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RESUMO

ISOLANI, R. 2023. Inibicdo da adesdo bacteriana, atividade das gingipainas e da
formacéo de biofilme de Porphyromonas gingivalis por Limonium brasiliense. Tese de
doutorado, Programa de Poés-graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas, Universidade
Estadual de Maringa. 80 p.

Limonium brasiliense Kuntze (Plumbaginaceae), popularmente conhecido como
baicuru, € uma planta nativa da regido sul do Brasil. Seu uso popular se da para o
tratamento de tensdo pré-menstrual, distdrbios menstruais e infecgbes do trato
geniturinario. A periodontite é caracterizada clinicamente pela destruicdo do sistema de
suporte do dente e pode levar a perda dental. A bactéria oportunista Gram-negativa
anaerdbia Porphyromonas gingivalis desempenha um papel dominante na periodontite.
Os produtos naturais, principalmente polifendis, tém sido descritos para periodontite,
destinados a reduzir a inflamacdo, bem como a adesdo bacteriana nas células
hospedeiras. As fragdes semipurificadas e substancias isoladas de L. brasiliense foram
testadas in vitro quanto a sua capacidade antiadesiva frente a P. gingivalis em células
epiteliais humanas KB, bem como na inibi¢do da formagao de biofilme e inativacdo das
gingipainas, principal fator de viruléncia encontrado nesta bactéria. As amostras ndo
influenciaram a fisiologia celular das células KB quando testadas pelo método de MTT.
Em concentracfes de 50 pg/mL a fracdo acetato de etila e subfracdo foram capazes de
reduzir a adesdo de P. gingivalis as células KB significativamente em torno de 63 e
70%, respectivamente, bem como as substancias isoladas, com a samarangenina A
inibindo 72% da adesdo a 30 pM, samarangenina B 71% a 20 uM e epigalocatequina-3-
O-galato 79% a 30 uM. As amostras de fracdo aquosa foram capazes de reduzir a
atividade proteolitica da gingipaina Arg-especifica de forma concentragdo-dependente
em torno de 80% a 100 pg/mL. A fracdo acetato de etila e subfragdo 7 inibiram da
mesma forma que a fracdo aquosa, porém a 5 pg/mL. As amostras também foram
testadas quanto a capacidade de inibicdo da formacao de biofilme, se mostrando capazes
de inibir significativamente em torno de 96% a 1000 pg/mL. Analises in silico foram
realizadas e determinou-se que as amostras atuam em alvos especificos de P. gingivalis,
ndo afetando as células de mamiferos. Desta forma, as fracfes e substancias isoladas de

L. brasiliense se mostram efetivas para prevencao de doenca periodontal.

Palavras-chave: Farmacognosia, fitoquimica, periodontite, plantas medicinais, produtos

naturais.



ABSTRACT

ISOLANI, R. 2023. Inhibition of bacterial adhesion, gingipain activity and biofilm
formation of Porphyromonas gingivalis by Limonium brasiliense. PhD thesis,

Postgraduate Program in Pharmaceutical Sciences, State University of Maringa. 80 p.

Limonium brasiliense Kuntze (Plumbaginaceae), popularly known as baicuru, is a plant
native to southern Brazil. Its popular use is for the treatment of premenstrual tension,
menstrual disorders, and genitourinary tract infections. Periodontitis is clinically
characterized by destruction of the tooth support system and can lead to tooth loss. The
anaerobic Gram-negative opportunistic bacterium Porphyromonas gingivalis plays a
dominant role in periodontitis. Natural products, mainly polyphenols, have been
described for periodontitis, intended to reduce inflammation as well as bacterial
adhesion in host cells. The semipurified fractions and substances isolated from L.
brasiliense were tested in vitro for their anti-adhesive capacity against P. gingivalis in
human KB epithelial cells, as well as for the inhibition of biofilm formation and
inactivation of gingipains, the main virulence factor found in this bacterium. The
samples did not influence the cellular physiology of KB cells when tested by the MTT
method. At concentrations of 50 pg/mL, ethyl acetate fraction and subfraction 7 were
able to reduce the adhesion of P. gingivalis to KB cells significantly around 63 and
70%, respectively, as well as the isolated substances, with samarangenin A inhibiting
72% of adhesion at 30 uM, 71% samarangenin B at 20 uM and 79% epigallocatechin-3-
O-gallate at 30 uM. The aqueous fraction samples were able to reduce the proteolytic
activity of Arg-specific gingipain in a concentration-dependent manner around 80% at
100 pg/mL. ethyl acetate fraction and subfraction 7 inhibited in the same way as the
aqueous fraction, but at 5 pg/mL. The samples were also tested for the ability to inhibit
biofilm formation, showing to be able to significantly inhibit around 96% at 1000
pug/mL. In silico analyzes were performed and it was determined that the samples act on
specific targets of P. gingivalis, not affecting mammalian cells. Thus, the fractions and
substances isolated from L. brasiliense are shown to be effective for the prevention of

periodontal disease.

Keywords: Pharmacognosy, phytochemistry, periodontitis, medicinal plants, natural

products.
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1 INTRODUCAO

O Brasil é considerado um pais com uma grande biodiversidade, com uma biota
estimada entre 170 e 210 mil espécies, correspondendo a cerca de 13% da riqueza
mundial. As plantas estdo entre os grupos mais bem estudados no Brasil e reconhece-se

a ocorréncia de 34.916 especies (Simdes et al., 2016).

Entre as plantas estudadas encontra-se a espécie vegetal Limonium brasiliense
(Boiss.) Kuntze (figura 1), que e conhecida popularmente como baicuru ou guaicuru e
pertence a familia Plumbaginaceae. E uma planta encontrada na América do Sul e
vegeta no litoral, preferencialmente em terrenos baixos e banhados com agua salgada,

desde o Rio de Janeiro até o nordeste da Argentina (Correa e Penna, 1974).

-

Figura 1 - Limonium brasiliense Kuntze, Plumbaginaceae, (A) partes aéreas e rizomas, (B) exsicata das

partes aéreas e (C) exsicata dos rizomas. Fonte: Andressa Blainski (2010).

O farmacdgeno do L. brasiliense é seu rizoma, que é empregado popularmente
na forma de decocto ou infuso como antisséptico nas infec¢bes geniturinarias e possui
também a propriedade de ser adstringente. Tem como outras indicacfes seu uso como
diurético, no tratamento do reumatismo, artrite, Ulceras, na hemorragia intestinal e
diarreia crbnica (Cardoso, 1990b; Moura et al., 1985). Seus extratos sdo ainda
recomendados para normalizar os periodos menstruais em mulheres com atraso ou

irregularidades na menstruacgdo (Lifchitz, 1981).
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Foi relatada nos rizomas de L. brasiliense a presenca de proantocianidinas e
flavan-3-ol, como &cido galico, epigalocatequina-3-O-galato (1), samarangenina A (2) e
samarangenina B (3) (de Oliveira Caleare et al., 2017; Murray et al., 2004).
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Analises de taninos condensados sdo complexas devido a diversidade de

estruturas encontradas nesse grupo de substancias (Schofield et al., 2001). Os taninos
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condensados sdo polimeros de unidades de flavonois e a presenca de ésteres de galato

pode alterar suas propriedades bioldgicas significativamente (Hagerman e Butler, 1989).

Sabe-se que o impacto da atividade antimicrobiana depende da configuracao
estrutural da molécula (Gyawali e Ibrahim, 2014) e os compostos fendlicos possuem
variacOes estruturais e o que confere aos taninos suas propriedades caracteristicas s&o 0s
grupos hidroxila na posicéo fendlica (Haslam, 1974). A adstringéncia dos taninos pode
induzir a formacdo de complexos com enzimas ou substratos microbianos, podendo
afetar também o metabolismo do micro-organismo com alteracdes em sua morfologia.
Podem ocorrer também alteragdes em membranas de bactérias, inibindo a fosforilagcdo
oxidativa nas mitocondrias ou o sistema de transporte de elétrons. Pode-se notar que
para ter efeito nas membranas microbianas, os taninos tém a capacidade de cruzar a

barreira da parede celular (Scalbert, 1991).

Grande parte da populacdo mundial pode ser afetada por doencas periodontais,
sendo a maior causa de perda de dentes em adultos devido a perda do tecido conectivo e
do suporte dsseo, além disso, a incidéncia global de periodontite aumentou 83,4% em
todas as divisdes geograficas de 1990 - 2019 (Pihlstrom et al., 2005; Wu et al., 2022). A
maioria dos micro-organismos que habitam a cavidade oral sdo comensais, porém
existem algumas espécies oportunistas (Paster et al., 2001). Essas sdo bactérias que
existem na flora bacteriana normal de um individuo e se tornam patogénicas devido a
diminuicdo de defesas organicas como, por exemplo, a bactéria Porphyromonas
gingivalis, que causa doencas periodontais severas. A transmissdo se d& comumente

pelo contato pessoa-pessoa (Van Winkelhoff e Boutaga, 2005).

O complexo vermelho, o qual inclui P. gingivalis, Treponema denticola e
Tannerella forsythia, consiste no mais importante grupo de patégenos em doencas
periodontais adultas. Essas bactérias dificilmente sdo encontradas sozinhas, mas em
combinacéo nas bolsas periodontais, sugerindo que causam destruicdo do tecido oral de
uma maneira cooperativa (Suzuki et al., 2013).

Porphyromonas gingivalis coloniza a regido subgengival, passando
primeiramente entre os fluidos orais, alcangando os tecidos bucais (Lamont and
Jenkinson, 2000). Para que a bactéria estabeleca infeccdo, € necessario que haja adeséo
a superficie das células hospedeiras (Boyle e Finlay, 2003). Para que isso ocorra, 0

micro-organismo deve possuir varias adesinas, tais como fimbrias, hemaglutininas e
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proteinases, permitindo a adesdo a células epiteliais, fibroblastos, eritrocitos e alguns
componentes da matriz extracelular, como laminina, elastina, fibronectinas, entre outros
(Lamont e Jenkinson, 2000).

As gingipainas sdo as mais potentes adesinas e fatores de viruléncia dessa
bactéria. Sdo proteinas da membrana externa, do tipo cisteina proteinases. Baseada em
sua especificidade litica frente aos substratos, elas sdo divididas em arginina-especifica
(Arg-X) ou lisina-especifica (Lis-X). Quando secretadas, se ligam a diversas proteinas
do hospedeiro, 0 que acarreta a destruicdo dos tecidos e ativacdo de respostas

imunoldgicas e inflamatdrias (Curtis et al., 2001).

Além da adesdo, a formacdo de biofilme é um mecanismo de sobrevivéncia
indispensavel para a bactéria escapar do sistema de defesa do organismo ao qual esta
hospedada. Apds a primeira etapa de adesdo, a formacao de biofilme é a proxima etapa

decisiva na manifestacao da infeccdo (Jefferson, 2004).

Bactérias anaerdbias, como P. gingivalis, dependem dos primeiros colonizadores
para formar um ambiente anaerébico adequado. Os colonizadores precoces, incluindo
Streptococcus e Actinomyces, aderem as peliculas salivares nos dentes utilizando
adesinas. Fusobacterium nucleatum é um colonizador intermediario que serve como
ponte central por coagregacgéo seletiva, atraindo colonizadores tardios. Foi demonstrado
que P. gingivalis, mesmo em baixas concentracdes, pode elevar a viruléncia do biofilme
periodontal, alterando as estruturas da comunidade do biofilme e facilitando um
aumento na carga bacteriana geral, levando a sua designacdo como patdgeno
fundamental (Sakanaka et al., 2016).

Os organismos dentro dos biofilmes sdo protegidos contra 0s processos de
limpeza da saliva, bem como contra os mecanismos de defesa dos fagdcitos do
hospedeiro. A partir do abrigo do biofilme, uma Unica bactéria mostra uma tolerancia
aumentada contra antibidticos e antissépticos (Jefferson, 2004). O mecanismo mais
provavel é a penetracdo diminuida ou incompleta dos antibidticos no biofilme e a
acessibilidade prejudicada associada ao alvo. O microambiente alterado também
influencia o pH e o nivel de oxigénio, o que por sua vez tem consequéncias na eficacia
dos antibidticos (Stewart, 2002).
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O tratamento consiste em raspagem mecanica da massa bacteriana e utilizacao
de agentes quimicos, como antibidticos ou clorexidina. Somente o tratamento
medicamentoso nédo é eficaz devido a fatores farmacocinéticos, como lavagem pelas
secrecOes salivares, baixa concentracdo nos fluidos do sulco gengival e pela formacgéo
de biofilme (Lohr et al., 2011b).

Uma alternativa para o tratamento e prevencdo de periodontite sdo as terapias
antiadesivas (Ofek et al., 2003; Rasko e Sperandio, 2010) que evitam que as bactérias se

liguem aos tecidos do hospedeiro (Sharon, 2006).

Testes realizados com o extrato bruto de L. brasiliense contra P. gingivalis
demonstraram a capacidade do extrato da droga vegetal em inibir a adesdo da bactéria
nas células epiteliais por meio da interacdo com as gingipainas (de Oliveira Caleare et
al., 2017).

Conhecendo as dificuldades no tratamento das infec¢bes por P. gingivalis, a
necessidade de novas substancias capazes de inibir esse micro-organismo € relevante.
Para a obtencdo de farmacos efetivos para o controle das doencas causadas por P.
gingivalis, sdo necessarios estudos para o entendimento da interacdo patogeno-
hospedeiro e a elucidacdo de novos alvos quimioterapicos presentes no biofilme da

bactéria.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Familia Plumbaginaceae

A familia Plumbaginaceae Juss. é a maior familia pertencente as Angiospermas
e possui 24 géneros, com cerca de 2340 espécies, sendo 635 nomes aceitos e 630
sinénimos, os demais ndo sdo avaliados (List, 2013b). Essas espécies vegetam regides
semidridas, litoraneas e salgadas (Simdes et al., 2016).

No Brasil existem dois géneros pertencentes a essa familia, Plumbago L. e
Limonium Mill., porém apenas duas espécies os representam, P. scandens L. e L.
brasiliense (Boiss.) Kuntze (Zappi, 2015).

A familia Plumbaginaceae representa ervas perenes e arbustos, com suas plantas
caracterizadas por folhas simples e alternas, sem estipulas. As flores sdo vistosas,

bissexuais e possuem simetria radial (Joly, 2005; W. John Kress, 2008).
2.2 Género Limonium

O género Limonium pertence a familia Plumbaginaceae e possui cerca de 777
espécies, com 163 destas aceitas e 113 sindnimos, as demais ndo sdo avaliadas
(Kunitake et al., 1995; List, 2013a). As plantas pertencentes ao género Limonium séo
usadas por floriculturas no preparo de arranjos, usando suas flores frescas ou
desidratadas (Kunitake et al., 1995; Lopes et al., 2003). Esse género possui riquissima
composi¢do quimica, com aminodcidos, taninos, flavonoides, polissacarideos, entre
outros (Eren and Ozata, 2014).

2.2.1 Atividades bioldgicas de plantas do género Limonium

2.2.1.1 Atividade antimicrobiana

Diversos estudos relatam atividades bioldgicas distintas em plantas pertencentes
a esse género. Yurchysyn e colaboradores (2017) relataram que o extrato acetnico e
fragdo acetato de etila de L. meyeri (Boiss.) Kuntze e L. hypanicum Klokov possuem
atividade antimicrobiana contra Staphylococcus aureus meticilina resistente (MRSA) e
isolados clinicos que apresentam MICg 250 pg/mL. L. hypanicum demonstrou ainda
atividade contra Propionibacterium acnes em diluigdes de 1:640-1:1280. Os autores
correlacionam a atividade antimicrobiana a presenca de taninos e acido galico e elagico

livres presentes nas espécies.
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Extratos de caules e folhas de Limonium sokotranum (Vierh.) Radcl.-Sm foram
testados quanto a constituicdo fitoquimica e atividade antimicrobiana, demonstrando
que o extrato metandlico das folhas possuem alta atividade contra Micrococcus luteus
(MIC 15,6 pg/mL), S. aureus (MIC 125 pg/mL) e Pseudomonas aeruginosa (MIC 125
png/mL). Os achados fitoquimicos confirmam a presenca de flavonoides, alcaloides e
terpenoides (Al-Madhagi et al., 2019).

Um estudo comparativo entre os constituintes fitoquimicos de trés espécies de
Limonium foi realizado por Gadetskaya e colaboradores (2017), utilizando L.
myrianthum (Schrenk ex Fisch. & C.A. Mey.) Kuntze, L. leptophyllum Kuntze e L.
gmelinii (Willd.) Kuntze, demonstrando que o composto (2R,3S)-2,3,4-trihidroxi-2-
metilbutil galato possui boa atividade contra cepas de malaria sensiveis e resistentes a
cloroguina, enquanto o composto miricetina-3-O-(6"-galoilglucosideo) demonstrou

significativa atividade contra Trypanossoma brucei.

O dleo volatil e os extratos organicos (metanol, cloroférmio, acetato de etila e n-
butanol) de L. oleifolium Mill. tiveram sua capacidade antioxidante testada pelos
métodos DPPH, ABTS, B-caroteno/acido linolénico, CUPRAC e capacidade redutora
de ferro. Os resultados comprovaram a capacidade antioxidante do 6leo volatil de L.
oleifolium. Além disso, o 6leo essencial demonstrou possuir significativa atividade
contra o trofozoita Acanthamoeba castellanii (ICso 7,48 + 0,41 pg/mL) e contra o
promastigota de Leishmania amazonensis (ICso 19,36 = 1,06 pug/mL), além de baixa
citotoxicidade contra macr6fagos murinos (LCso 90,23 £+ 1,09 pg/mL), bem como boa
atividade contra S. aureus, E. coli, Klebsiella oxytoca e P. aeruginosa (Mennai et al.,
2021).

Compostos isolados de L. morisianum Arrigoni foram testados contra HIV-1
transcriptase reversa associada a atividade de RNase e integrasse. As substancias (-)-
epigalocatequina-3-O-galato e miricetina-3-O-(6"-O-galoil)-B-D-galactopiranosideo
inibiram a atividade de ambas as enzimas com valores de ICso entre 0,21 e 10,9 uM. Por
outro lado, a triptamina e o &cido ferdlico inibiram somente a enzima integrase,

mostrando uma seletividade por esta enzima (Sanna et al., 2019).

Uma triagem in silico e simulacdo dindmica molecular (MP™) dos isolados do
extrato etanolico (70%) de L. tubiflorum (Delile) Kuntze foram executados contra a

principal protease e glicoproteina spike de SARS-CoV2, as quais desempenham papel
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crucial na replicacdo diral. Os estudos de docking molecular revelaram que os
compostos miricetina-3-0O-(2"-galoil)-B-D-galactopiranosideo e miricetina-3-O-(2"-
galoil)-a-L-ramnopiranosideo podem ser efetivos contra a principal protease e
glicoproteina spyke, respectivamente. Além disso, a relacdo estrutura-atividade
comprovou que a presenca da unidade galoil é essencial para a atividade dos compostos
(Hassan et al., 2021).

2.2.1.2 Atividade citotoxica

Uma avaliacdo de L. bicolor (Bunge) Kuntze a partir de um fracionamento e
isolamento bioguiado demonstrou que os compostos luteolina e quercetina presentes no
extrato da planta produzido com acetato de etila, possuem boa citotoxicidade contra
células de cancer de colon, além da substancia canferol que inibiu o crescimento de
células de cancer de mama (MCF~7) e osteosarcoma (U2-OS) em uma concentracao de
100 pg/mL (Chen et al., 2017).

Extratos de L. tubiflorum (Delile) Kuntze var. tubliforum foram testados para
determinacéo de atividade citotoxica in vitro contra células de cancer de mama MCF~7,
células de cancer de figado humano HEPG2 e células de cancer de célon humano
HCT116, exibindo citotoxicidade moderada comparada com doxorrubicina (controle
positivo), demonstrando valores de 1Cso de 2,97 £ 0,9, 457 £ 0,5 e 3,73 £ 0,6 pg/mL,
respectivamente (El-Kousy et al., 2021).

Hamadou e colaboradores (2019) testaram a propriedade pro-apoptética do
extrato n-butandlico de L. duriusculum (Girard) Fourr. e suas substancias majoritarias,
apigenina e apigenina7-O-B-D-(6"-metilglucuronideo), obtendo valores de ICso de 7,60
pg/mL para o extrato e 25,74 UM para apigenina, enquanto apigenina7-O-3-D-(6"-
metilglucuronideo) ndo afetou a proliferacdo celular em linhagem de HCT116

selvagem.

Extratos etandlicos de diferentes partes de L. effusum (Boiss.) Kuntze foram
usados para determinar atividade mutagénica e citotoxica. Foi realizado o teste de Ames
com cepas de Salmonella typhimurium TA98 e TA100 para determinagdo da
mutagenicidade, demonstrando que o extrato das raizes possuem efeito mutagénico. O
teste de MTT foi realizado para determinacdo de toxicidade em células MDBK,
resultando em aumento da taxa de proliferacdo celular em 24 h de tratamento com 50,
25, 12,5 e 6,25 pg/mL (Eren, 2019).
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As atividades antiproliferativas (em HT-29 — adenocarcinoma de co6lon humano
e HelLa — carcinoma cervical humano), antioxidantes e inibidoras do dano oxidativo do
DNA do extrato n-butanodlico das partes aéreas de L. bonduelli foram avaliadas e
demonstraram valores de ICso significativos nos testes de peroxidacdo lipidica (ICso
181,18 = 0,65 pg/mL) e 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH) (ICso 14,92 % 0,032
pg/mL). O extrato também protegeu o plasmidio do DNA contra o dano causado por
estresse oxidativo e também apresentou efeitos antiproliferativos concentragao-
dependente (Amrani et al., 2019).

As propriedades antimelanogénicas de extratos L. tetragonum também foram
testadas, bem como de dois flavonoides glicosilados isolados desta planta (miricetina-3-
galactosideo e quercetina-3-O-f3-galactopiranosideo). Os experimentos foram
conduzidos em modelo de célula de melanoma em camundongo B16-F10 com foco na
atividade e producdo de tirosinase. A capacidade antimelanogénica dos extratos e
compostos foi confirmada por seus efeitos inibitorios da tirosinase, prevencdo da
oxidagdo de DOPA e supressédo da producdo de melanina (Lee et al., 2017).

Em uma revisdo sistematica realizada por Gancedo e colaboradores (2023) foi
demonstrado que L. tetragonum foi a espécie mais avaliada, com efeitos anti-
melanogénese in vitro promissores. Compostos isolados da classe dos flavonoides,
como a apigenina de L. duriusculum, também demonstraram efeito citotoxico favoravel
contra o cancer colorretal, assim como as lignamidas de L. gmelinii contra linhas

celulares de adenocarcinoma de colo do Utero e mama.

2.2.1.3 Atividade anti-inflamatéria

Limonium duriusculum e sua apigenina foram testados também quanto a
capacidade anti-inflamatdria em linhagens celulares e in vivo. A propriedade anti-
inflamatoria do extrato n-butandlico e da apigenina foram medidas em atividade
transcricional NF-KB e em células estimuladas com TNFo e LPS, também foram
avaliadas in vivo no modelo de edema de pata induzido por carragenina. O tratamento
com o extrato foi capaz de inibir a atividade do gene de NF-KB em HCT116 na
presenca e na auséncia de TNFa exogeno, usado como um NF-KB indutor (Hamadou et
al., 2021).
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2.2.1.5 Atividade em doencas metabdlicas

A prevengdo de ganho de peso em excesso, obesidade e problemas relacionados
com tais condigdes foram avaliados com o uso de fracdo acetato de etila de L.
tetragonum a 100 mg/kg, demonstrando resultados positivos quanto a reducédo do ganho
de tecido adiposo, aumento de triacilglicerideos e colesterol total em ratos alimentados
com dieta rica em gordura durante 8 semanas. Além disso, a tolerancia & glicose e
resisténcia a insulina nos ratos obesos foi melhorada apds a administracdo desta fragéo.
Os componentes majoritarios presentes sdo (-)-epicatequina-3-(3"-O-metil)-galato, (-)-

epicatequina-3-O-galato e miricetina-3-O-f-D-galactopiranosideo (Kim et al., 2017).

No estudo de Kwon e colaboradores (2019), foram avaliadas diferentes
subfracbes de L. tetragonum quanto a habilidade de prevenir a adipogénese em pré-
adipdcitos em diferenciacdo (3T3-L1), demonstrando a capacidade de supressdao da
adipogénese e reducdo da expressdo de fatores de transcricdo relacionados a
adipogénese. Foram testadas subfracdes produzidas com &gua, butanol, metanol 85% e
hexano, dentre estas, as produzidas com agua e hexano foram as mais efetivas na

reducdo do acumulo lipidico e regulacdo da diferenciacao de adipdcitos.

Extrato etandlico das raizes de L. axillare (Forssk.) Kuntze foi administrado a
ratos diabéticos em uma concentracdo de 500 mg/kg e foi capaz de reduzir a glicemia
induzida por estreptozotocina em 44%, restaurou 0s niveis séricos de insulina,
reestabeleceu a expressdo de Glut2 e Glut4 e melhorou o dano tecidual no pancreas.
Estudos in vitro revelaram potente atividade antioxidante e inibitoria de a-glicosidase e
a-amilase, com valores de ICso de 25,2, 44,8 e 89,1 pg/mL, respectivamente. Analises
em CLAE revelaram que umbeliferona (cumarina) é o composto que esta presente em
maior quantidade no extrato (10 + 0,081 mg/g de extrato) (Abdel-Sattar et al., 2021).

O extrato acetato de etila e lignamidas isoladas de L. gmelinii foram submetidos
a testes antidiabetes contra PTP1B e a-glucosidase, demonstrando inibicéo significativa
de ambas as vias, com 1Cs0 0,44 + 0,03 pg/mL e 1,48 + 0,09 pg/mL, respectivamente. A
partir disto, uma analise de relacdo estrutura-atividade foi realizada e comprovou que,
compostos que contém maior quantidade de hidroxilas apresentam atividade inibitdria
superior do que aqueles que possuem grupamentos metoxilas (Tuohongerbieke et al.,
2021).
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2.2.1.6 Atividade antioxidante

Limonium spatulatum (Desf.) Kuntze foi testado quanto a sua capacidade
antioxidante, inibidora da acetilcolinesterase (AChE), butirilcolinesterase (BChE), a-
glucosidase e producao de 6xido nitrico (NO) por macrofagos de murinos (RAW 264).
Os extratos da planta foram preparados com metanol, metanol:agua (5:1) e cloroférmio.
Os extratos polares demonstraram maior concentracdo de polifendis totais, exibindo
também o maior potencial antioxidante. O extrato produzido com metanol:dgua foi o
que melhor inibiu AChE e BChE (origem animal), com valores de 1Cso de 3,28 + 0,16
pg/mL e 26,64 + 0,96 pg/mL, respectivamente. Esse mesmo extrato e 0 extrato
produzido com metanol foram mais efetivos na inibigdo da a-glucosidase do que o
controle utilizado (acarbose). Além disso, o extrato metandlico apresentou o melhor
resultado anti-inflamatério inibindo a liberacdo NO em 86,21% a 100 pg/mL em células
RAW 264 (Mazouz et al., 2020).

Limonium delicatulum (Girard) Kuntze e L. quesadense Erben foram testados
quanto a capacidade antioxidante (fosfomolibidénio, DPPH, ABTS, CUPRAC, FRAP e
atividade quelante de metais), bem como capacidade inibitoria de enzimas (AChE,
BChE, tirosinase, amilase, glucosidase e lipase), demonstrando que 0s extratos
metandlicos de ambas as espécies contém maior concentracdo de polifendis totais e sdo
mais bioativos que 0s extratos aquosos. L. quesadense exibiu atividade mais potente em
todos os ensaios (Ruiz-Riaguas et al.,, 2020). Os resultados para a capacidade
antioxidante de L. delicatulum também foram confirmados por Bakhouche e
colaboradores (2021), comprovando ainda que o extrato metandlico de suas raizes é
capaz de inibir a enzima tirosinase com mais poténcia que o extrato metanolico de suas
folhas. Os extratos foram capazes ainda, de inibir a desnaturacdo de BSA por calor em

atividade dose-dependente.

Extratos das partes aéreas e das raizes de L. bellidifolium (Gouan) Dumort., L.
globuliferum Kuntze, L. gmelinii, L. lilacinum (Boiss.) Wagenitz, L. sinuatum (L.) Mill.
e L. iconicum (Boiss. & Heldr.) Kuntze foram testados quanto a capacidade antioxidante
e inibitoria de enzimas. As espécies L. gmelinii, L. iconicum e L. globuliferum
apresentaram significativos resultados antioxidantes pelos métodos de DPPH e ABTS
(Senizza et al., 2021).

A capacidade antioxidante, antimicrobiana e inibidora de enzima foi avaliada

nos extratos metandlicos de L. effusum Kuntze e L. sinuatum. Os autores confirmam que
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a capacidade antioxidante € maior nas fracdes acetato de etila e que ambas as especies
sdo mais efetivas contra bactérias Gram positivas do que Gram negativas. Atividade
anticolinesterasica também foi observada em L. sinuatum. A fracdo acetato de etila das
duas especies possuem atividade antitirosinase e a fracdo acetato de etila e extrato
metanolico de L. sinuatum ainda é capaz de inibir significativamente a acdo da lipase

pancredtica (Baysal et al., 2021).

Amrani e colaboradores (2017) determinaram a atividade antioxidante e a
habilidade protetiva do extrato n-butandlico das partes aéreas de L. bonduelli (T.Lestib.)
Kuntze na peroxidacéo lipidica induzida por FeSO4 em cérebro de rato, revelando que o
extrato inibiu a produgdo de malondialdeido em cerca de 89,80%, similar a vitamina C
na mesma concentracdo (100 pg/mL), demonstrando um efeito antiperoxidacao lipidica
importante, sendo atil na prevencdo de varias doencas relacionadas ao estresse

oxidativo.

2.2.1.7 Qutras atividades biologicas

Limonium michelsonii Lincz. possui capacidade inibitoria de enzima conversora
de angiotensina | (ECA) e seus componentes foram estudados a fim de determinar quais
eram 0s responsaveis por essa atividade. Vinte compostos foram isolados e todos eles,
com excecdo dos galatos (acido géalico, metilgalato e acido vanilico), apresentaram
significativa inibicdo da ECA, com valores de 1Cso entre 7,1 e 138,4 uM, demonstrando
ainda que os glicosideos de flavonois sdo ainda mais potentes que suas agliconas
correspondentes (Jenis et al., 2017).

No estudo de Nurkenov e colaboradores (2020), foi aplicado o método de
oclusdo da artéria cerebral média para induzir acidente vascular cerebral isquémico
(AVC) focal em ratos Wistar. O grupo de ratos tratado com extrato de L. gmelinii
recuperou parcialmente as funcdes sensorio-motoras que estavam deficientes apos a
isquemia depois de duas semanas com uma diminuicdo adicional na deficiéncia
sensorio-motora em comparagdo aos animais nao tratados, que por sua vez tiveram
ligeira melhora na fungdo sensério-motora apos 2 e 4 semanas. O extrato de L. gmelinii
foi administrado por 28 dias ap6s a isquemia, em uma dose de 200 mg/kg por dia. A
analise histologica demonstrou que o tecido necrosado dos animais foi parcialmente
recuperado apds tratamento, comprovando as propriedades neuroprotetoras da planta.
Em outro estudo de Nurkenov e colaboradores (2021), foi aplicado um modelo

oxidativo e inflamatorio induzido por NMDA, H202 e TNF-o. em neurbnios primarios
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humanos e astrécitos, e em células endoteliais cerebrais (CECs) de camundongos in
vitro, comprovando que um pré-tratamento das células com extrato de L. gmmelinii
suprimiu o estresse oxidativo em todos os tipos celulares e as respostas pro-

inflamatdrias nos astrécitos e CECs.

2.3 Limonium brasiliense

Inicialmente designado como Statice brasiliense Boiss. (Candolle, 1864), foi
apresentada por Kuntze (1891) pelo nome botéanico Limonium brasiliense (Boiss.)
Kuntze®. E conhecida, popularmente, como baicuru, guaicuru ou guaicura, sendo uma
erva perene, distribuida pela Argentina, Uruguai e Brasil — desde o Rio de Janeiro até o
Rio Grande do Sul — preferencialmente em terrenos baixos e sujeitos & maré (solo
salino) e nas margens do Rio da Prata (Moura et al., 1985; Murray et al., 2004).
Segundo Der Pflanzenfamilien (1964), L. brasiliense € uma espécie pertencente a
familia Plumbaginaceae e a subfamilia Staticeae. A espécie apresenta duas sinonimias —
L. brasiliense var. brasiliense e L. brasiliense var. patagonicum (Speg.) Burkart (The
Plant List, 2013)

A descricdo morfo-anatdmica das raizes de baicuru foi realizada pela primeira
vez por Dias da Silva e estdo relatadas somente na primeira edicdo da Farmacopeia
Brasileira (Dias da Silva, 1920). Além disso, o baicuru é uma erva de 30 a 50 cm de
altura, com folhas basilares, longamente pecioladas, disposta em rosetas, com flores
pequenas, de calice avermelhado e corola azulada dispostas em paniculas piramidais
(Moura et al., 1985).

Estudos morfo-anatomicos foram realizados para auxiliar ao controle de
qualidade da matéria prima, a fim de evitar amostras trocadas ou adulteradas. Devido a
sua cor e crescimento parcialmente enterrado no solo arenoso do litoral, o rizoma desta
espécie pode ser confundido com uma raiz principal tuberosa, podendo ser observado
nas descrigdes de Reitz (1965). Como descrito por Dias da Silva (1920) a periderme
possui tecidos pretos e no interior é castanho avermelhado. Assim, Antonelli-Ushirobira
et al. (2015b) determinaram que para L. brasiliense o farmacdgeno trata-se de rizomas e
ndo raizes. O rizoma de L. brasiliense é longo e grosso, com superficie marrom escura,
carregando estrias longitudinais delicadas e pequenas e profundas fissuras transversais.

Quimicamente a planta foi descrita inicialmente por Rosito (1975) o qual

analisou um extrato hidroetandlico e verificou a presenca de taninos hidrolisaveis,

* Limonium brasiliense (Boiss.) Kuntze de acordo com Flora e Funga do Brasil (2023)
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condensados,  acido-4-metoxi-galico,  B-sitosterol e  saponinas triterpénicas.
Posteriormente foi descrito a presenca de taninos, leucoantocianinas, acido
hidroxicinamico e &cido elagico nos rizomas (Medina et al., 1977; Ragonese e Milano,
1984). Cardoso (1990a) verificou a presenca de acido galico, epicatequina e taninos
condensados por técnica de CCD. De um extrato metanolico das raizes de L. brasiliense
foi isolado miricetina-3-O-a-raminopiranosideo, &cido galico, epigalocatequina,
galocatequina e epigalocatequina-3-O-galato. Também foi verificada a presenca de
acido-4-metdxi-galico, benzoato de benzila, sacarose, flavona, isoflavona, flavonona e
cumarina (Moura et al., 1985; Murray et al., 2004).

O conteudo de polifendis totais do extrato dos rizomas de L. brasiliense foi
determinado por método espectrofotométrico UV/VIS. O método desenvolvido e
validado determinou 23,5% de polifendis totais no extrato, expressos em porcentagem
de pirogalol (Blainski et al., 2013).

Foram verificadas atividades biolégicas do extrato etandlico dos rizomas, como
bacteriostatica, anti-inflamatdria e antagonista de bradicinina e ocitocina em associa¢do
com paracetamol (Jahns e Crescente, 1976).

Alguns estudos de avaliacdo bioldgica de extratos de L. brasiliense tém sido
relatados. Rosito (1975) verificou a atividade do extrato hidroetanolico das raizes de
baicuru frente a Bacillus mycoides, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, entre
outros. Faral-Tello et al. (2012) demonstraram interessante atividade antiviral de extrato
etanolico de L. brasiliense frente ao virus HSV-1, o qual inibiu a replicacdo in vitro,
com ECsg de 185 pg/ml.

Murray et al. (2004) avaliaram a atividade antioxidante, pela determinagéo do
ICso através da habilidade de quelar radicais livres usando o método de DPPH. Foi
avaliado o extrato metanolico das raizes de L. brasiliense. Foi isolado miricetina-3-O-a-
raminopiranosideo como componente mais ativo (ICso 40,0 uM). O extrato metanolico,
rico com esta substancia apresentou 1Cso de 20,7 uM. Também foi verificada a presenca
de &cido galico, epigalocatequina, galocatequina e epigalocatequina-3-O-galato.

Moura et al. (1985) demonstraram agdo anti-inflamatoria do extrato etandlico,
por via i.p., na dose de 250 mg/kg no teste do edema de pata induzido por carragenina.

Foi testada in vitro a atividade anti-inflamatoria de extrato semipurificado de L.
brasiliense e do composto isolado miricetina-3-O-ramnosideo frente a superproducéo de

oxido nitrico pela linhagem de células RAW 264.7 estimuladas por LPS
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(lipopolissacarideos), sendo que o composto isolado apresentou o melhor resultado
(Rodriguez et al., 2011).

No teste de toxicidade excessiva, 0 extrato, na dose de 2 g/kg, por meio da
administracdo intravenosa (veia caudal), apresentou sinais expressivos de toxicidade
(Moura et al., 1985).

Testes toxicolégicos in vivo executados por Antonelli-Ushirobira e
colaboradores (2015a) mostraram que 0s ratos e camundongos machos sdo mais
susceptiveis aos efeitos do extrato hidroaceténico de L. brasiliense, quando este é
administrado em tratamento prolongado. Ja os animais do sexo feminino toleraram a
utilizacdo prolongada do extrato. De acordo com os dados obtidos pelos autores pode-se
concluir que o extrato de L. brasiliense apresenta baixa ou nenhuma toxicidade nas
doses administradas aos animais (50, 100 e 200 mg/kg).

O extrato bruto produzido com acetona:agua (70:30 v/v) de L. brasiliense foi
administrado, via oral, em ratas imaturas, nas doses de 400, 800 e 1200 mg/kg, e
verificou-se que houve uma tendéncia em diminuir a idade de abertura do canal vaginal
comparado com o grupo controle; uma tendéncia na atividade uterotropica negativa
sobre o Gtero; pela analise citologica da secrecdo vaginal, houve um prolongamento do
ciclo estral com predominio da fase diestro (periodo progesteronico) das ratas; e, pela
avaliacdo histologica notou-se presenca de estruturas morfoldgicas caracteristicas da
acao progesterbnica. Esses dados sugerem que o extrato seco de L. brasiliense tem agédo
sobre o sistema hormonal feminino do tipo antiestrogénico (Blainski, 2010).

Estudos foram elaborados para desenvolver parametros de controle de qualidade
dos rizomas de L. brasiliense, a fim de contribuir para a qualidade farmacogndstica dos
extratos por meio de método validado por CLAE, que se mostrou especifico, simples,
sensivel, preciso e reprodutivel (Blainski et al., 2013).

Um modelo Simplex Centroide foi realizado para produzir 15 diferentes tipos de
extratos de L. brasiliense com misturas de agua, metanol, etanol e acetona. Os extratos
brutos e fracdes acetato de etila (FAE) foram testados para atividade antimicrobiana,
demonstrando que VREfm (Enterococcus faecium resistente a Vancomicina) e MRSA
(Staphylococcus aureus resistente @ Meticilina) sdo susceptiveis (MIC < 78 ug/mL) as
FAEs de varias amostras. Além disso, foi confirmada a presenca de &cido galico,
galocatequina e epigalocatequina através de andlises de massas, podendo sugerir

também a presenca de mondmeros e dimeros de galato de prodelfinidinas dos tipos A e
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B, bem como um galato de metila nos extratos de rizomas de L. brasiliense (Blainski et
al., 2017).

O extrato bruto de L. brasiliense produzido com acetona:agua (7:3) foi testado in
vitro para determinar o potencial antiadesivo frente a Porphyromonas gingivalis em
células KB epiteliais humanas, demonstrando que em concentragdes < 100 pg/mL, o
extrato ndo possui citotoxicidade e ndo influencia na fisiologia celular. Na concentragéo
de 100 ug/mL, o extrato reduziu a capacidade de adesdao de P. gingivalis em 80% nas
células. Em concentragdes de 20 pg/mL, foi reduzida a agdo proteolitica da arginina-
gingipaina em 75%. Ademais, o perfil fitoquimico do extrato bruto indicou a presenca
de &cido gélico, epigalocatequina-3-O-galato e samarangeninas A e B como compostos
majoritarios (de Oliveira Caleare et al., 2017). Apds microencapsulacdo da fracdo
acetado de etila de L. brasiliense, foi demonstrado que as microparticulas contendo a
fracdo semipurificada pode inibir a formacdo de biofilme e a adesdo de P. gingivalis,
atuando eficientemente contra os principais mecanismos de viruléncia da bactéria
(Pilatti et al., 2022).

Sereia e colaboradores (2019) fizeram uma varredura de extratos brutos e
fraches acetato de etila de plantas, dentre elas L. brasiliense, avaliando inibi¢do da
enzima acetilcolinesterase, atividade antioxidante e contetido de polifendis totais, para
selecionar fragdes com efeitos protetivos contra toxicidade de AB2s-3s em células SH-
SY5Y de neuroblastoma. A fracdo acetato de etila de L. brasiliense foi capaz de
proteger as células contra a toxicidade induzida por AB2s-35, com ICso = 0,47 + 0,01.

A fragdo aquosa de L. brasiliense foi avaliada quanto a capacidade inibitoria da
Xantina oxidase, usando o sistema enzimatico hipoxantina (HX)-XO in vitro, para
avaliar acdo contra hiperuricemia. De todos os compostos isolados, prodelfinidina B1-
3,3'-digalato demonstrou possuir a maior atividade inibitéria, com ICso 6,61 UM,
comparado ao halopurinol. Este estudo fornece bases para comprovar a acéo da fragdo
aquosa de L. brasiliense contra hiperuricemia, com ICso 48,3 pug/mL. Este efeito é

compativel com a presenca de prodelfinidina B1-3,3'-digalato (Rodriguez et al., 2020).
2.4 Porphyromonas gingivalis

Porphyromonas. gingivalis é considerado o segundo patdégeno periodontal mais
estudado, ficando atras somente de Aggregatibacter actinomycetemcomitans (Fiorillo et
al., 2019). E uma bactéria Gram negativa e sem capacidade de motilidade. Os sulcos

gengivais (espagos de 0,5 mm entre o dente e a gengiva) funcionam como porta de
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entrada e um nicho para um ecossistema bacteriano (nico, composto por micro-
organismos adaptados a esta regido, tal como P. gingivalis. Esta espécie pode crescer
nos sulcos gengivais, lingua, mucosa bucal e area tonsilar em humanos com ou sem
periodontite (Cutler et al., 1995).

Evidéncias indicam que P. gingivalis € um micro-organismo oportunista que
possui fatores de viruléncia que néo estdo presentes em cepas que colonizam individuos
saudaveis. Além disso, possui mecanismos de aderéncia em tecidos orais, como a
presenca de fimbrias, hemaglutininas, céapsula, fatores de coagregacdo com outras

bactérias orais e proteinases, como as gingipainas (Cutler et al., 1995).

Gingipainas sdo cisteina-proteases extracelulares de P. gingivalis e séo
consideradas o principal fator de viruléncia desta bactéria. Podem degradar uma grande
variedade de proteinas do organismo hospedeiro, ajudam a bactéria a se esquivar do
sistema imune, desregulam vias sinalizadoras e causam destruicdo tecidual. As
gingipainas conseguem inativar seus substratos pela clivagem destes em um ou mais

lugares, ou por completa degradagéo (Hocevar et al., 2018).

Quando cultivadas em meio de cultura agar sangue, as col6nias de P. gingivalis
sdo inicialmente brancas/creme e com o tempo (4-8 dias), tendem a se tornar pretas no
centro e vermelhas escuras nas bordas, o que esta correlacionado com a concentragao de
protoheme (Holt et al., 1999).

Porphyromonas gingivalis € a espécie mais associada a forma crbnica da
periodontite, e pode ser detectada nas bolsas periodontais. Uma de suas estratégias de
sobrevivéncia no organismo hospedeiro é a invasdo de células e tecidos, evitando o
sistema imune do individuo. Ao invadir o tecido, consegue manter sua viabilidade e
multiplicacdo. Essa propriedade se d& por meio de suas fimbrias (Bostanci e
Belibasakis, 2012). Sua contribuicdo para a patogénese das formas agressivas de
periodontite se da pela inducdo de altos niveis de citocinas pré-inflamatorias, como IL-6
e IL-1B (Mysak et al., 2014).

As doencgas periodontais também estdo associadas a problemas sistémicos nos
seres humanos (figura 2, pagina 38), como artrite reumatoide, doencas cardiovasculares
e neurodegenerativas, doengas respiratorias, esteatose hepatica e depressdo (Fiorillo et
al., 2019; Mei et al., 2020). Ja foi notado que a periodontite € um fator de risco para o

aparecimento e agravamento de doenca de Alzheimer, afetando a permeabilidade da
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barreira hematoencefélica e inibindo a resposta imune local, ndo permitindo a entrada
de células imunes ao cérebro. Essa escassez de células imunes resulta na infeccdo do
cérebro por P. gingivalis, provavelmente causando deficiéncia na depuracdo de amiloide

insoltvel e induzindo imunossupressdo (Babenya e Garaschuk, 2021).

No cérebro de pacientes afetados pela doenca de Alzheimer também ja foram
identificadas, por meio de autdpsia, as gingipainas, com seus niveis correlacionados
com a patologia de tau e ubiquitina, encontrando-as também no fluido cérebro-espinhal
de individuos diagnosticados com a doenca (Dominy et al., 2019; Ryder, 2020). Estudos
in vivo demonstraram que uma infecgdo por P. gingivalis em camundongos resultou em
colonizagdo cerebral e aumento da produgéo de APi42, um componente das placas
amiloides. Uma inibig8o das gingipainas reduziu o crescimento bacteriano e estabilizou
a infeccdo cerebral por P. gingivalis, sugerindo que os inibidores de gingipainas podem
ser utilizados para tratamento de colonizacdo cerebral por P. gingivalis,

neurodegeneragéo e doenga de Alzheimer (Dominy et al., 2019).

A manutencdo de uma microbiota oral saudavel e o manejo da doenca
periodontal com vigilancia regular e boa higiene bucal ao longo da vida, provavelmente
reduzirdo a carga desnecessdria da doenca de Alzheimer em alguns individuos
(Singhrao e Olsen, 2019).

De acordo com a revisdo sistematica de Fiorillo e colaboradores (2019), existe
uma importante correlacdo entre doenca periodontal e doenca cardiovascular. Em
resumo, os médicos poderiam prevenir doencas cardiovasculares apenas prevenindo
uma doenca periodontal e seus produtos, devendo ser a terapia periodontal o primeiro

passo na terapia cardiovascular.

Ainda existem relacGes entre doenca periodontal e doencas imunologicas. Essa
correlacdo se da pelos anticorpos circulantes, liberados pela presenca das bactérias,
podendo ter ligacdo com casos de artrite reumatoide (Perricone et al., 2019). Outros
eventos também podem ocorrer devido a presenca destes anticorpos, como gravidez de
risco e doenca inflamatoria intestinal. As doencas periodontais também afetam
pacientes que apresentam outras condi¢des inflamatorias, como resisténcia a insulina
(Fiorillo et al., 2019).

Porphyromonas gingivalis possui vesiculas de membrana externa, que Sao

nanoparticulas derivadas da membrana de bactérias Gram negativas. As gingipainas sao
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entregues ao organismo hospedeiro por meio dessas vesiculas e essa entrega é capaz de
atingir drgdos distantes por meio da circulagdo sanguinea, provocando alteragdes no
metabolismo da glicose no figado do hospedeiro, com a inibicdo da sintese de
glicogénio estimulada pela insulina nas células hepaticas e contribui para a progressao
de Diabetes Mellitus (Seyama et al., 2020).

Estudos prévios focaram nos efeitos psicossociais causados por P. gingivalis,
como vergonha, isolamento e soliddo, por conta da perda dental, pobre higiene oral e
halitose causadas pela infec¢do por esta bactéria. Foi reportado que individuos com
periodontite possuem uma maior incidéncia de depresséo subsequente (Mei et al.,
2020).

Recentemente, P. gingivalis tem atraido atencdo a uma possivel relacdo com
doenca de Parkinson. Uma reviséo realizada por Olsen et al. (2020) revelou que alguns
desfechos como inflamacdo sistémica, hipercoagulacdo, presenca de fibrinogénio
amiloide no plasma e mudancas ultraestruturais em plaquetas, provavelmente induzidos

por P. gingivalis, podem afetar o desenvolvimento de doenga de Parkinson.

Porphyromonas gingivalis estd associada a varios desfechos adversos em
gravidez, como pré-eclampsia, nascimento prematuro, aborto espontaneo, diabetes
gestacional e restricdo de crescimento fetal. Os fatores de viruléncia, como adesdo e
enzimas desta bactéria podem alterar a morfologia e microbiota de tecidos fetais e
maternos, podendo ainda aumentar exageradamente a producdo de citocinas, radicais
livres e proteinas de fase aguda no compartimento uterino, aumentando o risco de
contragOes e nascimento prematuro. Evidéncias confirmam a presenca de P. gingivalis
no liquido amniético e placenta (Chopra et al., 2020). Além disso, um estudo conduzido
por Curi e colaboradores (2021), investigou e comparou a presenca de P. gingivalis e A.
actinomicetemcomitans em amostras bioldgicas de mulheres que tiveram parto a termo
com diagnostico de gengivite. Os resultados mostraram que todas as amostras de saliva
das participantes apresentaram P. gingivalis e A. actinomicetemcomitans, 60% das
mulheres com gengivite apresentaram P. gingivalis nas amostras de sangue do cordéo

umbilical e sangue periférico e 46,6% no colostro.

Recentemente, P. gingivalis tem sido associada ao carcinoma espinocelular oral,
gue é uma neoplasia maligna comum da cavidade oral, com progndstico reservado e

baixa taxa de sobrevida e, de acordo com a revisdo sistematica de Mendoza e
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colaboradores (2020), a bactéria pode desempenhar um papel importante no

desenvolvimento desta neoplasia.

Existem evidéncias crescentes de uma associacdo entre a periodontite e cancer
gastrointestinal e pancreatico, relacionando P. gingivalis aos canceres orodigestivos. A
bactéria regula positivamente receptores especificos em células, ativando a
metaloproteinase-9 e interleucina-8 em cultura de células de carcinoma. Além disso,
acelera o ciclo celular e suprime a apoptose. P. gingivalis promove metastase a distancia
e quimiorresisténcia a agentes anticancerigenos, acelerando a proliferacdo de células
tumorais orais. Foram encontradas bactérias vivas em células pancreéticas cancerosas in
vitro e 0 aumento da proliferacdo de células tumorais foi relacionado a infeccdo com P.
gingivalis in vivo. Ademais, P. gingivalis pode estar associada a lesGes pré-cancerosas
gastricas e do colon, carcinoma de células escamosas esofagicas, carcinoma de cabeca e
pescoco e cancer de pancreas, enfatizando que a bactéria possui efeitos tumorigénicos
sistémicos além dos efeitos locais na cavidade oral (Gnanasekaran et al., 2020; Olsen e
Yilmaz, 2019).

Uma disbiose microbiana no trato digestivo superior esti relacionada a um
aumento no risco de cancer em células escamosas esofagicas e uma abundéncia de P.
gingivalis € associada com a baixa taxa de sobrevivéncia de pacientes com este tipo de
cancer. A invasdo intracelular de P. gingivalis potencializa a proliferacdo, migracao,
invasdo e metastase neste tipo de célula (Qi et al., 2020). Estudos recentes mostram que
a ingestdo oral de P. gingivalis leva a uma inflamagéo intestinal e alteragdo da
microbiota, com reducdo significativa na diversidade bacteriana, induzindo
indiretamente a producdo de células T IL9+ CD4+ (Sohn et al., 2021).

Teorias ou hipdteses sobre a ligacdo entre COVID-19 e a doenca periodontal
tém aumentado durante a pandemia. Foi relatado que o SARS-CoV-2 possui resultados
adversos devido ao estabelecimento de uma tempestade de citocinas, que é semelhante
ao perfil de expressdo de citocinas e as células envolvidas na periodontite. O fendbmeno
dos macrofagos irritados pode ser explicado pela polarizacdo dos macr6fagos M1-M2.
Pacientes com periodontite tém uma relacdo M1/M2 maior do que pacientes saudaveis,
tendo macréfagos M1 mais ativos produzindo citocinas pré-inflamatorias. A hipotese
criada por Utomo e colaboradores (2021) é que a doenca periodontal pode dificultar o
mecanismo de defesa contra COVID-109.
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Figura 2 - Estratégias pelas quais P. gingivalis podem invadir o corpo todo, representado por um esquema
simples associando a bactéria a doencas sistémicas. Fonte: adaptado de Mei et al., (2020).
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Plantas medicinais sdo tradicionalmente usadas para higiene oral e tém papel
antibacteriano contra patdgenos orais. Em uma revisdo realizada por Carrol e
colaboradores (2020), um total de 416 espécies pertencentes a 110 familias e 305

géneros estdo documentadas com essa finalidade.
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3 METODOLOGIA
3.1 Droga vegetal

Os rizomas de Limonium brasiliense foram coletados em Rio Grande, llha dos
Marinheiros (31°59°33”S, 52°10°43”W, altitude= 9 m), Rio Grande do Sul, Brasil, em
maio de 2010. Exsicatas foram depositadas no Herbario da Universidade Estadual de
Maringd (UEM) sob numero HUEM 21151 sob responsabilidade de Jodo Carlos
Palazzo de Mello. O material vegetal foi coletado com permissédo do IBAMA-SISBIO e
registrado sob nimero 11995-3 em dois de novembro de 2010, codigo de autenticacao
46367613, sob responsabilidade de J. C. P. Mello. O acesso ao material botanico foi
autorizado e licenciado pelo Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e
Tecnoldgico (CNPq), registrado pelo nimero 010252/2015-0. A droga vegetal foi seca
em estufa de circulacdo de ar em temperatura de 37,0 + 2 °C, em seguida moida em

moinho de martelos (Tigre ASN-6).
3.2 Preparo de extrato bruto e fragio acetato de etila

3.2.1 Extrato bruto dos rizomas de Limonium brasiliense

A droga vegetal foi submetida a processo de extracdo por Ultra-Turrax
(UTC115KT, Ika Works), utilizando acetona:agua (7:3; v/v) como liquido extrator,
numa proporcao de 1:10 (m/v). A extracdo foi realizada durante 30 min, com intervalos
de cinco min para que a temperatura de extracdo fosse mantida abaixo de 40,0 °C, ndo

degradando as substancias presentes na droga vegetal (Blainski et al., 2013).

O extrato foi filtrado em funil de Blchner, concentrado em evaporador rotatério
sob pressao reduzida até eliminacdo de todo solvente organico. Apds, o extrato foi
congelado com nitrogénio liquido e liofilizado, obtendo-se o extrato bruto (EB).

3.2.2 Particdo liquido-liquido a partir do EB

Foi realizada a particdo liquido-liquido utilizando acetato de etila como liquido
extrator. Foram dissolvidos 40 g do EB em 400 mL de agua destilada e adicionados 400
mL de acetato de etila em funil de separacdo. A fase acetato de etila (FAE) foi separada
e reservada. Apos, retornou-se a fase aquosa (FAQ) ao funil de separacdo e 0 processo
foi repetido (adicionando acetato de etila por mais nove vezes), a fim de extrair o
méaximo possivel de compostos fenolicos que possuem afinidade com o solvente

organico (Mello et al., 1996). As fases acetato de etila foram reunidas e concentradas
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em evaporador rotatorio sob pressdo reduzida, até que todo o solvente organico fosse
eliminado. A fase orgénica foi congelada com nitrogénio liquido e liofilizada. Esse

mesmo processo foi realizado com a fragdo aquosa.

3.2.1 Isolamento cromatogréafico

A FAE foi fracionada empregando-se uma coluna de vidro (altura: 750 mm e
diametro: 55 mm) contendo Sephadex LH20 como fase estacionaria. O fracionamento,
analise das subfragdes por CLAE e analise estrutural das substancias isoladas por
espectrometria de massas e ressonancia magnética nuclear foram realizados de acordo
com Isolani (2017). A partir do isolamento, foi obtida a subfracdo F7, uma fracéo
semipurificada da FAE, que contém as trés substancias majoritarias de L. brasiliense:
epigalocatequina-3-O-galato, samarangenina A e samarangenina B e foram obtidas cada

uma dessas substancias isoladamente.

3.3 Porphyromonas gingivalis

A bactéria P. gingivalis (ATCC 33277) foi cultivada em agar (para 1 L: 16 g de
agar, 15 g de peptona triptcase, 5 g de peptona neutralizada de soja, 5 g de cloreto de
sodio, 5 g de extrato de levedura, 0,5 g de L-cisteina) suplementado com sangue de
carneiro desfibrinado a 5% e enriquecido com 10 mg de vitamina K e 5 mg de hemina,
sob condicbes de anaerobiose (Anaerocult, Merck, Darmstadt, Germany) a 37,0 °C
conforme Lohr et al. (2011b).

Para os experimentos, foi utilizada uma cultura liquida cultivada overnight, na
fase de crescimento exponencial da bactéria. A cultura liquida foi preparada a partir do
crescimento de P. gingivalis em &gar. A bactéria foi ressuspendida no meio de cultura
liquido a uma ODsgo 0,17. Para obter a bactéria em sua fase exponencial do crescimento

da cultura, a cultura liquida foi incubada sob condi¢des de anaerobiose por 24 h.

3.4 Cultura de células bucais humanas (KB)

As células epiteliais da mucosa bucal humana KB (ATCC CCL-17, HelLa),
derivadas de um carcinoma epidermoide oral, foram cultivadas em Earl’s minimum
essential medium (EMEM) (Lonza, Basel, Switzerland), suplementado com 8% de soro
fetal bovino (SFB) (v/v) (PAA Laboratories, Colbe, Germany) e 50 pg/mL de
gentamicina (MP Biomedicals, Irvine, USA), sendo incubadas a 37,0 °C em uma

T ODggo 0,05 corresponde a 0,32 x 108 UFC/mL.
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atmosfera de 5,0% de CO: (Lohr et al., 2011a). As passagens foram realizadas duas

vezes na semana, até 80-100% de confluéncia, até 15 passagens no maximo.

As células foram gentilmente cedidas pelo professor Dr. S. Eick (University of

Jena, Germany).
3.5 Ensaios de toxicidade

3.5.1 Toxicidade contra Porphyromonas gingivalis

Para verificar que determinado extrato, fragdo ou substancia isolada tenha efeito
somente pela interacdo com as adesinas e ndo influenciando o metabolismo da bactéria,
testes de difusdo em A&gar foram feitos para eliminar uma possivel atividade
antibacteriana. Para isso, uma cultura de 3 dias foi coletada e ressuspendida em PBS
esteril. A densidade 6ptica foi ajustada para ODeeo 0,2 e 100 pL da suspensdo bacteriana
foi plaqueada no &gar sangue com a ajuda de uma espatula drigalski e um petriturn-
MPLUS. Discos de papel foram carregados com 20 puL das amostras testes (extratos,
fragbes e substancias isoladas), colocados circularmente na placa inoculada em
distancias iguais e testados nas concentragdes de 1000, 100, 10 e 1 pg/mL para EB,
FAQ, FAE e F7 e 100, 10 e 1 pg/mL para samarangenina A, samarangenina B e
epigalocatequina-3-O-galato. Discos de amoxicilina a 12,5 pg/mL foram utilizados
como controle positivo e PBS estéril como controle negativo. As placas foram
incubadas em condigdes ditas acima por cinco dias. Apds este periodo, os halos de

inibicdo foram mensurados (L6hr et al., 2011a).

3.5.2 Toxicidade contra células bucais humanas (KB)

As células foram depositadas em placas de 96 pogos em uma concentracdo de 5
x 10% células / poco e incubadas por 24 h a 37,0 °C e 5% de CO até atingirem 80% de
confluéncia. Apds alcancarem este valor, 0 meio foi descartado e as células lavadas
duas vezes com PBS (100 uL por pogo). As solugdes testes contendo o extrato e fragdes
foram dissolvidas em meio de cultura EMEM e diluidas a 100, 50 e 10 pg/mL,
adicionadas (100 pL por pogo) e incubadas por 24 h (Lohr et al., 2011a).

A viabilidade celular foi avaliada pelo método do ensaio de reducdo do MTT
descrito por Mosmann (1983). Brevemente depois do tempo de tratamento, 0 meio
sobrenadante foi descartado e as células foram lavadas duas vezes com PBS (200 pL

por pogo). 50 uL. de uma solugdo de 5 mg/mL de MTT em PBS foi adicionada a cada
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pogo. Apos 4 h de incubagdo a 37,0 °C e 5,0% CO, a solucdo de MTT foi descartada e
50 uL de DMSO foram adicionados para dissolver os cristais insoltveis de formazan.
Apo6s 5 min a absorvancia foi mensurada em leitor de microplacas a 492 nm contra um

comprimento de onda de referéncia de 690 nm.

A viabilidade relativa foi relacionada ao controle ndo tratado (UC = 100%) e os
experimentos sdo expressos em média + desvio padrdo (%) para trés experimentos

independentes *** p < 0,001.
3.6 Ensaios de inibicdo da adeséo

3.6.1 Marcacdo da bactéria

Uma cultura liquida cultivada orvernight de P. gingivalis foi lavada uma vez
com PBS por centrifugacdo a 3600 x g por 5 min e ressuspendida em tampé&o
bicarbonato de sédio (NaHCO3z) 0,5 M (pH 8). As suspensdes foram padronizadas em
uma ODeso 4,0, marcadas com uma solucéo de isotiocianato de fluoresceina (FITC) 50
pug/mL em DMSO e incubadas por 30 min a 37,0 °C, sob o abrigo da luz e intensidade
de agitacdo de 100% no Thermal Shaker. Para remover o FITC remanescente, as
bactérias foram centrifugadas a 3600 x g por 5 min, lavadas trés vezes com 2,0 mL de
PBS e ressuspendidas em meio EMEM, ajustando a ODeso para 0,3 (Lohr et al. (2011a).

3.6.2 Investigacdo da influéncia das amostras na marcacao da bactéria (Quenching test)

Para excluir efeitos das amostras no teste de fluorescéncia, foi testado o
comportamento da bactéria marcada frente as amostras. Para isso, a bactéria foi marcada
com a fluorescéncia conforme descrito na sessdo 3.6.1. A bactéria marcada foi incubada
com as amostras testes durante 90 min. As amostras foram testadas nas concentragdes
de 100, 10 e 1 pg/mL para FAQ, FAE e F7 e 10, 1 e 0,5 pg/mL para samarangenina A,
samarangenina B e epigalocatequina-3-O-galato. Apoés, a intensidade de fluorescéncia
da suspensdo bacteriana foi determinada por um leitor de fluorescéncia em um

comprimento de onda de excitacdo de A 485 nm e emisséo A 538 nm.

A inibic&o da fluorescéncia foi relacionada ao controle ndo tratado (UC = 100%)
e 0S experimentos sdo expressos em media * desvio padrdo (%) para trés experimentos

independentes.
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3.6.4 Atividade antiadesdo por ensaio fluorimétrico de placa

As bactérias marcadas com FITC (sessdo 3.6.1), foram adicionadas as células
KB (semeadas em placa de 96 pogos e incubadas por 24 h a 37,0 °C e 5,0% de COy).
Duas horas antes de adicionar as bactérias marcadas, as células foram lavadas duas
vezes com PBS, para remover qualquer antibiotico existente no meio. EMEM sem
suplementacédo foi adicionado e a placa foi incubada. As solugdes testes contendo uma
proporcdo bactéria:celula de 100:1, foram adicionadas as células nas concentragdes de
100, 50 e 25 pg/mL para FAQ, FAE, e F7 e 50, 40, 30 e 20 uM para samarangenina A,
samarangenina B e epigalocatequina-3-O-galato. A placa foi incubada por 90 min. A
monocamada foi lavada duas vezes com PBS e 100 pL de PBS foram adicionados. A
leitura foi realizada a Aexc 485 nm ¢ Aem 538 nm em um leitor de fluorescéncia em
placa Fluoroskan Ascent (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA). A adesao relativa
foi relacionada ao controle ndo tratado (UC = 100%) e os experimentos sdo expressos

em média + desvio padrdo (%) para trés experimentos independentes *** p < 0,001).

3.7 Ensaios de inibicdo da atividade das gingipainas

Para determinar a influéncia das fracGes de L. brasiliense nas principais adesinas
de P. gingivalis, as atividades especificas para arginina e lisina foram monitoradas
durante a incubagdo com as amostras testes. Para diferenciacdo dos efeitos da atividade
de gingipaina sobre arginina ou lisina, foram usados substratos especificos com uma
porcdo colorimétria (nitroanilida) para determinacdo da protease ap0s incubagdo com a
FAQ, FAE e F7, chamados Bz-Arg-pNA (Na-benzoyl-L-lysine-4-nitroanilide) para
Arg-gingipaina e Ac-Lys-pNA (Na-acetyl-L-lysine-4-nitroanilide) para Lis-gingipaina.
O tripeptideo leupeptina (5 M), que é um inibidor especifico de Arg-gingipaina, foi

usado como controle positivo e a bactéria ndo tratada como controle negativo.

Bactérias a partir de uma cultura de trés dias em agar sangue foram
ressuspendidas em tampao (200 mM Tris Cl, pH 7,6, contendo NaCl 150 mM, CaCl; 5
mM, NaN3z 0,02%, cisteina HCI 20 mM) e ajustadas para uma ODeso 0,5. 50 UL desta
suspensdo, para a medida da atividade de Lys-gingipaina, e 10 pL para determinagéo da
atividade de Arg-gingipaina, foi misturado com as amostras de FAE, FAE e F7 de L.
brasiliense em concentracdes de 100, 50, 25 e 12,5 pg/mL. Leupeptina (10 pM) foi
usada como controle positivo. A mistura teste foi incubada por 10 min a 37,0 °C. 10 pL

de N-o-acetil-L-lisina-4-nitroanilida HCI (4 pg/uL em DMSO) ou N-o-benzoil-L-
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arginina-4-nitroanilida HCI (3 pg/uL em DMSO) respectivamente foram adicionados e
uma medi¢do continua da absor¢do a A 405 nm durante um periodo de 15 min foi
realizada (Tecan-Reader Sunrise). Os pocos sem substrato corresponderam ao valor do
branco. A atividade da protease foi relacionada com o controle ndo tratado e TLCK

(Na-p-tosil—L-lisina clorometil cetona) foi utilizado como inibidor da protease.

A inibicdo foi relacionada ao controle ndo tratado e os experimentos foram
expressos em média + desvio padrdo (%) para trés experimentos independentes *** p <
0,001.

3.8 Determinacéo da atividade antibiofilme

Uma cultura liquida de P. gingivalis de 24 h foi usada para investigar a
influéncia do extrato e fragGes de L. brasiliense na formagéo de biofilme de acordo com
0 protocolo descrito por Labrecque e colaboradores (2006). Em sua fase de crescimento
exponencial, a bactéria foi lavada com PBS e ressuspendida em meio de cultura liquido
pré-aquecido. 100 pL de uma suspensdo bacteriana em uma ODeso 0,2 foram
transferidos para placa de 96 pocos. A amostras (100 uL), diluidas em PBS, foram
adicionados no dobro da concentracdo desejada, para que fosse obtido a concentragédo
requerida em 200 pL por poco (1000, 500, 250, 125 e 32,5 pg/mL). Depois de uma
incubacdo anaerdbica por 24 h a 37,0 °C, o biofilme foi lavado trés vezes com 100 pL
de agua ultrapurificada estéril. Apds, o biofilme estabilizado foi corado com 100 pL de
cristal violeta a 0,4% durante 15 min. O biofilme foi lavado quatro vezes com agua
ultrapurificada para remocdo do corante remanescente. Depois de 2 h secando, o
biofilme corado foi dissolvido em etanol 95% e a placa foi gentilmente agitada por 10
min. Para quantificacdo, a absorvancia em 550 nm foi determinada em um leitor de

microplacas.

A atividade antibiofilme foi relacionada ao controle ndo tratado (UC = 100%) e
0s experimentos sdo expressos em média + desvio padrdo (%) para trés experimentos

independentes *** p < 0,001.

3.9 Docking reverso

Os taninos identificados no extrato de L. brasiliense foram utilizados na
montagem da biblioteca de compostos deste trabalho. Foram listados trés compostos,
Epigalocatequina-3-O-galato, Samarangenina A e Samarangenina B, cujas estruturas

foram obtidas na base de dados Pubchem (Kim et al., 2016) ou Zincl5 (Sterling and
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Irwin, 2015). Em seguida, as estruturas foram analisadas pelo servidor SEA predictions
(Keiser et al., 2007) para identificacdo dos provaveis alvos metabdlicos em P.
gingivalis. A identificagdo de outros alvos conhecidos destes taninos também foi

realizada por meio da Binding database (Gilson et al., 2016).

3.10 Anédlise estatistica

Os dados numeéricos foram apresentados em média £ desvio padrdo da média
(DP) de trés experimentos independentes. Os numeros de repeticbes de ensaios
individuais eram diferentes e sdo exibidos nos respectivos protocolos. O Student test foi
realizado considerando valores de p < 0,05 como estatisticamente significativos.
GraphPad Prism 5 (GraphPad Software) foi usado para computacdo estatistica e

gréficos.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Escolha das amostras para realizagdo da investigacdo de atividade antiadesiva

Com base nos resultados de uma triagem realizada com o extrato bruto de L.
brasiliense e sua atividade antiadesiva contra P. gingivalis, que foi realizada no trabalho
de de Oliveira Caleare (2017), houve evidéncias de que o extrato acetona-agua de L.
brasiliense possui atividade antiadesiva contra tal patégeno periodontal, reduzindo a
adesdo em aproximadamente 80% em concentracdes menores ou iguais a 100 pg/mL.
Para a selecdo do material vegetal, foram considerados os conhecimentos atuais e 0
status da pesquisa, utilizando as frac6es e substancias isoladas de L. brasiliense que, até

0 momento, sdo insuficientemente estudadas.
4.2 Ensaios de toxicidade

4.2.1 Toxicidade contra Porphyromonas gingivalis

O principio da técnica de difusdo em agar consiste na difusdo do composto teste
no meio de cultura solido e a subsequente interacdo com o crescimento da bactéria
(Bondi Jr et al., 1947; Bonev et al., 2008). Influéncias no crescimento da bactéria
podem ser observadas pela medi¢do da zona de inibicdo, dentro da cultura bacteriana.
No caso de atividade antibacteriana direta, o diametro da zona de inibicdo se
correlaciona com a concentracdo do composto de teste antibidtico ou com a atividade

amostra teste.

Para avaliar se o extrato, fracGes e substancias isoladas possuem toxicidade
contra a bactéria, foi realizado o teste de agar difusdo. O intuito foi diferenciar os efeitos
citotoxicos da atividade antiadesiva. Os resultados estdo demonstrados na figura 3 a

sequir.
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Figura 3 - Teste de agar difusdo do EB, FAQ, FAE e FLB7 a 1000, 100, 10 e 1 pg/mL, e samarangenina
A, samarangenina B e epigalocatequina-3-O-galato a 100, 10 e 1 pg/mL,. CP amoxicilina 12,5 pg/mL.
CN PBS estéril.

Nos resultados encontrados, a incubagdo com amoxicilina induz a formagéo de
uma zona de inibigdo com didmetro de 2,5 cm. J& extrato, fragOes e substancias isoladas
de L. brasiliense, bem como o PBS (controle negativo) ndo influenciaram o crescimento
de P. gingivalis nesse sistema de teste nas concentragdes testadas, demonstrando que a
atividade contra o patdgeno ndo se deve a esse efeito, portanto, extrato, fragdes e
substancias isoladas de L. brasiliense ndo sdo capazes de inibir o crescimento de P.

gingivalis.

Os resultados estdo de acordo com os encontrados por Schmuch (2015), que

testou o extrato bruto de Rumex acetosa L., o qual é muito parecido na composicao
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molecular com o extrato de L. brasiliense, e ndo apresentou nenhuma inibi¢cdo no

crescimento de P. gingivalis.

Este teste é importante para que nos proximos experimentos seja possivel
diferenciar a atividade de L. brasiliense contra P. gingivalis, sabendo que o extrato,
fracOes e substancias ndo exercem efeitos citotoxicos a bactéria e sim antiadesivos. Ao
observar a incapacidade das amostras testadas em inibir o crescimento do patogeno,
ficaram dispensados os testes de concentracdo inibitéria minima e concentracdo

bactericida minima.

4.2.2 Toxicidade contra células epiteliais da mucosa oral humana (KB)

Para determinacdo do efeito dos compostos nas células, € necessario medir a
atividade celular como um indicador de dano ou citotoxicidade. Um dos testes mais
utilizados para este fim é o 3-[4,5-dimetilazol-2-il]-2,5-difenil tetrazélio bromida
(MTT), um composto amarelo solivel em agua que é captado pelas células viaveis e
reduzido a formazan, um cristal azul insolivel em agua. Este cristal deve ser dissolvido
em algum solvente, preferivelmente DMSO, para leitura colorimétrica. A producédo de

formazan é diretamente proporcional ao nimero de células viaveis (Morgan, 1998).

No que diz respeito a um potencial uso profilatico em um produto bucal, o teste
de citotoxicidade in vitro do extrato e fragdes contra células KB foi realizado visando
excluir potenciais efeitos de inibicdo do crescimento das células frente as amostras
testadas e os experimentos devem definir um intervalo de concentracdo das amostras
para futuras investigacGes in vitro sobre a atividade funcional. O teste de MTT foi
utilizado para determinar a influéncia na viabilidade celular. A figura 4 demonstra a
influéncia das fragcdes semipurificadas de L. brasiliense nas concentragdes de 10, 50 e
100 pg/mL na viabilidade celular de células KB depois de um periodo de incubacéo de
24 h.
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Figura 4 - Viabilidade relativa (teste de MTT) de células KB apds 24 h de tratamento com diferentes
concentragdes das fragdes de Limonium brasiliense: FAQ, FAE e F7. A viabilidade relativa esta
relacionada ao controle ndo tratado (UC = 100%). Os experimentos sdo expressos como média + DP (%)
de trés experimentos independentes com n=3 replicatas. *** p < 0,001.

Apoés incubacdo por 24 h com a FAE e F7, podemos observar um ligeiro
aumento da viabilidade celular nas concentragfes de 10 e 100 pug/mL. No entanto, a
taxa de viabilidade diminuiu significativamente na concentracdo de 50 pg/mL para o

EB em comparacdo ao controle ndo tratado, com reducéo de 25 + 1%.

Para FAQ, ndo houve influéncia na viabilidade nas concentragdes testadas em

um intervalo de 24 h (figura 4). Tanto para FAE quanto para F7, houve reducdo
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significativa também na concentracdo de 50 pg/mL, de 21 = 1% e 28 = 1%,
respectivamente (figura 4). Deve-se ressaltar que o tempo de incubacdo de 24 h ¢é
considerado tempo prolongado e resulta em reducdo significativa da desidrogenase

mitocondrial, enzima responsavel pela reducédo do MTT.

De acordo com as investigacfes de Oliveira Caleare (2017), o potencial
citotoxico de clorexidina foi bastante alto frente as células KB, com reducdo da
viabilidade celular de quase 100% em concentracdo de 20 pug/mL e aproximadamente
80% a 10 pg/mL. Este medicamento é utilizado como padrdo-ouro no tratamento clinico
de doenga periodontal e seu potencial citotdxico em células de mamiferos in vitro e
tecidos periodontais ja € bastante conhecido, tendo sido relatado que afeta
negativamente a proliferacdo celular (Hidalgo and Dominguez, 2001). Ao comparar a
concentracdo inibitéria minima (CIM) de clorexidina contra P. gingivalis com a
toxicidade contra células KB encontrada por de Oliveira Caleare (2017), foi encontrado
um indice de seletividade de 0,7, mostrando que o medicamento é muito mais toxico a

células eucaridticas do que procaridticas.

Hidalgo e Dominguez (2001) demonstraram que clorexidina é toxico frente a
fibroblastos dérmicos em concentrages in vitro de 5 a 2.400 vezes em relacdo aquelas
usadas na pratica clinica (0,12% como enxaguatdrio oral), eliminando totalmente a
proliferacdo celular. Pesquisas ainda afirmam que clorexidina influenciou na
cicatrizacdo de feridas Gsseas de rato, perturbando e atrasando o progresso normal de
cicatrizacdo em solugcbes com concentragdo de 0,5%, determinando que este
medicamento, em concentracdes semelhantes as usadas na pratica clinica, tem efeitos
adversos significativos no crescimento de fibroblastos dérmicos (Bassetti and
Kallenberger, 1980).

A clorexidina é um enxaguatério bucal que possui substantividade, ou seja,
capacidade de permanecer no local de agéo ativo, sendo liberada lentamente e evitando
que seu efeito seja rapidamente neutralizado pelo fluxo salivar, sendo indicado o uso
duas vezes ao dia em concentragdo de 0,12% (Hortense et al., 2010). Ao comparar 0sS
resultados de extratos e frages de drogas vegetais com a clorexidina, devemos levar em
consideracdo a riqueza de compostos moleculares presentes nesses produtos, que podem

atuar em sinergismo para a atividade biologica.
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Dessa forma, com os resultados encontrados neste trabalho, é possivel concluir
que o extrato e fragBes de L. brasiliense ndo exercem efeitos toxicos contra células KB
nas concentragdes de 10 e 100 pg/mL em 24 h de incubacdo. O que nos leva a pensar,
também, que ao utilizar extrato ou fracdo de L. brasiliense para tratamento ou
prevencdo de periodontite, 0 contato destes com a mucosa oral humana seria inferior as
24 h utilizadas para incubacdo do teste de MTT, podendo supor, entdo, que em
intervalos mais curtos de incubacg&o a toxicidade seria ainda menor, o que esta de acordo
com os resultados encontrados por Oliveira Caleare (2017), que testou a citotoxicidade
do extrato bruto de L. brasiliense em tempo de incubacdo de 2 h e ndo houve reducédo da

viabilidade celular em concentragdes inferiores a 100 pg/mL.

Os resultados encontrados neste trabalho estdo concordantes com os encontrados
por Antonelli-Ushirobira e colaboradores (2015a), nos quais o extrato bruto de L.
brasiliense apresentou baixa ou nenhuma toxicidade contra camundongos Swiss machos
e fémeas em um teste de toxicidade aguda e nenhuma toxicidade contra ratos Wistar em
testes de toxicidade cronica. Os autores comprovam ainda a auséncia de potencial

mutageénico e atividade hepatotdxica do extrato.

As conclusdes deste trabalho e da literatura cientifica definem o extrato bruto e
fracdes de L. brasiliense como seguros e adequados para as futuras investigacoes sobre

0 potencial das amostras para o tratamento e/ou prevencao de periodontite.

Devemos levar em consideracdo que a literatura diz que o ensaio de MTT néo é
completamente fiel e capaz de estimar a viabilidade celular na presenca de compostos
que influenciam o nivel intracelular de radicais livres (Jaszczyszyn and Gasiorowski,

2008), que é o caso dos compostos fendlicos presentes em L. brasiliense.
4.3 Ensaios de inibicdo da adesdo

4.3.1 Investigacdo da influéncia das amostras na marcacdo da bactéria (Quenching test)

Para excluir resultados falsos positivos em ensaios in vitro, foi investigada a
extingdo da fluorescéncia das fracdes e substancias isoladas para FITC. A extin¢do
inclui os processos nos quais o rendimento quantico de fluorescéncia é reduzido sem
alteracdes no espectro de emissdo de fluorescéncia. Como a reacdo de polifendis com
proteinas leva a uma alteracdo da estrutura tridimensional da proteina, ndo é

surpreendente que os polifendis sejam capazes de extinguir potentemente a
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fluorescéncia intrinseca da proteina por extingéo estatica (Soares et al., 2007). Devido a
isto, é necessario verificar a atividade de extin¢do de fluorescéncia das amostras para P.
gingivalis marcada com FITC. A extin¢do de fluorescéncia foi relacionada ao controle
ndo tratado (UC = 100%) e os experimentos sdo expressos em média + desvio padrao

(%) para trés experimentos independentes.

A medicao de intensidade de fluorescéncia da bactéria marcada com FITC frente
a diferentes concentracdes da FAQ de L. brasiliense é apresentada na figura 5 e revelou
que uma concentracao de 100 pg/mL é capaz de diminuir a intensidade em 26 + 0,01%.
Nas concentracdes de 10 pg/mL e 1 pg/mL a reducéo é de 10 + 0,05% e 14 + 0,02%,
respectivamente, reducdo que ainda é tolerdvel, mas deve ser incluida na avaliacdo dos

resultados.

120%
100%
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60%
40%
20%
0%

% quenching

uc 1 pg/mL 10 ug/mL 100 pg/mL
FAQ (ug/mL)

Figura 5 - Intensidade de fluorescéncia relativa de Porphyromonas gingivalis marcada com FITC
incubada com FAQ em diferentes concentracdes. Resultados relacionados ao controle ndo tratado (UC =
100%) e expressos em média + DP (%) de n=3 experimentos independentes. *** p < 0,0001.

Para a incubacdo com a FAE (figura 6), houve reducdo da intensidade de

fluorescéncia nas concentragcoes de 100, 10 e 1 pg/mL, reduzindo em 23 + 0,01%, 27 +
0,1% e 11 + 0,04%, devendo ser considerada na analise dos proximos resultados.
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Figura 6 - Intensidade de fluorescéncia relativa de Porphyromonas gingivalis marcada com FITC
incubada com FAE em diferentes concentraces. Resultados relacionados ao controle ndo tratado (UC =
100%) e expressos em média £ DP (%) de n=3 experimentos independentes. *** p < 0,0001.

Ja na incubacdo com a F7 (figura 7), a reducdo de fluorescéncia na incubacdo em
concentracdes de 100 pg/mL foi de 52 + 0,06%. Nas concentracdes de 10 e 1 ug/mL, a
reducdo foi de 24 + 0,02% e 15 + 0,04%, podendo ser considerada toleravel, mas levada

em consideracdo nas proximas analises.
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Figura 7 - Intensidade de fluorescéncia relativa de Porphyromonas gingivalis marcada com FITC
incubada com F7 em diferentes concentracdes. Resultados relacionados ao controle néo tratado (UC =
100%) e expressos em média + DP (%) de n=3 experimentos independentes. *** p < 0,0001.

Nas incubacbes com diferentes concentracbes das substancias isoladas
samarangenina A, samarangenina B e epigalocatequina-3-O-galato (figura 8), com
excecdo da concentracdo de 10 pg/mL da epigalocatequina-3-O-galato que reduziu a
fluorescéncia em 32 £ 0,05%, todas as concentra¢fes mantiveram reducgdo por volta de
20%. Resultados considerados toleraveis, porém, devem ser levados em consideracédo

nas proximas analises.



55

100% 100% o
w BO% w B
5 2
= =
= =
o B0% 5 B0%
=] =]
El S
£ aom £ apn
20% 20%
0% 0% _—
uc 0,5 pg/mL 1 pg/ml 10 pg/mL uc 0,5 pg/mL 1 pg/mL 10 pg/mL
Samarangenina A [pg/mL) Samarangenina B (pe/mL)
120%
100% —
w BO0%
Z
£
S B0%
El
o
R oaon
20%
0% o
uc 0,5 pg/mL 1 pe/mL 10 pe/mL

Epigalocatequina-3-0-galao (pg/mL)

Figura 8 - Intensidade de fluorescéncia relativa de Porphyromonas gingivalis marcada com FITC
incubada com epigalocatequina-3-O-galato (EGCG), samarangenina A (SA) e samarangenina B (SB) em
diferentes concentracdes. Resultados relacionados ao controle ndo tratado (UC = 100%) e expressos em
média + DP (%) de n=3 experimentos independentes. *** p < 0,0001.

4.3.2 Atividade antiadesdo por ensaio fluorimétrico de placa

De acordo com os resultados encontrados por de Oliveira Caleare e
colaboradores (2017), o extrato bruto acetona:agua de L. brasiliense demonstrou forte
atividade antiadesiva pela mesma metodologia, com reducdo da adesdo em 79 + 11% a
100 pg/mL, o que justificou as buscas pela atividade das fracGes e compostos isolados,

a fim de relacionar a estrutura molecular a atividade relatada.

O ensaio fluorimétrico de placa foi utilizado para quantificar o efeito antiadesivo
das fracdes e substancias isoladas de L. brasiliense em células KB. De acordo com 0s
dados apresentados na figura 9, nos quais houve coincubacdo da FAQ em diferentes
concentraces com as células KB e bactérias marcadas com FITC, ndo houve reducéo
da adesdo relativa das bactérias as células, o que demonstra que 0s componentes ativos

de L. brasiliense contra P. gingivalis ndo estdo presentes nesta fragao.
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Figura 9 - Influéncia da FAQ, FAE e F7 na adesdo relativa de Porphyromonas gingivalis marcada com
FITC as celulas KB em experimento de coincubacao (90 min) em placas de 96 pocos. Resultados
relacionados ao controle ndo tratado (UC = 100%) e expressos em média £ DP (%) de n = 3 experimentos
independentes. *** p < 0,0001.

A FAE na concentracdo de 50 pug/mL foi capaz de reduzir em 63 + 4% a adeséo
relativa das bactérias as células KB. Na concentracdo de 100 pug/mL ndo houve reducao
significativa, o que pode ser devido a falta de atividade nessa concentracdo, ou aos
compostos polifendlicos absorvidos pelo material da placa e efeitos tipicos de extin¢do
da fluorescéncia, ou até mesmo a precipitacao e insolubilidade dos compostos em altas

concentracgdes (figura 9).

A F7 (figura 9) demonstrou reducgdo significativa na adesdo das bactérias em
todas as concentracGes testadas. Esta fracdo € uma subfracdo da FAE, contendo os trés
compostos majoritarios juntos (samarangenina A, samarangenina B e epigalocatequina-
3-0-galato). A concentracdo que apresentou o maior potencial antiadesivo foi a de 25

pg/mL, capaz de reduzir em 71 + 3% a adesdo das bactérias as células KB.

Os testes com as fragdes nos direcionam aos resultados esperados, de que 0s
compostos galoilados sdo os responsaveis por tal atividade antiadesiva frente a P.
gingivalis. Com isto, os testes com as substancias majoritarias isoladas também foram

realizados.

Todas as substancias isoladas (figura 10) demonstraram significativa reducdo na

adesdo das bactérias as celulas em todas as concentracOes testadas. Os resultados com
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0s compostos isolados se mostram ndo dependentes de concentragdo, com a
samarangenina A apresentado reducdo da adesdo da bactéria as células em 72 + 5% na
concentracdo de 30 uM. J& a samarangenina B apresentou resultado semelhante na
concentracdo de 20 uM, reduzindo a adesdo em 71 + 4%, porém, a0 aumentar a
concentracdo do ativo, a atividade foi reduzida, podendo ser devido a insolubilidade do
composto em alta concentracdo, que varia de acordo com o coeficiente de particdo de
cada um. A epigalocatequina-3-O-galato foi o composto que apresentou a maior
atividade antiadesiva, sendo capaz de inibir a adesdo em 79 + 3% em concentracdo de
30 UM e 75 + 3% em 20 uM. Todos os resultados encontrados foram significativos,

com valores de p < 0,0001.

120% 120%
100% % 100% +
=R .
| B0% bz B0
z =
S 60% o B0%
i A
o [}
B a0% T a0n
E R
- D D D D - D ﬂ
0% — 0% —
uc 20 pM 30 pM 40 pM 50 pM uc 20 pM 30 puMm 40 pi 50 pM
Samarangenina A Samarangenina B
1202
100% %
)
§ 80%
o
= 60%
th
5
o 40%
=
- D D D D
0% —
uc 20 p 30 pi 40 ph 50 pM

Epizalocatequing-3-0-galao

Figura 10 - Influéncia da samarangenina A, samarangenina B e epigalocatequina-3-O-galato na adeséo
relativa de Porphyromonas gingivalis marcada com FITC as células KB em experimento de coincubacéo
(90 min) em placas de 96 pocos. Resultados relacionados ao controle ndo tratado (UC = 100%) e
expressos em média + DP (%) de n = 3 experimentos independentes. *** p < 0,0001.

Schmuch e colaboradores (2015) fizeram estudos com compostos galoilados e
ndo galoilados na inibicdo da adesdo de P. gingivalis as células KB pelo método de
citometria de fluxo, comprovando que os compostos que ndo continham a presenga do
acido galico eram inativos frente a bactéria e os galoilados apresentaram atividade,
afirmando entdo que a presenga do &cido galico funciona como pré-requisito para a
atividade antiadesiva, o que vai de encontro com os resultados obtidos neste trabalho,
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nos quais os compostos fendlicos galoilados apresentaram forte atividade inibidora da

adesdo das bactérias, e a FAQ ndo foi ativa neste teste.

Adicionalmente, sabe-se também que a tri-hidroxilacdo de flavan-3-ols
influencia positivamente na atividade destes compostos, estando presente nos
compostos que foram testados neste trabalho (Schmuch et al., 2015), que por sua vez

estdo presentes em altas concentracfes na FAE de L. brasiliense.

Foram realizados testes com o extrato aquoso de Rhododendron ferrugineum L.,
0 qual possui 8,7% de taninos, na reducdo da adesdo de P. gingivalis as células KB pelo
método de citometria de fluxo. Os resultados demonstraram reducdo da adesdo apos
pré-tratamento das bactérias com o extrato aquoso de uma forma dose-dependente, entre
0,5 e 10 mg/mL (Lo6hr et al., 2015).

A adesdo de P. gingivalis a outras bactérias € importante para a formacédo do
biofilme oral, por isso, a atividade antiadesiva de fracdes de cranberry foi avaliada em
ensaios de coagregacdo entre pares de bactérias, incluindo P. gingivalis e
Fusobacterium nucleatum. Os resultados demonstraram que a fragdo rica em polifenois
foi efetiva na inibicdo da agregacdo bacteriana, com MIC 940 pg/mL. Os autores
sugerem que os polifenois presentes na fracdo sdo os maiores contribuintes para a
atividade antibacteriana, comprovando ainda que o0s principais constituintes
polifendlicos sdo proantocianidinas e flavonoides, especialmente quercetina, miricetina,

cianidina-3-galactosideos, procianidina A2 e epicatequina (Neto et al., 2017).

Compostos fendlicos e extratos de vinho tinto foram analisados quanto sua
capacidade antiadesiva frente a P. gingivalis e demonstraram alto potencial inibitério
em concentracdes de 10 pg/mL para os compostos e 50 pug/mL para os extratos. Os
autores encontraram significante degradacéo do acido galico e proantocianidina B1 apds
incubacdo com as bactérias, sugerindo que o patégeno é capaz de catabolizar os taninos
oligoméricos (Esteban-Fernandez et al., 2018).

Acdes benéficas do resveratrol contra doencas periodontais foram associadas a
sua habilidade em neutralizar os fatores patogénicos de P. gingivalis (Minagawa et al.,
2015; Park et al., 2009). Da mesma maneira, o cha verde, o qual possui alta
concentracdo de epigalogatequina-3-O-galato, foi capaz de inibir a adesdo de P.

gingivalis as células bucais em concentracbes de 250-500 pg/mL (Sakanaka et al.,
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1996) e o resveratrol (1 — 10 uM) bloqueia a expressao de proteinas adesivas da bactéria
(Park et al., 2009).

Um dos mecanismos sugeridos para o potencial antiadesivo dos polifenois é que
eles sdo capazes de gerar um impedimento estérico para a fixacdo bacteriana aos
receptores celulares (Kline et al., 2009). Além disso, hd um ndmero limitado de
receptores de superficie nas células eucariotas para as adesinas bacterianas e, por conta
disso, existe um efeito inibitorio maximo dos polifendis que é alcancado em
concentracdes especificas, por isso um aumento na concentragdo fendlica néo
necessariamente se traduzird em melhor efetividade (Esteban-Fernandez et al., 2018).
Isso explica o porqué da atividade antiadesiva das fragOes e substancias isoladas de L.

brasiliense ndo serem concentracdo-dependente.

4.4 Ensaios de inibicdo da atividade das gingipainas

As proteinases estdo presentes nas bactérias para auxiliar na obtencdo de
nutrientes, sendo consideradas um fator de viruléncia importante, pois garante
vantagens a sobrevivéncia bacteriana e ainda sdo consideradas patogénicas ao
organismo hospedeiro, visto que causam ativacao ou inativacdo especifica de proteinas
bioativas, desequilibrando o sistema hospedeiro, incluindo seus mecanismos de defesa
(figura 11) (Imamura, 2003). As gingipainas sdo estritamente especificas para clivagem
de proteinas nos peptideos de arginina ou lisina. Essa especificidade se da pela estrutura
quimica dos bolsos S1 da enzima, o qual é otimizado para acomodar preferencialmente

as cadeias laterais de arginina (Potempa et al., 2003).
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Figura 11 - As mdltiplas atividades patogénicas das gingipainas e suas associa¢gdes com periodontite e
outras doengas. Fonte: adaptado de Imamura (2003).

[ ATIVACAO DO SISTEMA DE
CORTE ;

As analises de Chen e colaboradores (2001) indicaram que as atividades
cataliticas das gingipainas modulam a adesdo de P. gingivalis as células epiteliais,

apresentando dominios envolvidos na aderéncia das bactérias as células.

O organismo, em si, ndo produz inibidores endégenos para o controle da
atividade das gingipainas, por isso, o desenvolvimento de inibidores dessas enzimas
sera Util no controle do que parece ser um dos fatores de viruléncia primarios utilizados
por P. gingivalis durante o desenvolvimento e continuacdo da doenga periodontal
(Potempa et al., 2003). A contribui¢do potencial das gingipainas para a fisiopatologia da
periodontite sugere que essa enzima deve ser alvo das terapias para tratamento de
doencas periodontais, justificando a busca pela atividade de inibicdo enzimética pelas
amostras testadas neste trabalho.

De acordo com os dados encontrados por de Oliveira Caleare e colaboradores
(2017), o extrato bruto de L. brasiliense é capaz de inibir a atividade de Arg-gingipaina

de forma concentracdo-dependente, apresentando resultados significantes com 10 e 20
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png/mL de extrato, reduzindo a atividade da enzima em aproximadamente 60 e 75%,

respectivamente.

Ao testar a atividade das fracGes e subfracdo do extrato, FAQ, FAE e F7 (figuras
12, 13 e 14), foi observado que a maior inibi¢do enzimética aconteceu nos testes com
Arg-gingipaina, e que quanto mais purificada for a fracdo, maior sera a atividade
inibitéria. A FAQ (figura 12) inibiu de maneira concentracdo-dependente Arg-
gingipaina, apresentando inibicdo de aproximadamente 80% da atividade enzimatica em

100 pg/mL, com valores de p < 0,001.
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Figura 12 - Influéncia da FAQ (12,5, 25, 50 e 100 pg/mL) na atividade das proteases Arg-gingipaina (A)
e Lis-gingipaina (B) em relacéo a Porphyromonas gingivalis ndo tratada. Leupetina a 5pM serviu como
controle positivo (PC), bactérias ndo tratadas como controle negativo (UC). Os dados sdo a média + DP

(%) de 3 experimentos independentes com n = 3 replicatas técnicas. *** < 0,0001.

Ja a FAE de L. brasiliense (figura 13) foi capaz de inibir na mesma intensidade
da FAQ, porém em concentracdo muito inferior, de 5 pg/mL e com significancia nos
resultados. Isso se explica pela alta concentracdo de compostos fendlicos presentes nesta
fracdo. A atividade é superior ao encontrado por de Oliveira Caleare e colaboradores

(2017), pois é uma fracdo semipurificada do extrato bruto.
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Figura 13 - Influéncia da FAE 5, 10, 20 e 30 pg/mL nas proteases Arg-gingipaina (A) e 12,5, 25,50 e
100 pg/mL Lis-gingipaina (B) em relagdo a Porphyromonas gingivalis ndo tratada. Leupetina a 5uM
serviu como controle positivo (PC), bactérias ndo tratadas como controle negativo (UC). Os dados sdo a
média + DP (%) de 3 experimentos independentes com n = 3 replicatas técnicas. *** < 0,0001.

Os resultados de F7 (figura 14), a qual é uma subfracdo da FAE, sdo muito
semelhantes aos encontrados para a FAE, pois retine somente trés substancias fendlicas,
ajudando a explicar melhor a atividade encontrada na FAE e comprovando que, as
substancias responsaveis pela efetividade na inibicdo de gingipainas, sdo os polifendis

obtidos desta planta.

A Arg B Lis
125+ 125-
3 S
8 100- ® 100- -
E E
E 75+ E 754 RRR
: z - ook R *RE
8 50- & 50-
=2 =2
- =
:E 254 kK ‘E 254
;E AR HoRk AR e
u L L) Illllllll *,:‘* u L) L L) L L L)
LSS LSS
S5 eY Y Y o o5 T oY % o
£ Q‘\ Q’\ Q« Q«‘ Q’\ Q’\ Q«

Figura 14 - Influéncia da F7 5, 10, 20 e 30 pg/mL nas proteases Arg-gingipaina (A) e 12,5, 25, 50 e 100
pg/mL Lis-gingipaina (B) em relacdo a Porphyromonas gingivalis ndo tratada. Leupetina a 5uM serviu
como controle positivo (PC), bactérias ndo tratadas como controle negativo (UC). Os dados sdo a média +
DP (%) de 3 experimentos independentes com n = 3 replicatas técnicas. *** < 0,0001.
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4.5 Determinacéo da atividade antibiofilme

A formacdo de biofilme é um alvo importante para um agente terapéutico ou
profilatico. Em um modelo simples de biofilme de monocultura, que foi estabelecido
em placa de 96 pocos, a influéncia do extrato e fracdes de L. brasiliense foi testada pelo
método de cristal violeta. E necessario ressaltar que este modelo de determinacio de
biofilme usa condigdes estaticas, as quais ndo sdo comparaveis com os biofilmes
maduros tipicamente associados aos sistemas celulares. Entretanto, esse metodo é
importante para estudar os estagios iniciais de formacdo de biofilme e permite uma

rapida avaliacdo do potencial de formacao do biofilme.

A figura 15 demonstra a formacéo de biofilme por P. gingivalis em um periodo
de 24 h, sob condi¢cbes anaerdbicas, frente a acdo do extrato bruto e fracGes de L.

brasiliense em diferentes concentragdes.

Nas concentracdes de 125, 250, 500 e 1000 pug/mL de todas as amostras houve
reducdo significativa na formacao de biofilme, enquanto a concentracéo de 62,5 pg/mL
apesar de reduzir significativamente em todas as amostras testadas, foi a que apresentou
a menor reducdo. Os resultados demonstram que a formacdo de biofilme foi
consideravelmente inibida de uma forma concentracdo dependente e em concentragdes
iguais ou maiores que 250 pug/mL a reducdo foi tanta que pode ser considerada uma
prevencdo completa da formacdo de biofilme. Entretanto, deve ser considerado que
nessas concentracdes pode haver citotoxicidade frente as células KB, visto que ndo

foram concentracgdes testadas previamente.
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Figura 15 - Influéncia relativa das fracdes FAQ, FAE e F7 na formacéo de biofilme em relagdo ao
controle ndo tratado (UC = 100%). Resultados expressos como média + DP (%) de n = 3 experimentos
independentes. *** p < 0,0001.

Os resultados das investigacdes sobre a influéncia das fracdes na formacdo de
biofilme de P. gingivalis, revelaram um forte potencial inibidor das amostras nos
estagios iniciais de formacdo de biofilme em concentragdes de 125 a 1000 pug/mL. No
entanto, deve-se sempre lembrar que essas condi¢cOes de incubacdo estatica néo

correspondem ao desenvolvimento de um biofilme totalmente maduro.

Entretanto, para concentragcdes > 125 pg/mL em todas as amostras testadas, foi

demonstrada uma inibi¢do consideravel na formacdo de biofilme. Além da inibicdo da



65

adesdo, o estabelecimento do biofilme constitui um segundo alvo decisivo para um

potencial uso profilatico.

4.6 Docking reverso

Foram identificados trés compostos no extrato de L. brasiliense,
epigalocatequina-3-O-galato (CID 65064), samarangenina A (CID 85131379) e
samarangenina B (Zinc 230098288), os quais foram utilizados para analises in silico.
Em seguida, as moléculas foram avaliadas pelo servidor SEA, o qual compara a
similaridade da molécula avaliada (query) com bancos de dados de ligantes que
sabidamente se ligam a determinadas proteinas. Se houver similaridade entre a molécula
query com o ligante de uma dada enzima, é muito provavel que a molécula query
também se ligue a esta enzima. Quanto maior a similaridade, maior o score (MaxTC).
Se 0 MaxTC for igual a 1.00 significa que a molécula query ja foi descrita como um
ligante para aquela enzima. O p-value indica a probabilidade do resultado obtido ser um
falso positivo, portanto, quanto menor, melhor. A tabela 1 resume os resultados,
mostrando os alvos que estdo presentes em P. gingivalis em comparacdo com 0s

humanos.

Tabela 1 - Status na base de dados Uniprot das enzimas identificadas pelo servidor SEA predictios que
estdo presentes em Porphyromonas gingivalis, em comparagdo com humanos

Target name (gene) P. gingivalis H. sapiens
fabG ‘ Putativo -
fabz Confirmado -

pgd ‘ - Confirmado

A tabela 1 mostra que as enzimas 3-oxoacyl-[acyl-carrier-protein] reductase
(fabG), EC:1.1.1.100 e beta-hydroxyacyl-ACP dehydratase (fabZ), EC:4.2.1.59 estéo
presentes em P. gingivalis e ndo existem em humanos, tornando-as alvos mais
provaveis dos compostos avaliados. Estas duas enzimas fazem parte de um sistema de
biossintese de éacidos graxos comum a plantas e bactérias, chamado de FAS Il. Os
mamiferos, por sua vez, produzem acidos graxos por um sistema distinto, chamado de
FAS (Asturias et al., 2005). Quando uma substancia atua em um alvo especifico, é dito
que ela atua como drug like, tornando-se, neste caso, um agente antibacteriano eficaz
(Wright e Reynolds, 2007). Isso justifica o extrato ter tido atividade antiadesiva sem
afetar a viabilidade de células de mamiferos.
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Esta hipotese é reforcada pelo fato de que as enzimas fabG e fabZ ja foram
descritas como inibidas pela epigalocatequina-3-O-galato (Sharma et al., 2007;
Tasdemir et al., 2006). Contudo, a busca por potenciais alvos metabdlicos utilizou
apenas as informacdes disponiveis no banco de dados SEA, entdo, ndo significa que os
componentes do extrato possam se ligar apenas nas proteinas listadas. Outras proteinas
que poderiam ser alvo dos taninos avaliados neste trabalho podem ndo estar notadas no
banco de dados SEA.

Neste sentido, a base de dados Binding apresenta estudos que mostram que a
epigalocatequina-3-O-galato pode se ligar nas seguintes enzimas humanas: Hepatoxyte
growth fator receptor (Larsen et al., 2009), [-secretase (Cheng et al., 2012),
Plasminogen activator inhibitor-1 (Cale et al., 2010), P-glycoprotein 1 (Wong et al.,
2015), Dual-specificity tyrosine-phosphorylation regulated kinase 1A (Gourdain et al.,
2013), DNA (cytosine-5)-methyltransferase 1 (DNMT1) (Erdmann et al., 2015), Beta
amyloid A4 protein (Zhao et al., 2015), alpha-(1,3)-fucosyltransferase VII (Niu et al.,
2004), 6-phosphogluconate dehydrogenase (6PGD) (Shin et al., 2008), Telomerase
reverse transcriptase (Cohn et al., 2012), Mitogen-activated protein kinases 10 e 14
(Schmidt et al., 2010), 72 kDa tye IV colagenase (Niu et al., 2004), Potassium voltage-
gated channel subfamily H member 2 (Sinha e Sen, 2011), Matrix metalloproteinases 7
(MMP7) (Niu et al., 2004) e MMP14 (Aihara et al., 2009), Leukocyte elastase (Xu et
al., 2010), Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase NIMA-interacting 1 (Moore and Potter,
2013), ADAML17 (Niu et al., 2004), alpha-(2,3)-(N)-sialyltransferase (Niu et al., 2004),
Histone acetyltransferases p300, KAT5 e PCAF (Simon et al., 2016), CREB-binding
protein (Simon et al., 2016), HSP90 and hnRNPA2/B1 (Bhat et al., 2014), Bile salt
export pump (BSEP) (Wang et al.,, 2003), alpha-Amylase (Al-Asri et al., 2015),
Transcription Factor STAT1 (Masullo et al., 2014) e Transthyretin (Gimeno et al.,
2017).

Apesar de todas estas enzimas humanas terem sido descritas experimentalmente
como alvos da epigalocatequina-3-O-galato, ndo ha relatos sobre efeitos tdxicos desta
substancia natural em humanos. Também ndo ha relatos na literatura de que a
samarangenina A ou B, possam se ligar a proteinas em especifico. Sendo assim, 0s
resultados destas analises sugerem que o efeito antibacteriano observado contra cepas
de P. gingivalis possa ser devido a inibicdo das enzimas do sistema FAS Il, que

interfere na biossintese de acidos graxos essenciais a esse micro-organismo.
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A andlise por docking reverso dos componentes do extrato de L. brasiliense
sugeriu que as enzimas 3-oxoacyl-[acyl-carrier-protein] reductase (fabG), EC:1.1.1.100
e Beta-hydroxyacyl-ACP dehydratase (fabZ), EC:4.2.1.59 presentes em P. gingivalis,
podem se ligar a epigalocatequina-3-O-galato (CID 65064). Esta ligacdo pode afetar o
funcionamento destas enzimas, o que promove um efeito deletério nestas bactérias, sem

afetar as células de mamiferos.
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5 CONCLUSOES

As fragdes semipurificadas de L. brasiliense, juntamente com sua subfragédo
enriquecida com as trés substancias majoritarias samarangenina A, samarangenina B e
epigalocatequina-3-O-galato, bem como as substancias isoladamente podem ter um
grande impacto no desenvolvimento de produtos para cuidado oral contra periodontite,
pois possuem inibicdo especifica contra gingipainas, o principal fator de viruléncia da
bactéria P. gingivalis, patdgeno associado ao desenvolvimento de formas crénicas da
doenca periodontal. Além disso, sdo capazes de reduzir significativamente a adesdo
dessa bactéria as células da mucosa oral humana, ndo apresentando efeitos tdxicos e

ainda inibindo a formacdo de biofilme bacteriano.

E a primeira vez que sdo apresentados resultados das substancias de L.
brasiliense na inibicdo de gingipainas e formacdo de biofilme bacteriano de P.
gingivalis. S&80 necessarios mais estudos para desenvolvimento de uma formulacéo oral
contendo L. brasiliense, para que seja testada em estudos clinicos detalhados em
humanos a fim provar a eficacia dessas amostras e substancias, e para que a populacao
possa se beneficiar das atividades bioldgicas propostas nesse trabalho, melhorando o

quadro geral de periodontite e aumentando a adesdo do paciente ao tratamento.

Ao reduzir a incidéncia da doenca periodontal, maiores gastos com salde
publica poderdo ser também reduzidos, pois a doenca esta associada ao
desenvolvimento de diversos problemas sisttmicos que se desenvolvem em seres
humanos. Devemos citar também o crescente aumento da resisténcia bacteriana a nivel
mundial que, de acordo com a OMS, podera causar a morte de 10 milhGes de pessoas

anualmente até 2050, além de um prejuizo econémico de 100 trilhGes de ddlares.

Por isso, investir no conhecimento cientifico acerca da periodontite e combate a
P. gingivalis deve ser de interesse publico e governamental, pois envolve a salude da

populacdo mundial e a economia global que gira em torno disso.
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