de origem ndo imunoldgica
amplamente distribuida na natureza, que caracteriza-se por sua capacidade de ligar-se de maneira
reversivel e especifica a carboidratos por meio de interagdes fracas (VAN DAMME, 1998).
Lectinas podem possuir diversos papéis na fisiologia vegetal, como reserva de nitrogénio, fatores
de reconhecimento a outras proteinas, mediadores de simbiose, na defesa contra patdgenos, e
possuem ampla aplicabilidade potencial na industria farmacéutica (SANTOS et al., 2014). Maia
(2015) observou a presenca de lectinas em fracdes proteicas de folhas de Tabebuia aurea e
realizou sua purificacdo parcial.

Tabebuia aurea ¢ uma arvore ou arbusto nativa da América do Sul (SILVA et al., 2007)
amplamente distribuida nas mais diversas regides brasileiras, estando presente no Norte,
Nordeste, Centro-Oeste ¢ Sudeste. E conhecida popularmente como ipé amarelo, caraibeira e
para-tudo, e ¢ utilizada para a producdo de cabos de ferramentas, na construcao civil e naval,
como planta ornamental, para a arborizagdo e paisagismo de cidades, e para o reflorestamento de
areas degradadas (LORENZI, 1992). Além destas, 7. aurea também ¢ popularmente empregada
como planta medicinal, como anti-séptico (MACEDO; FERREIRA, 2004), anti-inflamatério
(SOUZA; FELFILI, 2006), para combater anemia (BORBA; MACEDO, 2006), infec¢ao urinaria,



helmintiases, gripe, e resfriado (DE ALBUQUERQUE et al, 2007). Possui potencial
aplicabilidade para o desenvolvimento de firmacos, ja sendo comprovadas algumas atividades
biologicas, como antimicrobiana (BARBOSA-FILHO et al., 2004; SANTOS et al., 2014),
moluscicida (SILVA et al., 2007), antiveneno (REIS et al., 2014) ¢ antioxidante (DOS SANTOS,
2012).

Na area da microbiologia médica, um dos grandes desafios a serem superados esta na
demanda constante por novos farmacos, tendo em vista a constante adaptacdo dos
microrganismos aos antimicrobianos convencionais, € também a sua eficacia limitada em certos
tipos de microrganismos, particularmente, microrganismos capazes de formar biofilmes sdo mais
resistentes aos antimicrobianos convencionais. Biofilmes sdo agregados microbianos
heterogéneos que crescem aderidos a uma superficie, envoltos por uma matriz porosa produzida
pelas proprias células, sendo geralmente constituida de polissacarideos, proteinas e acidos
nucleicos. Esta matriz permite uma maior eficiéncia na captacdo de nutrientes € uma maior
tolerancia a substancias antimicrobianas, tornando-os particularmente problematicos para a
clinica e na industria (MADIGAN et al., 2016). Desta forma, o presente estudo visou avaliar a
atividade antibiofilme de preparagdes proteicas com atividade lectinica obtidas de folhas de

Tabebuia aurea contra microrganismos de interesse clinico.



2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 FITOTERAPICOS E FITOFARMACOS

Fitoterapicos sdo preparacdes vegetais com potencial terapéutico, produzidas a partir de
plantas inteiras, com a finalidade de curar doencas ou de aliviar seus sintomas, possuindo uma
ampla gama de moléculas em sua composic¢ao, enquanto os fitofasrmacos sdo os principios ativos
em sua forma purificada (FIOCRUZ, 2020).

Apesar da reducdo em sua popularidade com a moderniza¢ao dos processos industriais no
século XX, a medicina tradicional ainda ocupa posi¢do de destaque nos paises em
desenvolvimento, tendo em vista que cerca de 80% da populacdo ainda utilizam praticas
tradicionais na saude, sendo 85% destas envolvendo o uso de plantas medicinais (CORREA;
RODRIGUES; BARBANO, 2006; FERREIRA et al, 2014). Nos dias atuais, a utilizagdo de
plantas medicinais ¢ de fitoterapicos ¢ crescente, tendo em vista o alto custo, ¢ mais comuns
efeitos adversos dos medicamentos sintéticos (BRUNING et al., 2012).

Dentre as diversas biomoléculas vegetais com potencial farmacologico, destacam-se as
lectinas, uma classe altamente heterogénea de proteinas que caracterizam-se por sua origem
ndo-imunoldégica e por possuirem ao menos um sitio de ligacdo reversivel e especifica a
carboidratos ou glicoconjugados, sendo a maioria destas capazes de aglutinar células (SANTOS
etal., 2014).

Dentre os diversos grupos de seres vivos que as expressam, lectinas vegetais destacam-se
como as mais estudadas, tendo em vista sua abundancia e a atividades bioldgicas de interesse,
como propriedades antivirais (LOPEZ et al., 2003), antibacterianas (DA SILVA et al., 2019),
antifungicas (DA SILVA et al., 2018), antitumorais (DE BRITO et al., 2019), inseticidas (AL
ATALAH; SMAGGHE; VAN DAMME, 2014), anticoagulantes (COSTA et al., 2017),
mitogénicas (NG et al., 2015) e indutoras de apoptose (ISLAM et al., 2018).



2.2 SUBSTANCIAS ANTIMICROBIANAS E RESISTENCIA MICROBIANA

Antimicrobianos sdo substancias capazes de inibir o crescimento ou destruir
microrganismos. Foram descobertos por Alexander Fleming em 1928, e desde entdo tem sido
utilizados amplamente e de forma rotineira (LEVIN et al,, 2014). Em bactérias, sua atuagdo
geralmente se dd por quatro mecanismos: interferéncia na sintese de parede celular, inibi¢ao da
sintese proteica, da sintese de acidos nucleicos, ou de outra via metabdlica (TENOVER, 2006).

A busca por novos fitoterapicos antimicrobianos ¢ especialmente importante nos dias
atuais, tendo em vista o problema crescente que ¢ a resisténcia microbiana, que se da através da
selecdo artificial de microrganismos resistentes a antibidticos, em decorréncia muitas vezes do
uso inadequado destes (DUARTE, 2006). A resisténcia ¢ originada de mutagdes genéticas que,
em bactérias, pode ser desenvolvida através de diversos mecanismos, como a produgdo de
enzimas que degradam o composto antimicrobiano, produ¢ao de bombas que expulsam o
composto antimicrobiano da célula, reducdo da permeabilidade celular ao farmaco através da
reducdo da expressdo de porinas, e alteragdo na composi¢do quimica da parede celular
(TENOVER, 2006).

Além da resisténcia induzida por selecdo, a agregacao de microrganismos em biofilmes ¢
outro fator que reduz a eficicia dos fArmacos antimicrobianos, podendo tornar os microrganismos
habitantes até¢ 1.000 vezes mais resistentes, devido a permeabilidade reduzida das matrizes e a
expressdo de genes que aumentam a tolerancia ao estresse. Por este fator, muitas das infecg¢des
que envolvem a formagao de biofilmes sdo incuraveis ou de dificil tratamento (MADIGAN et al.,
2016), o que da grande importincia ao desenvolvimento de firmacos capazes de destruir

biofilmes ou de inibir sua formacao (NAMASIVAYAM; ROY, 2013).

2.3 Tabebuia aurea

Tabebuia aurea (Silva Manso) Benth. & Hook. f. ex S. Moore, conhecida popularmente

como craibeira, para-tudo, caraibeira, caroba-do-campo, cinco-em-rama, e

ipé-amarelo-do-cerrado, ¢ uma planta de porte arboreo ou arbustivo da familia Bigonaceae que



possui ampla distribuicdo no Brasil, estando presente nos biomas amazonia, cerrado, caatinga, e
pantanal matogrossense. Possui tronco tortuoso e lenhoso, casca grossa de 30 a 40 cm de
diametro, e pode atingir até¢ 20 metros de altura. Suas folhas sdo compostas de 3 a 7 peciolos, sem
pelos, e de consisténcia subcoriacea. Seus frutos sdo deiscentes e secos, do tipo siliqua, que
liberam cerca de 80 sementes aladas que sdo dispersos com a abertura do fruto. Sua madeira ¢
dura e extremamente flexivel, sendo prépria para a construcdo civil, produgdo de moveis, réguas,

e artigos esportivos (LORENZI, 1992).

Figura 1: Visao Geral da Espécie Tabebuia aurea. Fonte: Tropicos (2020).

No que diz respeito ao potencial para o desenvolvimento de farmacos, compostos isolados
da casca de T. aurea apresentaram atividade antimicrobiana com amplo espectro de atuacao
contra varias bactérias e fungos, sendo compardveis aos controles positivos em ensaios com
Bacillus subtilis, Enterococcus faecalis, Micrococcus luteus, Staphylococcus aureus, Escherichia
coli, Serratia marcensis, Mycobacterium smegmatis, Candida albicans, € Monilia sitophila
(BARBOSA-FILHO ef al., 2004). O extrato hidroetandlico da casca também mostrou ser capaz
de inibir a formagdo de edemas, e reduzir os efeitos toxicos do contato com o veneno de Bothrops

neuwiedi (REIS et al., 2014).



2.4 MICRORGANISMOS FORMADORES DE BIOFILME

Na natureza, microrganismos podem ser encontrados tanto na forma isolada (suspensa)
como sob a forma de biofilme, comunidades microbianas homogéneas ou heterogéneas envoltas
por uma matriz chamada de limo, constituida por polissacarideos, proteinas e DNA, geralmente
aderidos a uma superficie solida. Os biofilmes sdo sistemas bioldgicos complexos, nos quais as
bactérias residentes interagem entre si por meio de comunicacdo quimica (quorum sensing),
podendo trabalhar em conjunto para desempenhar tarefas complexas, como a degradacdo da
celulose presente no sistema digestivo de animais ruminantes (TORTORA; FUNKE; CASE,
2012). As etapas de formagdo de um biofilme sdo ilustradas na Figura 2. O processo ¢ iniciado
pela produgdo de um filme condicionante composto por polimeros presentes no meio
extracelular, no qual as células microbianas aderem-se a principio de maneira reversivel e, em
seguida, de maneira irreversivel. As células aderidas proliferam-se formando microcolonias, € o
biofilme torna-se maior e mais complexo. Apos atingir certo grau de complexidade, células
microbianas podem destacar-se do agregado e migrar para colonizar outras areas (MOURA,
2016).

Na saude humana, os biofilmes também possuem grande importancia, tendo em vista que
estdo presentes em cerca de 70% das infec¢des bacterianas, e podem formar-se sobre quase todos
os equipamentos médicos, como valvulas mecanicas cardiacas e lentes de contato. A formacao de
biofilmes pode ser evitada pela aplicacdo de compostos antimicrobianos, porém, muitos destes
devem mostrar-se bem menos eficazes sobre um biofilme ja estabelecido (TORTORA; FUNKE;
CASE, 2012). Streptococcus mutans ¢ um exemplo de microrganismo formador de biofilme de
interesse médico, podendo ser responsaveis por infecgdes de dificil tratamento.

Streptococcus mutans ¢ uma bactéria Gram-negativa anaerdbica facultativa conhecida por
sua participacao na formagao de biofilmes dentarios, sendo responsavel pela formagao de placas
bacterianas e caries (FORSSTEN; BJORKLUND; OUWEHAND, 2010), porém, esta bactéria
também pode alcancar a corrente sanguinea e migrar para o coracdo, onde pode causar

endocardite infecciosa (NAKANO; NOMURA; OOSHIMA, 2008).

10
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Figura 2: Etapas de formagdo de um biofilme. (A): formac¢do de um filme condicionante inicial; (B): adesdo
reversivel dos microrganismos a superficie conicionada; (C): adesdo permanente ¢ formagdo de microcoldnias; (D):
crescimento do biofilme e destacamento de algumas células. (QS) representam moléculas Quorum sensing,

responsaveis pela comunicacdo entre as células microbianas do biofilme. Fonte: Moura (2016).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o potencial antibiofilme de fragdes proteicas de folhas de Tabebuia aurea contra

Streptococcus mutans.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Obter extrato e fragdes proteicas a partir de folhas de Tabebuia aurea;
Caracterizar as fragdes proteicas quanto a atividade lectinica e teor proteico;
Avaliar a atividade antibiofilme de preparagdes proteicas de Tabebuia aurea contra a

espécie Streptococcus mutans.

12



4 MATERIAL E METODOS

4.1 OBTENCAO DO MATERIAL VEGETAL

O material vegetal coletado de Tabebuia aurea foi identificado no Herbario Dardano de
Andrade-Lima, na Universidade Federal Rural do Semi-Arido, sendo depositada uma exsicata da
espécie (MOSS 15.000). Apos a coleta das folhas, estas foram desidratadas a temperatura
ambiente e trituradas para a obtencdo de uma fina farinha. O material foi conservado a -20°C

durante o desenvolvimento experimental.

4.2 EXTRACAO E PRECIPITACAO PROTEICA

A farinhas obtida a partir de folhas de Tabebuia aurea foi suspendida em solugdo de NaCl
0,15 M a uma proporcao de 1 g de farinha para 10 mL de solugdo, e a extracao foi realizada por
16 horas sob constante agitagdo a 20 °C, seguida por filtragdo em gaze e centrifugagdo (4° C,
8000 rpm, por 20 minutos), sendo o pellet descartado e o sobrenadante utilizado como extrato
bruto. Em seguida, o extrato foi submetido a precipitagdo proteica com sulfato de aménio em
diferentes graus de saturagdo, durante 4 horas sob constante agitagdo a 20 °C, seguido por
centrifugacao (4° C, 8000 rpm, por 20 minutos), sendo o pellet ressuspendido na solucao de
extragdo para a obtengdo da fragdo proteica correspondente ao grau de saturacdo empregado
(Fragoes: F1, F2, e F3), e o sobrenadante foi armazenado para a obtengdo das fragdes seguintes.
Em seguida, as fragdes proteicas foram submetidas a didlise em membrana de celulose

semipermedvel, contra solu¢ao de NaCl 0,15 M, a 4 °C, por 6 horas (MAIA, 2015).

4.3 ENSAIOS DE ATIVIDADE HEMAGLUTINANTE

A atividade hemaglutinante (AH) das amostras foi avaliada em placas de microtitulagdao
de 96 pocos. Para tal, foram adicionados 50 pL de solugdo de NaCl 0,15 M em todos os pocos, e

foi realizada dilui¢do seriada de 50 pL da amostra a partir do segundo pogo de cada ensaio. Em

13



seguida, foram acrescidos 50 pL. de uma suspensdo de eritrécitos glutarizados a todos os pogos
do ensaio. A avaliag¢do dos resultados foi realizada a olho nu apds 45 minutos de repouso, quando
¢ determinado o titulo da AH, que € o inverso da maior dilui¢do de amostra que demonstrou total

aglutinacao.

4.4 DOSAGEM PROTEICA

A avaliacdo da concentracdo proteica nas amostras foi realizada conforme o método de

Lowry et al. (1951), utilizando uma curva padrdo de albumina sérica bovina.

4.5 CULTIVO BACTERIANO

O cultivo de Streptococcus mutans foi realizado em placas de de 96 pogos, em meio
Mueller-Hinton. Para tal, as cepas foram semeadas nas placas (80 pL de suspensdo, a uma
concentragdo de 10%, em NaCl 0,9%), e incubadas com 80 uL de agua deionizada e 40 pL de
meio Mueller-Hinton por 24 h, a 37 °C.

4.6 ENSAIO DE ATIVIDADE ANTIBIOFILME

A formacdo de biofilme foi avaliada em um ensaio piloto através do método cristal violeta
em microplacas de 96 pogos, com base na metodologia de Moura et a/ (2017). Primeiramente,
foi adicionado 80 pL. de uma suspensao de bactérias (S. mutans), seguida por 80 pL. de amostra
ou agua deionizada (para o controle negativo) e 40 uL de meio Mueller-Hinton. Em seguida, foi
realizada a incubacao por 24 horas a 37 °C, e o crescimento foi monitorado pela avaliacdo do
aumento da densidade optica. Apds, as células ndo aderidas foram removidas através de lavagens
com NaCl 0,9%, e o biofilme foi fixado termicamente por incubagao a 60 °C por 60 minutos. Os
biofilmes aderidos a placa foram incubados com cristal violeta 0,4% (por 15 min, a 25 °C) para
coloragdo, sendo realizada lavagem com agua deionizada para remog¢do do excesso de corante.

Em seguida, o corante foi solubilizado através de incubagdo com etanol absoluto por 15 minutos,

14



¢ a absorbancia foi mensurada a 620 nm em um leitor de microplacas.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZACAO DAS AMOSTRAS

Fragdes proteicas obtidas a partir de folhas de 7. aurea apresentaram teor proteico ( F1:
49,61 mg/mL; F2: 42,52 mg/mL; F3: 23,47 mg/mL), sendo mantido ou reduzido apods a dialise
(F1: 50,88 mg/mL; F2: 30,08 mg/mL; F3: 10,94 mg/mL). Foram determinados titulos elevados
de AH com eritrocitos glutarizados humanos tipo AB nas fragcdes antes da dialise (F1, AH:
32.7687"; F2, AH: 2.048'; F3, AH: 4.096™"), sendo reduzidos ap0s a dialise (F1, AH: 4.096"; F2,
AH: 32°'; F3, AH: 128"), o que sugere a presenga de lectinas nas amostras, corroborando os
resultados apresentados por Maia (2015). A redugdo no teor proteico e da AH apos a dialise pode
ter ocorrido devido a diluicdo das amostras e, possivelmente, devido a desnaturagdo de lectinas

em decorréncia do estresse fisico do processo de dialise.
5.2 ENSAIO DE ATIVIDADE ANTIBIOFILME

A densidade oOptica observada nos grupos tratados com as fracdes proteicas F1, F2, e F3
obtidas a partir de folhas de 7. aurea (Quadro 1) foi similar a média de leituras do grupo controle
negativo (leituras de 0,038, 0,122, e 0,033), o que indica que as amostras, nas concentracdes

empregadas, ndo foram capazes de inibir a formagao de biofilmes por Streptococcus mutans.

Quadro 1: Avaliagdo do crescimento do biofilme de Streptococcus mutans (absorbancia a 620

nm).

Diluicao 1 2 4 8 16 32 64 128 256 512 | 1024 | 2048
F1 0,109 | 0,269 | 0,146 | 0,23 | 0,145 (0,155 0,085 | 0,176 { 0,159 | 0,121 | 0,134 | 0,039
F2 0,038 | 0,257 | 0,166 | 0,188 | 0,195 | 0,158 | 0,181 | 0,093 | 0,117 | 0,142 | 0,167 | 0,042
F3 0,107 {0,121 ] 0,202 ({ 0,17 | 0,128 | 0,135 0,139 ( 0,131 | 0,114 | 0,123 | 0,099 | 0,121
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6 CONCLUSAO
As fragoes proteicas obtidas a partir de folhas de Tabebuia aurea apresentam teor proteico

e AH, o que indica a presenca de lectinas nas amostras. Porém, as amostras, nas concentracdes

empregadas, ndo sao eficazes em inibir a formagao de biofilmes por Streptococcus mutans.
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