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RESUMO

MONTEIRO, J. M. M. AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA E
CITOTOXICA DA BIFLORINA SOBRE MICRO-ORGANISMOS DA CAVIDADE
BUCAL. 2015. 59f. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Odontologia, Universidade
Federal do Amazonas.

Investigacdes fitoquimicas levaram ao isolamento e caracterizacdo da Biflorina que dentre os
compostos ja isolados da Capraria biflora, mostrou-se promissora com uma potente atividade
antimicrobiana e antitumoral. Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar a atividade
antimicrobiana da biflorina sobre micro-organismos da cavidade bucal e atividade citotoxica
sobre linhagem de célula cancerigena da cavidade bucal. A triagem da atividade
antimicrobiana da biflorina foi realizada através da técnica de difusdo em agar com os micro-
organismos Streptococcus mutans ATCC25175, Streptococcus salivarius ATCC7073,
Streptococcus oralis ATCC10557 e Lactobacillus paracasei ATCC335. A quantificacdo desta
atividade antimicrobiana foi realizada pela técnica de microdiluicdo em caldo para
determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM). Para avaliacdo da citotoxicidade
sobre linhagem cancerigena da cavidade bucal foi utilizada a linhagem celular CAL-27 e 0
ensaio de Alamar blue. No teste de difusdo em &gar, a biflorina apresentou atividade
antimicrobiana frente atodos 0s micro-organismos avaliados. A maior atividade
antimicrobiana foi observada nos ensaios com o Lactobacillus paracasei e a menor nos
ensaios com Streptococcus salivarius. Considerando que a biflorina foi ativa frente a todos 0s
micro-organismos testados, determinou-se a concentragdo inibitéria minima. No teste de
microdiluicdo a biflorina apresentou menor CIM frente ao Streptococcus mutans (MIC=0,70
pug/mL) e Streptococcus salivarius (MIC 3,125 pg/mL). Enquanto a clorexidina a 2% foi
eficaz em sua menor diluicdo (0,015%) sobre todas as bactérias testadas. No teste de
citotoxicidade do Alamar blue, o valor da ICso da Biflorina sobre a CAL-27 em 72 horas foi
de 3.69 (3.17 — 4.30uM/mL) e a Doxorrubicina (controle) foi 0.039 (0.036-0.088ug/mL). Os
resultados sugerem que a biflorina pode ser incorporada a produtos de uso odontoldgico e
para o tratamento de neoplasias da cavidade oral, porém é necessario dar continuidade aos
estudos com esta substancia nesta area.

Palavras-chave: atividade antimicrobiana, atividade citotdxica, biflorina, bactérias orais.



ABSTRACT

MONTEIRO, J. M. M. AVALIA(;AO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA E
CITOTOXICA DA BIFLORINA SOBRE MICRO-ORGANISMOS DA CAVIDADE
BUCAL. 2015. 59f. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Odontologia, Universidade
Federal do Amazonas.

Phytochemical investigations led to the isolation and characterization of biflorin that among
the compounds already isolated from Capraria biflora, showed promise with a powerful
antimicrobial and antitumor activity. Therefore, the aim of this study was to evaluate the
antimicrobial activity of biflorin on the oral cavity microorganisms and cytotoxic activity on
cancer cell lineage of the oral cavity. The screening of antimicrobial activity biflorin was
performed by diffusion technique in agar with the microorganisms Streptococcus mutans
ATCC25175, Streptococcus salivarius ATCC7073, Streptococcus oralis ATCC10557 and
Lactobacillus paracasei ATCC335. The quantification of the antimicrobial activity was
performed by broth microdilution technique to determine the minimum inhibitory
concentration (MIC). To evaluate the cytotoxicity of cancer lineage of the oral cavity was
used cell line CAL-27 and the Alamar blue assay. In the agar diffusion test, biflorin presented
antimicrobial activity against all evaluated microorganisms. The greatest antimicrobial
activity was observed in trials with Lactobacillus paracasei and lower in trials with
Streptococcus salivarius. Whereas biflorin was active against all tested micro-organisms, it
determined the minimum inhibitory concentration. In the microdilution test biflorin showed
lower MIC against Streptococcus mutans (MIC = 0,70ug/mL) and Streptococcus salivarius
(MIC 3,125 pg/mL). While the 2% chlorhexidine was effective in its lower dilution (0,015%)
of all tested bacteria. In Alamar blue cytotoxicity assay, the ICso value of biflorin on the CAL
27 in 72 hours was 3.69 (3.17 to 4.30uM/mL) and Doxorubicin (control) was 0.039 (0.036-
0.088 uM/mL).The results suggest that biflorin can be incorporated in dental applications and
products for the treatment of cancers of the oral cavity, but it is necessary to continue the
research in this area with this substance.

Keywords: antimicrobial activity, cytotoxicity, biflorin, oral bacteria.
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1INTRODUCAO

A cavidade bucal, assim como em outros sitios do corpo humano, é colonizada por
uma microbiota caracteristica e complexa, compreendendo protozoarios, leveduras,
micoplasmas, archae e bactérias (JORGE, 2012; AAS et al, 2005). Em relacdo a quantidade, a
microbiota bucal sé compete com a intestinal, quanto a diversidade de espécies, a primeira

consiste na mais complexa do organismo (JORGE, 2012).

Dentre os principais géneros de micro-organismos presentes na microbiota bucal
residente, tem-se cocos Gram-positivos, como, Streptococcus sp., Staphylococcus sp.,
Enterococcus sp., bacilos Gram-positivos, tais como, Actinomyces sp., Lactobacillus sp.; e
fungos, tais como, Candida sp. E Rhodotorula sp (JORGE, 2012). Estes, desempenham ativo
papel no sitio em que se encontram, contribuindo para a manutencao da saude através (1) do
desenvolvimento do sistema imunoldgico e (2) da exclusdo de micro-organismos exdgenos (e
frequentes patdgenos). Este ultimo processo (resisténcia a colonizagdo) estd associado a
caracteristica competitiva (em termos de aquisi¢cdo de nutrientes e ligacdo a receptores orais) e
pela producdo de moléculas inibitérias da microbiota residente (MARSH, 2010; JORGE,

2012).

A microbiota comensal desempenha um papel importante na manutencdo da saude
oral e sisttmica. Comensais no intestino sdo conhecidos por serem essenciais para 0
desenvolvimento das estruturas do intestino e para o desenvolvimento apropriado da
imunidade local e sisttmica (WADE, 2013). Entretanto, o biofilme presente nas superficies da
cavidade bucal, seu acumulo associado a fatores de desequilibro da resisténcia do hospedeiro,
sdo importantes fatores para desencadear processos infecciosos na cavidade bucal, entre
outros processos inflamatdrios exacerbados pela presenca dos micro-organismos (TEIXEIRA,

BUENO; CORTEZ, 2010).
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A doenca cérie dentaria, por exemplo, é vista como consequéncia de um desequilibrio
da microbiota residente devido ao enriquecimento dentro da comunidade microbiana de
bactérias potencial e altamente cariogénicas devido a condic¢des frequentes de baixo pH no
biofilme dentario, geralmente como resultado de uma alteragdo na dieta ou uma reducao do

fluxo salivar (MARSH, 2010).

O processo de formacdo de biofilme inicia quando as células microbianas aderem
irreversivelmente a superficie, passam pelo processo de divisdo celular, formam micro
colbnias e produzem polimeros extracelulares. Estas substancias poliméricas extracelulares
consistem primariamente em polissacarideos que podem ser detectados microscopicamente e
por analises quimicas e sdo responsaveis por fornecer a matriz e estrutura para o biofilme
(DONLAN, 2001).

Dessa maneira, estudos vem sendo realizados, voltados para a reducdo desse biofilme
presente na cavidade bucal, na tentativa de descobrir substancias que possuam atividade
antimicrobiana e que possam agir como coadjuvantes na prevencdo das caries, processos
inflamatorios e que possam ser utilizados tanto para prevencdo quanto para tratamento de
certos acometimentos bucais (SILVA, 2013; FANI;, KOHANTEB, 2012; CHELLI-

CHENTOUF et al, 2012).

Capraria biflora L. (Scrophulariaceae) é uma planta medicinal perene distribuida na
América do Sul e do Norte, conhecida popularmente como cha-da-terra, cha-do-méxico, ché-
da-martinica, chéa-de-goteira, entre outros. As folhas tém propriedades analgésicas,
antitérmicas, antigripais, sdo usadas para tratar nauseas, recuperacdo poés-parto, diarréia,
hemorroidas, reumatismo e edema (CORREA, 1984), enquanto que as raizes tém
propriedades antibacterianas (SERPA, 1958).

Investigagdes fitoquimicas levaram ao isolamento e caracterizacdo da Biflorina [6,9-

dimetil-3-(4-metil-3-pentenil) nafta [1,8-bc]-piran-7 ,8-diona], um antibacteriano orto-
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naftoquinona (GONCALVES DE LIMA et al, 1958; FONSECA et al, 2003).Do ponto de
vista fitoquimico, a biflorina, entre os compostos ja isolados, mostrou-se promissora com uma
potente atividade antimicrobiana (AQUINO et al, 2006) e antitumoral (VASCONCELLOS et
al, 2005, 2011).

Dessa maneira, além das doencas que estdo associadas ao biofilme, existem as
alteracdes neoplasicas que acometem a cavidade oral e ja sdo consideradas problema de saude
publica mundial. De acordo a ultima estimativa para o Brasil, no ano de 2014, ocorreriam
11.280 novos casos de cancer da cavidade oral em homens e 4.010 em mulheres. Tais valores
correspondem a um risco estimado de 11,54 casos novos a cada 100 mil homens e 3,92 a cada
100 mil mulheres (INCA, 2014).

Sem considerar os tumores de pele ndo melanoma, o cancer da cavidade oral em
homens € o quarto mais frequente nas regides Sudeste (15,48/ 100 mil) e Nordeste (7,16/ 100
mil). Na regido Centro-Oeste € o quinto (8,18/ 100 mil). Nas regides Sul (15,21/ 100 mil) e
Norte (3,21/ 100 mil) ocupa o sexto lugar. Nas mulheres, é o nono mais frequente nas regides
Sudeste (4,88/ 100 mil) e Nordeste (3,72/ 100 mil). Na regido Norte (1,60/ 100 mil) ocupa a
décima primeira posi¢do. Na regido Centro-Oeste (3,30/ 100 mil) é o décimo segundo mais
frequente e, na regido Sul (3,09/ 100 mil) o décimo quinto (INCA, 2014).

Os principais fatores de risco para o cancer da cavidade oral s&o: tabagismo, etilismo,
infeccbes por HPV, principalmente pelo tipo 16, e exposicao a radiacdo UVA solar (cancer de
labio). Estudos mostram um risco muito maior de desenvolver cancer na cavidade oral em
individuos tabagistas e etilistas do que na populagcdo em geral, evidenciando a existéncia de
uma sinergia entre o tabagismo e o etilismo. Ressaltam ainda um aumento no risco de acordo
com o tempo de exposicdo, nimero de cigarros fumados por dia e com a frequéncia de
ingestdo de bebidas alcoolicas. A dieta também parece exercer um papel importante na

prevencdo desse tipo de cancer. Alguns estudos de base hospitalar reportam que o aumento da
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ingestdo de frutas e vegetais contribui para a diminuicdo do risco de desenvolver essa

neoplasia (INCA, 2014; SCULLY; KIRBY, 2014).

Noventa e cinco por cento dos canceres de cabeca e pescogo sdo carcinomas de células
escamosas. Carcinoma de lingua representa 25% a 50% de todos os casos de carcinoma de
células escamosas da cavidade oral, sendo a borda lateral e os dois ter¢os anteriores da lingua
o0s locais mais comumente afetados (DANTAS et al, 2003; JEMAL et al, 2009; TANAKA,
TANAKA; TANAKA, 2011).0s estudos in vitro com células neopléasicas da cavidade bucal
vem sendo realizados utilizando-se linhagens CAL-27 oriundas de carcinoma de células
escamosas e que serdo testadas também nesta pesquisa (ZHANG et al, 2014; HUANG et al,
2014).

Estudos sdo escassos em relacdo as propriedades antimicrobianas da biflorina, sobre
micro-organismos da cavidade bucal, e citotoxicas sobre linhagens de células cancerigenas

bucais, pontos que motivaram o desenvolvimento deste estudo.
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2REVISAO DE LITERATURA

2.1 Microbiota bucal e Biofilme

A cavidade bucal é um sistema de crescimento aberto, onde 0s nutrientes e 0os micro-
organismos sdo introduzidos e removidos desse sistema de maneira repetitiva. Somente se
estabelecem as espécies que possuirem capacidade de aderéncia as superficies da cavidade

bucal ou que, de alguma outra maneira, fiqguem retidas (JORGE, 2012).

Nesse sentido, a cavidade bucal possui varios habitats microbianos distintos, tais como,
dentes, sulco gengival, gengiva inserida, lingua, bochechas, labios, palato duro e palato mole
(DEWHIRST et al, 2010). E em cada local sera mantido o crescimento de uma comunidade
microbiana caracteristica (JORGE, 2012). Os micro-organismos que colonizam uma area da
cavidade bucal tem uma probabilidade significativa de migracao pelas superficies epiteliais

adjacentes (DEWHIRST et al, 2010).

Segundo Jorge (2012), o potencial patogénico da microbiota bucal pode se desenvolver
em trés maneiras, (1) os micro-organismos podem proliferar em areas restritas e causar dano
confinado ao local da infeccdo (doenca carie), (2) os micro-organismos podem disseminar a
infeccdo aos tecidos vizinhos (gengivite ulcerativa necrosante — GUN), (3) os micro-
organismos podem causas lesdes a distancia por bacteremia ou por produtos lancados a

circulacdo linfatica ou sanguinea (endocardite bacteriana subaguda).

Alguns micro-organismos da cavidade bucal tem demonstrado causar uma série de
doencas infecciosas, incluindo caries dentérias, periodontite, infeccGes endoddnticas, osteite
alveolar, alveolite e amigdalite, estas doencas estdo também associadas a um complexo

mecanismo de sobrevivéncia dos micro-organismos, a formacéo de biofilme (DEWHIRST et



20

al, 2010). Como exemplo, tem-se o Streptococcus mutans que € um agente etiologico
importante de carie dentéaria, pois é capaz de aderir a superficie e formar biofilme (COLLINS
et al, 2000; CORBY et al, 2007). Para tal, os micro-organismos produzem glicosiltransferases
e sintetizam glucano a partir da sucrose com propriedades aderentes e insollveis a agua que

permite esta adesdo firme a superficie dentaria (DOWNES et al, 2009).

A colonizagdo do S. mutans depende de alguns fatores, tais como, fluxo salivar,
capacidade tampé&o da saliva e a presenca de imunoglobulinas salivares (DE OLIVEIRA et al,

2013; BARBIERI et al, 2007).

Biofilmes orais sdo definidos como comunidades microbianas tridimensionais que estdo
aderidas a uma superficie sélida como o esmalte dentario, superficie radicular ou implantes
dentarios e envoltas por uma matriz extracelular de materiais poliméricos (WOOQOD et al,

2000; SOCRANSKY; HAFFAJEE, 2002; REESE; GUGGENHEIM, 2007; JORGE, 2012)

A microbiota bucal se desenvolve na forma de biofilme em todas as superficies
mucosas e dentarias (AAS et al, 2005). A colonizacdo das bactérias orais e a formacéo de
biofilme segue um padrdo de formacdo. Logo apds a erupcdo, ou apds a escovacdo, as
superficies dentarias sdo revestidas por uma pelicula de condicionamento de moléculas
(proteinas e glicoproteinas biologicamente ativas), principalmente derivada da saliva (e
também a partir do fluido crevicular gengival e das préprias bactérias). Inicialmente somente
algumas espécies bacterianas sdo capazes de associar-se a essa pelicula, também denominada
pelicula adquirida. As células sdo mantidas de maneira reversivel proximas a superficie por
forcas fracas e fisico-quimicas de longo alcance. Moléculas (adesinas) agem sobre esses
colonizadores primarios, principalmente estreptococos (por exemplo, Streptococcus mitis e S.
oralis) podem ligar-se a receptores complementares na pelicula adquirida para fazer a ligacao

irreversivel e entdo essas espécies pioneiras comecam a ser multiplicar. O metabolismo dos
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primeiros colonizadores modifica 0 meio ambiente local, que se torna mais anaerobico depois
do consumo de oxigénio. A medida que o biofilme se desenvolve, adesinas na superficie das
células de colonizadores secundarios mais exigentes, tais como anaerobios obrigatérios,
ligam-se aos receptores das bactérias ja ligados por um processo denominado, co-adesdo ou
co-agregacdo, e a composicdo do biofilme se torna mais diversa (sucessdo microbiana)

(MARSH, 2003; 2010).

A estrutura do biofilme ndo consiste apenas em uma camada homogénea de substancia,
pelo contrério, é bastante heterogénea, apresenta “canais” de agua que permitem o transporte
de oxigénio e nutrientes essenciais para as células em crescimento dentro do biofilme
(LEWANDOWSKI, 2000). Células bacterianas agregadas e/ou revestidos por matriz
extracelular sdo insensiveis tanto para estimulagdo nutricional quanto para ataques. No corpo
humano, biofilmes podem desencadear infecgdes persistentes, como inflamacgdes cronicas

(CHEN; WEN, 2011).

2.2 Controle de biofilme

O controle de um biofilme cariogénico pode ser encarado de varias maneiras. Trés
estratégias tém sido adotadas pela odontologia moderna: Eliminacdo/reducdo do biofilme por
métodos de higiene bucal; Eliminacdo/reducao de carboidrato fermentavel eincorporacdo do
uso de flior (WOLFF; LARSON, 2009). Estas combinacdes de estratégias tém sido
responsaveis por reducdes nas taxas de carie dentaria, mas ndo suficiente para a eliminacdo da
doencga. Estudos apontam que instrucdes de higiene bucal melhoram de maneira significante a

higiene de pacientes(SMIECH-SLOMKOWSKA; JABLONSKA-ZROBEK, 2007).
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A presenca de uma ma higiene bucal leva ao acimulo de bactérias, logo reduzir essa
carga microbiana é o primeiro passo para o estabelecimento de uma boa higiene bucal. Isto €
geralmente conseguido, além da escovacdo e uso do fio dental, através do uso de solucdes
antissépticas. No entanto, a atividade antibacteriana dessas solu¢des ainda é questionavel,
especialmente devido a capacidade das bactérias formarem biofilme (MASADEH et al,

2013).

Em relacdo a cérie dentéria, a aplicacdo de métodos diagndsticos mais sensiveis
resultou na deteccdo frequente de estreptococos da espécie mutans no biofilme de sitios
saudaveis, mesmo que em numero reduzido em alguns momentos. Estes micro-organismos
sdo pouco competitivos com outras bactérias orais em pH neutro e estdo presentes, portanto,
como uma pequena proporcéo de toda a comunidade de placa. Nesta situagdo, com uma dieta
convencional, os niveis de tais bactérias potencialmente cariogénicas sdo clinicamente
insignificantes, e os processos de des-remineralizacdo estdo em equilibrio. Contudo, se a
frequéncia de ingestdo de carboidratos fermentéveis aumenta, entdo a placa passa mais tempo
abaixo do pH critico para a desmineralizacdo do esmalte (aproximadamente pH 5,5)(MARSH,

2010).

Na odontologia, o digluconato de clorexidina € a solucdo antisséptica mais utilizada no
controle do biofilme dental e gengivite, considerada o Padrdo-ouro (FIGUEIREDO, 2004;
ADDY; MORAN, 2000). A mesma é uma bisguanidina catidnica disponivel na forma de sais
de gluconato, digluconato e sua efetividade esta relacionada a sua atracdo a superficie da

ceélula bacteriana carregada negativamente (CORTELLI et al, 2007).

Apos a adsorcdo, a integridade da membrana celular bacteriana é alterada, o que
resulta em uma perda reversivel de componentes de baixo peso molecular, como o potassio e

fosforo das bactérias em baixas concentragdes (efeito bacteriostatico) ou danos na membrana
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celular irreversiveis em altas concentracdes (efeito bactericida) (TURESKY, 1977; ROLLA;
MELSEN, 1975;) Além disso, possui alta substantividade e seu efeito residual é de
aproximadamente 48 horas; apds este periodo a flora bacteriana retorna aos niveis pre-

existentes e o biofilme inicia seu curso normal de formacéo (LOE, 1970).

Apesar da clorexidina ser considerada o padrdo-ouro ainda apresenta algumas
limitagdes, tais como, quando associada ou ndo ao fluor, reduz significativamente a formacao
de placa bacteriana, mas ndo é capaz de reduzir os niveis de estreptococos do grupo mutans, a
menos que seus niveis iniciais sejam elevados. Produz pigmentacdo dental e da lingua, leve
alteracOes no paladar e aumento da formacdao de calculo dentario (ZANELA et al, 2002; WU;
SAVITT, 2000).

Como aparecimento de cepas resistentes aos antimicrobianos convencionais, é
importante a realizagdo de estudos utilizando métodos alternativos para controlar estes micro-
organismos. O uso de produtos de origem vegetal tem demonstrado atividade antimicrobiana

eficaz, além de biocompatibilidade (DE OLIVEIRAet al, 2013).

2.3 Plantas medicinais e producdo de metabdlitos secundarios

Plantas medicinais sdo aquelas que possuem em sua composi¢cdo, substancias
quimicas, sintetizadas a partir de nutrientes, agua e luz. Estas substancias provocam no
organismo humano e animal efeitos terapéuticos ou paliativos promovidos pela acdode
principios ativos como alcaldides, glicosideos, saponinas, entre outros (FETROW; AVILA,

1999).

Nota-se um interesse pelas plantas medicinais, devido a grande procura por
terapéuticas complementares (RIBEIRO; LEITE; DANTAS-BARROS, 2005; HARVEY,

2008).
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Ao longo dos anos, foi sendo demonstrado que extratos de plantas possuem atividades
fisioldgicas que contém varios componentes que apresentam atividades antimicrobianas. Por
outro lado, apesar da elevada diversidade de antigos e novos antibioticos sintetizados
disponiveis para fins terapéuticos, patdgenos bacterianos desenvolveram um mecanismo de
resisténcia, tornando muito dificil a sua erradicacdo. Portanto, a busca de agentes
antibacterianos, tais como compostos de extrato de plantas, ganhou novo impulso (PARK et

al, 2013).

Os compostos resultantes de reacdes quimicas celulares sdo denominados metabdlitos,
sendo divididos em pimarios, os quais sdo fundamentais na matéria-viva, responsaveis pelo
crescimento e desenvolvimento dos organismos (DEMAIN, 2000; DEWICK, 2002) e,
secundarios, aqueles que ndo sdo necessarios as fungdes bésicas intracelulares, mas que
exercem funcdes especificas de interagdo organismo e ambiente, podendo ser interpretados
como interface quimica entre o organismo e 0s outros seres vivos (BRIZUELA et al, 1998;

KUTCHAN, 2001).

Os metabdlitos secundarios, por serem entdo fatores de interacdo entre organismos, na
maioria das vezes apresentam atividades bioldgicas. Muitos deste compostos sdo de
importancia na area farmacéutica, pois representam uma fonte promissora para a descoberta
de novas moléculas Uteis ao homem (SANTOS, 2003; HAIDA et al, 2007), tais como,
alcaldides, quinonas, flavonoides, isoflavondides, taninos, cumarinas, glicosideos terpenoides

e poliacetilenos (COWAN, 1990).

Em geral, a atividade antimicrobiana tem sido atribuida a pequenos terpenoides e
compostos fenolicos como timol, carvona, carvacrol, mentol e murleno, que também na forma
pura exibem atividade antibacteriana ou antifingica. Apesar dos mecanismos de ac¢do ainda

ndo serem completamente elucidados, estes parecem estar associados ao carater lipofilico dos
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compostos, promovendo um acumulo nas membranas e perda de energia pelas células. As
diferencas relacionadas as técnicas empregadas para investigacdo da acdo de compostos de
plantas e uma grande variacdo encontrada na composic¢do quimica de algumas preparagdes
vegetais podem resultar em dados de dificil comparacdo entre as pesquisas. Nao existe
também um consenso sobre os niveis de inibicdo aceitaveis para compostos de plantas

comparados com antibiéticos padrées (DUARTE, 2006).

A identificacdo de novos compostos presentes nas plantas busca ampliar os recursos
tecnoldgicos nacionais em diversos setores: através da reducdo de possiveis efeitos
indesejados que algumas substdncias quimicas sintéticas possam provocar, por meio da
diminuigdo da resisténcia bacteriana, € minimizando os custos no desenvolvimento de
medicamentos (ALVESet al, 2001).

Estudos atuais vem mostrando a eficacia de substancias isoladas de plantas, como o de
Park et al (2013) no qual o Isotiocianato, uma substancia extraida a partir da raiz de rabano,
apresentou uma forte atividade antibacteriana, podendo ser utilizado como desinfetante
natural sobre micro-organismos orais. Porém 0s autores sugerem mais testes da atividade
antibacteriana dos isotiocianatos sobre outras bactérias bucais incluindo Actinobactérias sp.,
Espiroquetas e Proteobacteria sp.

Assim como, o estudo de Tomcyk et al (2010) com partes aéreas selecionadas das
espécies Potentilla sp., que mostrou os efeitos inibitérios in vitro de extratos aquosos destas
espécies contra cepas cariogénicas de Streptococcus spp. Os autores verificaram que as
amostras testadas inibiram o crescimento de estreptococos orais e que as espécies Potentilla
estudadas podem ser fonte potencial para a extracdo de compostos biologicamente ativos
estimulando a industria farmacéutica a desenvolver novos agentes anticarie em uma ampla

gama de produtos de cuidados orais.
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2.4 Capraria biflora e Biflorina

Capraria biflora L. € uma espécie pertencente a familia Schrophulariaceae, originaria
das Antilhas e América do Sul, que habita zonas temperadas ou &reas de clima tropical
(MATOS, 1988). Possui caule ramoso, ereto, com ramos alternos, cilindricos, pubescentes e
hirsutos que alcanga até 150 cm de altura. Suas folhas sdo alternas, chegando ate 8 cm de
comprimento, oblongo-lanceoladas-agudas, serradas irregularmente, inteiras na base, cumedas
e estreitando-se para o peciolo, sdo peninervadas, com nervura média saliente na pagina
inferior. Suas flores sdo pequenas, brancas, pediceladas, geminadas, axilares e campanuladas.
Possui segmentos linear-lanceolados, agudos e ligeiramente ciliado-cerrados. Os frutos
possuem formato de uma capsula ovado-oblonga, glabra, contendo sementes rugosas, escuras
e oblongo-cuneadas. Suas raizes sdo numerosas e longas, tortuosas, apresentando cor parda

escura (CORREA, 1984; MATOS, 1988).

No Brasil, € conhecida como cha-da-terra, cha-do-méxico, cha da- martinica, cha-de-
goteira, cha-de-pé-da-calgada, cha-do-rio, cha-da-américa, cha-das-antilhas, cha-de-lima, bem
como ch&-de-marajo, cha-da-balsaminha, cha-do-maranhdo, ché-bravo e chad de-preto

(MATOS, 1988).

Diversas utilizacdes populares estdo associadas a C. biflora L. A espécie poderia
substituir o cha-da-india para o combate de dores no estdbmago, dispepsia, bem como ser
utilizada em associa¢do com outras plantas como febrifuga, diurética, estimulante e digestiva
(CORREA, 1984). No Brasil, tem-se relatos da utilizacdo de uma associacdo de plantas,
incluindo C. biflora L., como diurética, calmante, bem como para o tratamento de afec¢fes no

aparelho urinario (CORDEIRO; ALMEIDA, 1996) enquanto que o infuso feito com suas
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folhas e extremidades floridas pode ser utilizado como estomacal, sudorifero, febrifugo e para
afeccdes do trato urindrio (LORENZI; MATOS, 2002).

Existem poucos relatos na literatura em relacédo a efeitos toxicos quanto a infusdo das
folhas ou utilizacéo das raizes de C. biflora L. Porém, sabe-se que altas doses da infusdo de

suas folhas podem causar sonoléncia, rigidez muscular, tontura e vertigem (MATOS, 1988).

A atividade antimicrobiana da C. biflora é proveniente de suas raizes e Gongalves de

Lima et al(1953) isolaram um principio ativo o qual foi denominado biflorina.

A biflorina € uma orto- naftoquinona (6,9-dimetil-3-(4-metil-3-pentenil)nafta[1,8-bc-
piran-7,8-diona) prenilada de origem natural que pode ser facilmente obtida das raizes da
Capraria biflora L., foi isolada pela primeira vez em 1953 por Goncalves de Lima et al, e
seus dados de Ressonancia Magnética Nuclear Proténica e Carbono 13 foram registrados pela

primeira vez por Fonseca et al(2002).

Um das primeiras atividades relatadas sobre a biflorina consiste no seu potencial
antimicrobiano frente a bactérias Gram-positivas, alcool-acido-resistentes e alguns fungos

(GONCALVES DE LIMA et al, 1958, 1962; SERPA, 1958)

A atividade da biflorina contra micro-organismos foi testada por Gongalves de Lima et
al(1958), que verificaram que a pureza da substancia, estava diretamente relacionada com sua
atividade. Em 1958, os dois ensaios realizados com diferentes graus de pureza da substancia,
mostraram que com a biflorina mais pura o valor da Concentracdo Minima Inibitoria (CMI)

€ra menaor.
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Estudos realizados por Goncalves de Lima et al(1962) comprovaram
experimentalmente a fotossensibilidade da biflorina, verificando sua degradacdo por
exposicdo a luz natural, posteriormente confirmado com estudos de cultivo in vitro. Foi
observado que seu produto de degradacdo continha duas substancias, uma sollvel e outra
insolivel em éter de petroleo, e que ambas apresentavam atividade antimicrobiana menor em

relacdo a propria biflorina, como mostrado na Tabela 1.

CIM (pg/mL)
Micro-organismos
Biflorina Produto Produto
soltvel em éter insoltvel em
de petroleo éter de petroleo
Bacillussubtillis 0,8-1,2 50,0 8,0-10,0
Staphylococcus aureus 1,2-1,6 50,0 6,0-8,0
Sarcinalutea 0,1-0,2 40,0-50,0 1,0-2,0
Streptococcushemolyticus 20,0 50,0 50,0
Escherichia coli 20,0 50,0 50,0
Brucella suis 3,2-4,0 20,0-40,0 10,0-20,0
Mycobacterium humanus 20,0 50,0 40,0-50,0
Nocardia asteroides 6,8-8,0 50,0 10,0-20,0
Candidaalbicans 1,6-3,2 50,0 8,0-10,0
Cryptococcusneoformans 20,0 50,0 50,0

Tabela 1 -Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) da biflorina e de seus produtos de degradagéo pela luz natural
(Adaptado de Aquino, 2006).

Outros ensaios frente a fungos dermatofitos e leveduras, utilizando principalmente
cepas de Candida albicans, revelaram uma atividade dose-dependente frente aos micro-

organismos sobre o0s quais ela possui alguma atividade (LYRA JUNIOR, 1999).

2.5 Cancer e CAL-27

Nas ultimas décadas, a biflorina tem mostrado promissora atividade bioldgica sobre
varios organismos. Apenas recentemente, esta quinona comegou a desempenhar um
importante papel associado ao desenvolvimento e progressdo tumoral, onde varios estudos in

vitro e in vivo foram publicados (WISINTAINER et al, 2014).
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Em estudos in vitro com células orais neoplasicas vem sendo utilizada a CAL 27 que
apresenta controvérsias na literatura quanto a sua origem. De acordo com Jianget al (2009)
essa linhagem celular pertenceria a de carcinoma oral adenoescamoso (COA), no entanto, esta
vem sendo usada com frequéncia no campo de carcinoma oral de células escamosas (COCE).
Assim, em seu estudo mostrou que o padrdo de crescimento da CAL 27 ndo parecia ser tipico
de COCE, e os resultados mostraram que a CAL 27 em xenoenxertos cresceu lentamente in
vivo, com formacdo de vesiculas em ambas as superficies e nas zonas mais profundas dos
tumores. Os xexoenxertos de CAL 27 foram entdo diagnosticados como carcinomas

adenoescamosos orais(JIANG et al, 2009).

Zhang et al (2014) e Huang et al (2014) consideram em seu estudo a CAL 27 como

uma linhagem proveniente de carcinoma oral de células escamosas de lingua.

O COCE também denominado carcinoma epidermoide, carcinoma escamocelular e
carcinoma espinocelular, € uma neoplasia maligna que se origina no epitélio de revestimento,

sendo considerada a neoplasia maligna mais comum nesta regido (BRENER et al, 2007).

As taxas de incidéncia e mortalidade para 0 COCE variam de um pais para outro e
mesmo dentro de cada pais. Essas variagcbes ocorrem, principalmente, pelas diferencas de
habitos, caracteristicas socio econdmicas, expectativa de vida, fatores ambientais, raca,
educacdo preventiva e qualidade da assisténcia médica nas diversas regides. A distribuicdo
das taxas de incidéncia e de mortalidade de tumores malignos, inclusive o COCE, tem sido,
em muitos paises, de grande importancia para o estabelecimento de diretrizes de politicas
publicas em ambito nacional, estadual e municipal e para o planejamento de acbes de
prevencdo e controle do cancer, além de formas de tratamento ou assisténcia terapéutica

(BRENER et al, 2007; ARAUJO FILHO; DE CARLUCCI; SASAKI, 1998).
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A abordagem do COCE torna-se complexa, pois, muitas vezes, enfrenta-se o
desconhecimento e a falta de recursos dos profissionais de salde, além de envolver o medo e
0 preconceito dos pacientes. Essas intercorréncias sao prejudiciais, atrasando o diagnostico e

o tratamento, e piorando o prognostico (BRENER et al, 2007).

2.6 Ensaios de citotoxicidade com a Biflorina

Vasconcellos et al (2007), realizaram um estudo para avaliar a atividade antitumoral in
vivo da Biflorina através de modelos em camundongos com sarcoma 180 e carcinoma Ehrlich.
Os resultados mostraram que a biflorina foi ativa sobre ambos os tumores com um padrdo
semelhante. Andlises histopatoldgicas dos rins e pulmdes mostraram que a biflorina possui
efeitos toxicos fracos e reversiveis. Foi também demonstrado que a biflorina age como um
agente imunoadjuvante, aumentando a producdo de anticorpos ovalbumina-especificos e
induzindo um discreto aumento na polpa branca e ninho de megacariécitos no baco de

camundongos tratados, o que pode estar relacionada as suas propriedades antitumorais.

Vasconcellos et al(2010) avaliaramos efeitos citotoxicos concentracdo-dependentes,
genotoxicos, antimutagénicos e protetores da biflorina em cepas de Salmonella tephymurium,
Saccharomyces cerevisiae, e células mamarias V79 usando diferentes métodos. No ensaio
Salmonella/microssomo a biflorina ndo foi mutagénica as cadeias TA97a, TA98, TA100 e
TA102. Entretanto, a biflorina foi capaz de induzir citotoxicidade em células haploides de S.
cerevisiae na fase de crescimento exponencial e estacionaria. Em células diploides, a biflorina
ndo induziu significantes efeitos mutagénicos e recombinogénicos na faixa de concentracdo
empregada. Além disso, o pré-tratamento com a biflorina preveniu os eventos mutagénicos e
recombinogénicos induzidos pelo peroxido de hidrogénio (H202) em S. cerevisiae. Nas
células mamérias V79, a biflorina foi citotoxica em altas concentra¢fes. Além disso, em

baixas concentracbes o pré-tratamento com biflorina protege contra danos oxidativos
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induzidos por H>O, através da redugdo dos lipidios e dano do DNA como avaliado pelo
ensaio cometa normal e modificado com uso de DNA glicolases. Os resultados sugerem que
os efeitos celulares da biflorina sdo concentracdo-dependentes. Em baixas concentragdes,
biflorina possui significantes efeitos protetores, antioxidantes contra a citotoxicidade,
genotoxicidade, mutagenicidade e peroxidacdo lipidica induzida por H.O2 em cepas e células
mamarias, 0 que pode ser atribuido as propriedades de limpeza do radical hidroxila.

Entretanto, em altas concentracgdes, a biflorina € citotoxica e genotoxica.

Vasconcellos et al (2011), avaliaram a eficacia do tratamento com biflorina tanto in
vitro quanto in vivo em modelos de melanoma. A biflorina exibiu citotoxicidade consideravel
contra todas as linhas celulares testadas com valores de concentracdo inibitéria media
maximas que variam entre 0,58 pg/ml em NCI H23 (adenocarcinoma do pulmdo humano)
para 14,61 pg/ml em linhas celulares MDA - MB - 231 (cancro da mama humano). Num
segundo conjunto de testes utilizando-se células de melanoma B16 como modelo, a biflorina
reduziu a viabilidade das células, mas ndo provocaram qualquer aumento significativo no
namero de células ndo viaveis. Além disso, a sintese de DNA foi significativamente inibida.
A citometria de fluxo mostrou que a biflorina pode levar a morte por apoptose em células de
melanoma, induzindo a fragmentacdo do DNA e despolarizagdo das mitocondrias, sem afetar
a integridade da membrana. Em camundongos portadores de melanoma B16, a administracdo
de biflorina (25mg/dia) durante 10 dias inibiu o crescimento do tumor, e também aumentou a
taxa de sobrevivéncia média de33,3 = 0,9 dias (grupo controle) para 44,5 £ 3,4 dias (grupo
tratamento). Os autores sugerem que biflorina pode ser considerada um composto promissor

para a concepg¢do de novos farmacos para ser utilizado no tratamento de neoplasias.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar atividade antimicrobiana e citotdxica da biflorina frente a micro-organismos

orais e a uma linhagem de célula cancerigena da cavidade bucal.

3.2 Objetivos especificos

- Triar a atividade antimicrobiana da biflorina pelo teste de difusdo em agar sobre os micro-
organismos: Streptococcus mutans, Streptococcus salivarius, Streptococcus oralis e

Lactobacillus paracasei.

- Determinar a concentracdo inibitéria minima (CIM) da biflorina pela técnica de
microdiluicdo em caldo para os micro-organismos orais em que foi observada atividade

antimicrobiana.

- Avaliar a citotoxicidade da biflorina em células neopléasicas da linhagem CAL-27 pelo teste

do Alamar blue.
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4 METODOLOGIA

4.1 Substancia teste

A Biflorina (6,9-dimetil-3-(4-metil-3-pentenil) nafta [1,8-bc]-piran-7,8-diona) foi
gentilmente cedida pela Profa. Dra. Marne Carvalho de Vasconcellos do Laboratério de
Atividade Bioldgica da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Federal do
Amazonas.A substancia foi obtida na forma de p6 e preparou-se uma solucao trabalho em
dimetilsulfoxido (DMSO) (Vetec®, RJ, Brasil) na concentracdo inicial de 1mg/mL que foi

armazenada a 4°C em tubo tipo eppendorf.

4.2 Cepas utilizadas

Foram utilizados neste estudo os seguintes micro-organismos da cavidade bucal:
Streptococcus mutans ATCC25175, Streptococcus salivarius ATCC7073, Streptococcus
oralis ATCC10557 e Lactobacillus paracasei ATCC335. As cepas foram disponibilizadas
pelo Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Salude (INCQS) da Fundagdo Oswaldo
Cruz (Fiocruz). A codificagédo das cepas conserva o registro original. A ativagdo das mesmas
foi realizada conforme as instrucdes do INCQS e posteriormente o armazenamento foi

efetuado a temperatura ambiente.

4.3 Testes para verificacdo da atividade antimicrobiana

A triagem da atividade antimicrobiana da biflorina foi realizada pela técnica de
difusdo em agar (TOBIAS et al, 1985) e a concentragdo inibitdria minima (CIM) determinada

pela técnica de microdilui¢do em caldo (CLSI, 2013).
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4.4 Teste de Difusdo em Agar

A técnica de Tobias et al. (1985) modificada foi empregada neste trabalho. Foi
utilizada a solucdo-trabalho de biflorina na concentracdo de 1mg/mL. A suspensdo do micro-
organismo (inéculo) foi preparada em solucéo fisioldgica 0,9% com turbidez equivalente ao
tubo 2 da escala de McFarland. As placas foram preparadas pela técnica de semeaduraem
profundidade, dessa maneira, 500 ul de cada micro-organismo teste foram adicionados a 25
mL de meio Agar Mueller-Hinton (Himedia®, India). Ap6s solidificacdo do meio, foram
confeccionados cinco orificios em pontos equidistantes, trés para execucdo do teste em
triplicata, um para controle positivo e outro para controle negativo. Os po¢os superiores foram
preenchidos com 20 uL de biflorina, para controle positivo utilizou-se antibiético Penicilina
G e para controle negativo o Dimetilsulféxido (DMSO) (Vetec®, RJ, Brasil) na mesma
guantidade. As placas foram incubadas em aerobiose e em microaerofilia para Streptococcus

mutans e Lactobacillus paracasei a 37°C em estufa bacterioldgica por 24 horas.

Os halos de inibicdo foram medidos nos periodos de 24 horas para cada micro-
organismo. As leituras foram feitas com olho desarmado, utilizando-se régua milimétrica para
determinacdo do diametro do halo de inibicdo. As medidas foram tomadas tendo dois pontos
de referéncia marcados no menor didmetro nas extremidades opostas do halo de inibigdo. Na
inexisténcia de halo de inibigdo, o micro-organismo foi considerado resistente. O teste foi

realizado em triplicata.

O diametro dos halos foi classificado de acordo com a metodologia de Alves et
al.(2000), no qual classifica: zona de inibicdo inativa: <9 mm; zona parcialmente ativa: 9-12

mm; zona ativa: entre 13-18 mm; zona muito ativa: >18 mm.
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4.5 Método de microdiluicdo em caldo

A concentracdo inibitéria minima (CIM) da biflorina foi determinada pela técnica de
microdiluicdo em caldo realizada de acordo com a padronizacao publicada no documento M7-

A6 do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2013).

4.5.1Preparo do In6culo

A suspensdo inicial do indéculo foi preparada em A&gua destilada esterilizada
equivalente ao nivel de turbidez correspondente a escala #0,5 Mc Farland (PROBAC do
Brasil®, SP, Brasil). Em seguida, 10 pL foram pipetados em um tubo de ensaio contendo
9990 pL de Caldo Mueller Hinton (Himedia®, India) completando um volume total de 1mL.
Para as placas em que foram testados os Streptococcus sp 0 meio foi suplementado com de
sangue de cavalo desfibrinado (2,5%) enquanto para o Lactobacillus paracasei utilizou-se

sacarose 10% como suplemento (Figura 1).

==l M »

Crescimento
bacteriano

24 horas / 37 °C = 9950t .

ﬂ Caldo MH Inéeulo

Escala #0,5 Mc Farland

Figura 1 - Esquema de preparo do inéculo para o teste de microdilui¢do em caldo.
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4.5.2Diluicéo da Biflorina e clorexidina

A biflorina foi obtida em forma de pd, seu diluente foi o Dimetilsulfoxido (DMSO)
(Vetec®, RJ, Brasil). A concentracdo inicial foi de 100 pg/mL e foram realizadas diluicdes
seriadas para alcancar concentragdes de 50 a 0,70 pg/mL. A clorexidina 2% (Maquira®,
Parana, Brasil) foi utilizada como controle positivo e foram realizadas dilui¢fes seriadas para

alcancar concentragdes de 1 a 0,015% (Figura 2).

pg/mlL %
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F F
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H H
Distribuicdo das concentragdes de biflorina no pogos Distribuicio das diluicdes seriadas da solugdo de
(ng/mL). digluconatode clorexidinaa 2%.

M = controle do meio / | = controle do in6culo

Figura 2-Fluxograma microdiluicdo: distribuicdo das substancias nas microplacas.

4.5.3 Execucéo do teste

As microplacas de 96 pocos foram preenchidas da seguinte forma: 100 pL das
concentracdes de biflorina foram depositados nos poc¢os das colunas de 4 a 11, da maior para
a menor concentracdo (esquerda para direita), em seguida, 100 pL do in6culo foram
depositados nestes pocos, totalizando 200 pL em cada pogo. Depositaram-se 200 uL do caldo
Mueller-Hinton (Himedia®, India) nos pogos da coluna 3 para controle do meio e 200 pL do
inéculo nos pocos da coluna 12 para controle do indculo. O mesmo protocolo de

preenchimento foi utilizado para a clorexidina a 2%, de forma que nos pocos das colunas de 4
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a 11 foram depositadas as diferentes diluicbes. A microplacas foram incubadas a 35°C por

48h. Os testes foram realizados em triplicata.

4.5.4 Leitura dos resultados

Foi considerada a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) da biflorina a menor
concentracdo capaz de inibir qualquer crescimento microbiano visivelmente detectavel. Para
auxiliar na leitura dos resultados foi empregada a Resazurina 0,04% (Sigma-Aldrich®,
Estados Unidos), onde 15 pL foram adicionados em cada orificio das placas. Ap6s 4h de
reincubagéo a 35°C, a leitura foi realizada. A resazurina (7-hidroxi-3H-fenoxazina-3-ona-10-
Oxido) de cor azul é oxidada na presenca de células vidveis a resofurina, substancia de
coloragéo vermelha, facilitando a verificagédo da presenca de crescimento microbiano(Figura

3) (PALOMINO, 2002).

3 4] 5 6 7 8 9 10 11 12

meio 100 50 25 125 625 3,125 156 0,70 inéculo

Figura 3 - Microplaca ap6s 4h de reincubagdo com a resazurina.
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4.6 Testes de citotoxicidade

4.6.1 Linhagens celulares utilizadas

Para avaliacdo da atividade citotdxica foi realizado o ensaio Alamar Blue com

linhagens de células neoplésicas de lingua (CAL-27).

4.6.2 Manutencéo das células neopléasicas

As linhagens celulares foram cultivadas em garrafas para cultura de células (75 cm?,
volume de 250 mL), o meio utilizado foi o DMEM (Dulbezois Modified Eagle
Medium/Sigma Aldrich®, Estados Unidos), suplementados com 10% de soro bovino fetal e
1% de antibidticos (penicilina/estreptomicina). As células foram mantidas em incubadoras
com atmosfera de 5% de CO; a 37 °C. O crescimento celular foi acompanhado diariamente
com utilizagcdo de microscopio de inversdo. O meio foi trocado sempre em que 0 crescimento
atingisse confluéncia necessaria para renovacdo de nutrientes. Para a manutencao de células

aderidas utilizou-se a tripsina 0,25% (Cultilab®, SP, Brasil).

O alamar blue, identificado como resazurina (O’BRIEN et al, 2000), € um indicador
fluorescente/colorimétrico com propriedades redox. Como os sais de tetrazolio, o alamar
Blue, reduz-se em células em proliferacdo. A forma oxidada é azul (ndo fluorescente/célula
ndo viavel) e a forma reduzida é rosea (fluorescente/célula viavel). Este foi inicialmente
utilizado para indicar crescimento e/ou viabilidade celular no monitoramento de proliferacdo

de linfécitos (AHMED et al, 1994).

O teste do Alamar Blue foi realizado conforme metodologia descrita por Ahmed et
al(1994). As células foram transferidas para placas com 96 pocos na concentragdo de 5 x 10%
de CAL-27 por poco, em seguida esta placa foi incubada em estufa por 24 horas, a 37 °C a

5% de CO2 Apols 24 horas, as celulas foram tratadas com concentragdes sucessivas de
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biflorina (20; 10; 5; 2,5; 1,25; 0,62; 0,31 pM/mL), os ensaios foram realizados em
quadruplicatas, no intervalo de tempo de 72 horas. A Doxorrubicina foi usada como controle
positivo. O grupo controle recebeu a mesma quantidade de DMSO (diluente da amostra) da
maior concentracdo de substancia. Quatro horas antes do final de cada tempo de tratamento
foi acrescentado 10 pL do Alamar blue na concentracdo de 0,02% e foi realizada a leitura das
placas em Leitor de microplaca. Os dados foram analisados no programa Graph Pad prism 5.0

para a determinacéo de ICso.
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5 RESULTADOS

5.1 Teste de atividade antimicrobiana

5.1.1 Teste de Difusdo em Agar

A Dbiflorina apresentou atividade antimicrobiana frente a Streptococcus mutans
ATCC25175, Streptococcus salivarius ATCC7073, Streptococcus oralis ATCC10557 e
Lactobacillus paracasei ATCC335 (Figura 4). O maior halo de inibicdo (34 mm) foi
verificado nos ensaios com o Lactobacillus paracasei ATCC335 e o menor (18 mm) nos
ensaios com Streptococcus salivarius ATCC7073 (Tabela 02). Considerando os critérios de
classificacdo de Alves et al (2000), a biflorina foi ativa frente a todos 0s micro-organismos
testados e portanto, foram realizados os ensaios de microdiluicdo em caldo para a

determinacdo da concentracao inibitéria minima (CIM).

Figura 4 - Atividade antimicrobiana da biflorina apds 24h de incubacdo em estufa a 37°C
frente a Streptococcus salivarius.
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Cepa Halo de inibicdo em mm Classificacédo da Atividade
Biflorina (Img/mL) Controle positivo antimicrobiana
Al A2 A3 Média Desvio-Padrdo (Penicilina G) (Alves et al., 2000)
Streptococcus mutans ATcc2s175 15 17 18 17 1,25 35 Ativa
Streptococcus salivarius ATccro73 16 15 14 15 0,81 18 Ativa
Streptococcus oralis ATccioss? 18 18 18 18 0 30 Ativa
Lactobacillus paracasei aTccass 19 20 18 19 0,81 34 Muito ativa

Tabela 2 - Medida dos halos de inibicdo em mm e classificacdo da atividade antimicrobiana de acordo com Alves et al. (2000). A1, A2 e A3 representam 0s ensaios

realizados individualmente.
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5.1.2Microdiluicdo em caldo

A biflorina apresentou melhor atividade antimicrobiana frente ao S. mutans (CIM=
0,70 pg/mL) e foi menos ativa frente ao L. paracasei (CIM=100 pg/mL). Em relagdo a
clorexidina 2% a menor diluicdo testada (0,015%) foi capaz de inibir o crescimento de todos

0S micro-organismos avaliados neste estudo (Tabela 3).

Micro-organismos CIM Biflorina (ug/mL) CIM Clorexidina (%0)
Streptococcus mutans 0,70 0,015
Streptococcus salivarius 3,125 0,015
Streptococcus oralis 12,5 0,015
Lactobacilus paracasei 100 0,015

Tabela 3 - Concentragdo inibitéria minima (CIM) de Biflorina e Clorexidina frente & Streptococcus mutans,
Streptococcus salivarius, Streptococcus oralis e Lactobacillus paracasei.
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5.2 Atividade citotoxica- Teste Alamar blue

De acordo com os dados obtidos no leitor de ELISA (Beckman Coulter®) e analise
visual da placa, a Biflorina na concentracdo de 20 UM apresentou uma viabilidade de 14,34%.
O valor da I1Cso da Biflorina sobre a CAL 27 em 72 horas foi de 3,69uM/mL (3,17 —

4,30) e para o controle a Doxorrubicina foi 0,039uM/mL (0,036-0,088).

Figura 5 -Leitor de placa de ELISA e leitura visual da placa ap6s aplicagdo do Alamar blue.
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6 DISCUSSAO

A atividade antimicrobiana da biflorina esta associada ao mecanismo de acdo de
compostos naturais e sintéticos que estdo na estrutura das quinonas, como o B- lapachol,
envolvendo a geracdo de espécies de oxigénio reativo que tem mostrado ser tdxica ao
Trypanosoma cruzi e induzir apoptose e/ou interagir com a topoisomerase de células tumorais
(FERREIRA et al, 2010).

A biflorina possui atividade antimicrobiana sobre bactérias Gram-positivas, tais como,
as estudadas nesta pesquisa, concordando com os resultados de Gongalves de Lima et al, em
1961. Algumas espécies, tais como, Bacillus subtillis e Streptococcus hemolyticus
correspondem a algumas das bactérias estudadas, exibindo valores de CIM de 0,8 e 20
pg/mL, respectivamente com a biflorina pura. Entretanto, ndo sdo encontrados na literatura
mais dados sobre a atividade antimicrobiana da Biflorina desde entéo.

Em 1961, Gongalves de Lima et al também determinaram que a biflorina sofre
degradacdo pela exposicdo a luz natural, e que além disso, seus produtos de degradacdo
possuem atividade antimicrobiana menor que a biflorina pura. Dessa forma, este constitui
mais um desafio no estudo com esta substancia, na tentativa de evitar algum tipo de alteracéo
na sua composicdo e influéncia no resultado da pesquisa, e também, na incorporagdo desta
substancia em algum produto de uso para a saude.

Dados utilizando o teste de difusdo em agar com a Biflorina sdo encontrados no estudo
de Lyra Junior (1999), porém foram realizados com leveduras e fungos dermatofitos, nao
adequados para efeito de comparagdo com o presente estudo.

Outros estudos com substancias isoladas, tais como de Moreira et al. (2014) com bleos
essenciais isolados das partes aéreas de Melampodium divaricatum sobre algumas bactérias de
relevancia para o presente estudo, utilizaram a microdiluigdo em caldo para determinagéo da

concentracdo inibitoria minima. Para o Streptococcus mutans, a CIM foi de 20 pg/mL, para
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Lactobacillus casei 30 pg/mL, para o Streptococcus salivarius os valores foram maiores que
400 pg/mL. Enquanto no presente estudos os valores da CIM para estes micro-organismos,
foram respectivamente, 0,70 pg/mL, 100 pg/mL e 3,125 pg/mL, dessa maneira, 0S micro-
organismos foram sensiveis em menores concentracdes quando comparadas ao estudo de
Moreira et al. (2014), exceto os valores da CIM para L. paracasei em que Melampodium
divaricatum apresentou CIM superior a da biflorina.

No presente estudo a biflorina mostrou-se mais eficaz sobre o Streptococcus mutans,
apresentando uma CIM de 0,70 pg/mL. Dessa maneira, a biflorina foi capaz de inibir o
crescimento bacteriano em todas as dilui¢des a partir de 100 pg/mL até 0,70 pg/mL, podendo-
se estimular posteriores estudos em concentracbes menores para determinar se ela ainda
permanecera com sua atividade antimicrobiana. Além disso, 0 S. mutans € uma espécie de
grande interesse na odontologia, constitui o principal agente etioldgico da carie dentaria e tem
desenvolvido varios mecanismos de colonizacdo a superficie dentaria e também para tornar-se
uma espécie com quantidades significativas em biofilmes cariogénicos (BURNE, 1998). A
adesinamulti-funcional SpaP, também chamada P1 e PAcl, é considerada um fator primario
da adesdo inicial de S. mutans ao esmalte dentéario na auséncia de sacarose (BOWEN et al,
1991). S. mutans também produz pelo menos trés glicosiltransferases (GtfB, -C & -D), que
polimerizam o radical glicosil a partir de sacarose e amido, levando a glucanas-al,3e -al,6,
esta molécula que facilita a aderéncia bacteriana as superficies dos dentes e ao biofilme
(BANAS; VICKERNAN, 2003; BANAS,2004). GtfBC& D e GbpABC& D, em conjunto
com o glucano, constituem a via dependente de sacarose para S. mutans para estabelecer na
superficie do dente e sdo fatores centrais na formacao do biolfime e desenvolvimento da cérie
dentaria (TSUMORI; KURAMITSU, 1997). Dessa maneira, este resultado torna-se positivo e

estimula uma continuagéo da pesquisa.
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Em relacdo ao controle utilizado no presente estudo, a clorexidina 2% apresentou CIM
de 0,15 mg/mL para todos os micro-organismos testados e apresentou melhor resultado do
que todas as concentracdes de biflorina testadas. Moreira et al. (2014), utilizaram como
controle positivo a  Clorexidina, e os valores da CIM para o Lactobacillus casei,
Streptococcus mutans e Streptococcus salivarius foram, respectivamente, 3,69, 0,92 e 7,38
pug/mL. A clorexidina 2% é indicada na odontologia para lavagem de preparos cavitarios,
como solugdes irrigadoras nos tratamentos endoddnticos e também para desinfeccdo de
préteses. Sua acdo sobre as bactérias da cavidade bucal ja é comprovada, e foi confirmada no
presente estudo. As limitacGes e desvantagens da clorexidina que impulsionam a busca de
novos agentes terapéuticos sdo possibilidade pigmentar a lingua e os dentes, apresentar custo
elevado, ser bactericida em altas concentracGes, este ultimo, pelo fato de causar desequilibrio
na microbiota bucal (FIGUEIREDO, 2004; ADDY; MORAN,2000; CORTELLI et al, 2007).

As atividades citotdxicas e antitumorais da biflorina vem sendo amplamente estudadas
(VASCONCELLOS et al, 2005, 2007, 2010, 2011; MONTENEGRO et al, 2013). Esta possui
efeitos antitumorais in vivo e in vitro, mas o mecanismo de a¢do ainda ndo € conhecido.
Apresenta efeitos citotoxico-dependentes em diferentes células eucaridticas, mas ndo é
mutagénica sobre bactérias e leveduras (VASCONCELLOS et al, 2010). Sua atividade
antitumoral foi testada em células com sarcoma 180, carcinoma de células Ehrlich, melanoma,
cancer de mama e no presente estudo, sobre a CAL-27 (carcinoma escamoso da cavidade
oral).

Montenegro et al. (2013) avaliaram a toxicidade da biflorina sobre linhagens de
células normais da mama (MCF-10A) e células neoplasicas (Sk-Br3) através do ensaio de
Alamar Blue nos tempos de 12, 24, 48 e 72 horas. Os resultados mostraram que a biflorina
ndo apresentou citotoxicidade frente as células normais da mama. As células cancerigenas

tratadas com biflorina (1-10uM) apresentaram citotoxicidade em 24 horas quando
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comparadas com as células ndo tratadas, entretanto, apds 24 horas as células comecaram a
proliferar com o controle negativo. A inibicdo do crescimento foi observada na concentracao
de 20 uM em todos os tempos testados (MONTENEGRO et al, 2013).

Foi demonstrado anteriormente por Vasconcellos et al (2006) que a biflorina possui
efeito citotoxico frente a cinco linhagens tumorais, elas: CEM e HL-60 (leucemia humana),
B-16 (melanoma murinho), HCT-8 (c6lon humano) e MCF-7 (mama humano). Vasconcellos
et al (2007), também demonstraram que a biflorina possui atividade antitumoral em animais
transplantados com Sarcoma 180 e tumor de Erlich com baixa toxicidade. Além disso, foi
observado o efeito da biflorina sobre animais transplantados com melanoma B16 e observou
gue esta aumentava a sobrevida desses animais, mesmo apresentando pouco efeito
antitumoral (VASCONCELLOS, 2007; VASCONCELLOS, 2011).

De acordo com o trabalho de Carvalho (2011) no qual avaliou o potencial citotdxico
da biflorina frente a linhagem de célula normal MDAMB-435 (células polimorfonucleares de
sangue periférico) através do ensaio de alamar blue determinou ICso0 de 5.12 (4.28-6.12)
pg/mL, sugerindo uma baixa seletividade entre sua acao sobre células tumorais e normais.

Barbosa (2012) determinou os valores da ICso da biflorina em células tumorais
gastricas e células normais MRC5 em 24 e 72 horas. E para controle utilizou-se a
Doxorrubicina nos mesmos tempos, porém na tabela 4 abaixo s6 sera representado o tempo de

72 horas.

Linhagens Biflorina 72 h Doxorubicina 72h

celulares
pM/mL HM/mL
ACP02 1.92 1.30
(1.7 -2.19) (1.21-1.41)

AGPO1 3.44 5.89
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(3.32 - 3.56) (4.76 - 7.30)
PG100 6.35 0.43

(5.67 - 7.11) (0.37 - 0.51)
MRC5 0.73 0.10

(0.62 — 0.85) (0.086 - 0.13)

Tabela 4 -Valores da ICso da biflorina sobre células gastricas tumorais e ndo tumorais (Adaptado de Barbosa,
2012).

No presente estudo o valor da I1Cso da Biflorina no tempo de 72 horas sobre a CAL 27
foi de 3.69 e do controle Doxorrubicina foi de 0.039. Isto quer dizer que na concentracdo de
3,6% a biflorina foi capaz de lesionar ou causar dano em 50% das células, enquanto o
controle em menor concentracdo foi capaz de ser mais tdxico (pois matou 50% da populacéo
com uma concentracdo menor). Ao comparar este indice aos valores de Barbosa (2011) pode-
se inferir que a Biflorina sobre as células normais (MRC5) apresentou citotoxicidade na
concentracdo de 0,73%, em uma concentracdo cerca de 3 vezes menor que sobre a CAL 27,
sugerindo que a biflorina, neste caso, foi mais citotdxica para células normais e menos nas
células tumorais, discordando dos resultados de Montenegro et al. (2013). No entanto,
necessita-se para nivel de comparagdo estudos futuros da avaliacdo da citotoxicidade com
celulas normais da cavidade bucal.

Diante do exposto, a continuidade dos estudos é necessaria, principalmente em relacdo
a atividade antimicrobiana, na busca de substancias que possuam atividade antimicrobiana e
ndo danifiguem as células normais, podendo-se planejar a incorporacdo dessas substancias
nos produtos de uso na odontologia. Em relagdo a atividade antitumoral na area da
odontologia, os estudos ainda estdo dando os primeiros passos e inicialmente sugerem
resultados de interesse para o tratamento das neoplasias que acometem a cavidade oral, dessa

forma os resultados apresentados tem grande relevancia para esta area.
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CONCLUSAO

A biflorina apresentou atividade antimicrobiana na concentracdo de 1mg/mL frente a

S. mutans, S. salivarius, S. oralis e L. paracasei.

A biflorina apresentou maior atividade antimicrobiana frente ao S. mutans (CIM 0.70

pg/mL) e menor frenteao L. paracasei (CIM 100 pg/mL).

A Dbiflorina apresentou menor toxicidade no tempo de 72 horas sobre a linhagem CAL

27 do que o controle positivo Doxorrubicina.

Os resultados comprovaram o potencial antimicrobiano e antitumoral da biflorina na
odontologia, porém € necessaria a continuidade dos estudos para que futuramente essa
substancia possa ser incorporada a produtos de uso odontoldgico, e também, para o

tratamento de neoplasias que acometem a cavidade oral.
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