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RESUMO: As doencas bucais (DB) séo prevalentes em todo mundo e apresentam-se como
grave problema de saude publica. Inimeros fatores sdo responsaveis por essas doencas,
desde a ma higienizacdo bucal até determinados tipos de alimentos e medicamentos que
promovem a diminuicdo do pH bucal e consequentemente a desmineralizagcédo dentaria e/ou
a formacdo do biofilme bacteriano. Micro-organismos predominantemente anaerdbios
Gram-positivos e Gram-negativos, como Streptococcus mutans e Porphyromonas
gingivalis, respectivamente, apresentam grande incidéncia em DB, causando a carie e a
periodontite. A P. gingivalis expressa fatores de viruléncia como o lipopolissacarideo (LPS).
O LPS é um componente toxico que confere impermeabilidade a célula bacteriana
dificultando a acdo de medicamentos, além de promover a ativacdo de metaloproteases da
matriz (MMPs) que podem gerar a degradacdo de proteinas da matriz dentarias. As
metaloenzimas vem sendo estudadas como um importante alvo quimioterapico, assim
como a enzima LpxC de bactérias Gram-negativas, responsavel pela biosintese do Lipidio
A que faz o0 ancoramento na parede celular do lipopolissacaridio (LPS). Nesse sentido, 0s
derivados do &cido hidroxamico (DAH) vem se destacando como inibidores de
metaloenzimas. Assim, este estudo realizou a avaliacédo do efeito de cinco DAH (D1-5) na
viabilidade celular do S. mutans e P. gingivalis. A acdo mais promissora foi obtida frente ao
micro-organismo Gram-negativo avaliado, P. gingivalis, no qual foi obtido cerca de 80% de
inibicdo do crescimento para quatro DAH (D1-4) a uma concentracdo de 256 pUM. Esses
resultados foram ao encontro da literatura cientifica que apontam os DAH como
promissores inibidores de micro-organismos Gram-negativos.
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[ll ABSTRACT: The oral disease (OD) are prevalent worldwide and present themselves
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as serious public health problem. Several factors are responsible for these diseases,
since poor oral hygiene to certain types of foods and medicines that promote the
reduction in oral pH, thus tooth demineralization and/or the formation of bacterial
biofilms. Predominantly anaerobic microorganisms Gram-positive and Gram-negative,
such as Streptococcus mutans and Porphyromonas gingivalis, respectively, are of
great incidence in OD, such as caries and periodontitis. P. gingivalis expresses
virulence factors such as lipopolysaccharide (LPS). The LPS is a toxic component that
gives impermeability bacterial cell hindered the action of drugs, and promote the
activation of matrix metalloproteinases (MMPs) that can cause the degradation of the
dental matrix proteins. The metalloenzymes has been studied as promising
chemotherapeutic target, as well as the LpxC enzyme in Gram-negative bacteria
responsible for the biosynthesis of Lipid A which makes the anchorage to the cell wall
lipopolysaccharide (LPS). In this sense, derivatives of hydroxamic acid (DHA) has
emerged as metalloenzymes inhibitors. Thus, this study was conducted to evaluate
the effect of five DHA (D1-5) on the cell viability of S. mutans and P. gingivalis. The
most promising activity was obtained against the Gram-negative microorganism
evaluated, P. gingivalis, which was obtained about 80% of growth inhibition for four
DHA (D1-4) at a concentration of 256 uM. These results were to meet the scientific
literature that point out the promising DHA as inhibitors of gram-negative
microorganisms.

Keywords: Oral Diseases. Hydroxamic acids. Treatment of oral diseases.

INTRODUCAO

A saude bucal é essencial para a uma vida saudavel e as doencas que afetam a
cavidade bucal sdo consideradas um grave problema de saude publica, especialmente em
paises de economia em desenvolvimento (PUPE et al. 2011). Em todo o mundo, a cérie &
a doenca bucal qgue mais acomete os individuos de todas as faixas etarias, sendo de 60 a
90% das criancas em idade escolar e quase 100% dos adultos possuem a0 menos uma
carie dentaria. Adicionalmente, cerca de 30% das pessoas com idades entre 65-74 anos
nao possuem mais dentes naturais devido as doencas bucais. Nesse sentido, projecfes
futuras registram um aumento expressivo da populacdo idosa no Brasil e no mundo.
Segundo a Organizacdo das Nacbes Unidas (ONU), em 2025, havera cerca de 1.200
milhdes de pessoas com 65 anos, assim, entende-se que as falhas para atender as
necessidades de saude bucal hoje podem se transformar em um problema de salude grave
e de alto custo futuro (OMS, 2015).

Inimeros fatores sao responsaveis pelas doencas que acometem a cavidade oral,
desde a ma higienizacdo bucal até determinados tipos de alimentos e medicamentos que
promovem a diminuicdo do pH oral, consequentemente a desmineralizacao dentaria e/ou a
formacédo do biofilme bacteriano (MAI et al. 2011; SHARMA; DESHPANDE, 2011).

O acumulo de micro-organismos Gram-positivos e Gram-negativos, tais como o
Streptococcus mutans e a Porphyromonas gingivalis pode levar a formacéo de biofilmes,
placas bacterianas (MAI et al., 2011).

O Streptococcus mutans existe quase exclusivamente em biofiimes orais e é
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considerado o principal agente etiologico da céarie dentdria em humanos, dentre outras
doencas como, por exemplo, a endocardite subaguda. Apesar de centenas de espécies de
micro-organismos ja terem sidos isolados a partir de biofilmes dentérios, décadas de
estudos tem indicado o S. mutans como o0 agente etioldgico primario da carie dentaria em
todo o mundo e esta associado com as rapidas mudancas fisiolégicas que ocorrem na
cavidade oral como a disponibilidade de nutrientes e oscilagéo de pH (LIU et al., 2011; LIU
et al., 2012).

A bactéria anaerébia Gram-negativa Porphyromonas gingivalis é considerada um
importante agente etiologico da periodontite. A P. gingivalis expressa um namero de fatores
de viruléncia potenciais, incluindo fimbrias, cisteinaspeptidases e lipopolissacarideo (LPS).
Enquanto as fimbrias sdo consideradas fatores criticos na adesdo e invasdo de células
hospedeiras, as cisteinaspeptidases, também conhecidas como gingipains, tém sido
implicadas a papéis-chave relacionados com a colonizacdo de tecidos, aquisicdo de
nutrientes, evasado de acolhimento defesa imunologica e destruicdo dos tecidos. O LPS é
um componente téxico que confere impermeabilidade a célula bacteriana dificultando a
acao de medicamentos e € responsavel por induzir a secrecdo de mediadores pro-
inflamatorios, inibir a atividade de fosfatase alcalina do colagénio tipo 1 e a producao de
osteocalcina, bem como a diferenciacdo em células osteoblasticas humanas estaminais
ligamento periodontal. Além disso, o LPS da P. gingivalis pode promover também a ativacao
de metaloproteases da matriz (MMPs) por células do sistema imunolégico da mucosa
(GRENIER et al., 2015).

O envolvimento de metalopeptidases de matriz (MMPs) e seus homdélogos na
patogénese da doenca microbiana tem sido extensivamente investigado nos altimos anos.
Varios estudos demonstraram as multiplas funcbes dessas enzimas em infeccdes
bacterianas e recentes relatos vem indicando que inibidores das metalopeptidases
(IMMPs), presentes principalmente na dentina, impedem a degradacdo de proteinas da
matriz dentarias (KIM et al., 2010).

Dessa forma, as MMPs vem sendo apontadas como sendo um alvo quimioterapico
em potencial para o tratamento de inUmeras doencas. Nesse contexto, muitas pesquisas
vém sendo realizadas na busca de novos agentes terapéuticos inibidores das MMPs
(HOEKSTRA; ESKENS; VERWEIJ, 2001; HOU; ZHANG, 2002; PEPELJNJAK; ZORC;
BUTULA, 2005). Com base em tais trabalhos, os acidos hidroxamicos e seus derivados
vém se destacando com potencial acao bioativa devido a sua capacidade para coordenar
ions metalicos de metaloenzimas, que contém metais como calcio e zinco em seu sitio
ativo, tais como as ureases, anidrases carbdnicas e metalopeptidases (CODD, 2008; MURI
et al., 2002; VERMA, 2012).

Por outro lado, estudos vem demonstrando que bactérias Gram-negativas, tal como
a P. gingivalis, possui uma metaloenzima denominada LpxC — UDP-(3-O-acil)-N-
acetilglucosamina deacetilase — responsavel pela biosintese do Lipidio A que faz o
ancoramento na parede celular do LPS (RAETZ et al., 1996; TARABOULSI et al., 2007).
Dessa forma, a LPXc vem se tornando um alvo quimioterapico atrativo, ao qual a sua
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inibicdo pode tornar a bactéria suscetivel a agentes externos, como a prépria defesa
imunoldgica ou a antibiéticos que antes apresentavam resisténcia (GARCIA et al., 2007).

Atualmente, ndo existe um agente anticariogénico capaz de atuar contra os micro-
organismos causadores das doencas bucais apds a instalacdo do biofilme, e sim, apenas
substancias com acao profilatica. Na literatura cientifica s&o encontradas poucas pesquisas
com foco no desenvolvimento de novas entidades quimicas sintéticas eficazes frente a
esses micro-organismos (AL-SOHAIBANI; MURUGAN, 2012; DONG et al., 2012). Neste
contexto, este trabalho teve como objetivo investigar a agdo derivados do acido hidroxamico
(DAH), sintetizados recentemente e com promissora acgdo antimicrobiana (CAPACI
RODRIGUES et al., 2014), na viabilidade de células do S. mutans e da P. gingivalis, uma
vez que sao importantes micro-organismos causadores de doencgas bucais.

MATERIAIS E METODOS

Os DAH utilizados neste trabalho sédo de origem sintética e foram obtidos por meio
de uma reacao regiosseletiva de ciclo-adicdo 1,3-dipolar entre cinco diferentes oxidos de
nitrila e o dipolardfilo, acrilato de etila. Os oxidos de nitrila foram sintetizados a partir de
cinco diferentes aldeidos (benzaldeido, 2-cloro-benzaldeido, 3-cloro-benzaldeido, 4-cloro-
benzaldeido e 4-fenilmetdxi-benzaldeido) tratados com hidroxilamina, no qual produziram
as respectivas aldoximas, que, em sequéncia, foram reagidas com acido tricloro-
isocianurico. Os produtos obtidos da ciclo-adicdo foram tradados com hidroxilamina por
24h, alcancando assim os DAH finais (D1-5, Figura 1). Os DAH foram isolados por
cromatografia flash em coluna e obtiveram rendimento total entre 30 - 65 % (CAPACI
RODRIGUES et al., 2014).

As avaliacbes sobre o efeito dos DAH (D1-5, Figura 1) na viabilidade celular de
micro-organismos causadores de doencas bucais foram realizadas utilizando a
determinacdo da concentracdo minima inibitéria (CIM) pelo método de microdiluicio em
caldo Mueller-Hinton (Difco, Sparks, EUA) de acordo com o National Committee for Clinical
Laboratory Standards (NCCLS, 2003), em concentracdes que variaram de 2 a 256 uM.

As cepas bacterianas utilizadas a partir da American Type Culture Collection
(ATCC) foram: S. mutans ATCC 25175 e P. gingivalis ATCC 33277. As bactérias foram
mantidas a -20 ° C em Tryptic Soy Broth (TSB - Oxoid, Hampshire, Inglaterra), com 20% de
glicerol e ativada através de transferéncia em meio agar sangue, e incubado a temperatura
de 36,5+ 1,0°C, emuma camara de anaerobiose. As células bacterianas foram suspensas,
de acordo com o protocolo de McFarland (1907), em solucdo salina para produzir uma
suspensédo de cerca de 1,5 x 108 UFC/mL. Trezentos microlitros dessa suspenséo foram
misturados com 9,7 mL de caldo Mueller-Hinton (Difco, Sparks, EUA), o que resultou em
um inoculo com 4-5 x 10% UFC/mL. O inoculo foi adicionado a cada poco da placa de ELISA
(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) e o valor da CIM foi determinada por leitura em
espectrofotdbmetro a 595 nm apos 48 h de incubacdo a temperatura de 36,5+ 1,0° C em
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condicéo anaerdbica. Os experimentos foram realizados em triplicata e repetidos trés vezes
para a obtencdo do resultado final, utilizando sempre os controles: positivo (micro-
organismo viavel sem tratamento), negativo (meio de cultura sem micro-organismo) e com
o solvente (veiculo), dimetilsulféxido (DMSQO), na mesma concentracdo utilizada para a
dissolucéo dos derivados avaliados e o micro-organismo estudado.

RESULTADO E DISCUSSAO

Estudos que associem os derivados do acido hidroxamico (DAH) ao tratamento de
doencas infecciosas da cavidade bucal ainda sado inéditos na literatura cientifica. Porém,
sdo de extrema relevancia pesquisas recentes que indicam esses derivados como um
promissor grupo bioativo contra a micro-organismos Gram-negativos (SZERMERSKI et al.,
2014; TANGHERLINI et al.,, 2016; ZHANG, 2012), além de estudos que apontam as
metaloenzimas como alvo quimioterapico desse grupamento (DUVIC; DIMOPOULOS,
2016; CAPACI RODRIGUES et al., 2014; HU et al., 2016). Assim, considerando o acido 3-
aril-4,5-di-hidro-isoxazol-5-carboxi-hidroxamico (D1, Figura 1) como um sistema scafold
(arcabouco com potencial bioatividade) que vem demonstrando potente atividade contra
metaloenzimas (CAPACI RODRIGUES et al., 2014), cinco derivados desse sistema (D1-5,
Figura 1) tiveram suas acOes avaliadas frente a bactéria causadoras de doencas bucais,
sendo elas Gram-positiva e Gram-negativa, S. mutans e P. gingivalis, respectivamente.

Figura 1 — Derivados do &cido hidroxamico avaliados frente a P. gingivalis e S. mutans.
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Os DAH afetaram mais significativamente a viabilidade celular da bactéria Gram-
negativa (P. gingivalis) do que da Gram-positiva (S. mutans) a uma concentracdo de 256
UM (Figura 2A e B). Esses resultados foram ao encontro da literatura cientifica que
apontam uma acao promissora dos DAH frente a micro-organismos Gram-negativos
(SZERMERSKI et al., 2014; TANGHERLINI et al., 2016; ZHANG, 2012).

—

Nesses ensaios, foi observada, a uma concentracédo de 256 uM, cerca de 80% de
inibicdo da viabilidade da bactéria Gram-negativa para os DAH substituidos por atomos de
cloro no anel aroméatico em diferentes posi¢cdes (D2-4, Figura 2A) e 0 sem substituinte
nesse anel (D1, Figura 2A), ou seja, independentemente da posi¢do do atomo de cloro no
anel aromatico ou esse anel sem substituinte a atividade do composto foi praticamente
equivalente. O mesmo resultado néo foi observado quando o anel aromatico possuia um
substituinte volumoso como o 4-fenilmetoxi (D5, Figura 2A), desfavorecendo entdo a
bioatividade do composto D5 que obteve somente cerca de 20% de inibigc&o.
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Em contrapartida, a maior inibicdo da viabilidade da bactéria Gram-positiva,
alcancada com 256 uM, foi de apenas cerca de 50% com o composto contendo o atomo de
cloro na posicdo 4 do anel aromatico do anel aromético (D2, Figura 2B) e 40% para 0s
DAH contendo o &tomo de cloro na posicéo 4 (D4, Figura 2B) ou um substituinte volumoso
(fenilmetoxi) também na posigéo 4.

Figura 2 — Efeito dos derivados do acido hidroxamico (D1-5) na viabilidade celular da P. gingivalis (A) e do S.
mutans (B).
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CTL = controle contendo o solvente DMSO e o micro-organismo. Os valores
representados se referem a média + SD de trés experimentos diferentes. A diferenca
estatistica entre os grupos foi determinada utilizando analise de variancia (ANOVA) usando
o GraphPad PRISM 5.0.

CONCLUSAO

Esses ensaios preliminares indicaram uma menor susceptibilidade da bactéria
Gram-positiva (S. mutans) aos DAH avaliados em relacdo a bactéria Gram-negativa (P.
gingivalis). Esses resultados vao ao encontro da literatura cientifica que apontam os acidos
hidroxdmicos como potentes inibidores de micro-organismos Gram-negativos. Vale
destacar que esses estudos iniciais servem como norteadores para novas pesquisas de
substancias com acao frente a micro-organismos causadores de doencas bucais, uma vez
gue estudos relacionados ainda ndo foram publicados. Novos ensaios estdo sendo
realizados, no qual englobam diferentes concentracdes dos DAH, bem como a avaliacao
desses derivados na formacé&o do biofilme.
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