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Ribeiro SM. Efeito de extratos, fracdes e moléculas isoladas de Casearia sylvestris
contra biofilme cariogénico de Streptococcus mutans [tese de doutorado].
Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2023.

RESUMO

Este estudo in vitro avaliou o efeito de extratos, fracbes e moléculas isoladas de
Casearia sylvestris (de amostras coletadas em trés cidades, contemplando os Biomas
Atlantico e Cerrado; variedades sylvestris, lingua e intermediéria) no controle do
biofilme cariogénico de Streptococcus mutans. Primeiro, foram avaliados os efeitos
antimicrobiano (cultura planctonica) e antibiofilme (biofilmes iniciais e pré-formados)
contra S. mutans em modelos de exposicao prolongada (24 horas) via viabilidade da
populacao bacteriana (unidades formadoras de colénias-UFC/mL). Em segundo lugar,
os tratamentos eficazes em biofilmes (iniciais e pré-formados) foram usados para
preparar solugdes (com e sem fluoreto de sodio e testados quanto ao efeito topico
(breve exposicdo) em biofilmes de S. mutans cultivados em discos de hidroxiapatita
revestidos com saliva. Terceiro, os tratamentos selecionados (com efeito em biofilmes
iniciais e pré-formados) foram avaliados através da curva de inibicdo do crescimento
de S. mutans associada a expressdo génica e analises de microscopia eletrdnica de
varredura (MEV). A caracterizagdo quimica das fracbes foi realizada via
cromatografia. Nenhum extrato bruto mostrou atividade antimicrobiana. Nos biofilmes
iniciais, as fracdes de acetato de etila (AcOEt) e etandlica (EtOH) de Brasilia (BRA/DF;
250 pg/mL) reduziram em média 8- e 6-logs vs. veiculo, respectivamente, e as fracdes
preparadas por extracdo em fase sdlida (EFS-C18) de Presidente Venceslau/SP
(Agua/EtOH 60:40 e Agua/EtOH 40:60; 500 pug/mL), reduziram em média 6- e 8-logs
vs. veiculo, respectivamente. Entre as moléculas (Flavonoide 4, Caseargrewiina F ou
CsF, Casearinas X e J), apenas CsF (125 pg/mL), reduziu a contagem de células
viaveis de biofilmes pré-formados (5 logs vs. veiculo). No entanto, para efeito topico,
nenhuma solucdo afetou os componentes do biofilme (populacdo viavel, biomassa,
componentes da matriz extracelular e organizacdo estrutural). O perfil de
sobrevivéncia durante o ensaio de inibicdo do crescimento diferiu entre CsF e
AcOEt_BRA/DF. Enquanto ambos mataram a bactéria ap6s uma hora, CsF produziu
uma recuperacao média constante de células sobreviventes (= 3,5 logs) até 24h (ou
seja, bacteriostatico). No entanto, a fracdo AcOEt BRA/DF causou morte celular
pronunciada e progressiva sem células recuperadas em 24h (ou seja, bactericida).
CsF e AcOEt BRA/DF causaram danos irreversiveis as células de S. mutans
(imagens MEV) e influenciaram a expressdo de genes de viruléncia de S. mutans.
AcOEt_BRA/DF reduziu a expresséao de eno (0,6 vezes) e induziu nox1 (8 vezes); CsF
induziu gtfB (> 5 vezes). As andlises cromatograficas indicam que a fracdo AcOEt de
Brasilia/DF contém uma casearina ainda nao identificada. Assim, um efeito contra
biofilmes de S. mutans ocorreu apenas em um modelo de exposi¢cdo prolongada
devido a capacidade bacteriostatica e/ou bactericida de uma fragdo e uma molécula
de C. sylvestris.

Palavras — chave: Casearia. Biofilmes. Streptococcus mutans. Matriz Extracelular.
Durapatita.



Ribeiro SM. Effect of extracts, fractions and isolated molecules of Casearia sylvestris
against Streptococcus mutans cariogenic biofilm [tese de doutorado]. Araraquara:
Faculdade de Odontologia da UNESP; 2023.

ABSTRACT

This in vitro study evaluated the effect of extracts, fractions, and isolated molecules of
Casearia sylvestris (of samples collected in different cities, contemplating the Atlantic
and Cerrado Biomes; sylvestris, lingua, and intermediate varieties) to control the
cariogenic biofilm of Streptococcus mutans. First, the antimicrobial (planktonic culture)
and antibiofilm (initial and pre-formed biofilms) effects against S. mutans in prolonged
exposure (24 hours) models via bacterial population viability (colony-forming
units—CFU/mL) were assessed. Next, the effective treatments in biofilms (initial and
pre-formed) were used to prepare solutions (with and without fluoride) and tested for
the topical effect (brief exposure) in S. mutans biofilms grown on saliva-coated
hydroxyapatite discs. Lastly, selected treatments were evaluated through the S.
mutans growth inhibition curve associated with gene expression and scanning electron
microscopy (SEM) analyses. The chemical characterization of the fractions was
performed via chromatography. No crude extracts showed antimicrobial activity. In
early biofilms, the ethyl acetate (AcOEt) and ethanolic (EtOH) fractions from Brasilia
(BRA/DF; 250 pg/mL) reduced 8- and 6-logs vs. vehicle, respectively, and the fractions
prepared by solid phase extraction (SPE-C18) from Presidente Venceslau/SP
(Water/EtOH 60:40 and Water/EtOH 40:60; 500 pg/mL), reduced 6- and 8-logs vs.
vehicle, respectively. Among the isolated molecules (Flavonoid 4, Caseargrewiin
F—CsF, Casearins X and J), only CsF (125 ug/mL) reduced the viable cell counts of
pre-formed biofilms (5 logs vs. vehicle). However, none of the solutions presented a
topical effect on biofilm components (viable population, biomass, extracellular matrix
components, and structural organization). The survival profile during the growth
inhibition assay differed between CsF and AcOEt BRA/DF. While both killed the
bacterium after one hour, CsF yielded a constant mean recovery of surviving cells (=3.5
logs) until 24h (i.e., bacteriostatic). But AcOEt BRA/DF caused pronounced and
progressive cell death without cells recovered at 24h (i.e., bactericidal). CsF and
AcOEt_BRA/DF caused irreversible damage to S. mutans cells (SEM images) and
influenced the expression of S. mutans virulence genes. AcCOEt_BRA/DF reduced the
expression of eno (0.6-fold) and induced nox1 (8-fold); CsF induced gtfB (>5-fold).
Chromatographic analyzes indicate that the AcOEt fraction from Brasilia/DF contains
an unidentified casearin. Thus, an effect against S. mutans biofilms occurred only in a
prolonged exposure model due to the bacteriostatic and/or bactericidal capacity of a
fraction and a molecule from C. sylvestris.

Keywords: Casearia. Biofilms. Streptococcus mutans. Extracellular Matrix.
Durapatite.
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1 INTRODUCAO

Entre as varias doencas bucais, a cérie dentaria continua a afetar um grande
numero de populagées em todo o mundo®. A cérie dentéria trata-se de uma condigéo
cronica multifatorial mediada por biofilme e modulada pela dieta (por exemplo, dieta
rica em sacarose)'3. Essa doenca multifatorial é determinada por fatores biolégicos,
comportamentais, psicossociais e ambientais. Como consequéncia desse processo,
ocorre a perda mineral dos tecidos dentais (esmalte) e desenvolve-se a lesédo de carie.
Apesar de inUmeras tentativas de conscientiza¢do, a carie ainda € um preocupante
problema de saude publica com impacto negativo na qualidade de vida de milhdes de
pessoas'?.

Tem sido amplamente aceito que Streptococcus mutans é a principal bactéria
associada a etiologia da céarie dentaria (embora outros microrganismos possam estar
associados)?#. S. mutans é acidogénica, acidurica e a principal produtora de matriz
extracelular (MEC) em biofilmes, conhecidos como placa dentéria®. Isso ocorre porque
S. mutans codifica multiplas exoenzimas (e.g., glucosiltransferases ou Gtfs) e na
presenca de sacarose e amido produz exopolissacarideos (EPS)>®. As Gtfs sdo
secretadas e sdo componentes da pelicula salivar e se aderem a outros
microrganismos, portanto, fomentam a adesdo e o acumulo de S. mutans e outros
microrganismos (e.g., Candida albicans)’®. A MEC envolve e suporta as células,
formando um ambiente altamente coesivo com difusdo limitada e nichos acidicos®1°
que restringem o acesso a saliva tamponada®!l. Os EPS sd3o componentes
primordiais na montagem da MEC dos biofilmes cariogénicos®® e também séo
determinantes da viruléncia'®. Além disso, o DNA extracelular (eDNA) e os &cidos
lipoteicdicos (LTA) sdo detectados em grandes quantidades em biofilmes
cariogénicos!? e contribuem para sua organizacdo estrutural e propriedades de
difusdo®s. Esses fatores de viruléncia modulam a patogénese da céarie dentéaria e,
assim, sao alvos terapéuticos seletivos para prevencéo desta doenca.

O fluoreto administrado em varias modalidades, continua sendo a base para a
prevencao de carie, no entanto, suas formas de entrega atuais (através da agua de
abastecimento, por exemplo) séo insuficientes para superar o desafio da carie em
muitos individuos e portanto, sdo necessarias abordagens adicionais para aumentar
sua eficacial4. Agentes quimicos (como clorexidina - CHX) sdo amplamente utilizados
para controle do biofilme cariogénico!®. A CHX suprime os niveis de estreptococos do

grupo mutans, no entanto, sua eficacia € reduzida contra biofilmes maduros. Isto
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decorre do fato dos EPS na matriz possuir carga negativa e, portanto, influenciam a
penetragdo da CHX (substancia catidnica) para dentro do biofilme, afetando a sua
propriedade antimicrobiana nesses biofilmes!®. Além disso, a CHX elimina bactérias
bucais que realizam a conversao do nitrato em nitrito, 0 que parece estar associado a
elevacdo da pressdo arterial sistélica'®'’. O nitrito auxilia a salde sistémica através
da estimulag&o do sistema circulatorio, assim, a manutencdo de uma microbiota oral
simbidtica contribui para a saude geral humana, através da via entero-salivar de
nitrato-nitrito-6xido nitrico. Ainda, além da condicdo supracitada, outro problema
decorrente do prolongado uso de CHX é devido aos seus efeitos colaterais, como
alteracdo do paladar, pigmentacéo de dentes, entre outros>1’.

Diante do contexto supracitado, é necessario novas abordagens para o controle
e/ou modulacao de biofilmes cariogénicos, com maior potencial antimicrobiano e, ao
mesmo tempo, ndo causem toxicidade ao organismo humano. Os produtos naturais
sdo uma abundante fonte de substancias estruturalmente distintas, com vasta gama
de atividades bioldgicas, que podem ser Uteis para o desenvolvimento de terapias
anticaries alternativas ou adjuvantes!®. C. sylvestris Sw. (Salicaceae) é uma das
espécies mais promissoras do género Casearia devido as suas propriedades
biolégicas e usos na medicina popular. Ainda, detém alta capacidade adaptativa e
encontra-se extensamente difundida nas Américas Central e do Sul, uma vez que no
Brasil ocorre em praticamente todos os biomas?!®. Quimicamente, extratos de folhas
de C. sylvestris var. sylvestris (Mata-Atlantica) apresentam alta concentracdo de
diterpenos (marcadores taxondmicos para o género)?%; enquanto compostos fendlicos
(flavonoides) prevalecem na var. lingua (Cerrado)??2. As variacbes em torno dos
esqueletos de estruturas quimicas de terpenos e flavonoides de C. sylvestris fornece
modelos interessantes para estudos sobre a relacdo entre estrutura quimica e
atividade biologica desses compostos, que ja demonstraram potencial atividade no
controle de biofilmes cariogénicos?3.

As propriedades bioldgicas de extratos, fragcbes e moléculas de C. sylvestris
tém sido extensivamente estudadas?®2° e as atividades antillcera, anti-inflamatérios,
antiparasitarios e antitumorais reportadas para C. sylvestris se atribuem aos
diterpenos'®2%27. No entanto, poucos estudos foram realizados quanto ao seu
potencial antimicrobiano?8-3°, bem como pouco esta elucidado quanto a sua atividade

bioldégica contra microrganismos patogénicos encontrados na cavidade bucal3!:32,
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Diante disso, nossos estudos tém se voltado na triagem de extratos brutos, fracdes e
moléculas isoladas de C. sylvestris de diferentes biomas e variedades. A inclusédo
dessas duas variaveis (bioma e variedade) € vital, pois influenciam na variabilidade
da composicdo quimica dos metabdlitos secundarios??’. Recentemente,
demonstramos que extratos brutos e fracdes de C. sylvestris inibem o crescimento de
microrganismos associados a patogénese da carie dentaria e os extratos inibem a
atividade de GtfB in vitro. Este foi o primeiro passo para a identificagcdo de novos
inibidores de alvos especificos de crescimento de S. mutans presentes em C.
sylvestris?3. A prospeccédo de estudos de extratos vegetais e/ou moléculas isoladas
com propriedades antimicrobianas e antibiofiime & uma estratégia relevante para
odontologia e outras areas. Portanto, a investigacdo de extratos brutos, fracdes e
moléculas isoladas de C. sylvestris é importante para identificar agentes seletivos

antibiofilme/antimicrobiano que podem ter aplicacdes na prevencdo de carie dentaria.
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2 PROPOSICAO

Esse estudo in vitro avaliou o efeito de extratos, fracdes e moléculas isoladas
de C. sylvestris (Biomas Mata Atlantica e Cerrado; variedades sylvestris, lingua e

intermediaria) para controle de biofilme cariogénico de S. mutans.

2.1 Objetivos Especificos

a) Avaliar a atividade antimicrobiana e antibiofilme (biofilmes iniciais e pré-
formados) de extratos brutos, fracdes e moléculas isoladas de C. sylvestris
(Bioma Cerrado e Mata Atlantica; variedades sylvestris, lingua e intermediaria);

b) Avaliar o efeito da exposicao tépica de solucdes preparadas com fracdes e
moléculas isoladas em biofilmes de S. mutans formados sobre discos de
hidroxiapatita com pelicula salivar;

c) Determinar a curva de inibicdo do crescimento de S. mutans para tratamentos
selecionados associado as analises de expressdo génica de genes de
viruléncia (relacionados a sintese de exopolissacarideos insoluveis, a
tolerancia aos estresses acido e oxidativo, ao metabolismo de ALT e eDNA e a

glicélise) e de microscopia eletrénica de varredura (MEV).
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3 REVISAO DA LITERATURA

Nesta secédo estdo descritos 0s processos hioldgicos e fisico-quimicos envolvidos
na patogénese da carie dentéaria e as principais estratégias disponiveis para o controle
da carie dentaria (ou seja, prevencao ou tratamento de biofilmes orais). Também, esta
resumido o conhecimento sobre o0s potenciais efeitos bioldgicos dos produtos naturais

no tratamento/prevencao da carie dentéria.

3.1 Cérie Dentéaria

A saude bucal é parte integrante e intrinseca da saude geral e se relaciona aos
aspectos bioldgicos, psiquicos e sociais dos individuos, portanto, pode causar grande
impacto na qualidade de vida dos mesmos®3. A cérie dentaria é a doenca bucal mais
prevalente no mundo, sendo um fardo econémico e de salde publica®?. A carie ocorre
devido ao desenvolvimento de biofilme microbiano nas superficies dos dentes (placa
dentaria)3*. A interacdo entre 0s microrganismos que compde o biofilme, seus
produtos e os fatores do hospedeiro fornece condicdes favoraveis para montagem de
uma matriz extracelular rica em EPS, ainda, favorece o acumulo de espécies
acidogénicas e aciduricas que estabelecem o desenvolvimento de biofilmes
virulentos-cariogénicos?. A permanéncia deste microambiente acido na superficie dos
dentes resulta na dissolucdo do esmalte e da dentina em fossas, fissuras e regifes
interdentais, eventualmente se espalhando para as superficies vestibular e lingual da
superficie do esmalte, ocasionando a cavitacéo clinica®3.

Para estabelecer medidas efetivas de controle da doenca cérie, € fundamental
compreender os seus fatores etioldgicos, assim, modelos foram propostos para
explicar a multifatoriedade dessa doenca. O primeiro modelo foi desenvolvido por
Keyes em 1960, o qual era essencialmente ecolégico, sugerindo que a carie seria 0
produto da interacdo entre os fatores determinantes: hospedeiro, substrato (dieta
cariogénica) e microrganismos (Triade de Keyes)3¢. Em 1983, Newbrun modificou este
modelo incluindo o fator tempo nessa interacdo, que age simultaneamente com 0s
demais fatores para o desenvolvimento da lesdo cariosa®’. Assim, a Triade de Keyes
modificada por Newburn (Figura 1), foi 0 modelo mais representativo para explicar a

doenca céarie®8,
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Figura 1- Fatores envolvidos no desenvolvimento da carie
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Fatores de risco associados ao desenvolvimento da carie dental. Em amarelo estdo fatores
pessoais, em alaranjado, fatores ambientais da cavidade bucal e em verde os fatores
diretamente implicados na doenca.

Fonte: Adaptado de Selwitz et al.>* P-4,

A fluoretagdo da agua esta entre as politicas publicas para prevencéo da carie,
no entanto, ndo é acessivel para todas as populagbes que vivem em regiées mais
afastadas dos centros com distribuicdo de agua potavel, além disso, os dentifricios
fluoretados s6 séo eficientes quando a escovacao dentaria € realizada regularmente®.
Nas Uultimas décadas poucos foram os avangos para a prevencdo, risco de
desenvolvimento ou para deteccgédo precoce da carie>*°. Portanto, embora a cérie seja
em grande parte uma doenca evitavel, sua prevaléncia se manteve constante nos
ultimos 30 anos e atualmente, é uma adversidade da salide publica global*°. O estudo
Global Burden of Disease Study estima que no mundo 2,5 bilhdes de adultos e 573
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milhdes de criangas experimentaram a carie, e esta doenca além de reduzir a
qualidade de vida, gera altos custos para a sociedade!. Para exemplificar, em 2010
as doencas dentarias causaram um impacto econémico global de cerca de US $ 442
bilhdes*'. A propensdo é um aumento desses nimeros nos préximos anos em
decorréncia das mudancas demogréaficas, crescimento e envelhecimento
populacional, somado ao progressivo consumo de aglcares e inapropriada exposicao
aos fluoretos?.

A conduta priméria para prevencéao da carie deve se basear nos fatores de risco
comuns aos individuos e a prevencdo e tratamentos secundarios, devem se
concentrar na conducdo do processo da doenca ao longo do tempo, através de
abordagens minimamente invasivas para preservacédo de tecidos*?. Em marco de
2004, o Ministério da Saude do Brasil, criou o Brasil Sorridente (politica nacional de
saude bucal), que em 2013 investiu R$ 1 bilhdo em recursos dedicados as Equipes
de Saude Bucal e também em investimentos nestes centros*3. A Pesquisa Nacional
de Saude Bucal — SB Brasil 2010 demonstrou uma queda de 26% na incidéncia de
carie na faixa etaria de 12 anos entre 2003 e 2010, fazendo com que o Brasil fizesse
parte do seleto grupo dos paises com baixa prevaléncia de carie nessa faixa etaria,
com um indice melhor que a média dos paises das Américas*3. Em 2020, o Ministério
da Saude acordou uma nova edi¢do do levantamento epidemioldgico, o SB — Brasil
2020, que estendeu sua execucao, devido a emergéncia sanitaria do coronavirus.
Este levantamento proposto pelo Ministério da Saude (2021-2022) ocorreu durante o
ano de 2022 através de parceria com universidades federais e avaliou mais de 50 mil
pessoas em diversas regifes do pais. Os dados irdo auxiliar a qualificar o programa
Brasil Sorridente, permitindo a analise das tendéncias em saude bucal, o
planejamento e avaliacdo dos servicos de salde no ambito do Sistema Unico de
Saude (SUS)*.

3.2 Biofilme Dental

A boca hospeda um heterogéneo microbioma de 700 espécies bacterianas e
74 géneros de fungos, sendo Candida spp o principal. Os diversos atributos
genotipicos e fenotipicos destes microrganismos possibilitam sua adaptacdo e
sobrevivéncia as adversidades desse ambiente?445, Este complexo microbioma
persevera e cresce nas superficies orais como biofilmes multiespécies, isto porque os

microrganismos em sua forma planctbnica (ndo aderidos a uma superficie) sdo
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transportados para fora da boca e pelo trato digestivo através do fluxo continuo de
secrecdes do hospedeiro®. Assim, para sua sobrevivéncia in situ, os microrganismos
se aderem a uma superficie construindo biofilmes nas superficies dentarias e nos
tecidos epiteliais moles®.

A formacédo de biofilme é uma das principais causas de desenvolvimento de
resisténcia a varios medicamentos. De forma geral, biofiimes sdo comunidades de
células microbianas bem estruturadas e firmemente aderidas entre si e a superficies,
envoltas por uma matriz tridimensional (3D) de substancias poliméricas extracelulares,
como polissacarideos, proteinas e acidos nucleicos, esta estrutura 3D é conhecida
como matriz extracelular*’. Os biofilmes cariogénicos se formam em condicGes
dindmicas de exposigao a altas concentragdes de carboidratos (“fartura”), seguida por
periodos de restricdo de nutrientes (“escassez’)®. A placa dentaria esta
constantemente exposta a desafios ambientais, o que a torna um dos sistemas de
biofilme mais complexos da natureza, e, portanto, € um modelo geral para o estudo
da biologia de biofilmes*.

Os biofilmes se desenvolvem através de diferentes estagios, sendo eles:
fixacdo inicial de microrganismos na pelicula salivar sobre os dentes, formacédo de
microcolbnias, crescimento e producdo de exopolissacarideos e por fim, a
formacdo de um biofiime maduro formado por diversas espécies seguido pela
dispersédo dos microrganismos para colonizar novos nichos (Figura 2)*°. Na boca, as
superficies dentarias sdo revestidas por uma fina pelicula proteica conhecida como
pelicula salivar. Esta pelicula é proveniente, de fontes do hospedeiro, principalmente
saliva (lisozimas, peroxidases) e de produtos de origem bacteriana
(glucosiltranferases, eDNA, LTA, peptideoglicanos). A composicao da pelicula salivar
€ 99% de agua e 1% de compostos organicos e inorganicos (lipidios, aminoéacidos,
minerais, glicoproteinas — mucinas, amilases, proteinas ricas em prolina,
glicoproteinas salivares, fosfoproteinas, imunoglobulinas A e G)%°.

Alguns microrganismos presentes no microbioma oral, tém afinidade para
adesdo em superficies, principalmente quando na presenca de componentes
organicos (glicoproteinas), como ocorre com a hidroxiapatita do esmalte dentario®™.
Apés formar pelicula salivar, microrganismos colonizadores primarios (ou iniciais) em
sua forma plancténica (como estreptococos e Actinomyces spp.) se fixam a pelicula
através de adesdo mediada por interacdes adesina-receptor altamente®l. Embora em

namero variavel, S. mutans pode estar presente entre 0S microrganismos
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colonizadores iniciais (dependendo da dieta do hospedeiro)®?. Os colonizadores
iniciais multiplicam-se no substrato e desenvolvem aglomerados de células
microbianas organizadas e estruturadas tridimensionalmente (microcol6nias) e
passam a sintetizar EPS que compdem a matriz extracelular®. Com o substrato
recoberto por microrganismos e EPS, inicia-se a coagregacdo dos colonizadores
secundarios e maturacao do biofilme. Neste estégio, os colonizadores secundarios se
aderem aos primarios ou a outros microrganismos (e a matriz extracelular sintetizada
por eles) para se coaderirem aos primarios criando uma estruturacdo entre eles; entao
o biofilme comeca a se transformar em uma comunidade multiespécie*®5!. Atingida a
maturagdo do biofilme formado, os microrganismos se dispersam para colonizar

outras superficies da cavidade bucal, iniciando a formacé&o de biofilme novamente*®,

Figura 2- Etapas do desenvolvimento de biofilmes orais
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Fonte: Adaptado de Rickard et al.*% P9,
3.3 A Matriz Extracelular do Biofilme e Seus Constituintes

A matriz é o material extracelular sintetizado pelos proprios microrganismos, no

qual as células do biofilme estdo inseridas. Além dos polimeros sintetizados no
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exterior das células, alguns séo sintetizados dentro das células e entédo secretados?’.
A matriz extracelular trata-se de um conglomerado de EPS que formam o arcabouco
para a arquitetura 3D do biofilme e é responsavel pela adeséo as superficies e pela
coesdo do biofilme!. As qualidades estruturais e bioquimicas da matriz sdo essenciais
para manutencdo da vida do biofilme e expresséo de viruléncia dos patdogenos. Dentro
do biofilme, a matriz extracelular rica em EPS impulsiona a formag&o de nichos
acidicos, que sao regides com baixos valores de pH (no intervalo de 4,5 - 5,5); dentro
do biofilme, muitas das quais estdo localizadas nas proximidades da superficie de
apatita. Este microambiente acido favorece a selecdo de patdégenos acidogénicos,
aciduricos e de ligacdo a glucanos (produzido pelas Gtfs), como por exemplo, S.
mutans. Assim, criam-se locais de desmineralizacdo na superficie de fixacdo do
biofilme, mudando de uma fase néo virulenta para uma virulenta®,

A matriz extracelular é constituida por diversas substancias poliméricas
extracelulares hidratadas, que séo influenciadas e moduladas por fatores ambientais
locais. Além de EPS, estdo presentes nas matrizes constituintes salivares e
bacterianos, como proteinas, lipidios, lipopolissacarideos, acidos lipoitecéicos (LTA)
extracelulares e DNA extracelular (eDNA)'%1?, Todos estes componentes da matriz
extracelular podem atuar como fatores de viruléncia e modular a patogénese da cérie
dentaria, portanto, sdo alvos terapéuticos seletivos para prevencdo de biofilmes
cariogénicos!®%35 A producdo de EPS impacta expressivamente a viruléncia de
biofilmes cariogénicos'®°, A sacarose e amido (procedentes da dieta) sdo essenciais
para o desenvolvimento do biofilme cariogénico. A sacarose serve de substratos para
a sintese de EPS na superficie da pelicula salivar e o amido € aceptor de elétrons,
influenciando nos tipos de liga¢des glicosidicas durante a sintese com o substrato
sacarose e também na ramificacdo dos glucanos formados®. Além disso, a sacarose
pode ser fermentada para produzir acidos dentro do biofilme, criando os nichos
acidicos®. Ap6s a exposicdo a estes dois carboidratos, as exoenzimas de S. mutans,
glucosiltransferases (Gtfs) e frutosiltransferases (Ftfs), sinstetizam EPS com estrutura
e composicdo variadas a depender do intervalo desde a ultima ingestdo de aclUcares
na dieta®. Embora em menor quantidade, frutanos podem estar presentes na matriz,
que séo polimeros de frutose produzidos pela enzima Ftf®.

Os EPS oferecem sitios de ligacdo na superficie via diversas proteinas de
ligacdo (como adesinas), assim contribuem para colonizacdo e aciumulo de S. mutans

e de outros microrganismos na superficie®®. Os EPS sdo componentes-chave para
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construcdo da matriz 3D que circunda e apoia as células do biofilme, criando um
ambiente coeso, de difuséo limitada e com nichos acidios'®. A acidificacdo da matriz
rica em EPS insollveis favorece o desenvolvimento de microrganismos aciduricos e
somado a reducdo de pH na interface dente-biofilme, ocorre a desmineralizacédo do
esmalte dentéario, levando ao inicio clinico da cavitagao®.

S. mutans também pode liberar eDNA e LTA, que demostram importancia
estrutural para o estabelecimento e integridade da matriz extracelular em biofilmes de
S. mutans!?1357 S, mutans pode produzir e liberar eDNA durante a lise celular
(autdlise) e/ou via microvesiculas presentes na membrana®’. As condi¢cdes ambientais
e desenvolvimento do biofilme modulam a presenca e quantidade de eDNA no
biofilme, assim, eDNA desempenha um papel substancial na adesdo bacteriana e
iniciacdo do biofiime de S. mutans 5758, LTA é um polimero da parede celular de
bactérias Gram-positivas, que consiste em 1,3-poliglicerol-fosfato ancorado a
membrana celular por uma lipoproteina®®. Principalmente durante a remodelagdo da
parede celular ou divisdo celular, o LTA pode ser liberado no ambiente
extracelular®®. O LTA exerce importante funcdo na colonizagdo de bactérias Gram-
positivas, contribui para a formacéo e patogenicidade de biofilmes, e esta associado
a adesdo e colonizagdo de estreptococos orais®.

eDNA e LTA operam de modo importante em conjunto com EPS na montagem
da matriz extracelular®. A formacé&o de nichos altamente acidicos dentro da matriz de
biofilmes cariogénicos® torna este microambiente &cido e induz a expressédo de
gtfB5361, sistema de dois componentes IytST (associado a lise celular e remodelagéo
da parede celular)>36% e operon dIitABCD (relacionado ao metabolismo do LTA)%3. O
aumento da expressao destes genes culmina no acumulo de EPS, eDNA e LTA que
permitem a construcdo de uma matriz extracelular volumosa e robusta em biofilmes
de S. mutans'®fl, Ressalta-se que o eDNA coopera com EPS nas fases iniciais,
enquanto o LTA desempenha um papel mais importante nas fases posteriores do
desenvolvimento do biofilme. Ainda, eDNA e o LTA influenciam a distribuicdo de EPS
e a organizagdo das microcoldnias. Quando presentes em grande quantidade, LTA e
eDNA podem influenciar as interagcdes eletrostaticas e as propriedades de difusdo da
matriz devido a carga negativa que apresentam®?. Assim, o eDNA e o LTA podem
moldar a estrutura dos EPS, afetando as estratégias de controle de biofilmes
patogénicos!s.
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3.4 Streptococcus mutans

Varios microrganismos contribuem para inicio e progressao da cérie dentéria,
no entanto, é concebivel que S. mutans exerce funcdo primordial na patogénese da
carie*#?. S. mutans sdo cocos Gram-positivos e anaerdbios facultativos e sua
relevancia na etiologia e patogénese da carie dentaria esta em sua capacidade de
montar uma matriz polimérica 3D insollvel e ndo simplesmente na superioridade
numérica ou acidogenicidade>®3. Outros microrganismos presentes no biofilme
dentario sdo igualmente e/ou excelentes produtores de acido e aciduricos, incluindo
outros estreptococos (Streptococcus vestibulares, Streptococcus
salivarius, Lactobacillus spp, Bifidobacterium dentium, Candida spp
e Scardovia spp)°2364, Para garantir a colonizacéo e persisténcia, S. mutans se adere
a superficie dentéaria atraves (i) da expressao de proteinas de superficie (adesinas) e
(i) da presenca de carboidratos usados para formagdo da matriz extracelular. A
adeséao pela via independente de sacarose ocorre pela expressao de adesinas (i.e.,
SpaP, Wap, Agl/ll) que reconhecem e se ligam a receptores especificos
(glicoproteina-340 ou gp-340) na pelicula salivar®%6, A via dependente de sacarose é
mediada por ligacédo de glucanos (através das proteinas ligantes de glucano ou Gbps,
do inglés glucans binding proteins) e esta diretamente relacionada a cariogenicidade
do biofilme porque é guiada pelas enzimas Gtfs que sintetizam EPS®’.

S. mutans produz e secreta pelo menos 3 Gtfs geneticamente distintas (GtfB,
GtfC e GtfD), as quais sintetizam glucanos estruturalmente distintos a partir de
sacarose e hidrolisados de amido derivados da dieta do hospedeiro®. A populacédo de
S. mutans na microbiota total é irrelevante diante de sua extraordinaria capacidade de
produzir trés enzimas estruturalmente diferentes e que atuam no mesmo substrato,
influenciando diretamente na formacéo e composicéo do biofilme®. GtfB (formalmente
conhecida como Gtfl) sintetiza glucanos principalmente insollveis em agua ricos em
ligagbes a-1,37%°. Além disso, em conjunto com a-amilase, GtfB se adsorve na
superficie dentaria como parte da pelicula salivar e fomenta o aumento da sintese de
glucanos sollveis e insolGveis em agua, que por sua vez, fornecem locais de ligacdo
nas superficies apatiticas para aumento de aderéncia microbiana™. GtfC
(formalmente GtfSl) sintetiza tanto glucanos soluveis como insolaveis, no entanto, a
proporcao de glucanos sollveis e insoluveis depende se est4 adsorvida ou ndo a uma
superficie. GtfC tem preferéncia por superficies e por isso faz com que produza mais

glucanos insollveis™®. A presenca de dominios hidrofébicos em GtfC permite a
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interacdo dessa enzima com macromoléculas salivares presentes na pelicula (como
peroxidase, lisozima e a-amilase). Por isso, GtfC se encontra principalmente como
parte da pelicula salivar adquirida’™. Na pelicula salivar também é encontrada GtfD
(formalmente GtfS), embora em menor quantidade. Esta enzima produz glucanos
predominantemente sollveis em &gua, facilmente metabolizaveis e que atuam como
iniciadores para GtfB®.79,

As Gtfs secretadas por S. mutans também se ligam a superficie de outras
bactérias orais (mesmo em bactérias que ndo sintetizam as Gtfs)’! convertendo-as
em produtores de glucanos’. Na presenca de sacarose, as Gtfs estdo ativamente
produzindo EPS e podem adsorvem-se as células do fungo C. albicans, por exemplo,
convertendo-as em de fato produtores de glucanos®. O resultado da associacéo de S.
mutans e Candida albicans é uma maior complexidade funcional e organizagdo 3D de
biofilmes mistos devido a producéo de EPS por ambas espécies, mas principalmente
por S. mutans’?. Ainda, quando presente em biofilmes mintos, C. albicans induz a
expressdo de genes gtfs de S. mutans e pode elevar o acimulo de S. mutans na
superficie do esmalte dentario, modulando assim o desenvolvimento de biofilme&.

O acesso a nutrientes adequados € um fator determinante para sobrevivéncia
bacteriana no biofilme. Na cavidade oral, as bactérias devem lidar com longos
periodos em que a saliva é o nutriente primario e com momentos em que 0s nutrientes
da dieta sdo abundantes. Apesar da crucial capacidade de sobreviver a longos
periodos de privacdo de carboidratos, a exposicdo repentina a uma quantidade
excessiva de aclcar também é um grande desafio para as bactérias orais’®74. A rapida
entrada e degradacédo de acucares nas células pode resultar em um acumulo de niveis
téxicos de intermediarios glicoliticos, resultando em morte celular. Para sobreviver a
tais condicOes, 0s estreptococos orais desenvolveram sofisticados mecanismos
fisiologicos e genéticos para regular o metabolismo do agucar de acordo com a fonte
e disponibilidade’ 7. S. mutans depende exclusivamente da glicélise para producéo
de energia, ainda, esse micorganismo apresenta capacidade de metabolizar uma
grande variedade de carboidratos’374.

O transporte de acgUcares ocorre atraves de transportadores de membrana
dependentes de ATP e pelos sistemas fosfoenolpiruvato (PEP) acucar:
fosfotransferase (PTS). Em bactérias gram-positivas, como S. mutans, os PTSs sao
0s principais transportadores de carboidratos, na sua maioria monossacarideos,

dissacarideos, B-glicosideos e alcoois de aclcar’. Os os PTSs regulam 0s processos
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metabdlicos e transcripcionais e ainda sdo responsaveis por formar ligagles,
transporte de transmembrana e fosforilagdo de inUmeros substratos de agucar, além
de regular processos metabdlicos e transcripcionais’®. O gene eno codifica a enolase
bacteriana, que catalisa a formacdo de fosfoenolpiruvato, componente chave do
sistema PEP: carboidrato fosfotransferase (PTS) que contribui para a absorcao de
agUcar bacteriano’#7%77, E estabelecido que a inibicdo da enolase pelo flior contribui
para a acdo antimicrobiana do flGor’®7°, no entanto, esta enzima foi proposta como
sendo insensivel ao flllor em cepas resistentes a agente quimico®. Uma mutacgéo foi
identificada no gene da enolase, que provavelmente resultou em uma reducdo da
sensibilidade da enolase ao flior, o que permite que as bactérias metabolizem
aclcares mesmo diante de altas concentragées de flioré.

S. mutans realiza rapida fermentacdo de carboidratos o que gera produtos
finais 4cidos (acidogenicidade), a consequéncia nao € apenas a desmineralizacdo das
superficies dentarias, mas é também determinante ambiental que impacta a flora
microbiana relacionada a céarie durante o processo cariogénico’’. A exposicdo acida
e 0 estresse oxidativo sdo dois dos principais estresses ambientais aos quais
microrganismos devem se adaptar na cavidade oral. Para sobreviver no ambiente
acido que produz (aciduricidade), S. mutans desenvolveu respostas adaptativas de
tolerancia acida através da inducdo de mudltiplas vias celulares®, sendo que uma das
principais defesas contra desafios ambientais, como o choque acido, é a propria
membrana bacteriana®. Para manutencdo da homeostase do pH intracelular, S.
mutans altera a composicdo da membrana através do aumento de acidos graxos
mono-insaturados de cadeia longa e reducao de acidos graxos saturados de cadeia
curta. Esta alteracdo reduz a permeabilidade de protons da membrana celular e
ativacéo do sistema FoF1-ATPase de translocacéo de protons83:84,

O sistema FoF1-ATPase, uma ATPase de translocacdo de proétons ligado a
membrana, é importante para a sobrevivéncia de espécies de Streptococcus orais em
ambientes acidos porque mantém o pH citoplasmatico mais alcalino que o pH do
ambiente; confere protecdo a enzimas glicoliticas sensiveis a acidos e mantém o ApH
para processos bioenergéticos’3. Em S. mutans, o sistema FoF1-ATPase é codificado
por 6 genes (atpC, atpD, atpG, atpA, atpH, atpF), dentre os quais atpD é o que
apresenta maior expressdo e sintese, tem funcéo critica na montagem do sistema
ATPase e é altamente induzida em pH baixo, e é considerado o principal determinante

da tolerancia acida em S. mutans®86. Além do estresse acido, S. mutans lida com a
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exposicao ao estresse oxidativo, criado pelo oxigénio presente na cavidade oral, bem
como niveis bactericidas de H202 produzidas pelos colonizadores primérios da placa
dentéria (por exemplo, Streptococcus sanguinis e S. gordonii) na tentativa de impedir
a persisténcia e proliferacdo de S. mutans e outros microoganismos cariogénicos®’:88,
Para sobreviver a esse ataque e se estabelecer no ambiente, S. mutans deve ser
capaz de prevenir a formacao e eliminar as espécies reativas de oxigénios prejudiciais.
Para isso, S. mutans codifica enzimas importantes na eliminacéo de espécies reativas
de oxigénio potencialmente perigosas®. O gene nox1 (SMU.1117) codifica a NAD a
base de flavina (NADH) oxidase (Nox), que atua para reduzir o oxigénio, um elétron
de cada vez, a H20, através da oxidacdo de NADH a NAD*9%°1, As contribuicGes da
enzima Nox para as respostas ao estresse acido e de oxigénio, bem como o
metabolismo, sdo extremamente importantes para S. mutans, um organismo que
carece de catalase, citocromo oxidases e sistema de transporte de elétrons®2,

Nox apresenta atividade elevada tanto em condi¢gbes de estresse oxidativo e
baixo pH, esta enzima € a principal enzima metabolizadora de oxigénio utilizada por S.
mutans®. A mutacdo de noxlna cepa do tipo gendmico S. mutans UA159,
demonstrou que a NADH oxidase desempenha um papel na resposta ao estresse
acido, pois a inativacdo de nox1 provoca mudancas ha composi¢ao de acidos graxos
da membrana e na producdo metabdlica que lembram as observadas durante a
exposicdo a baixo pH®%93.94, Além de reduzir o oxigénio, nox1 também é fundamental
na regeneracdo do NAD*, uma molécula chave na producdo de piruvato durante o
metabolismo do carbono em estreptococos®®.

O controle rigido da autdlise por S. mutans é fundamental para a expressao
génica de viruléncia adequada e formagéao de biofilme. A autdlise altera a composicéo
da parede celular, que é uma estrutura dindmica e complexa que se expande (quando
as células crescem) e é remodelada durante a divisdo celular®. S. mutans possui dois
operons, SMU.575/574 (IrgAB) e SMU.1701/1700 (designado cidAB), que sao
homodlogos aos operons cidAB e IrgAB que foram extensivamente estudados em
organismos como Bacillus subtilis e Staphylococcus aureus®’%. A homologia de
sequéncia indica que cidAB e IrgAB codificam proteinas de membrana que sé&o
semelhantes as proteinas de membrana holina-antiholina da familia do bacteriéfago
lambda®®?°. Essas proteinas controlam a autélise e a morte celular modulando a
permeabilidade da parede celular bacteriana®. Posteriormente, demonstrou-se que o

sistema LrgAB também desempenha um papel significativo na modulacdo de uma
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variedade de caracteristicas-chave de viruléncia de S. mutans, incluindo autdlise,
formacéo de biofilme, estresse oxidativo e térmico e competéncia genética®®-1°2, Uma
mutacgdo IrgAB também afeta as principais vias metabdlicas associadas a
carboidratos, aminoacidos, acidos graxos/lipidios, metabolismo e transporte de
nucleotideos®1:102, A ativacdo delrgAna fase estacionaria do crescimento
planctdnico ocorre de forma e sincronizada em toda a populacdo de S. mutans. Essa
ativacdo é controlada por um pequeno numero de condi¢cdes sensiveis a fase de
crescimento: piruvato extracelular, glicose e oxigénio molecular. A ativacdo
de IrgA parece ser autolimitada, de modo que a auto da expresséao de IrgA se limita a
um curto intervalo de tempo. Este gene é programado para se ativar brevemente no
final do crescimento exponencial de S. mutans, a medida que ocorre esgotamento de
glicose e o oxigénio e que ha disponibilidade de piruvato extracelulart®s,

Os estudos clinicos destacam a importancia de S. mutans na capacidade de
promover cdarie dentaria, entretanto, o papel da espécie na cariogénese nao €
totalmente dependente dos niveis bacterianos, uma vez que os fatores de viruléncia
expressos por esta espécie alteram a estrutura do biofilme e promovem mudancas
ecolégicas levando a transicdo de um biofilme nao virulento para um altamente
virulento®®. Portanto, para controlar a carie é necessario a combinacao de diferentes

abordagens preventivas e terapéuticas com alvos especificos.
3.5 Estratégias para Controle do Biofilme Cariogénico

Uma vez que a formacao do biofilme contribui para a patogenicidade dos
microrganismos que o compode e desenvolvimento de carie dentaria, estratégias sao
necessarias para lidar com esse problema. A interrupcdo mecéanica diaria
autoadministrada e a remocao do biofilme cariogénico sdo amplamente indicados e
fundamentais para a salde bucal'®*. O método mecanico mais difundido para controle
do biofilme cariogénico ocorre através da correta higienizagdo com escovas dentais
(recomendado aos menos 3 vezes ao dia) associada ao uso de dentifricios contendo
compostos como detergentes, abrasivos e antimicrobianos, que alcancam seus
efeitos em conjunto com a escovacdo mecanica dos dentes®1%, A otimizacédo do
controle do biofilme cariogénico ndo pode ser alcancado apenas com a escovacao,
pois devido ao seu formato, as escovas dentais ndo penetram em areas interdentais
e, portanto, ha necessidade de auxiliares de limpeza interdentais adjuvantes, como fio
dental ou escovas interdentais. A escolha do auxiliar de limpeza interdental dependera
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do tamanho do espaco e da habilidade do paciente em utiliza-10%%*. O uso diario do fio
dental (recomendado uma vez ao dia) promove o controle mecéanico do biofilme nas
superficies interproximais, no entanto, a adeséo do paciente ao uso diario do fio dental
é baixal®’ devido a baixa motivacéo e as dificuldades no uso do fio dental'®®,

Associado aos meios mecéanicos, o uso do flior € uma das medidas de maior
sucesso na historia da saude publica e é reconhecido como o componente central nas
estratégias de prevencédo da carie dentaria'®. O uso do flior promoveu reducées
dramaticas na carie dentaria em criancas onde foi disponibilizado por meio de fontes
como &gua fluoretada, sal e dentifricios, enxaguantes tdpicos, géis e suplementos
dietéticos!®. O fluoreto tem um efeito importante na desmineralizacdo e
remineralizacdo do tecido dentario. A fonte desse fllor pode ser a fluorapatita
(formada pela incorporacdo do fllor ao esmalte) ou precipitados semelhantes ao
fluoreto de célcio (CaF2), que se formam no esmalte e no biofilme apds a aplicacéo
topica de fluor. Os depésitos de CaFz sdo protegidos da rapida dissolugdo por um
revestimento fosfato-proteina de origem salivar. Em pH mais baixo, o revestimento é
perdido e ocorre um aumento na taxa de dissolucdo do CaF2. Portanto, o CaF2 atua
como uma fonte eficiente de ions fldor livres durante o desafio cariogénico. As
evidéncias atuais indicam que o flior tem um efeito direto e indireto nas células
bacterianas, embora as implicacdes in vivo disso ainda ndo estejam claras!'®. Os
beneficios sistémicos do flior sdo minimos, o nivel de fldor incorporado ao mineral
dental por ingestao sistémica € insuficiente para desempenhar um papel significativo
na prevencdo da carie. Além disso, o uso de “suplementos de flior” deve ser
empregado como um sistema de entrega “tOpico” através de mastigacdo ou pastilhas,
permitindo o0 maximo tempo de contato antes de engolir'l, No entanto, o flllor em suas
formas de entrega atual é insuficiente para superar o desafio da carie em muitos
individuos. A distribuicdo melhorada e mais eficaz de flior nas quantidades certas e
por periodos prolongados é possivel e necessaria!!.

Em combinacdo com 0s meios mecéanicos e com a fluorterapia, os agentes
guimicos como clorexidina, triclosan e 6leos essenciais (liquido hidréfobo que contém
compostos quimicos volateis obtidos a partir de plantas) sdo amplamente utilizados
para controle do biofilme cariogénico!!?. A pratica de bochechos com agentes
guimicos é usada por humanos ha mais de 2.000 anos. Na década de 1880,
Willoughby D. Miller (um dentista com formagao em microbiologia) sugeriu o0 uso de

um enxaguante bucal antimicrobiano contendo compostos fendlicos para combater a
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inflamacéo gengival*'3. Nas Ultimas décadas, o uso de enxaguantes bucais tornou-se
habitual e geralmente é recomendado ap6s o controle mecanico do biofiime'2. O
digluconato de clorexidina € uma bisbiguanida catibnica com um amplo espectro de
atividade antibacteriana''#!>, Em altas concentracdes, as propriedades
antimicrobianas da clorexidina (CHX) séo direcionadas principalmente a ruptura da
membrana celular bacteriana, aumentando a permeabilidade e resultando em lise
celular. Em baixas concentracdes, a CHX é bacteriostatica, pois promove alteracéo
da integridade da membrana celular''® As intervencdes baseadas na aplicacédo de
CHX se mostram eficazes na supressao dos niveis de estreptococos do grupo mutans
na saliva e por isso foram consideradas uma estratégia para a prevencao da cérie
dentariall4115, Enxaguantes bucais contendo CHX tém sido usados por muitos anost’
e sdo considerados padrdo-ouro na pratica odontolégical'4. Estdo disponiveis para
venda inumeras preparacbes e formulacbes a base de CHX em diferentes
concentracdes, como cremes dentais (0,4%); enxaguantes bucais em formulacdes a
base de alcool (etanol) ou ndo alcoodlicas (0,12% e 0,2%); géis (1%); vernizes
contendo timol (1%, 10%, 20% e 35%); gomas de mascar; e sprays (0,2%). As
preparacdes podem ser administradas por um profissional de satde odontoldgica (por
exemplo, vernizes) ou através da autoaplicacdo (com ou sem supervisdo) na forma
de enxaguantes bucais, géis e dentifricios!,

Embora a CHX seja capaz de suprimir os niveis de estreptococos do grupo
mutans, sua eficacia é reduzida contra biofilmes maduros. Isto ocorre porque os EPS
da matriz possuem carga negativa e, portanto, afetam a penetracdo da CHX
(substancia cationica) para dentro do biofilme, comprometendo a sua atividade
antimicrobiana nesses biofilmes>11°, Além disso, a CHX é capaz de eliminar bactérias
bucais que convertem nitrato em nitrito. O nitrato € absorvido no trato gastrointestinal,
reoxidado a oxido nitrico e nitrato no sangue e secretado na saliva, processo este
conhecido como circulacéo entero-salivar de nitrato'®. Portanto, o uso da CHX por um
periodo continuo e prolongado parece estar associado a elevacdo da pressao arterial
sistélical®l’. Ainda, a CHX apresenta efeitos colaterais a nivel bucal conhecidos,
sendo os mais comuns as manchas temporarias dos dentes e descoloracdo da lingua,
dor e descamacédo da mucosa, gosto amargo e distarbios temporarios do paladar,
formacao de calculos. Também ha relatos crescentes de hipersensibilidade imediata
a CHX, que pode resultar em anafilaxia com risco de vida'?%121, Além disso, a CHX

tem efeitos citotéxicos em uma ampla variedade de células humanas, incluindo células
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da mucosa oral, células sanguineas, queratindcitos, osteoblastos e osteoclastos!??123,
Embora enxaguantes bucais tenham seu papel nha manutencao da saude bucal, sua
utilidade pode ser questionavel e limitada quando se trata de uso diario pela populacao
em geral.

Levando em consideracdo os mecanismos que envolvem o inicio e progressao
da cérie, a exposicao oral prolongada aos carboidratos fermentaveis € um dos fatores
de risco dietético mais relevante para a atividade da doenca, principalmente entre
criangas e adolescentes! 234, Um alarmante dado é a associacdo entre a obesidade
infantil e a carie dentéria, ambas sdo condi¢cdes multifatoriais e estdo associadas a
efeitos negativos sobre a salde ao longo da vida dos individuos, ainda imp6em uma
carga consideravel aos sistemas nacionais de saudel?34, Portanto, a intervengéo
dietética é considerada uma das estratégias de prevencdo da carie dentaria e tem
como objetivo reduzir ou eliminar a ingestdo de carboidratos fermentaveis
(principalmente sacarose)?41%5, Diante deste alarmante problema de salude publica,
os cirurgides-dentistas devem adotar praticas clinicas sistematicas para identificar e
tratar o excesso de ingestdo de acucar dos pacientes, no entanto, ha uma caréncia
de estratégias clinicas baseadas em evidéncias!?. Além disso, para correto manejo
dietético visando a reducao da doenca carie, sdo necessarias pesquisas adicionais de
intervencdo sociocomportamental, programas de saude publica voltados para
individuos de maior risco e mudancas nas politicas de salide'?4. Outras intervencdes
dietéticas para prevenir a carie incluem substitutos do acgucar (como xilitol), a
recomendacdo de alimentos funcionais e uso de probidticos?’-12°. Bem como faz-se
necessario a busca por novas modalidade terapéuticas (como novos compostos
antimicrobianos de origem natural) que possam ser aplicadas em conjunto com o
condicionamento dietético dos pacientes.

Recentemente, foi demonstrado que prebidticos e probioticos podem
potencialmente ser desenvolvidos em novos simbioticos contra patégenos orais para
o futuro manejo da carie dentaria'3%131, Um prebiético € um substrato que é utilizado
seletivamente por microrganismos hospedeiros, conferindo assim um beneficio a
saude através do estimulo do crescimento de bactérias benéficas e supressédo do
crescimento de patégenos!3. A arginina tem sido utilizada como prebiético oral para
potencializar o crescimento de bactérias alcalogénicas promotoras da saude oral,
como S. sanguinis, com posterior inibicdo da bactéria cariogénica S. mutans!3?. Além

disso, potencializa os efeitos antimicrobianos e de remineralizagdo do flior'3l. No
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entanto, o uso prolongado de arginina pode facilitar a alcalinizacdo da placa,

promovendo O supercrescimento de microrganismos anaergbios orais,
como Porphyromonas gingivalis'32,

Os probidticos sdo microrganismos vivos que conferem beneficios a saude do
hospedeiro quando administrados em quantidades adequadas. Fornece um efeito
protetor local ao neutralizar as atividades dos patdgenos e um efeito indireto sistémico
na melhora imunol6gica®13, Lactobacillus rhamnosus GG é o probidtico mais
pesquisado com profundos beneficios para a saude sistemica e efeitos antagbnicos
em bactérias cariogénicas; entretanto, seu efeito no meio bucal é
brevel33134, Portanto, para otimizar o uso de probiéticos com beneficios a salde, é
necessario um adjuvante que promova a colonizacao dos probidticos e que ao mesmo
tempo module os fatores de viruléncia do patdgeno. Com base nessa premissa, 0 Uso
de simbidticos pode representar uma nova estratégia preventiva de carie visando
promover o0 crescimento de bactérias arginoliticas saudaveis (por exemplo, S.
sanguinis) por prebidticos e simultaneamente enriquecer 0 crescimento de
probidticos (por exemplo, L. rhamnosus GG) para duradoura colonizagéo oral*31133,

No Quadro 1 encontram-se 0s mecanismos pelas quais as estratégias preventivas de

carie contribuem para manter ou restaurar um microbioma equilibrado.

Quadro 1- Mecanismos pelas quais as estratégias preventivas de cérie contribuem para
manter ou restaurar um microbioma equilibrado

Efeito no pH/composicéo

Medida Mecanismo de acéo o Referéncia
do biofilme
Escovacdao diéria dos Disrupcéo do biofilme, restringe Controle do crescimento e as Worthington et
dentes 0 acumulo de biofilme comunidades climax al.104
Diminui a atividade metabdlica Menor producéo de
in vitro no biofilme por inibir a acido/inibicdo do metabolismo 9.
. N . ’ Ten Cate’®;
enzima enolase (via glicolitica); bacteriano; o CaF2, atua como "
Fluoreto . . . x . ; , Ro8in-Grget et
efeito na desmineralizacéo e uma fonte eficiente de ions flaor 110. S las
. s ; ; : al*t%;Hamilton
remineralizac¢éo do tecido livres durante o desafio
dentario cariogénico
Suprimi os niveis de Mattos Graner
Clorexidina Afeta a membrana celular estreptococos do grupo mutans

na saliva

et al.1®

Reducéo de acucar
(quantidade/frequéncia)

Reduz o substrato disponivel
para producéo de acido e matriz
do biofilme

Bactérias aciduricas menos
favorecidas

Keller et al.136

Prebiéticos e probidticos

Favorece o crescimento de
bactérias orais benéficas

Restringe o crescimento de
espécies associadas a
carie; menor producéo de acido

Bijle et al.13!

Fonte: Elaboracao proépria.
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As recomendacdes para as praticas de higiene oral tém se concentrado em
métodos mecanicos (escovagdo e limpeza interdental) e aplicagcdo de flior (em
diferentes modalidades) e uso de enxaguantes bucais. No entanto, as modalidades
terapéuticas disponiveis para o controle/modulacéo da formacéao de biofilme dental
apresentam suas limitacdes. A relevancia dos biofilmes nas doencas infecciosas orais
e na disseminacado da resisténcia a varios medicamentos implica na urgente busca
por novos agentes que possam regular a formacdo e o desenvolvimento do
biofilme!®137, Melhores agentes terapéuticos e melhores sistemas de administracdo
sd0 necessarios e seriam um grande avanco, especialmente para individuos com alto

desafio cariogénico®3’,

3.6 Produtos Naturais

Os produtos naturais desempenham um papel critico na medicina
contemporanea devido a capacidade de se ligar e modular alvos celulares
relacionados a diversas doencas. A identificacdo de alvos farmacol6gicos a partir de
ativos de plantas medicinais tornou-se interesse de pesquisas biomédicas visando
gerar terapias inovadoras!®. Além da ampla diversidade quimica presente nos
produtos naturais, os menores efeitos adversos somados a acessibilidade destacam
seu potencial em relacé@o aos remédios tradicionais/sintéticos'8.

Antigas civilizagdes recorreram aos produtos naturais para prevenir e tratar um
amplo espectro de enfermidades e, esses sistemas baseados em plantas continuam
a exercer importante papel nos cuidados de saude em paises industrializados e em
desenvolvimento como complemento as terapias modernas'®®40. Os primeiros
registros do uso de produtos naturais foram escritos em tadbuas de argila na
Mesopotamia e datam de cerca de 2600 a.C.; entre as substancias descritas estavam
Oleos de Cedrus species (cedro) e Cupressus sempervirens (cipreste), Glycyrrhiza
glabra (alcaguz), Commiphora myrrha (mirra) e Papaver somniferum (suco de
papoula), todos ainda em uso hoje para o tratamento de doencgas que variam de tosses
e resfriados a infeccdes parasitarias e inflamagées!4t. O Papiro Ebers é um registro
farmacéutico egipcio considerado um dos tratados médicos mais antigos e
importantes. Este registro € de 1500 a.C. e documenta cerca de 700 farmacos
(principalmente de origem vegetal) e inclui formulas como gargarejos, infusdes, pilulas

e pomadas, com cerveja, leite, vinho e abelha#!
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Um exemplo notavel da riqgueza dos recursos disponiveis é o Repositorio de
Produtos Naturais do Instituto Nacional do Cancer (NCI Natural Products Repository,
localizado no Frederick National Laboratory for Cancer Research), que compreende
entre > 180.000 extratos de > 50.000 organismos'#2, Outras organizacdes mantém
bibliotecas semelhantes e focadas em extratos brutos e fragbes de origens naturais,
incluindo o Nucleo de Bioensaios, Biossintese e Ecofisiologia de Produtos Naturais -
NuBBE, com um banco de extratos de plantas brasileiros'*3. O NuBBE é o resultado
do trabalho colaborativo entre pesquisadores do Instituto de Quimica da UNESP de
Araraquara/SP, peritos na &rea de produtos naturais e além do banco de dados,
realiza a prestacdo de servigos relativos ao desenvolvimento e validacdo de métodos
cromatograficos para andlise de produtos vegetais (extratos e fracdes), identificacdo
de marcadores fitoquimicos e preparacéo e caracterizacao de padrdes fitoquimicos.
O NuBBE desenvolve estudos fitoquimicos como isolamento e identificacdo de uma
série de metabolitos secundarios de relevancia bioldgica nas plantas que ocorrem nos
biomas Cerrado e Mata Atlantica no Brasil. Entre os compostos isolados podem ser
destacados cumarinas, peptideos, antraguinonas, flavonoides, alcaloides, diterpenos,
triterpenos e iridoides. A avaliagdo destes compostos por bioensaios (por exemplo
avaliacdo de atividade antimalérica, antimicrobiana, antitumoral) demonstraram
propriedades farmacoldgicas promissoras com um grande potencial terapéutico*3.

Mais de 100.000 produtos naturais sdo produzidos pelas plantas e o termo
“produtos naturais” usualmente refere-se aos metabolitos secundarios de baixo peso
molecular. O metabolismo secundario da planta é definido como um termo para a via
e para as pequenas moléculas do metabolismo que ndo sdo essenciais para a
sobrevivéncia do organismo. Portanto, os metabdlitos secundarios sdao moléculas
dispensaveis para o metabolismo e crescimento das plantas e sdo componentes-
chave para a interacao entre as plantas com o ambiente para adaptacéo as condi¢des
de estresse bidtico e abidtico (Figura 3). Estas moléculas estédo envolvidas na protecao
contra herbivoros, bactérias, fungos, virus e até mesmo outras plantas concorrentes
144145 Os metabdlitos secundarios de plantas sdo geralmente classificados de acordo
com sua estrutura quimical#® e podem ser divididos em trés grandes grupos: (1)
compostos fendlicos, feitos de acucares simples, contendo anéis de benzeno,
hidrogénio e oxigénio; (ll) terpendides, feitos de acido mevaldnico e compostos quase
inteiramente de carbono e hidrogénio; e (lll) alcaléides, compostos contendo

nitrogénio4’ (Figura 4).



Figura 3 - Fatores que podem influenciar a producdo de metabdlitos secundéarios que
podem ser utilizados para o desenvolvimento de farmacos
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Fonte: Elaboracéo proépria.

Figura 4 - Principais vias do metabolismo secundario de plantas
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Diagrama representando as principais vias do metabolismo secundario e suas
interligagbes. Os terpenos sdo sintetizados a partir do acido mevaldnico (no
citoplasma) ou do piruvato e 3-fosfoglicerato ou 3PGA (no cloroplasto). Os
compostos fendlicos sao derivados do acido chiquimico ou acido mevalénico. Por
fim, os alcaldides sdo derivados de aminoacidos arométicos (triptofano, tirosina),
0s quais sédo derivados do acido chiquimico, e também de aminoacidos alifaticos
(ornitina, lisina).

Fonte: Adaptado de Chinou#”p- 61,
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A farmacognosia € um dos meétodos de investigacao fitoquimico mais
importante pois se concentra em produtos naturais (principalmente em materiais
vegetais) e seus componentes que apresentam atividade bioldgica e, portanto, é
de suma importancia para a descoberta e/ou desenvolvimento de novos terapias!4e.
A descoberta contemporanea de novos farmacos € baseada em grande parte na
triagem de pequenas moléculas por sua capacidade de se ligar ou inibir alvos
macromoleculares especificos (geralmente proteinas estruturais e enzimas)'“°. Os
produtos naturais apresentam caracteristicas especiais em comparacdo com
moléculas sintéticas convencionais, o que confere vantagens e desafios para o
processo de descoberta de farmacos. Por exemplo, normalmente os produtos naturais
apresentam maior rigidez molecular em comparacéo com as bibliotecas de compostos
sintéticos'49-152, o0 que pode ser valioso na descoberta de farmacos para lidar com as
interagcbes com o0s alvos de interesse, pois a rigidez estrutural permite adequada
interacdo entre molécula-sitio alvo®®. Nas Ultimas duas décadas a comunidade
cientifica intensificou os esforcos na exploracdo de outros produtos para prevencao
da carie, principalmente de origem natural'®*'%5, O reconhecimento dos fatores de
viruléncia envolvidos na patogénese da carie dentéria e a descoberta de um agente
natural que possa inibir de forma especifica um ou mais desses fatores € uma

abordagem atraente para prevenir doencas relacionadas ao biofilme dentario®.
3.7 Produtos Naturais no Controle da Carie Dentaria

Muitos produtos naturais derivados de plantas possuem propriedades
antimicrobianas, antibiofilme e/ou quimio-preventivas na modulacédo da formacéo de
biofilme e podem inibir a desmineralizacdo e aumentar a remineralizacdo6. Outros
efeitos biolégicos dos produtos naturais estéo relacionados principalmente a I) inibicao
da formag&o da matriz extracelular de biofilmes; Il) supressédo da adeséo e fixacéo
celular de microrganismos; Ill) interrup¢cao da formacdo da matriz extracelular e, 1V)
diminuicdo da producédo de fatores de viruléncia dos microrganismos em biofilmes.
Dessa forma, pode ocorrer blogueio da rede de formagdo e desenvolvimento do
biofilme sem interromper os principais beneficios a saude do microbioma oral
residente!®’. O uso de plantas pode, portanto, ser uma terapia adjuvante aos métodos
atuais para controle e prevencdo da formacdo de biofilme dental e reduzir a alta
incidéncia global de céarie dentéria. Alguns ensaios sobre plantas, e suas respectivas
atividades bioldgicas estéo listados no Quadro 2.



Quadro 2 - Exemplos de produtos naturais com atividade contra biofilmes cariogénicos
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Fonte do produto natural

Constituinte ativo

Atividade biol6gica

Referéncias

Cranberry (Vaccinium
macrocarpon)

Polifendis
(proantocianidinas,
flavonois, acidos
fendlicos, miricetina)

A aplicacdo tépica de 1 min, 2x/dia previne a adesao e
colonizacao de patdgenos envolvidos no desenvolvimento do
biofilme cariogénico e a producéo de &cido, a hidrofobicidade
bacteriana, as atividades proteoliticas.

Afetam as proteinas de ligagdo ao glucano e as enzimas
envolvidas na formacdo de biofime (GtfB e GtfC
principalmente);

Labrecque et al.'®®; Koo et
al.’®:  Duarte et al.l;
Gregoire et al.'®!

Cha preto; cha verde; Cha
Oolong (Camellia sinensis)

Polifendis a base de
catequinas, sendo a
principal:
Epigalocatequina-3-
galato (EGCg)

Reduzem in vitro a sintese de glucanos sollveis e insollveis
em agua apos 1 h de exposigéo aos polifendis do cha oolong
Reduzem o desenvolvimento de céarie em roedores infectados
com S. mutans apds ingestédo frequente de cha verde;
Atividade antimicrobiana contra células plancténicas de S.
mutans apos 48h de exposicdo a 1mg/mL ao extrato de
Oolong;

Nakahara et al.'®?; Touyz et
al.’83: Linke et al.’®*; Sasaki
et al.1%; Hirasawa et al.16®

Favo de mel (Nidus Vespae)

Cranberry,
Quercetina,
Kanferol

Interfere com a via glicolitica e inibe o crescimento e o
metabolismo bacteriano e a produ¢éo de acido e a sintese de
glucanos o que contribui para a menor formacdo da matriz
extracelular do biofilme;

Apobs 4 h ou 24h, quercetina suprimiu a expressao de gtfB e
gtfC, comD e comE (quorum-sensing e competéncia) e
promove a expressao de luxS (quorum-sensing).

Yue et al.’®’; Yang et al.1%®
Zeng et al.1®®

Gengibre (Zingiber officinale)

Extrato bruto e fragéo
metandlica

Ap0s 24h de exposicao, reduziu a expressao dos genes relA,
gtfC, brpA e comDE;

A exposicao por 24h ao extrato, reduziu a adeséo dependente
de sacarose e independente de sacarose de S. mutans e
reduziu a sintese de glucanos sollveis e insolaveis in vitro;
ApO6s 24h de exposicdo, inibiu a atividade de F-ATPase e
reduz o antigeno proteico de superficie (SpaP ou Ag I/11).

Islam et al.1’%;: Hasan et al.1™*

Continua
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Fonte do produto natural

Constituinte ativo

Atividade bioldgica

Referéncias

Oleo essencial de Melaleuca
alternifolia

Cineol, terpinen-4-ol

Atividade antimicrobiana contra células planctdnicas de S.
mutans apos 24h de exposi¢éo ao 6leo essencial,

Reducéo na contagem de estreptococos do grupo mutans na
saliva humana ap6s 5 min de exposicao.

Continuacéo

Groppo et al.}"?; Hammer et
al.'’3: Takarada et al.1"*

Mini rosas (Galla Chinensis)

Extrato bruto
hidroalcodlico das
folhas (rico em
taninos)

Potenciais efeitos no equilibrio de des/remineralizacdo (in
vitro) facilitando o transporte de ions para o corpo da leséo
cariosa apos exposicao por 21 dias, 3x/dia por 3 min;
Reducao da incidéncia de cérie de superficie lisa em modelo
de roedores apos tratamento topico 2x/dia por 1 min.

Zou et al.'’®; Zhang et al.'’¢;
Cheng et al.l’’; Wang et
al.1’® Gabe et al.179180

Propolis (Apis melifera)

Apigenina, Miricetina,
kaempferol, tt-farnesol

tt-farnesol (56 a 112 ug/ml) exibiu efeito bactericida contra
células planctdnicas de S. mutans entre 8 h e 4 h de
exposicao;

tt-farnesol e apigenina (1 min/2x dia) reduziram a formacao
de biofimes de S. mutans e conteudo de EPS e
interromperam com as propriedades acidogénicas/aciduricas
de células planctonicas e de biofilme de S. mutans

1 mmol x L(-1) tt-farnesol (1 min/2x dia) reduziram a biomassa
de biofilmes de S. mutans;

tt-farnesol e miricetina (10 min) reduziram o peso seco do,
viabilidade celular e prevencéo de quedas de pH em biofilmes
de S. mutans.

Koo et al.181:18218: japon et
al.’®* Sims et al.8®

Amora branca (Morus alba)

Extrato bruto &lcoolico
das folhas e
composto purificado
(1-desoxinojirimicina)

O extrato e composto purificado (125 e 15,6 mg/mL,
respectivamente) apresentaram atividade antimicrobiana
apos 24h de exposicao;

O extrato (15 mg/ML) inibiu a formacdo de biofiime de S.
mutans apds 20 e 24h de exposicao;

O composto purificado (5 mg/mL) reduziu os polissacarideos
soluvel em élcali apés 6 h de exposicéo.

Islam et al.186

Alho (Allium sativum)

Extrato bruto aquoso

Atividade antimicrobiana contra S. mutans ap0s 24h de
exposicao ao extrato (142,7 mg/mL)

Ap6s 40h de exposicdo, o extrato bruto (8 mg/mL e 16
mg/mL), promoveu regulagdo positiva da expressdo de
glucosiltransferases de S. mutans.

Bakri et al.’®’; Lee et al.188

Continua
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Fonte do produto natural

Constituinte ativo

Atividade bioldgica

Referéncias

Alcacuz (Glycyrrhiza glabra)

Extrato bruto aquoso e
alcodlico da raiz

Em 24h de exposicdo, o extrato alcodlico (12,5 mg/mL)
apresentou atividade antimicrobiana contra células
planctdnicas de S. mutans comparavel ao enxaguatorio bucal
com clorexidina, enquanto é significativamente maior em
comparacdo com a forma aquosa (20 mg/mL) e o
enxaguatorio fluoretado.

Continuacao

Malvania et al.8°

Guacatonga (Casearia
sylvestris)

Extrato bruto
hidroalcodlico e
fracOes das folhas

Os extratos (500 pg/mL) e fragbes (250 pg/mL)
apresentaram atividade antimicrobiana contra células
plancténicas de S. mutans apés 24h de exposicdo aos
tratamentos;

A mesma concentracdo de extratos e fracoes reduziu a
populacéo e biomassa de biofilmes de S. mutans apos 24h
de exposi¢éo aos tratamentos;

Os extratos (500 pg/mL) afetam a atividade de GtfB e
reduzem a quantidade de glucanos insollveis produzidos
apos 1h de exposicdo aos tratamentos.

Ribeiro et al.23

Margarida do campo (Aspilia
folidcea)

Diterpenos de
caurano: &cido ent-
kaur-16(17) -en-19-
6ico (KA) e acido 15-
beta-isovaleriloxi-ent-
kaur-16(17)-en-19-
6ico (KA-Ival)

Atividade antimicrobiana contra células planctdnicas de S.
mutans apos 24h de exposi¢cdo aos compostos purificados
(0,1 ug/mL).

Ambrosio et al.1?®

Fonte: Elaboracéo prépria.
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Cerca de 80% da populacdo mundial depende de produtos de origem natural
para tratar alguma doenca e a maioria dos medicamentos fitoterdpicos contém pelo
menos uma molécula botanical®® e as plantas tém sido utilizadas como terapias
naturais benéficas a saude bucal, algumas delas com propriedades antimicrobianas e
com potencial para reduzir infeccdes bucais!®®. Muitos agentes biocidas naturais,
como extratos de plantas fluidos ou secos, tém sido incorporados em produtos de
higiene bucal. Por exemplo, extratos de miswak, 6leos de melaleuca, 6leos essenciais,
horteld-pimenta e cha verde foram adicionados a enxaguantes bucais e cremes
dentais para melhorar suas atividades antimicrobianas gerais®21%, Um levantamento
etnobotanico mostrou que 47 espécies de plantas sao utilizadas na regido de Altiplano
do México para o tratamento de doencas dentarias como dor de dente, carie dentaria,
doenca periodontal e gengivite!®4,

A incorporacao de produtos naturais em tratamentos para prevencao de cérie
pode reduzir os custos terapéuticos, ao mesmo tempo em que causa efeitos colaterais
minimos. Alguns estudos demonstram que extratos brutos de plantas ou compostos
isolados de produtos naturais apresentam efeito similar ou superior aos
quimioterapicos sintéticos na inibicdo de biofilmes cariogénicos!®1%, Os compostos
fendlicos tém sido extensivamente estudados e a atividade antimicrobiana destes
compostos esta relacionada ao nimero e posi¢ao dos substituintes no anel benzénico,
pois a saturacdo e o comprimento das cadeias laterais podem influenciar o potencial
antimicrobiano contra patégenos orais!®®. Os compostos fendélicos tém capacidade de
reduzir a sintese de glucanos, além de interferir a atividade F-ATPase
197198 Compostos de nitrogénio heterociclicos sdo chamados de alcaldides e sdo
extremamente toxicos apesar de apresentar efeito terapéutico significativo em baixas
concentracdes. Os alcaloides puros, isolados de plantas e seus derivados sintéticos
sdo utilizados para fins analgésicos, antiespasmodicos e bactericidas. Um dos
mecanismos da ag¢ao antimicrobiana dos alcaldides é a supressao da citocinese do
patdgeno’®®. Os terpenos (também conhecidos como terpendides) sdo a maior classe
quimica de ativos vegetais?°°. Dentro desta classe, tt-farnesol € amplamente estudado
guanto ao potencial anticarie e porque é capaz de aumentar a permeabilidade das
membranas bacterianas aos prétons e reduzir a atividade glicolitica de S. mutans em
biofilmes183.184,

Apesar dos esforgos para identificar os supostos agentes antimicrobianos e/ou

antibiofilme de produtos naturais, ainda ha uma grande lacuna quanto aos
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mecanismos precisos de acdo e eficacia. Algumas das abordagens para avaliar a
atividade de um possivel agente anticarie apresentam desafios. Por exemplo, os
microrganismos na cavidade oral nunca seriam expostos a uma concentracao
constante de um agente antimicrobiano introduzido exogenamente durante um
periodo de 24 horas!®. A menos que um composto tenha uma excelente
substantividade, é improvavel que os microrganismos na cavidade oral sejam
expostos a altas concentracfes de um tratamento por mais de 30 segundos a alguns
minutos. Outra possibilidade é o carreamento de composto (s) por sistemas de
liberacdo de farmacos (adequados para a cavidade oral) para prolongar o tempo de
exposicdo a uma concentracdo adequada.

A nanotecnologia baseada em sistemas de liberacdo de farmacos responsivas
ao pH (ou transportadores de nanoparticulas, NPCs) foi desenvolvida para aumentar
a eficacia do antibiofilme, aumentando a substantividade?’! este sistema de entrega
de farmacos foi estudado para a entrega de tt -farnesol?°223, uma combinacéo de tt -
farnesol e miricetina®®® e uma combinacdo de tt-farnesol, miricetina e composto
1771294, Porém, cabe ressaltar que os ensaios in vitro baseados em modelos fundo
de placa, como a determinacdo Concentracéo Inibitéria Minima (MIC) e Concentracao
Bactericida Minima (MBC) ou prospeccao usando uma Unica concentracdo de
diversos agentes naturais, € de grande relevancia quando empregados em técnicas
de biotriagem de alto rendimento3°2%, Ainda, é importante ressaltar que poucos
estudos foram realizados in vivo (por exemplo, usando modelos de cérie de roedores)
e ainda menos foram avaliados em nivel clinico®. O Ultimo levantamento disponivel
encontrou um nuamero de 56 ensaios clinicos realizados e a maioria deles se
concentrou na avaliagcdo dos efeitos antimicrobianos dos produtos testados,
principalmente em S. mutans e, em menor grau, em outras especies microbianas ou
fangicas!®. Outro ponto é que a maior parte dos estudos dos produtos fitoterapicos
avaliados foram derivados de uma Unica espécie vegetal, enquanto em um numero
menor de ensaios foram utilizadas formulagbes complexas obtidas de trés ou mais
espécies distintas>*.

Ainda, apenas uma pequena parte atinge a fase clinica e se torna
comercialmente disponivel*®. Isto ocorre devido aos longos ciclos de desenvolvimento
de produtos encontrados na industria farmacéutica. O longo atraso, geralmente dez
anos ou mais, entre a descoberta inicial de um potencial agente terapéutico e o

lancamento subsequente no mercado de uma nova entidade molecular (ou seja, um
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novo farmaco) significa que os agentes que chegam ao mercado hoje séo tipicamente
produtos de programas de pesquisa de descoberta iniciados ha pelo menos um uma
década atras'“®. A complexidade dos extratos brutos e a natureza quimica dos
componentes neles encontrados sdo grandes desafios na descoberta e
desenvolvimento de novos bioativos. Além disso, as Vvarias etapas de purificacdo e
bioensaios adicionais sdo necessarios para a identificacdo e isolamento dos
componentes ativos de uma gama de moléculas excepcionalmente complexa. Esta
etapa é trabalhosa, tecnicamente desafiadora e demorada. Portanto, ha a
necessidade de elucidacdo estrutural e determinacéo de férmula molecular, o que é
tecnicamente viavel usando as técnicas espectroscopicas atuais!®?3205,

A purificacdo € uma etapa limitante porque os métodos de separacao devem
ser projetados para produzir quantidades suficientes da molécula bioativa pura da
fonte natural original e se destaca como uma das preocupacdes fundamentais na
descoberta de medicamentos de produtos naturais. Outro ponto é a composicdo
quimica dos produtos de origem natural, esta depende da localizacdo geografica,
efeitos sazonais e diversidade biolégica, o que pode influenciar drasticamente a
atividade biolégica e a poténcia das amostras'3®. Portanto é necessario que haja uma
fonte confiavel e reprodutivel de coleta e purificacdo do produto natural. Assim, é
fundamental trabalhar em estreita colaboragcédo com taxonomistas de plantas locais ou
nativas e grupos de pesquisa para obter amostras representativas de acordo com o
periodo e local de coleta, além disso, realizar a identificacdo das plantas ou outras
fontes naturais e apés a coleta, armazenar as amostras livre de umidade e calor para
evitar qualquer degradacgéo ou alteragbes enziméticas e identificar as amostras com
precisdo e a autenticidade deve ser confirmada por um taxonomisto?3205,

Embora seja um campo desafiador, a busca por novas modalidades de
tratamento € necessaria devido a (1) resisténcia microbiana; (2) toxicidade a curto e
longo prazo; (3) efeitos adversos e efeitos colaterais; (4) custos elevados para o
usuario final; (4) comprometimento sustentabilidade da producéo industrial em larga
escala. Portanto, parece consensual que existe uma necessidade de desenvolvimento
de produtos com maior eficacia, que apresentem baixo custo, sejam seguros para

aplicacdo em odontologia'®1°,
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3.8 Casearia sylvestris

C. sylvestris SW. (familia Salicaceae) € uma excelente representante do género
Casearia Jacq. Popularmente conhecida no Brasil como “guagatonga”, termo
originado da lingua tupi-guarani, o que indica um antigo uso desta espécie em
comunidades indigenas brasileiras?®. C. sylvestris tem alta capacidade adaptativa
que permite sua prolifera¢éo no Brasil e do México ao Uruguai. No Brasil, esta espécie
ocorre nos biomas Mata Atlantica, Floresta Amazobnica, Cerrado, Caatinga e
Pantanal??’. Baseado em sua morfologia, 2 variedades sdo reconhecidas como C.
sylvestris var. sylvestris e C. sylvestris var. lingua?®. C. sylvestris var. sylvestris é
encontrada na Mata Atlantica brasileira, € uma arvore com mais de 2 m de altura,
enguanto C. sylvestris var. lingua é um arbusto encontrado no bioma Cerrado?°®. No
Brasil e outros paises da América Latina, C. sylvestris € utilizada como extratos brutos
de folhas e infusdes na medicina popular. E empregado principalmente no tratamento
de acidentes ofidicos, doencas de pele, diarreias, inflamacdes, febres e Ulceras
gastricas, entre outros'®2%°. Devido a sua relevancia etnofarmacéutica, C. sylvestris é
uma das 71 espécies vegetais listadas na Lista de Plantas Medicinais de Interesse da
Saude Unica Brasileira Sistema — RENISUS?10,

Encontra-se a venda produtos a base de C. sylvestris, sendo alguns destinados
ao uso odontoldgico. O ANAPYON por exemplo (Figura 5 A), € um antisséptico bucal
composto por tirotricina, clorofila, horteld, acido tanico e tintura de C. sylvestris e é
indicado para inflamacdes bucais, laringites, estomatites e gengivites, tratamento de
aftas, mau halito e amigdalites?!. Também é comercializado um dentifricio de C.
sylvestris sem fllior, fabricado pelo Laboratério Panizza?'?. O fabricante descreve os
beneficios diferenciais do dentifricio como sendo propriedades anestesiante,
antimicrobiana, anti-hemorragica, antisséptica e auxilio no combate a halitose e aftas
(Figura 5 B). Também é disponivel comercialmente o extrato fluido de C. sylvestris
indicado para auxiliar no tratamento de herpes labial, infec¢bes fungicas bucais e
micoses, Ulceras estomacais, reumatismo, inflamagcbes e picadas de cobra e
insetos?!® (Figura 5 C). No entanto, na literatura ndo ha estudos clinicos confirmando

a eficacias desses produtos.
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Figura 5 - Produtos a base de C. sylvestris
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ANAPYON - frasco com 100 mL; custo médio de R$ 32,00 em 04/07/22; B. Dentifricio com
C. sylvestris — custo médio R$ 23,00 em 25/11/22; C. Extrato Fluido de C. sylvestris ofertado
na internet — frasco com 30mL; custo de R$ 25,00 em 25/11/22.

Investigacdes fitoquimicas de extratos de folhas de C. sylvestris levaram a
descoberta de diterpenos triciclicos oxigenados (marcadores taxondmicos para o
género) dentre eles as casearinas A-X, a caseargrewiina F, as casearvestrinas A-C
entre outros?'4-217_ Alguns derivados de taninos também foram identificados?'8219, bem
como 14 flavonoides 3-O-glicosilados e derivados de catequinas foram recentemente
isolados das folhas de C. sylvestris var. lingua, fornecendo a primeira pista sobre seu
metabolismo diferenciacdo de C. sylvestris var. sylvestris?20,

As atividades biologicas de extratos, fracdes e moléculas isoladas de C.
sylvestris tém sido extensivamente estudadas?3-?6. Bioensaios demonstram que as
atividades antitlcera, antiinflamatorios, antiparasitarios e antitumorais de C. sylvestris
se atribuem ao contelido terpenoidal de clerodano!®2%27, Poucos estudos foram
realizados quanto ao seu potencial antimicrobiano?®3°, bem como pouco esta
elucidado quanto a sua atividade biolégica contra microrganismos patogénicos
encontrados na cavidade bucal®'32, Além disso, a maioria dos estudos bioldgicos de
C. sylvestris empregaram a var. sylvestris e até o0 momento, a var. lingua nao foi o
foco principal das investigagGes fitoquimicas?%.

Diante disso, nossos estudos tém se voltado na triagem de extratos brutos,
frac6es e moléculas isoladas de C. sylvestris de diferentes biomas e variedades. A
inclusdo dessas duas variaveis (bioma e variedade) é vital, pois influenciam na

variabilidade da composi¢cdo quimica dos metabdlitos secundarios??. Recentemente,
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demonstramos que extratos brutos e fracdes de C. sylvestris inibem o crescimento de
microrganismos associados a patogénese da carie dentaria e os extratos inibem a
atividade de GtfB in vitro. Este foi o primeiro passo para a identificagcdo de novos
inibidores de alvos especificos de crescimento de S. mutans presentes em C.
sylvestris?3. Além disso, fornecemos um modelo de triagem de compostos ativos de
origem de plantas?®. Baseado em nossas descobertas iniciais e como parte de nossos
esforcos continuos para explorar o potencial desta planta contra os patdégenos
responsaveis pela carie dentaria, neste trabalho avaliamos o efeito extratos brutos,
fracOes e moléculas isoladas de C. sylvestris para controle de biofilme cariogénico de
S. mutans. Para identificar os possiveis mecanismos de acdo destes tratamentos,
utilizamos diferentes modelos e tempos de exposicdo e realizamos analises da
expressao de genes de viruléncia. Os estudos de triagem de produtos naturais séo
necessarios para (i) identificar novos compostos para desenvolvimento de farmacos;
(i) confirmar o uso etnomedicinal das plantas e (iii) desenvolver fitomedicamentos??..
Cabe ressaltar que uso etnobotanico de C. sylvestris também envolve a sua utilizacao
em arborizacdo de ruas e de sua madeira na construcdo civil, trabalhos de torno,

tacos, tAbuas para assoalho, marcenaria, carpintaria, lenha e carvdo??2,
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4 MATERIAL E METODO

A metodologia executada visando ao alcance dos objetivos deste trabalho esta

descrita detalhadamente a seguir.
4.1 Coleta e Preparo dos Extratos Brutos de C. sylvestris

A planta foi registrada no Sistema Nacional de Manejo de Recursos Genéticos
e Conhecimentos Tradicionais Associados (SisGen; Registro #A00892A) e todas as
coletas realizadas com autorizacdo do Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos
Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA) por meio do Sistema de Autorizacdo e
Informacdo sobre Biodiversidade (SISBIO; Registro n® 33429-1). Em setembro e
outubro de 2019 foram coletas nos municipios de Araraquara/SP e Brasilia/DF as
folhas e frutos de 04 arvores de C. sylvestris, pertencentes ao bioma Cerrado e
variedades (var.) lingua, sylvestris e intermediaria (n=5). Em dezembro de 2020 foram
realizadas coletas no municipio de Presidente Venceslau-SP de folhas e galhos de 7
espécimes da var. sylvestris do bioma Mata Atlantica. A selecdo das amostras foi
baseada em estudos anteriores??2325220 As informagfes sobre as amostras estdo

descritas no Quadro 3 e as imagens das amostras na Figura 6.

Quadro 3 - Espécimes de C. sylvestris coletadas em diferentes locais e biomas brasileiros

Populacéo Amostra | Variedade! Bioma Parte Localizacéo
Associacao Servidores Campus
Araraquara/SP | ARA/SP lingua Cerrado Folha Araraquara — Ascar

(21°49°08.7”S 48°11°'48.1"W)

Associacao Servidores Campus
Araraquara/SP | ARA/SP lingua Cerrado Fruto Araraguara — Ascar
(21°49°08.7”S 48°11°'48.1"W)

Associacao Servidores Campus
Araraquara/SP | ARA/SP sylvestris Cerrado Folha Araraquara — Ascar
(21°49°'08.7"S 48°11'48.1°W)

Instituto de Quimica, UNESP

Araraquara/SP | ARA/SP | intermediaria | Cerrado Folha (21°48'25.0°S 48°11'33.2°W)

Universidade de Brasilia — UNB

Brasilia/DF BRA/DF lingua Cerrado Folha (15°45'49.4°S 47°54'23.4°W)
Presidente _ Mata Estrada de terra, na altura do Km
Venceslau/SP PRE/SP sylvestris Atlantica Folha 622 da Rodovia Raposo Tavares
(21°51°36.0”S 51°56’'29.8"W)
Presidente _ Mata Estrada de terra, na altura do Km
PRE/SP sylvestris Ao Galho 622 da Rodovia Raposo Tavares
Venceslau/SP Atlantica

(21°51'36.0"S 51°56'29.8"W)

Variedade baseada em classificacdo botanica?.

Fonte: Elaboracao prépria.
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Figura 6 - Exemplares das folhas e frutos dos espécimes coletados de C. sylvestris
mostrando detalhes anatdmicos

Exemplares das folhas e frutos de dos espécimes coletadas de C. sylvestris. A. Exemplar de
ARA/SP da var. sylvestris. B. Exemplar ARA/SP da var. lingua. C. Exemplar de ARA/SP da
var. intermediaria. D. Exemplar dos frutos de ARA/SP var. lingua. E. Exemplar de BRA/DF da
var. lingua. F. Exemplar de PRE/SP var. sylvestris.

Fonte: Arquivo pessoal da autora.

O preparo e o fracionamento dos extratos brutos foram realizados no Instituto
de Quimica (IQ) da Unesp, Araraquara. Para tanto, as folhas foram manualmente
separadas dos galhos e dos frutos e 0 material vegetal foi desidratado (40°C em estufa
de ar circulante). Todas as amostras foram identificadas com o local e data de colheita,
variedade e parte constituinte (folha/galho/fruto). Apos a desidratacdo, as amostras
foram trituradas individualmente e armazenadas em sacos hermeticamente fechados
a temperatura ambiente até seu preparo.

Apos triturado, o material vegetal foi individualmente pesado para posterior
extracao, o preparo dos extratos brutos esta ilustrado na Figura 7. Para tanto, 20 g de
amostra de cada uma das populacbes foram extraidas trés vezes utilizando-se
por¢cdes de 120, 60 e 40 mL de um solvente extrator contendo agua, etanol (EtOH) e
alcool isopropilico (J.T. Baker, EUA) na propor¢cao de 5:3:2 (volume/volume), com o
auxilio de banho de ultrassom (15 min) entre cada rodada de extracdo e em seguida
filtradas. Por fim, os extratos brutos foram combinados e liofilizados; e aliquotas de 20
mL foram armazenadas em duplicatas em tubos Falcon de 50 mL?2223205  Apds
liofilizadas, as amostras dos extratos brutos foram pesadas e armazenadas a -20°C

protegidas de luz até seu uso. O mesmo material vegetal foi utilizado para uma
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diferente abordagem de preparo de extratos brutos. Apds a extracao, aliquotas de 10
mL dos extratos foram adicionados em triplicata em frascos de vidro (previamente
pesados) e em seguida, o solvente extrator foi evaporado em concentrador de
amostras (Speed Vac modelo SPD, Thermo Scientific). As amostras foram pesadas e
apos, realizado o célculo de rendimento (%) dos extratos brutos (Quadros 1 e 2 do
Apéndice A). Em seguida, as amostras destinadas aos bioensaios propostos neste
estudo, foram eluidas em 84,15% etanol (EtOH; Sigma-Aldrich Co. St. Louis, MO) e
15% dimetilsulfoxido (DMSO- Sigma-Aldrich Co. St. Louis, MO) como detalhado no
Quadro 3 do Apéndice A. Apds, foram mantidos a -20°C até sua utilizacéo.

Figura 7- Fluxograma da extragdo do material vegetal
Material vegetal
triturado e pesado
e

1) EAU (15 min) h

2) Remogdo do sobrenadante i )}\j{\\/\
¢ S¥ezees
Residuo 1 =y Perfil
Ll Quimico
1) EAU (15 min) ;,_,J.:Jr Iy
2) Remaocgédo do sobrenadante =5 E A) Remoc3o do solvente:
1 Rotaevaporador + Liofilizagdo

: i Extrato jRegistrar 0 peso e
Residuo 2 .| _
[jj W ; Bruto | rendimento

1) EAU (15 min) %
2) Remogdo do sobrenadante ’

o

Armazenar -20°C,
B) Remocdo do solvente: Protegido da luz.

v}
LJ Concentrador de amostras

Residuo 3 ? —

Desenho experimental do preparo dos extratos brutos. (A) Remocédo dos solventes através de rotaevaporador
seguido de liofilizacdo das amostras; (B) Remoc¢éo dos solventes através do concentrador de amostra. EAU:
Extracé@o Assistida por Ultrassom.

Fonte: Elaboragéo prépria.

4.1.2 Fracionamento dos extratos brutos de C. sylvestris

Buscando otimizar os rendimentos das fragbes, duas metodologias foram
adotadas para o fracionamento. Na primeira, o fracionamento foi realizado a partir dos
extratos brutos liofilizados e em seguida, as fracdes resultantes foram secas no
concentrador de amostras (metodologia 1). Na segunda, o fracionamento foi realizado

a partir dos extratos brutos secos no concentrador de amostras e em seguida, as
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fracOes obtidas foram secas na capela de exaustao (metodologia 2). O fracionamento
foi realizado segundo a metodologia descrita por Ribeiro et al.?3, resumidamente, foi
preparado 20 g de uma mistura de silica gel 40-63 um, 60 A (Merck, Alemanha) e
carvao ativado (LABSYNTH, Brasil) na proporcao 1:1. Em seguida, 3g dessa mistura
foi adicionada em cartuchos de extracdo em fase solida. As colunas foram
previamente condicionadas com 10 mL acetato de etila (J.T. Baker, grade HPLC). Os
extratos brutos secos foram eluidos com 2 mL de uma solucédo de EtOH e agua na
proporcao 1:1 (v/v) e em seguida adicionados a uma mistura contendo 1 g da mistura
de carvéo e silica 1:1.

Entdo, os solventes foram evaporados em um aparelho rotaevaporador e em
seguida as amostras foram aplicadas no cartucho de extracdo?2. A primeira fracéo foi
eluida com hexano/AcOEt 95:05 (10 mL), a segunda fracdo foi eluida com 10 mL
acetato de etila 100% (fracdo AcOEt) e a terceira fragdo com etanol (EtOH) puro.
Apdés, os solventes foram evaporados em um concentrador de amostras (Speed Vac
modelo SPD, Thermo Scientific). Para a segunda metodologia, ap6s a completa
evaporacdo do solvente extrator em concentrador de amostras, os mesmos foram
eluidos em EtOH e agua (1:1; v/v) como descrito para metodologia 1. Apés aplicados
nas colunas previamente condicionadas, as fragcdes permaneceram na capela de
exaustdo até completa evaporacdo do solvente (Figura 8). As fracBes obtidas por
ambas metodologias foram pesadas e apds, realizado o calculo de rendimento (%)
baseado na massa inicial dos extratos brutos (Quadros 4, 5 e 6 do Apéndice A). Em
seguida, as amostras destinadas aos bioensaios propostos neste estudo, foram
eluidas em 84,15% EtOH e 15% DMSO, como detalhado no Quadro 7 do Apéndice A.
Apés, foram mantidos a -20 °C até sua utilizagéo.

Para os extratos brutos de folhas (F) e galhos (G) de PRE/SP, foi também
realizado fracionamento dos extratos por extracdo em fase soélida usando uma mistura
de silica (Si-C18) com carvéo ativado (2:1 g/g) como adsorventes (fracbes EFS-C18).
A fase estacionaria foi composta por 30 g de silica C18, empacotada a seco em tubo
de polipropileno com 3,7 cm de didametro interno (Silica Polygoprep® 60-50 C18, 50
pum; Macherey-Nagel). Para aplicacao e eluicdo da amostra, o extrato bruto seco foi
disperso em C18 e depositado sobre o adsorvente. A eluicdo foi realizada com
Agua/EtOH nas proporgdes 95:05, 60:40, 40:60 e 20:80 e em seguida com EtOH puro,
com auxilio de vacuo, utilizando-se cerca de 150 mL de cada eluente.
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As cinco fragcbes obtidas para cada extrato foram secas sob fluxo de N2 e em
seguida liofilizadas. As fracdes obtidas desses fracionamentos foram divididas em
duas aliquotas, sendo uma destinada as analises quimicas e outra para os estudos
de atividade biolégica. Ao final as amostras foram pesadas para calculo de rendimento
(Quadro8 em Apéndice A). As informacgdes sobre a eluicao das fragdes estao descritas
no Quadro 9 em Apéndice A. Apds a eluicdo de cada extrato bruto e fracéo, a solugédo
de trabalho dos mesmos foram avaliados quanto ao seu valor de pH para certificar-se
gue todos os tratamentos e controle veiculo ndo apresentavam diferenca em relagéo

a este parametro (Quadros 10 e 11 em Apéndice A).

Figura 8 - Fluxograma do fracionamento dos extratos brutos

Liofilizados
EXTRATOS ou
BRUTOS (EB) Concentrador de amostras
v

[Eluir EB em 2 mL EtOH + Agua (1:1) ]

¥

[ Misturar em 1 g de silica + carvdo ativadc}
¥
[ Evaporados em rotaevaporador]

-+ -

[ Fracionamento J
¥
[Cartuchos de EFS: 3g de silica + carvdo ativadcﬂ

¥
[ Ativacdo da EFS com J

solvente orgdnico (10 mL de AcOEt)
¥

[Transferir EB secos para o cartucho de EFS

¥ Fragido Hex;
[ Fracionamento }é Fracio AcOEt;
" Fragdo EtOH.

[Coletar uma fracdo por composicdo do eluente]
¥

2R R R R FracBes Remogdo dos solventes
geeuew (concentrador de amostras — Metodologia 1;

capela de exaust3o — Metodologia 2)

Pesoe
rendimento
“u

Armazenar -20°C,
Protegido da luz.

Desenho experimental do fracionamento dos extratos brutos. EFS: Extracdo em Fase Sélida. Hex:
fracdo hexanica. AcOEt: fracdo acetato de etila. EtOH: fracdo etandlica.

Fonte: Elaboracéo prépria.
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4.1.3 Flavonoide e casearinas isolados de C. sylvestris

Foram selecionadas 4 moléculas isoladas das folhas C. sylvestris. Estas
moléculas foram isoladas dos extratos brutos e fracdes que anteriormente doram
triados em nosso estudo ?'. As moléculas sdo: Flavonoide 4, Caseargrewiina F,
Casearinas X e J (Quadros 4 e 5). A separacdo das moléculas foi realizada e descrita
por Bueno et al.??°. Resumidamente, folhas em p6 de C. sylvestris var. lingua foram
sucessivamente extraidas trés vezes, a temperatura ambiente, usando 175 mL de
uma mistura 50:30:20 (v/v) de dgua/etanol/isopropanol e apos a evaporacédo do alcool,
os extratos foram liofilizados para obtencdo de extrato bruto seco. Uma porgao (3 g)
deste extrato foi fracionada usando um sistema de cromatografia de média presséo
(Puriflash 4100, Interchim) equipado com duas colunas flash C-18 (Puriflash C18HQ),
15 uym, 35 g, Interchim).

A eluicdo foi realizada usando um gradiente de agua (A) e metanol (B). As fracdes
foram combinadas e liofilizadas para produzir 2,3 g de material seco. Este material
seco foi submetido a extracdo em fase solida com poliamida, e a fracdo metandlica
resultante foi seca para dar 113 mg de matéria seca. Finalmente, a fracdo metandlica
foi dissolvida em &agua/acetonitrila (80:20, volume/volume) e filtrada através de um
filtro de nylon de 0,22 ym (Millipore) e fracionada por HPLC preparativa usando um
Shimadzu LC - 82 equipado com um controlador SCL-10Avp e um detector de arranjo
de diodos SPD-M10Avp?2°.

As moléculas foram separadas em uma coluna cromatogréafica Luna C-18 (5
pm, 150 x 21,5 mm, Phenomenex) usando elui¢do isocratica com uma mistura 80:20
(volume/volume) de agua/acetonitrila contendo 0,1% (volume/volume) de férmica
acido. O volume de injecdo e a taxa de fluxo foram de 0,4 mL e 10 mL/min,
respectivamente. Nestas condi¢des, 15 moléculas foram isoladas e a identificacdo
presuntiva foi conseguida para dez delas usando espectrometria de massa de alta
resolucdo (HRMS) e MS/MS em modo negativo (micrOTOF-Q IlI, Bruker Daltonics).
Para cinco das substancias (1-5), a elucidagéo estrutural foi realizada por meio de
analises de RMN 1H, 13C e 2D (Bruker Advance Il HD 600, 14.7T), a fim de confirmar
as identidades e o padrdo de glicosilagdo?®. Para os bioensaios propostos neste
estudo, as moléculas foram eluidas com o veiculo diluente (EtOH e DMSO), como
descrito em Quadro 12 em Apéndice A. Apés, foram mantidos a -20°C até sua

utilizagéo.
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Quadro 4 - Estrutura dos flavonoides e diterpenos clerodanicos de C. sylvestris

Substancia Estrutura Quimica Referéncia
e
Flavonoide 4 L W’L'
(Quercetin-3-O- LW 220
rutinoside — Rutina) an Bueno et al.

Caseargrewiina F

Casearina X
Bueno et al.??;

Passareli et al.22

Casearina J

Fonte: Elaboracao prépria.

Quadro 5 - Diterpenos clerodanicos de C. sylvetris e seus substituintes R1 a R5

Casearinas R1 R2 R3 R4 R5
Caseargrewiina F OBu OAc OAc OH H

Casearina X OBu OBu OAcC OH H

Casearina J OMe OBu OAcC OH OBu

Substituites das casearinas representadas no Quadro 2 e utilizadas no estudo, onde:
OBu = grupo n-C3H;CO-; OMe = grupo OCHjs (metoxila); grupo OAc = CH3CO; (acetato);
OH = grupo O-H (hidroxila); H = hidrogénio.

Fonte: Adaptado de Bueno et al.?2,

4.2 Cepa e Crescimento Microbiano

Estoques de S. mutans cepa UA159 (ATCC 700610) armazenados a -80°C (caldo
triptona de soja contendo 20% de glicerol (volume/volume); Synth, Diadema, SP,
Brasil) foram descongelados e semeados em placas de agar sangue (5% sangue de
carneiro; Laborclin, Pinhais, PR, Brasil) e incubados a 37°C, 5% CO:2 por 48h (Thermo
Scientific, Waltham, MA, EUA). Apds, para preparar as culturas iniciais (pré-inoculo),
10 colbnias foram inoculadas em caldo de triptona-extrato de levedura (TY; 2,5%
triptona, 1,5% extrato de levedura, pH 7,0; % peso/volume, Becton Dickinson and
Company, Sparks, MD, EUA) contendo glicose a 1% (Synth, Diadema, SP, Brasil),
seguida de incubacao por 16h (37°C, 5% CO2). Em seguida, o pré-inoculo foi diluido
1:20em TY + 1% glicose e incubado até a fase de crescimento exponencial médio ou

mid-log [densidade Optica ou DOssonm 0,847 (£0,273) e unidades formadoras de
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coldnias por mililitro (UFC/mL) 1,37 x 10° (+ 6,10 x 107); Espectrofotdmetro Kasvi,
Pequim, China)]. Os in6culos para os ensaios aqui descritos foram preparados com
uma populagdo definida de 2 x 10°UFC/mL em TY + 1% glicose para ensaios
antimicrobianos e TY + 1% sacarose (% peso/volume, Synth, Diadema, SP, Brasil)

para ensaios de biofilme.

4.3 Atividade Antimicrobiana (Cultura Plancténica) Através de Modelo de
Longa Exposicéo (24h)

Para as andlises, os extratos brutos foram avaliados em uma concentracao
Unica de 500 pg/mL23. Essas concentracdes foram utilizadas em fungdo do rendimento
de extratos e fracdes e da literatura cientifica, que considera adequados estudos com
1 mg/mL para extratos ou 0,1 mg/mL para compostos isolados??4. Para tanto, a cepa
foi cultivada até a fase mid-log de crescimento, como descrita acima e entdo,100 pL
dessa cultura de S. mutans (2 x 106 UFC/mL) foram transferidos para microplacas de
96 pocos (Kasvi, Pequim, China) contendo concentracfes de teste de tratamentos ou
veiculo (controle com diluente de tratamentos) e meio de cultura (TY + 1% glicose),
totalizando 200 pL (1 x 10®° UFC/mL). Cada experimento incluiu o seguinte conjunto
de controles: pocos contendo apenas meio de cultura, po¢cos contendo apenas o
in6culo do experimento (controle de crescimento microbiano) e pocos contendo o
in6culo mais veiculo (ou 0 pg/mL; sendo a concentracdo em cada poc¢o 1,75% EtOH
e 0,31% DMS0)?3. As microplacas foram entéo incubadas (24h, 37°C, 5% CO3) e apds
a incubacdo, foi realizada a andlise visual dos pocos (turbidez: crescimento
microbiano, claro: sem crescimento), seguida da leitura de DOss2nm (Leitor de placas
ELISA, Biochrom Ez, Camboune, Reino Unido). Aqui, a maioria dos tratamentos
complexou quando em contato com o meio de cultura, tornando a inspec¢éo visual e
leituras de densidade oOtica subjetivas, e a maioria ndo apresentou efeito claro dose-
dependente. Portanto, estes dados ndo sédo apresentados neste trabalho. Para
determinar a viabilidade das células microbianas, foi utilizada uma aliquota de cada
poco para diluicdo seriada de 10 vezes (10° a 10°°) em microtubos contendo solugéo
salina (0,89% NaCl; Quimica Moderna, Barueri, SP, Brasil) e aliquotas de 10 uL de
cada diluicdo foram usadas para semeadura em duplicata em placas de agar BHI
(Himedia, Dindhori, Nashik, india) e incubadas (48h, 37°C, 5% CO3) seguido pela

contagem de col6nias. Os dados de UFC foram transformados em logio e analisados
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em relacéo ao controle do veiculo. Cada tratamento foi realizado em triplicata em duas

ocasides distintas (n=2)%3295,
4.4 Atividade Antibiofilme Através de Modelos de Longa Exposicéo (24h)

A atividade antibiofilme dos extratos brutos 500 pug/mL, fracées (250 pg/mL e 500
Hg/mL) e moléculas (125 pg/mL) foi investigada?3224225, Esta andlise foi realizada
através de duas configuracbes de exposi¢cdes aos tratamentos: 1) Atividade contra a
formacdo inicial de biofilme (incubacédo dos agentes com as células desde o inicio da
formacdo dos biofilmes até a analise apds 24h) para extratos brutos, fracbes Hex;
AcOEt e EtOH e fracbes EFS-C18 e; IlI) Atividade contra biofilme pré-formado
(biofilmes de 24h foram expostos a tratamentos por 24h, produzindo biofilmes de 48h)
para fracbes AcCOEt BRA/DF e EtOH_BRA/DF, Flavonoide 4, Caseargrewiina F e

Casearinas X e J.
4.4.1 Atividade contra a formacgéo inicial de biofilme (biofilmes de 24h)

Para biofilmes com 24h de idade, os tratamentos foram introduzidos no tempo
0 h, e os biofilmes foram avaliados em 24h de desenvolvimento para avaliar a inibicao
da formacdo de biofilme. Biofilmes foram formados em pocos de microplacas de
poliestireno para verificar a populacéo viavel (UFC/biofilme) de células bacterianas em
biofilmes tratados por extratos brutos ou fracdes?°®. Em uma placa de 96 pocos, 100
uL de in6culo de S. mutans (com 2 x 10 UFC/mL) foram adicionados a cada poco,
contendo as concentracdes de teste e meio de cultura (TY + 1% sacarose), totalizando
200 pL (1 x 10% UFC/mL). Para cada experimento foram incluidos os mesmos
controles descritos no item 4.3, porém, aqui, o0 meio de cultura foi TY + 1% sacarose.
Além disso, a concentracéo do controle veiculo em cada poco foi 1,75% EtOH e 0,31%
DMSO para os extratos brutos, enquanto para as fragcbes AcOEt, EtOH e Hex foi
5,26% EtOH e 0,94% DMSO e para as fracbes EFS-C18, 2,63% EtOH. A placa foi
incubada (24h, 37°C, 5% CO2) e, em seguida, foi realizada a analise visual dos po¢os
e a placa foi incubada sob agitac&o orbital (5 min, 75 rpm, 37°C; Quimis, G816 M20,
Séo Paulo, BR). O meio de cultura com células ndo aderidas foi aspirado e descartado.
Para remover o restante de células ndo aderidas, os biofilmes remanescentes nos
pocos foram lavados (trés vezes) com o auxilio de uma pipeta e 200 pL de solucéo de

NaCl 0,89% (esse material foi descartado). Em seguida, esses biofilmes (aderidos no
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fundo dos pocgos) foram raspados por 5 vezes com auxilio de pontas de pipeta com
200 pL de NaCl 0,89%, totalizando 1 mL de suspenséao de biofilme (de cada poc¢o).
Essa suspenséo de biofilme foi transferida para microtubos esterilizados e submetida
a diluicdes seriadas (10° a 10%°), que foram semeadas em duplicatas em placas de
BHI. As placas foram incubadas (48h, 37°C, 5% CO3) e apés, realizada a contagem
de colbnias. Em seguida, os dados UFC foram transformados em logio e analisados
em relacdo ao controle do veiculo. Dois experimentos independentes foram realizados

em triplicata (n= 2).
4.4.2 Atividade contra biofilmes pré-formados (biofilmes de 48h)

Para avaliar a prevencado do acumulo de biofilme (biofilmes de 48h), biofilmes
foram formados em pocos de microplacas de poliestireno sem adicdo de nenhum
tratamento ou controle de veiculo (sendo a concentracdo em cada poco 5,26% EtOH
e 0,94% DMSO). Apéds 24h, os biofilmes formados foram expostos a tratamentos com
substéancias teste e controles por 24h (biofilmes de 48h). Entdo, os biofilmes foram
avaliados em 48h de desenvolvimento para verificar a inibicdo da formacéao de biofilme
por andlise de populacdo viavel (UFC/biofilme)??6. Para as andlises, foram
adicionados a pocos de placas de 96 pocos 50 uL de indculo de S. mutans (contendo
2 x 108 UFC/mL) e 50 pL de TY + 1% sacarose (para obter 1 x 108 UFC/mL). A
microplaca foi incubada (24h, 37°C, 5% CO2) sem qualquer tratamento ou controle de
veiculo. Apds a incubacao e formacao do biofilme, foi realizada a analise visual,
seguida da remocéao do meio de cultura e lavagem dos biofilmes remanescentes (trés
vezes com 200 pL de solucdo de NaCl 0,89%). Em seguida, adicionou-se meio de
cultura fresco TY + 1% sacarose e concentracbes de teste dos tratamentos
(AcOEt_BRA/DF - 250 ug/mL e compostos - 125 pug/mL e controle veiculo (5,26% EtOH
e 0,94% DMSO). Para cada experimento foram incluidos os mesmos controles
descritos no item 4.3. A microplaca foi novamente incubada (24h, 37°C, 5% COx).
Apos a incubagéo (quando os biofilmes tinham 48h), foi realizado o mesmo protocolo
de processamento aplicado para biofilmes de 24h até obter 1 mL de suspensao de
biofilme. As suspensdes de biofilme foram sonicadas (30 s, 7 w, Sonicator QSonica,
Q125, Newtown, CT, EUA), submetidas a diluicdes seriadas (10° a 10-°) e semeadas
em agar BHI seguida de contagem de col6nias. Em seguida, os dados da UFC foram
transformados em logio e analisados em relagdo ao controle do veiculo. Dois

experimentos independentes foram realizados em triplicata (n= 2).
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4.5 Anédlise do Efeito de Solugdes sobre Biofilmes Formados em Discos de
Hidroxiapatita Revestidos com Saliva (Exposicdo Breve)

Nesta etapa, os tratamentos selecionados (dados “promissores” para a
atividade do antibiofilme em biofilmes iniciais e biofilmes pré-formados) foram usados
para preparar solucbes combinadas com e sem fluoreto de sédio (NaF). Essas
solucbes foram entdo avaliadas através do tratamento topico em discos de
hidroxiapatita revestidos de saliva (SHA)'®. Assim, as fracGes selecionadas foram
AcOEt_BRA/DF, EFS-C18 Agua/EtOH 40:60 (G3.3a) e Agua/EtOH 60:40 (F4.2b),

enguanto o composto foi CsF.

4.5.1 Formacao de pelicula salivar sobre superficie de hidroxiapatita

Foram utilizados discos de hidroxiapatita com area de superficie de 2,7 + 0,2 cm?
(Clarkson Chromatography Products, Inc.) como superficie de formacao de pelicula
salivar para mimetizar o esmalte dentario. Foram utilizados dois discos revestidos por
pelicula salivar (discos sHA) para cada grupo experimental®?’. A saliva total foi
estimulada de 2 voluntarios saudaveis (projeto aprovado pelo Comité de Etica em
Seres Humanos da Instituicdo Sede, CAAE: 26015019.3.0000.5416; Numero do
Parecer: 3.771.091- ANEXO B) e diluida 1:1 (volume/volume) com tampdo de
adsorcao [tampéao AB: 0,05 M KCI; 0,02 M KPOg; 0,02 M CacClz; 0,02 M MgClz2,1 mM
de PMSF (fluoreto de fenilmetilsulfonilo), em H20 destilada e deionizada, pH 6,5], apos
a saliva diluida foi centrifugada (20 min, 3220 xg ou 4000 rpm, 4°C) e esterilizada por
filtragdo (0,22 um filtro de membrana de polietersulfona de baixa ligagao de proteina,
Rapid-flow Nalgene Thermo Scientific, México).

Para os ensaios, os discos foram posicionados verticalmente em pocos de placas
de poliestireno de 24 pogos com auxilio de aparato confeccionado com fio ortodéntico,
a fim de evitar efeito de depdsitos microbianos devido a gravidade®?228. Um volume de
2,8 mL de saliva estéril foi adicionado em cada poco da placa e cada aparato com os
discos de hidroxiapatita (pré-hidratados em agua MiliQ estéril) foi transferido para a
placa. Em seguida, a placa com os aparatos posicionados foi incubada em agitador
orbital (1h, 75 rpm, 37°C, Quimis G816M20) para formacéao da pelicula.

Os aparatos contendo discos sHA foram entdo lavados 3 vezes em tampé&o AB e
tratados (tratamento da pelicula) e transferidos para meio de cultura inoculado,

conforme descrito a sequir.
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4.5.2 Tratamento da pelicula, formagao de biofilmes e tratamento dos biofilmes

O tratamento topico dos discos sHA consistiu em gotejar 300 pL de cada solucao

ou controle veiculo nos discos correspondentes (dois discos por tratamento e por

experimento) durante 1,5 min ou 10 min?2%230.7  As solucdes utilizadas para tratar

topicamente os biofilmes estdo descritas no Quadro 6. Ainda, no Quadro 7 esta

representado um exemplo dos célculos utilizados para o preparo das solugoes.

Quadro 6 - Solucdes aplicadas nos biofilmes formados sobre discos sHA

SOLUCOES

TEMPO DE TRATAMENTO (MIN)

G3.3a -1000 pg/mL

G3.3a - 1000 pg/mL + NaF 250

G3.3a - 500 pg/mL + F4.2b - 500 pg/mL

250

G3.3a - 500 pg/mL + F4.2b - 500 pg/mL +NaF

NaF 250

Veiculo

15

AcOEt_BRA/DF - 250 pg/mL

AcOEt_BRA/DF - 250 pg/mL+ NaF 250

AcOEt_BRA/DF - 1000 p/mL

AcOEt_BRA/DF - 1000 p/mL + NaF 250

NaF 250

10

Caseargrewiina F - 125 pg/mL

Caseargrewiina F 125 pg/mL+ NaF 250

Caseargrewiina F - 250 pug/mL

Caseargrewiina F 250 pg/mL+ NaF 250

NaF 250

10

G3.3 a designa a fracdo EFS-C18 Agua/EtOH 40:60; F4.2b designa a fracdo EFS-C18
Agua/EtOH 60:40; NaF 250 é fluoreto de sddio a 250 ppm e Veiculo diluente 42,075% EtOH,
7,5% DMSO e 50% tampao fosfato a 2,5 mM, pH 6.

Fonte: Elaboragéo prépria.

Quadro 7 - Calculo para o preparo das solu¢des

Volume de Fracdao - 2

Volume NaF 5000

Tampao fosfato 2,5 mM para

seliEie mg/mL (para 250 pg/mL) ppmégz;:)a = completar 300 pL
AcOEt_BRA/DF 150 pL - 150 pL tampéo fosfato pH 6,2
AcOEt + NaF 250 150 pL 15 L 135 pL tampao fosfato pH 6
NaF 250 150 pL do Veiculo diluente 15 L 135 plL tampéo fosfato pH 6
Veiculo diluente 150 pL - 150 pL tampéao fosfato pH 6,2

Exemplo para volume de 300 pL necessério para tratar os biofilmes topicamente. NaF 250 é fluoreto de
sodio a 250 ppm e veiculo diluente 42,075% EtOH, 7,5% DMSO e tampao fosfato a 2,5 mM.

Fonte: Elaboracao proépria.
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Cada solucao foi preparada imediatamente antes do inicio de cada tratamento
topico, ainda, o gotejamento foi realizado com auxilio de uma pipeta, cuidando para
que todas as superficies dos discos recebessem o tratamento. Apos, os discos
tratados foram lavados por imersao em poc¢os contendo tampéao AB e transferidos para
uma placa de 24 pocos (Kasvi, Pequim, China) contendo cultura de S. mutans para
formacéo de biofilme (tempo Oh). Aqui, as culturas de S. mutans, em fase mid-log de
crescimento exponencial, foram diluidas em TY + 0,1% de sacarose e 20% de saliva
para atingir 2 x 108 UFC/mL. As placas foram entéo incubadas por 6h (37°C, 5% COx),
apos, os discos com biofilme inicial foram enxaguados por 3 vezes em NaCl 0,89% e
novamente tratados com cada solugcéo ou controle correspondente (como descrito
para sHA), enxaguados por 3 vezes em 0,89% de NaCl (para remover o excesso de
tratamento), e transferido de volta para o meio de cultura correspondente até os
biofilmes terem 19h de idade, quando o meio de cultura foi trocado.

Os tratamentos topicos foram aplicado na pelicula salivar (discos sHA) em 0 h
(momento prévio a inoculacao) e nos biofilmes em 6h, 21h, 29h, 45h e 53h (Figura 9).
Os biofilmes foram cultivados até atingirem 67h e entdo foram processados para
andlise de populagdo microbiana, biomassa e andalises bioquimicas de seus
componentes. O meio de cultura foi trocado as 19h, 27h, 43h e 51h e apds cada
mudanca de meio, o pH do meio gasto foi medido. Portanto, em cada ocasiao
experimental foram realizadas duas trocas de meio de cultura por dia de experimento,
com auxilio de pinga clinica estéril para movimentar os aparatos do meio “velho” para
o meio “novo”, duas vezes ao dia??8, utilizando um modelo de “escassez e fartura” de
nutrientes, com desenvolvimento do biofilme até 67h'%, como descrito a seguir:

e 19 h deincubacéao (7h30 do dia 1): os discos foram transferidos para pocos

contendo meio de cultura TY com 0,1% de sacarose e 20% saliva;

e 27 hdeincubacao (15h30 do dia 1): os discos foram transferidos para pogos

contendo meio de cultura TY com 0,5% de sacarose, 1% amido e 20% saliva;

e 43 h de incubacéao (7h30 do dia 2): os discos foram transferidos para pogos

contendo meio de cultura TY com 0,1% de sacarose e 20% saliva;

e 51 hdeincubacao (15h30 do dia 2): os discos foram transferidos para pog¢os

contendo meio de cultura TY + 0,5% de sacarose, 1% amido e 20% saliva;

e 67 hdeincubacao (7h30 do dia 3): os aparatos com os discos de HA com os

biofilmes foram transferidos para pogos contendo NaCl 0,89%.
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Figura 9 - Desenho experimental para o regime de tratamento tépico

£ TY+ sacarose 0,1% + 20% saliva
A discos com pelicula salivar

HA e » TY + sacarose 0,5% + amido 1% + 20% saliva
Dia 0 2,8mL Dia 1 Dia 2
INOCULO
(2 X 10° UFC/mL)
oh | 6h v 21h  29h g 45h 53 h }
19 h » 43h »67h
4 A ’ 4 4 4
Discos sHA T i T ; T i T
Trocade : 27 h i 51"'
B ~ i ' i meio . : P
~ i
A Tratamentos
Gotejamento das | Aplicacdo topica
solugées ]

e veiculo ‘ .
| Gotejar as solugdes por 1,5 ou 10 min |

Lavar os discos por imersdo em NaCl 0,89%
(C—HT—1) NaCl0,89% (remover excesso das formulagdes)

Transferir para meio de cultura

L F=f 1 Meio de cultura

A. Desenho experimental para o regime de tratamento (roxo) e horario das trocas de meio de cultura.
Em verde, meios de cultura contendo meio de cultura TY com 0,1% de sacarose e 20% saliva. Em
vermelho meio de cultura TY com 0,5% de sacarose + 1% amido e 20% saliva. Cada sequéncia de
67 horas € chamada de ocasido. B. llustracdo do tratamento topico dos discos de hidroxiapatita
revestidos por pelicula salivar. O tratamento tOpico consistiu no gotejamento das solugbes (ou
controle veiculo) sobre todas as faces dos discos, sequencialmente (Horev et al.?%?),

Fonte: Elaboragéo prépria.

4.5.3 Processamento dos biofilmes e métodos padrao de analises bioquimicas
(colorimétricas) e método de cultivo microbiano

Foram utilizados métodos padrdo de analises bioquimicas (colorimétricas) para
determinar conteudo total de proteinas (na porcdo soluvel e na porcao insoluvel),
conteudo de EPS (sollveis e insolUveis em agua) e método de cultivo bacteriano para
determinacao da biomassa do biofilme (peso seco) e populagéo. Ainda, foi avaliada a
quantidade de eDNA na matriz'%. O processamento dos biofilmes ocorreu conforme
ilustrado na Figura 10. Para tanto, em 67h de formacao, os biofilmes foram lavados 3
vezes por imersdao em NaCl 0,89%. Apads, os discos foram removidos e transferidos
para tubos de vidro contendo NaCl 0,89%, entdo, as paredes de cada tubo foram
lavadas com NaCl 0,89%. Os tubos com biofilmes/discos foram colocados em um

béquer contendo agua MilliQ e entdo submetidos a sonicacdo em cuba ultrassonica
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(modelo CD-4820, Kondentech Digital) por 10 min, para remocao dos biofilmes dos
discos. Em seguida, com uma espatula n° 24 estéril, os biofilmes residuais de cada
superficie do disco foram raspados e a suspensao transferida para tubos Falcon (15
mL).

Figura 10 - Diagrama do processamento de biofilmes para analises microbioldgica e bioquimicas

3 lavagens por Raspar 0s
imerséo em NaCl biofiles/discos e .
0,89% adicionar 3 mL de Remover aliquota (100 pL)
$ NaCl 0.89% para semeadura em placa
O Biofilme Transferir a (el
suspensao (\
¢ /‘ de biofilme
— — — s
f Sonicar
—_—
Q QL (3 segs, 7 watts)

2mLde  Sonicar em banho

NaCl 0,89% ultrassénico
10 min
( ) / Centrifugacéo

(3220 xg ou 4000 rpm,
20 min, 4°C), 3 vezes
Sobrenadante do biofilme: contém
0s componentes da matriz que séo
soliveis em agua .

. eDNA(S0OML) :
* Exopolissacarideos solaveis em E

agua - WSP (6 mL) :
i » Proteinas solaveis (500 plL) |

| Ressuspender o pellet (1 mL) e usar |
aliquotas para o isolamento de:

* Proteinas insolGveis do biofilme (50 pL)

' 1
i' Peso seco insolGvel Exopolissacarideos |

Fonte: Elaboracéo prépria.

Em seguida, cada tubo de vidro foi lavado com NaCl 0,89% e este volume foi
transferido para o tubo correspondente inicial. O volume final foi homogeneizado com
sonda (30 seg, 7 watts). Aliquotas de 100 pL de cada suspensao foram submetidas
a diluicbes seriadas e semeadas em placas de agar sangue. As placas foram
incubadas (48h, 37°C, 5% CO2) e entdo realizada a contagem de coldnias nas placas
para determinar o numero de UFC/biofilme. O volume restante de suspenséao de cada
biofilme foi centrifugado (3220 xg ou 4000 rpm, 20 min, 4°C). O sobrenadante foi
armazenado em outro tubo (tubo Falcon de 15 mL - sobrenadante) e o pellet
(precipitado celular com os componentes insolUveis da matriz) foi lavado com 2,6 mL
de agua Mili-Q (3220 xg ou 4000 rpm, 20 min, 4°C). ApGs, o sobrenadante foi
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misturado no mesmo tubo Falcon de 15 mL. A lavagem foi repetida com mais 2,6 mL
de &gua e o sobrenadante também armazenado (sobrenadante total serq de 10 mL).
Os sobrenadantes armazenados foram usados para quantificar: polissacarideos
soliveis em agua ou WSP (6 mL — adicionou-se 18 mL de etanol 99% para
precipitacdo dos polissacarideos); para eDNA (500 pL) e proteinas soltveis (em agua)
presentes na matriz (500 pL). Todas as aliqguotas foram armazenadas em freezer -
80°C. O pellet foi ressuspenso em 1 mL de agua Mili-Q estéril. Deste volume, foi
retirada uma aliquota de 50 uL para quantificacao de proteinas na porcao insoltuvel do
biofilme (armazenada em freezer -80°C); 950 uL para polissacarideos insoluveis em
agua, mas sollveis em alcali (ASP) e para o peso seco insolivel'3, Este contetdo foi
transferido para microtubos pré-pesados em balanca de alta precisdo (Mettler Toledo
AE 50).

4.5.4 Peso seco insoluvel dos biofilmes

O volume de 950 pL foi transferido para microtubos pré-pesados, centrifugados
(15294 xg ou 12000 rpm; 4°C; 10 min) e o sobrenadante foi descartado. Apds, o pellet
foi desidratado em concentrador de amostras (modelo RVC 2-18C D, Martin Christ
Gefriertrocknungsanlagen GmbH). Os microtubos foram pesados novamente em
balanca de alta precisdo (Mettler Toledo AE 50) e o peso seco do biofilme foi
calculado, em biomassa. Todos os pellets desidratados foram armazenados para

extracdo de ASP.
4.5.5 Quantificacdo de proteinas totais do biofilme e da matriz

A quantificagcéo de proteinas no biofilme (por¢&o insoluvel) e na matriz (porgédo
soluvel) foi realizada utilizando o método de Bradford, seguindo o protocolo para

microplacas, descrito no Technical Bulletin da Sigma®.
a) Proteinas na porcao insoluvel do biofilme

Para verificar a quantidade de proteinas, foram utilizadas aliquotas de 5 uL de
cada amostra em triplicata (em placa de 96 pogos), que foram misturadas com 250 pL
do reagente de Bradford. Para isso, as aliquotas de cada biofilme separadas para

* Cf. http://www.chem.uky.edu/courses/che554/2 Photometry/SigmaBulletin_b6916bul.pdf).
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proteina total foram diluidas na proporgao 1:5 com agua MiliQ (adicao de 40 uL de
agua MiliQ aos 10 pL de biofilme, seguido da adi¢do de bolinhas de vidro). Apds, as
amostras foram incubadas (100°C, 1000 rpm, 1h - Banho seco - 980FIHSCTSUS —
Fisher Scientific). Realizou-se curva padrao, utilizando-se padrdo BSA (Sigma) a 200
mg/mL, diluido & 2 mg/mL; e esta solucéo foi utilizada para construgdo dos pontos da
curva (Tabela 1). Em seguida, aliquotas de 5 pL de cada amostra da curva foram
colocadas na placa de poliestireno com 96 pocos (ha mesma contendo as amostras),
seguido de adicao de 250 uL de Bradford (sem diluicdo); cada placa foi colocada na
incubadora orbital por 20 min a 37°C. A leitura de proteinas foi realizada em leitor de
ELISA com DOsgsnm. ApOs a leitura, os valores da curva padrao foram plotados para
obtencdo da equacéo de reta e coeficiente de correlacdo (R? préximo a 1, Figura 11).
Os valores de DO das amostras de biofilme foram convertidos em concentracdo de

proteinas totais no biofilme.

Tabela 1 - Construgéo dos pontos da curva com a solucéo padréo de BSA e agua MiliQ

Volume de BSA a 2mg/mL (pL)

Mg/mL (Solucdo padrao) Volume de agua MiliQ (uL)
0,00000 0,000 1000,00
0,03125 15,625 984,37
0,06250 31,250 968,75
0,12500 62,500 937,50
0,25000 125,000 875,00
0,50000 250,000 750,00
1,00000 500,000 500,00

Fonte: Elaboragéo prépria.

Figura 11 - Curva padrao e escala colorimétrica para proteinas

y=172252x-0,1199
R?=0,9904 %

+
2 ~
§715 /
10 /.
5 -

0,000 0,100 0,200 0,300 0,400 0,500
DO 595 nm

Curva padrao para proteinas. A. Analise dos dados com DOsgsnm 0Onde observamos correlacao
linear positiva (Absorbancia vs. Concentracdo de proteinas); B. llustracdo da escala
colorimétrica: Teste de Bradford. A coloracdo azul na placa denota maior concentracdo de
proteina. DO: densidade 6ptica.

Fonte: Elaboracao propria.
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b) Proteinas na matriz extracelular (porcao soltuvel do biofilme)

Para avaliar as proteinas na matriz, 500 yL do sobrenadante de cada amostra
estavam reservados e 5 uL dos mesmos foram misturados com 250 pL de Bradford
em placa de 96 pocos (em triplicata). A curva padrdo de BSA foi construida como
descrito acima, e 5 pyL de cada ponto da curva padrao foram colocados em placa de
96 pocgos, e apos foram adicionados 250 yL de Bradford (sem dilui¢do), em triplicata.
Em seguida, cada placa foi colocada na incubadora orbital por 20 min a 37°C. A leitura
de proteinas foi realizada em leitor de ELISA (Biochrom Ez read 400) com DOsgsnm.
Apés a leitura, os valores da curva padrao foram plotados para obtencéo da equacéo
de reta e coeficiente de correlacdo (R? proximo a 1). Os valores de DO das amostras

de biofilme foram convertidos em concentracdo de proteinas totais no biofilme.
4.5.6 Quantificacdo de eDNA na matriz extracelular

Para a extracdo do eDNA foi utilizado o Kit MasterPureTM Purification
(EPICENTRE). Apds descongelar 0,5 mL da amostra de sobrenadantes reservados
para isolar eDNA, adicionou-se 0,5 mL de 2X TCL (reagente do kit), seguido de
incubacéo (65°C, 15 min e 300 rpm; Banho seco - 980FIHSCTSUS - Fisher Scientific).
As amostras foram resfriadas em gelo por 5 min. Apés, adicionou-se 150 uL de MPC
(reagente para precipitacao de proteinas), seguido de agitacdo, em vortex (por 10 s).
As amostras foram centrifugadas (15294 xg ou 12000 rpm, 10 min, 4°C; Centrifuga
5430R, Eppendorf); e o sobrenadante transferido para um microtubo novo. Caso o
sobrenadante néo estivesse limpido (precipitado soltando), adicionou-se mais 25 uL
de MPC, seguido de centrifugacdo das amostras (15294 xg ou 12000 rpm, 10 min,
4°C) novamente para obtencdo de sobrenadantes limpidos a serem transferidos
(conforme instrugdes do fabricante). Aos sobrenadantes foram adicionados 1000 uL
de isopropanol, seguido de agitagao por inversédo dos tubos (40 vezes) e precipitacao
em freezer a -20°C (por no minimo 18h). Apds, as amostras foram centrifugadas
(15294 xg ou 12000 rpm, 10 min, 4°C) e o isopropanol descartado, sem desalojar o
pellet de cada amostra. As amostras foram enxaguadas com etanol 75% (200 pL),
seguidas de centrifugacdao (15294 xg ou 12000 rpm, 10 min, 4°C). O etanol foi
descartado sem desalojar o pellet (este passo foi repetido duas vezes). As amostras
foram lavadas com etanol 99%, centrifugadas (15294 xg ou 12000 rpm, 10 min, 4°C)
e 0 etanol descartado. Os tubos foram deixados virados abertos sobre papel
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absorvente para a completa evaporacdo do etanol. Apos, adicionou-se 30 uL de TE
(Tris-EDTA; pH 8,0) aos tubos para hidratagédo das amostras por 1h. Em seguida, as
amostras foram quantificadas, em triplicata, a 260 nm usando nano-espectrofotdmetro
(DS-11+, Denovix).

4.5.7 Exopolissacarideos sollveis em dgua (WSP) na matriz extracelular

Para a quantificacdo de exopolissacarideos sollveis em agua, ao total de 6 mL
de sobrenadante de cada biofilme, foram adicionados 18 mL de etanol a 99% (Sigma).
Os tubos foram armazenados em freezer a -20°C durante no minimo 18 h para
precipitacdo de WSP. Os tubos foram centrifugados (10414 xg ou 9000 rpm, 20 min,
4°C, Centrifuga 5810R, Eppendorf) e o sobrenadante descartado. Adicionou-se 5 mL
de etanol a 70%, e as paredes do tubo foram “raspadas” com a ponta de uma ponteira
para misturar bem os polissacarideos. Os tubos foram centrifugados novamente
(10414 xg ou 9000 rpm, 20 min, 4°C). O sobrenadante foi descartado e este passo foi
repetido duas vezes. Apoés as lavagens, os tubos foram virados abertos sobre papel
absorvente e deixados em bancada para a completa evaporacdo do etanol. Entao,
adicionou-se 1 mL de agua MiliQ e os tubos foram guardados em geladeira até a
realizacdo do ensaio colorimétrico proposto por Dubois et al.?3!. Para esse ensaio,
curvas padréo de glicose foram realizadas, utilizando agua MiliQ e glicose a 0,1%, em
pocos de placas de poliestireno de 96 pogos. As concentragdes de glicose utilizadas

e volumes correspondentes estdo descritas na Tabela 2.

Tabela 2 - Curva padrdo de glicose para quantificacdo de WSP

Volume Concentragao de glicose (ug)
(uL) 0 0,75 1,25 2,5 5 10 15 20 25

Agua 200,00 199,25 198,75 197,50 195,00 190,00 185,00 180,00 175,00
Glicose

2.0.1% 0,00 0,75 1,25 2,50 5,00 10,00 15,00 20,00 25,00

Total 200,00 200,00 200,00 200,00 200,00 200,00 200,00 200,00 200,00

Fonte: Elaboracao prépria.

Foram transferidos 25 uL de amostras de cada ponto da curva padrdo para
pocos de uma placa de 96 pocos. Em seguida, dentro de uma capela de exaustao de
gases, com o auxilio de dispensador de repeticdo (Eppendorf), foram adicionados 25

ML de fenol 5% (fresco, diluido com agua MiliQ; Fenol liquefeito a 89%, Sigma, #108-
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95-2 do catdlogo P9346), seguido de homogeneizagao e adi¢ao de 125 uL de acido
sulfarico PA (Synth), em que este ultimo foi adicionado sob agitacdo. A placa foi
mantida dentro da capela de exaustdo de gases por 20 min (tempo necessario para
finalizacdo da reacdo bioquimica). Em seguida, a placa foi lida em leitor ELISA
(DOag2nm). Os dados da curva padréo foram analisados. Os procedimentos somente
foram iniciados apés os dados da curva estarem dentro das normas de inclinacéo (R?
préximo a 1; Figura 12). Terminada a calibracdo, foram feitas as andlises dos biofilmes
em pogos de placas de poliestireno de 96 pogos contendo 25 pyL de cada amostra.
Como realizado para obtencédo da curva padrao, volumes correspondentes de fenol
5% e acido sulfurico PA foram adicionados a cada poc¢o contendo as amostras. Os
valores de DOag2nm foram verificados, anotados, e, apos, convertidos em concentragéo
de WSP utilizando-se a equacédo de reta gerada em cada curva realizada para cada
experimento. Em seguida, o calculo do total de WSP em cada biofilme foi realizado, e

esses dados foram utilizados para analise descritiva.

Figura 12 - Curva padrdo para WSP e ASP
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Andlise dos dados com DOasg2nm, ONde observa-se correlagéo linear positiva.
Fonte: Elaboragéo prépria.
4.5.8 Exopolissacarideos insoluveis em agua (ASP) na matriz
Conforme mencionado acima, os pellets utilizados para verificar 0 peso seco

de cada biofilme (995 pL) foram utilizados para extrair os exopolissacarideos

insollveis em agua. De acordo com o peso de cada pellet, adicionou-se 300 yL de
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NaOH a 1 M (Quimica Moderna) por mg de peso seco em cada tubo. O conteudo foi
cuidadosamente homogeneizado em vértex e incubado em banho seco (37°C, 2h, 75
rpm). Apos 10 min da incubacédo, os microtubos foram homogeneizados em vortex e
continuou-se com a incubacdo. Em seguida, os tubos foram centrifugados (15294 xg
ou 12000 rpm, 10 min, 4°C; centrifuga 5430R, Eppendorf) e o sobrenadante de cada
amostra foi transferido para um novo microtubo correspondente. Novamente, foram
adicionados 300 uL de NaOH 1 M para cada mg de peso seco do pellet. Seguido de
agitacdo em vortex e incubacdo, como realizado inicialmente. Apos, 0os microtubos
foram centrifugados (15294 xg ou 12000 rpm, 10 min, 4°C) e o sobrenadante de cada
amostra foi transferido para 0 mesmo microtubo correspondente. Os procedimentos
foram repetidos, porém sem a incubacdo por 2h. Apés a centrifugacdo, o
sobrenadante foi recolhido no microtubo correspondente e o pellet de cada amostra
foi descartado. Os microtubos foram guardados em geladeira (4°C) até a realizacédo
do ensaio colorimétrico, como descrito para WSP.

Terminada a calibracdo da curva padréo, foram feitas as analises dos biofilmes
em pocos de placas de poliestireno de 96 pogos contendo 12,5 puL de cada amostra,
misturada com 12,5 uL de agua. Como realizado para obtencdo da curva padrao,
volumes correspondentes de fenol 5% e &cido sulfurico PA foram adicionados a cada
poco contendo as amostras. Os valores de DOasg2nm foram verificados, anotados, e
apos, convertidos em concentracdo de ASP, utilizando-se a equacao de reta gerada
em cada curva realizada para cada experimento. Em seguida, o calculo do total de
ASP em cada biofilme foi realizado, e esses dados foram utilizados para analise

descritiva.
4.5.9 Analise via microscopia de fluorescéncia (confocal)

Para as solu¢gbes PRE/SP, foram desenvolvidos biofilmes como descrito acima
para analise da morfologia 3D e organizacdo estrutural desses biofilmes tratados
solugdes PRE/SP foi realizada em 67h. Para marcacao de EPS foi usado um método
baseado na incorporagdao de dextranos marcados com Alexa Fluor® 647 (10 kDa,;
647/668 nm; Molecular Probes) pelas enzimas Gtfs durante a formacdo de EPS
(glucanos)?®2233, Para a visualizag&o da matriz foi adicionado dextrano fluorescente (1
MM) em 2,8 mL de meio de cultura a partir do inicio (0 h) e durante o desenvolvimento
dos biofilmes. Quando o biofilme atingiu 67h, SYTO® 9 foi usado para marcar as

bactérias nestes biofilmes (citar o volume usado e o temo de incubacdo). Para a
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aquisicao das imagens, os discos foram transferidos para placas de Petri com fundo
em laminula, contendo NaCl a 0,89%. As imagens foram adquiridas com um
microscopio confocal de varredura a laser (Zeiss LSM800, com detector Multialkali-
PMT, laser 488 nm (SYTO9) e 561 nm (Alexa Fluor 647), objetiva EC Plan-Neofluar
de 20x, com escala de 0,312x0,312 ym por pixel, e incrementos de 1,5 ym e

analisadas usando o software ZEN Blue 2.3 (para reconstrugéo 3D).

4.6 Curva de Inibicdo do Crescimento para Tratamentos Selecionados
Associado a Anélise de MEV e de Expresséo Génica

A fracdo AcOEt BRA/DF (250 pg/mL) apresentou atividade contra a formacéo
inicial do biofilme (24h) e a molécula CsF (125 pg/mL) apresentou atividade contra o
biofilme pré-formado (48h). Assim, eles foram testados em cultura planctnica para
determinar a curva de inibicdo do crescimento de S. mutans, utilizando as culturas na

fase mid-log de crescimento?34.
4.6.1 Curva de inibicdo do crescimento

Em uma microplaca de poliestireno de 48 pocos (Kasvi, Pequim, China) foi
adicionada uma aliquota de 150 uL do in6culo de S. mutans (preparado conforme
descrito no item 4.2) cada poco da placa continha os tratamentos nas concentracées
a serem avaliadas. Foram preparados 2 pocos contendo o inéculo e 1 po¢o sem o
in6culo (controle para observacao visual de crescimento bacteriano e para este, foi
usado volume de 100 yL do pog¢o). Uma aliquota do indculo foi semeada para
determinar a quantidade de UFC/mL no tempo O h (antes de iniciar a incubacéo e
adicionar os tratamentos — controle do in6culo). Apds a incubacdo pelos tempos
determinados (1h, 2h, 4h, 6h e 24h; 37°C, 5% CO2), foram realizadas a observacéao
visual dos pocos e a semeadura das culturas em placas de BHI agar. Para tanto, uma
aliquota 10 uL da cultura pura foi semeada em duplicata nas placas de BHI agar e
ainda, 40 L foi retirado de cada poco e transferido para microtubos contendo 360 uL
de NaCl a 0,89% (diluicdo 1:10 v/v), seguido de diluicdo seriada e semeadura em
duplicata em placas de BHI agar. As placas de BHI agar foram incubadas (48h, 37°C,
5% CO2) e apos, foram realizadas as contagens de colonias e calculo do namero
logaritmico (log) de UFC/mL correspondente a cada tratamento, comparado ao
controle do veiculo. Foram realizadas 2 ocasifes experimentais, em duplicata, para

os tratamentos e controle testados (n=2). Para as andlises de MEV, as 2h, 4h e 24h
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foi retirada uma aliquota das culturas tratadas com AcOEt_BRA/DF foi diluida 1:1 (v/v)
em glutaraldeido 2,5%; o mesmo procedimento foi realizado para CsF as 4h e 24h e
para o veiculo as 24h. As amostras foram armazenadas em geladeira para analise de

microscopia eletrénica de varredura (MEV) como descrito a seguir.

4.6.2 Preparo das culturas para andlises de MEV

As amostras diluidas (1:1 v/v) em glutaraldeido 2,5% foram centrifugadas (5
min, 15294 xg ou 12000 rpm, 4°C). Apos, o sobrenadante foi descartado cuidando
para ndo descolar o pellet. Aos pellets, adicionou-se 500 uL de EtOH 70% e as
amostras foram incubadas por 1 h em temperatura ambiente. Apos, as amostras foram
centrifugadas (5 min, 15294 xg ou 12000 rpm, 4°C) e o sobrenadante descartado. Aos
pellets, adicionou-se 500 pL de EtOH 90% e as amostras foram incubadas por mais 1
h em temperatura ambiente. Apéds, foram centrifugadas (5 min, 15294 xg ou 12000
rpm, 4°C) e o sobrenadante descartado. Entdo, ressuspendeu-se os pellets em 10 pL
de EtOH absoluto e este volume foi transferido para laminulas limpas posicionadas no
fundo de pocos de uma placa de 24 pocos. Apos a evaporacdo completa do EtOH
absoluto, a placa foi mantida em dessecador de silica a vacuo até o momento das
analises. As amostras foram recobertas por carbonoe e as imagens foram obtidas
através do microscoépio eletrdnico de alta resolucdo de emissdo por campo (MEV-
FEG; JEOL, modelo JSM-7500F) com software de operacdo PC-SEM v 2,1,0,3,
equipado com detectores de elétrons secundario, retroespalhados e andlise quimica
(energy dispersive spectroscopy - EDS; Thermo Scientific, modelo Ultra Dry) com
software de operacdo NSS 2.3. Foram adquiridas imagens em diferentes
magnificacdes (1000 x, 3500 x e 6500 Xx).

4.6.3 Inibicdo do crescimento por compostos distintos para analise de
expressédo génica (genes selecionados)

Para explicar a diferenca no perfil de sobrevivéncia entre os compostos, células
planctbnicas de S. mutans foram tratadas com diferentes agentes com alvos
reconhecidos para saber os possiveis alvos envolvidos na atividade observada
(Quadro 8). Os agentes e suas concentracbes se basearam em dados
anteriores!9226.234 A concentracdo de CHX (0,12%) foi a mesma de colutérios bucais
comercializados para o controle de biofimes e a de flior (250 ppm) é a mais

encontrada em colutérios bucais?3®. Preparou-se pré-inéculo como descrito acima e
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para o inéculo, utilizou-se 2 tubos Falcon de 50 mL para diluir o pé-indculo (1:20)
usando 2 mL do pré-indculo + 38 mL TY+1% glicose. Atingida a DO adequada, a
cultura foi centrifugada (3220 xg ou 4000 rpm, 4°C, 20 min) e o sobrenadante
descartado. Apos, ressuspendeu-se o pellet com metade do volume inicial de TY+1%
glicose. Este volume foi dividido em 12 tubos e os tratamentos foram adicionados
seguido por incubacao; contudo, o tempo foi diferente com base na curva de
sobrevivéncia (Quadro 9). Apds a incubacédo pelo tempo descrito, uma aliquota foi
removida para semeadura (para confirmar a reducdo da viabilidade celular; dados
apresentados no Quadro 1 em Apéndice B). Os tubos foram incubados em gelo por
15 minutos. Em seguida, as amostras foram centrifugadas (3220 xg ou 4000 rpm, 4°C,
20 min), o sobrenadante de cada uma foi descartado e o pellet foi ressuspendido com
1 mL de RNAlater (Ambion, Invitrogen, catadlogo #AM7020). As amostras foram
congeladas a -80 °C até o isolamento do RNA.



Quadro 8 - Agentes de tratamento utilizados

70

SR CE Composto quimico Mecanismo de Agéo Referéncia Info_rmago_es Grau de pureza
tratamento adicionais
Molécula sintética com alvo a
Sy e A LTA sintase; afeta a : 36, o :
oxadiazol-2- o Paganelli et al.**®; Richter et UkrOrgSynthesis ~
_ | composicao da parede celular o , Pureza néo
Composto 1771 | yl)carbamoyllmethyl 2 de espécies Gram-positivas al. Ltd.; disoonivel
{naphtho[2,1-bJfuran-1- P b Cat.#PB25353228 P

yllacetate

(metabolismo de &cidos
lipoteicoicos)

(2E)-1-(4-

Hidroxichalcona hydroxyphenyl)-3-

Intermediario metabdlico para
a sintese de flavonoides; afeta

Nijampatnam et al.1%

AK Scientific, Inc.;

98% de pureza

47(C139) phenylprop-2-en-1-one a atividade de Gtfs Cat#C135
3,5,7-trihydroxy-2- Flavonoide; afeta a atividade
Miricetina (3,4,5- de Gtfs, a glicdlise, a atividade Falsetta et al. 1%’ AK Scientific, Inc.; 95% de pureza
(J10595) trinydroxyphenyl)-4H- | F-ATPase e inibe a sintese de Cat.#J10595 odep
chromen-4-one EPS
[(E,E)-3,7,11-Trimethyl-
2,6,10-dodecatrien-1-ol, | Terpeno; afeta a tolerancia aos Sigma-Aldrich
tt-farnesol trans,trans-3,7,11- acidos, tem a membrana Koo et al.83 Co.,St Louis, MO; | 96% de pureza
Trimethyl-2,6,10- celular como alvo Cat.# 46193
dodecatrien-1-ol
Promove a remineralizagéo
Fluoreto de Fluoreto de sodio cresc::eirrr:t:r?t% %;te::g:gig or M CLR g L CRLE Sigma-Aldrich; 99% de pureza
sodio ou flaor o . he Buzalaf!'? Cat.# 71519 odep
inibir a enzima enolase (via
glicolitica)
Bisguanidina (catidnica)
Digluconato de H h1 ’I1 - bi Afeta a membrapalcglular, Mattos Graner et al.1® Sigma-Aldrich; 99,5% de
clorexidina examethylenebis[5-(4- suprime o nivel de Cat.# 282227 pureza
chlorophenyl)biguanide] estreptococos do grupo

mutans na saliva

Fonte: Elaboracao prépria.




Quadro 9 - Agentes de tratamento utilizados e os respectivos incubacéo foi diferente com base na curva de sobrevivéncia
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Volume (uL
AcOEt_ ,
CHX C135 BRA/DE tt-farnesol CsF 1771 J10595 Flaor Vv
Concentracéo do 0 250
COmpOsto 0,12% ug/mL 250 pg/mL | 125 pg/mL | 125 pg/mL | 7,812 pg/mL | 500 pg/mL | 250 ppm 0 (V)
Volume do estoque 2
mg/mL 1771, 1 mg/mL
CsF, 2 mg/mL AcOEt e
15 mg/mL outros em 9,00 25,05 187,49 12,53 187,49 5,85 50,03 75,00 0,00
84,15% EtOH + 15%
DMSO. Fluaor 5000 ppm.
CHX 20%
Volume veiculo (V) —
42,075% EtOH + 7,5%
DMSO (ul) + 50% 187,49 137.39 0,00 162,42 0,00 175,79 87,43 187,49 187,49
tampdao fosfato pH 6
VO'“C”JEU?S a‘f)o de 1303,51 | 1337,56 | 131251 | 1325,06 1312,51 1318,36 1362,54 | 1237,51 | 1312,51
Volume total por tubo 1500 1500 1500 1500 1500 1500 1500 1500 1500
Tempo de incubacdo 10 min 10 min 1lh 1 hora 4h 6 h 6 h 6 h -

EtOH: Etanol; DMSO: dimetilsulféxido; CHX: clorexidina; CsF Caseargrewiina F. Havia o controle veiculo para cada tempo de incubagédo com os

compostos especificos.

Fonte: Elaboragéo prépria.
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4.6.4 Expressao génica de S. mutans

A metodologia RT-gPCR (Reverse Transcription — quantitative Polymerase chain
reaction) incluiu, além do isolamento do RNA, a sintese de cDNA e a andlise da expresséo
génica via gPCR dos genes selecionados. Foram selecionados 5 genes especificos para
analise do perfil de expresséo: genes associados com o metabolismo de EPS (gtfB, sintese
de glucanos insoluveis) e eDNA (IrgA), a tolerancia ao estresse acido (atpD) e aos estresses
4cido e oxidativo (nox1), com a glicélise (eno, enzima enolase, alvo de fluoreto)>238,

Uma metodologia otimizada para S. mutans foi utilizada para isolar o RNA pelo método
de separacao fenol-cloroférmio (usando capela de exaustdo), e a purificacdo através do
tratamento com DNAse em coluna (Rneasy Micro Kit, Qiagen) e em solugéo (TURBO DNAse;
Ambion)?3°. A DNAse foi removida usando o Rneasy MinElute clean-up kit (Qiagen). Apds,
foi utilizada espectrofotometria para avaliar a quantidade (ng/pL- DOz2sonm) € a pureza (razao
DO 260/280) das amostras de RNA (Nano-espectrofotometro DS-11+, Denovix). O
rendimento foi calculado dependendo do volume em que foi diluido o RNA. A integridade do
RNA purificado foi verificada por eletroforese de gel de agarose 1% (Ultra Pure Invitrogen;
Figura 1 em Apéndice C). As informacdes de leituras das etapas de purificacdo do RNA estdo
descritas nos Quadros 1 a 3 em Apéndice C. Nao houve rendimento adequado de RNA para
a cultura tratada com CHX, sendo esta amostra excluida das analises.

4.6.4.1 Sintese de cDNA

O cDNA foi sintetizado usando o kit High-Capacity cDNA Reverse Transcription (Thermo
Fisher; catalogo #4368814). Para isso, 0,25 ug de RNA total (1,25 pL de RNA a 200 ng/uL,
Quadro 4 em Apéndice C) foi misturado com 2 uL do tampéao 10x RT Buffer, 1 uL da enzima
transcriptase Reversa (MultiScribe ™ Reverse Transcriptase), 0,8 uL de 25X dNTP mix (100
mM), 2 yL de 10X RT Random Primers, 1 pL de inibidor deRNase (Rnase Inhibitor) e 11,95
ML de &gua de grau molecular para completar 20 pL (i.e., amostras RT+). Reac¢des contendo
todos os reagentes do kit exceto a enzima transcriptase reversa e RNA serviram de controles
negativos, determinando se havia contaminacdo com DNA (amostras RT-). As rea¢c0es foram
incubadas usando o termociclador CFX96 (BioRad Laboratories, Hercules, CA, Estados
Unidos), usando o protocolo determinado pelo fabricante, seguindo o ciclo: 10 min/25 °C,
120 min/37 °C, 5 min/85°C, «/4 °C. Em seguida, as amostras foram armazenadas em freezer
-20 °C até sua diluicdo (1:5 e 1:1.000) e uso para a quantificacdo da expressao génica. As

diluicbes de cDNA também foram armazenadas em freezer -20 °C.
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4.6.4.2 Quantificacdo da expressao génica via qPCR

Foi utilizado +RT cDNA diluido a 1:5 para detectar os genes de interesse, enquanto a
diluicdo 1:1.000 foi usada para o gene 16S rRNA, gene selecionado como normalizador de
expressao de genes especificos?*°. O cDNA foi amplificado com primers especificos (Quadro
10), seguindo protocolos determinados anteriormente®1232233238  Para isso, foi adicionado
0,5 uL de cDNA, a um volume determinado do primer especifico (10 uM) de acordo com a
sua concentracdo Otima para o gene selecionado, 12,5 pL de 2X SYBR PowerUp Green
Master Mix (Thermo Fisher; catalago #A25776) e volume em pL de agua de grau molecular,
completando 25 pL. Para cada gene foi incluida uma curva padréo baseada no produto de

PCR purificado do gene alvo?4:,

Quadro 10 - Primers utilizados para avaliar expressdo génica

Concentracéo TEmEie
GenBank Nome Sequencias dos primers 6tima dc(J; do produto Referéncia
Locus Tag | do gene (forward e reverse) . de PCR
primer (nM) (pb)
16 S ACCAGAAAGGGACGGCTAAC 200 122
rRNA | TAGCCTTTTACTCCAGACTTTCCTG Xiao et al.®
AAACAACCGAAGCTGATAC '
SMU_1004 gtiB CAATTTCTTTTACATTGGGAAG 250 90
GGACAAGAATCTGGTGTTGA
SMU_765 | noxi CAATATCAGTCTCTACCTTAGGC 250 o1 Klei 242
SMU_1528 oD GGCGACAAGTCTCAAAGAATTG 250 15 ein et al.
c atp AACCATCAGTTGACTCCATAGC
GTTGAACTTCGCGATGGAGAT 234
SMU_1247 eno GTCAAGTGCGATCATIGCTTTAT 250 150 Lopes et al.
GTCTATCTATGCTGCTATT Florez Salamanca &
SMU_575¢ | IrgA AAGGACATACATGAGAAC 300 109 Kleins3

Fonte: Elaboracao prépria.

Em seguida, a placa foi centrifugada (4000 rpm; 1 min; 4°C; centrifuga 5430R,
Eppendorf) e apos, as reacdes foram incubadas no termociclador CFX96, seguindo o
seguinte ciclo de amplificagédo: 2 min/ 50 °C; 2 min/95 °C; 39 vezes: 0:15 min/95 °C; 0:30 min/
58 °C e 1 min/72 °C; 0:15 min/95 °C; Melt Curve 60.0°C to 95.0°C: Increment 0.5°C 0:05. Ao
final, foi observada a curva padrdo baseada no produto de PCR, com R? o0 mais préximo de
1, eficiéncia de reacdo de 90 — 100% e inclinacdo de aproximadamente -3,3. Foi observado
gue para os genes gtfB e IrgA, a amplificacdo foi inadequada usando o SYBR Thermo e
entdo, a reacao foi realizada com o SYBR, Biorad e seu ciclo. Essa amplificacdo foi

adequada, conforme as diretrizes MIQE?°,
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4.7 Caracterizacdo Quimica das Fra¢des de C. sylvestris

As analises cromatogréficas utilizaram um UHPLC-DAD (Ultimate 3000 RS, Dionex)
equipado com degaseificador, bomba quaternaria, amostrador automatico, detector de matriz
de fotodiodos UV e forno, seguindo a metodologia de Bueno et al.??. Resumidamente, a
separacao foi realizada usando uma coluna analitica C18 (Phenomenex Kinetex 150 x 2,1
mm, 2,6 um, 100 A) protegida por uma pré-coluna compativel. As condi¢cbes cromatogréaficas
foram: vazao de 400 uL/min, temperatura da coluna de 35 °C e volume de inje¢ao de 2 L.
A fase mével consistiu de agua (A) e acetonitrila (B) usando o seguinte gradiente linear de
eluicdo: 10-25% B de 0 a 15 min, 25-90% B em 35 min, mantendo 90% B até 40 min e
retornando as condigfes iniciais, 10% B durante 2 min, e mantendo por mais 3 min para
recondicionamento da coluna. Dados espectrais de absorcdo foram coletados em 45 min de
200 a 800 nm.

4.8 Anédlise Estatistica

Os dados obtidos para cada etapa foram submetidos a analise estatistica descritiva
(organizados em banco de dados - Excel) e para obter melhor precisdo na estimativa do
efeito dos tratamentos, foi realizado o calculo do intervalo de confianca (IC95%) da estimativa
para comparacdo dos tratamentos versus o veiculo diluente. Para tanto, os dados foram
analisados pelo software estatistico Prism 8 (GraphPad Software).

Assim, através da construcdo do intervalo de confianca (IC95%): 1) Os dados para
atividade antimicrobiana (cultura planctonica) e antibiofilme foram analisados comparando
0s grupos avaliados com o controle veiculo (variavel independente) como contagem de
UFC/mL (variavel dependente) para comparacao da eficacia dos tratamentos testados com
o controle veiculo; Il) Os dados da caracterizacdo dos biofilmes apos breve exposicéao
incluiram as variaveis resposta: biomassa (mg), proteinas (ug), populagdo (UFC/biofilme),
componentes da matriz extracelular [ASP (ug), WSP (ug), proteinas (ng) e eDNA (ng)], 1)
os dados para curva de inibicdo de crescimento foram analisados comparando 0s grupos
avaliados com o controle veiculo (variavel independente) longitudinalmente como contagem
de UFC/mL (variavel dependente) e IV) Os dados de expressdo génica (mudanca de

magnitude) foram analisados comparando os grupos avaliados com o controle veiculo.
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5 RESULTADO
Os resultados obtidos neste trabalho estdo descritos detalhadamente a seguir.
5.1 Atividade Antimicrobiana (Cultura Plancténica) dos Extratos Brutos

Os dados de UFC/mL obtidos nos ensaios de atividade antimicrobiana foram
convertidos para logio para verificar a reducédo em log. A medida foi considerada efetiva
guando a contagem de UFC/mL foi reduzida em 3 logs (vs. veiculo ou controle diluente)?43.244,
Os extratos causaram reducBes médias de 0,5 logs vs. o controle veiculo (Figura 13),
portanto, nenhum inibiu >3 logs das contagens de células viaveis. Assim, efeito observado
ndo é biologicamente significativo®*®. Esses dados sdo diferentes daqueles obtidos
anteriormente?®, quando ocorreu reducdo adequada. Isso demostra a necessidade da

testagem de todos os lotes de extratos.

Figura 13 - Atividade antimicrobiana dos extratos de C. sylvestris contra S. mutans
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Dados de logi1o0UFC de células planctonicas tratadas pelos extratos brutos. O dado central é a média
e as barras de erro o intervalo de confianca (IC95%). O pontilhado em azul usa dos dados de veiculo
como referéncia para comparacéao da eficacia dos tratamentos testados. O controle de crescimento
(sem tratamento) é representado como Sm para S. mutans e V para o controle veiculo (sendo a
concentragao em cada pogo 1,75% EtOH e 0,31% DMSO). O asterisco indica 0s extratos brutos com
0 pH ajustado para o valor préximo ao do veiculo. Os experimentos foram realizados em triplicata em
duas ocasides distintas (n=2).

Fonte: Elaboracéo prépria.
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5.2 Atividade Antibiofilme (Modelo de Longa Exposic¢ao - 24h)

Os dados de UFC/mL obtidos nos ensaios antibiofilme foram convertidos para logio
para verificar a reducdo em log. A medida foi considerada efetiva quando a contagem de
UFC/mL foi reduzida em 3 logs (vs. veiculo ou controle diluente) para biofilmes de 24h e
48h243.244 Em biofilmes iniciais (24h), nenhum extrato inibiu >3 logs das contagens de células
viaveis (Figura 14 A). Portanto, para estas amostras, ndo se considera uma atividade
biologica promissora. Para as fracGes avaliadas em biofilmes iniciais (incubacao dos agentes
com as células desde o inicio da formacéo dos biofilmes até a analise apés 24h), nenhuma
fracdo Hex reduziu a populacdo dos biofilmes tratados, este dado corrobora com nossos
achados anteriores®® (Quadros 1 e 2 em Apéndice D). Todas as fracdes obtidas através da
metodologia 1 reduziram a contagem da populagéo viavel de S. mutans. Contudo, reducdes
consideraveis foram obtidas para as frac6es AcOEt e EtOH de BRA/DF, que reduziram em
meédia, respectivamente, 8 e 6 logs das contagens de células viaveis (vs. veiculo; Figura 14
B). Para as fragcBes obtidas pela metodologia 2, AcOEt_BRA/DF reduziu em média 8 logs da
contagem de células viaveis (vs.veiculo; Figura 14 C). Outra tentativa de caracterizacdo da
fracao ativa foi feita através do fracionamento de extratos de folhas (F) e galhos (G) de C.
sylvestris coletados em Presidente Venceslau (PRE) pela EFS-C18. As fra¢cdes Agua/EtOH
60:40 (F4.2b) e Agua/EtOH 40:60 (G3.3a), ambas a 500 pg/mL, reduziram em média,
respectivamente, 6 e 8 logs da contagem de células viaveis dos biofilmes (vs. veiculo; Figura
14 D).
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Figura 14 - Atividade de extratos brutos e fracdes de C. sylvestris contra a formacéo biofilmes de 24h
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Os graficos mostram em A. logioUFC dos biofilmes tratados pelos extratos brutos; B. logioUFC dos
biofilmes tratados por fragdes secas em concentrador de amostra; C. log10UFC dos biofilmes tratados por
fracbes secas na capela de exaustdo; D. logioUFC dos biofilmes tratados pelas fracdes EFS-C18 de
PRE/SP. O dado central € a média e as barras de erro o intervalo de confianga (IC95%). O pontilhado em
azul usa dos dados de veiculo como referéncia para comparacao da eficacia dos tratamentos testados. O
controle de crescimento (sem tratamento) é representado como Sm para S. mutans e V para o controle
veiculo (sendo a concentracdo em cada po¢o 1,75% EtOH e 0,31% DMSO para os extratos brutos,
enguanto para as fracdes AcOEt, EtOH e Hex foi 5,26% EtOH e 0,94% DMSO e para as fracoes EFS-C18,
2,63% EtOH). O asterisco indica os extratos brutos com o pH ajustado para o valor préximo ao do veiculo.
Os experimentos foram realizados em triplicata em duas ocasides distintas (n=2).

Fonte: Elaboracéo prépria.

Em relacdo aos biofilmes pré-formados, entre as moléculas isoladas avaliadas neste

modelo, apenas CsF (125 pg/mL) reduziu a contagem de células viaveis dos biofilmes pré-
formados vs. veiculo (reduziu 5 logs; Figura 15). No entanto, para este modelo de biofilme,

as fracdes AcOEt e EtOH (500 pg/mL) de Brasilia/DF, ndo reduziram a viabilidade celular.
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Figura 15 - Atividade de fracBes e moléculas de C. sylvestris contra a formacéao biofilmes de 48h
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Log10UFC dos biofilmes tratados por fragcées, flavonoide e casearinas. O dado central € a média e as
barras de erro o intervalo de confianga (IC95%). O pontilhado em azul usa dos dados de veiculo
como referéncia para comparacéo da eficacia dos tratamentos testados. O controle de crescimento
(sem tratamento) é representado como Sm para S. mutans e V para o controle veiculo (sendo a
concentracdo em cada pogo 5,26% EtOH e 0,94% DMSO). Os experimentos foram realizados em
triplicata em duas ocasides distintas (n=2).

Fonte: Elaboracao prépria.

5.3 Efeito de Tratamentos Tépicos em Biofilmes Cultivados em Discos de sHA
(Exposicéo Breve)
Os dados obtidos para de tratamentos topicos em biofilmes cultivados em discos de sHA
(populacao viavel, biomassa, componentes da matriz extracelular e organizacao estrutural)

sdo detalhados a seguir.

5.3.1 pH do meio de cultura

Os dados de pH estdo representados pela Figura 16. Os valores refletem a
acidogenicidade (medida da concentracdo de ions de hidrogénio livres no meio). Entretanto,
ndo mostram se ocorreu concentracao de acido em algum local especifico dentro do biofilme
ou na interface biofilme e o substrato (disco de HA). Os valores médios de pH para as idades
de 43, 51 e 67h sdo mais acidos quando comparados com 19h e estao abaixo de 5,5; valor
de pH considerado critico para a desmineralizagdo do esmalte dentério. No entanto, de forma
geral, observa-se uma similaridade nos valores de pH, entre 0os grupos avaliados, ao longo

do tempo, embora as solu¢des com fluoreto apresentem valores mais elevados.
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Figura 16 - pH dos meios de cultura dos biofilmes em fases distintas de desenvolvimento
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Dados de pH do meio de cultura do biofilme em desenvolvimento, em 19, 27, 43, 51 e 67h, para cada
tratamento e controles avaliados. O dado central é a média e as barras de erro o intervalo de confianga
(IC95%). O controle veiculo é representado como V (sendo a concentra¢édo 10,52% EtOH para as fracdes
EFS-C18; 21,04% EtOH e 3,75% DMSO para as fragdes AcOEt_BRA/DF e 10,52% EtOH e 1,87% DMSO
para CsF). Os experimentos para solu¢des EFS-C18, AcOEt_BRA/DF e CsF 125 pg/mL foram realizados
em duplicata em uma ocasido experimental (n=1) e em duplicata em duas ocasifes distintas (n=2) para
CsF 250 pg/mL.

Fonte: Elaboragéo prépria.

5.3.2 Populagéo microbiana, peso seco do biofilme (peso seco insoluvel) e proteinas
do biofilme (porcéo insoluvel)

Todos os grupos foram comparados com o controle veiculo. A exposi¢ao topica (1,5
min para fracdes EFS-C18 e 10 min para AcOEt_BRA/DF e CsF) apresentou efeito apenas
na populacdo bacteriana, com aumento da mesma para Agua/EtOH 40:60 (G3.3a) 1000
pg/mL+ NaF250 ppm, Agua/EtOH 40:60 (G3.3a) 500 pug/mL+ Agua/EtOH 60:40 (F4.2b) 500
pg/mL+ NaF250ppm (Figura 17 A) e nas menores concentracfes testadas para a fracéo
AcOEt_BRA/DF 250 pug/mL e CsF 125 pg/mL combinadas com NaF (Figura 17 B); isso
também ocorreu para o controle NaF vs. o veiculo (Figura 17 A e 17 B). Nao ocorreu efeito
pronunciado no peso seco insoluvel (Figuras 17 C e 17 D) e proteinas da porcéo insoluvel
(Figura 17 E).
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Figura 17 - Caracterizacao de biofilmes apds tratamentos topicos
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Os graficos mostram em A. Populagdo microbiana (logiocUFC/biofilme) das fracbes EFS-C18; B.
Populacéo microbiana (logicUFC/biofilme) das fracbes BRA/DF_AcOEt e CsF; C. Peso seco (mg) das
fracdes EFS-C18; D. Peso seco (mg) das fracoes BRA/DF_AcOEt e CsF e E. Proteinas insoltveis dos
biofilmes formados pés-tratamento com 0s agentes e controles selecionados. O dado central € a média
e as barras de erro o intervalo de confianga (1C95%). O pontilhado em azul usa dos dados de veiculo
como referéncia para comparacdo da eficacia dos tratamentos testados. O controle veiculo é
representado como V (sendo a concentragdo 10,52% EtOH para as fracbes EFS-C18; 21,04% EtOH
e 3,75% DMSO para as fragbes AcOEt_BRA/DF e 10,52% EtOH e 1,87% DMSO para CsF). Os
experimentos para solugbes EFS-C18, AcOEt_ BRA/DF e CsF 125 pg/mL foram realizados em
duplicata em uma ocasido experimental (n=1) e em duplicata em duas ocasides distintas (n=2) para
CsF 250 pg/mL.

Fonte: Elaboragéo prépria.
5.3.3 Componentes da matriz extracelular dos biofilmes

A guantidade de exopolissacarideos insoliveis (ASP — recuperados na porgao
insoluvel da matriz dos biofilmes) e soluveis (WSP — recuperados na porc¢ao soluvel da matriz
dos biofilmes), eDNA e proteinas da porcao soluvel do biofiime estdo representados na

Figura 18. Nao ocorreu efeito pronunciado para estes componentes da matriz
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extracelular. Os dados indicam que o efeito antibiofilme encontrado no modelo em fundo de
placa pode ter sido principalmente pela exposi¢céo prolongada (24h de exposi¢ao durante a
formacdo inicial do biofilme ou apos a formacéo inicial) e tal efeito pode ser majoritariamente
devido a acéo antibacteriana (morte celular — vide dados do item 5.4 Curva de inibicdo do
crescimento de CsF e AcCOEt_BRA/DF).

Figura 18 - Componentes da matriz extracelular dos biofilmes
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Os graficos mostram a quantificacao de A. ASP (ug); B. WSP (ug); C. eDNA (ng) e D. proteinas da
porcao soltvel dos biofilmes formados pés-tratamento com os agentes e controles selecionados. O
dado central € a média e as barras de erro o intervalo de confianca (IC95%). O pontilhado em azul
usa dos dados de veiculo como referéncia para comparacgéo da eficicia dos tratamentos testados. O
controle veiculo é representado como V (sendo a concentragéo 21,04% EtOH e 3,75% DMSO para
as fracbes AcOEt BRA/DF e 10,52% EtOH e 1,87% DMSO para CsF). Os experimentos para
AcOEt_BRA/DF e CsF 125 pg/mL foram realizados em duplicata em uma ocasido experimental (n=1)
e para CsF 250 ug/mL foram realizados em duplicata em duas ocasides distintas (n=2).

Fonte: Elaboracao propria.
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5.3.4 Estrutura tridimensional de biofilmes usando microscopia confocal

Imagens representativas da estrutura tridimensional (3D) de biofilmes sdo mostradas
na Figura 19. Os biofilmes tratados com o veiculo apresentaram aglomeracdes de grandes
microcolbnias bem definidas protegidas pelo EPS na matriz extracelular. Os demais
tratamentos (isolados ou em combinacédo entre sim e/ou com NaF) apresentaram arquitetura
semelhante, com microcolénias grandes espalhadas na superficie do disco. Por fim, os
biofilmes tratados com fldor (NaF) apresentaram aglomeracbes de microcolonias
semelhantes aos biofilmes tratados com veiculo. Portanto, os tratamentos néo interferiram

na organizacao tridimensional associada a viruléncia do biofilme.

Figura 19 - Estrutura 3D do biofilme de S. mutans

Imagens confocal representativas de biofilmes de 67h sdo exibidas nesta imagem. A cor vermelha
representa os exopolissacarideos produzidos por S. mutans (Alexa Fluor 647) e a cor verde as células
de S. mutans (SYTO 9). A imagem maior em cada conjunto representa as imagens sobrepostas dos
canais vermelho e verde menor (barras de escala de 50 ym), que sdo mostradas separadamente em
tamanho menor. 1. Agua/EtOH 40:60 (G3.3a) — 1000 pg/mL; 2. Agua/EtOH 40:60 (G3.3a) — 1000
ug/mL + NaF 250 ppm; 3. Agua/EtOH 60:40 (F4.2b) — 500 pg/mL + Agua/EtOH 40:60 (G3.3a) — 500
pg/mL; 4. Agua/EtOH 60:40 (F4.2b) — 500 pg/mL + Agua/EtOH 40:60 (G3.3a) — 500 ug/mL + NaF
250ppm; 5. NaF 250ppm; 6. Veiculo (10,52% EtOH).

Fonte: Elaboracé&o prépria.
5.4 Curva de Inibicdo do Crescimento de CsF e AcOEt_BRA/DF
Os dados obtidos para a realizacdo da curva de inibicdo do crescimento em cultura

planctonica estdo representados na Figura 20. O efeito de AcOEt 250 pg/mL é mais

pronunciado (eficaz em matar S. mutans), com morte bacteriana significativa apés 1h de



83

exposicao (média de 2 logs vs. o veiculo), com eliminacdo completa da bactéria em 4h até
24h de exposicao. Esse efeito de AcOEt 250 ug/mL pode ser devido a sua composicdo (que
sera confirmada através da caracterizacdo quimica; analise em andamento) ou até mesmo
a concentracdo usada. E importante ressaltar que AcOEt 250 pg/mL resultou em 1 log a
menos da populacéo bacteriana vs. o veiculo em biofilme de 48h (biofilme pré-formado) e
eliminagcdo completa da bactéria em biofilme inicial de 24h. Entretanto, ocorreu morte
gradativa a partir de 1 hora para CsF 125 ug/mL e em 4h a reducdo média em relacéo ao
controle veiculo é de 1,71 logs. A recuperacdo média de colbnias (células) sobreviventes
para CsF ficou constante de 4 a 24h, sendo a diferenca média em 24h de 3,5 logs em relacéo
ao controle. Esses dados mostram que o efeito de CsF é bacteriostatico enquanto o de
AcOEt é bacteriocida. Desta forma, ambos CsF e AcOEt precisam estar em contato com as
células de S. mutans por um tempo muito maior do que aquele utilizado nas aplicacdes
topicas (experimentalmente neste estudo e recomendado para formulacées para controle

quimico de biofilmes orais).

Figura 20 - Curva de inibicdo do crescimento em cultura planctonica de S. mutans
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Os dados centrais para cada tempo, de cada tratamento avaliado, sdo as médias e as barras de erro
o intervalo de confianca (IC95%). A concentracdo do controle de veiculo em cada poco foi 5,25%
EtOH e 0,94% DMSO. Os experimentos foram realizados em duplicata em duas ocasifes distintas
(n=2).

Fonte: Elaboracéo prépria.
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5.4.1 Estrutura tridimensional de culturas plancténicas via MEV

A analise MEV mostrou que tanto AcOEt quanto CsF promoveram de ruptura das
células planctbnicas de S. mutans (Figuras 21 A a 21 D). Nas imagens observa-se presenca
de material amorfo que é oriundo das células rompidas, sendo remanescentes da parece
celular e contetdo intracelular extravasado (setas). A topografia da superficie de culturas
tratadas por controle veiculo (Figura 21 F) mostra que este tratamento ndo tem efeito sobre

a morfologia celular de S. mutans.

Figura 21 - Imagens de MEV mostrando as células de S. mutans apds tratamentos

Imagens representativas de MEV de células plancténicas de S. mutans apos em diferentes
tempos de exposicao aos tratamentos CsF e AcOEt. (a) CsF 125 pg/mL por 4h; (b) CsF
125 pg/mL por 24h; (c) AcOEt_BRA/DF 250 pg/mL por 2 h; (d) AcOEt_BRA/DF 250 pg/mL
por 4h; (e) AcOEt_BRA/DF 250 pg/mL por 24h; (d) Controle veiculo (5,25% EtOH e
0,9375%) DMSO por 24h. Os experimentos foram realizados em duplicata em duas
ocasibes distintas (n=4). As barras de escala sdo de 1 um.

Fonte: Elaboracao prépria
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5.4.2 Expresséo génica

O efeito de sete tratamentos selecionados na expressao do gene de S. mutans esta
representado na Figura 22 (comparados com o controle veiculo). Os dados foram obtidos
em 1 ocasiao experimental, e quantificacao de expresséo por gqPCR em triplicata. Os genes
nao foram normalizados por 16S rRNA porque houve uma diferenca na expressao entre 0s
tratamentos miricetina (J10595) e NaF vs. veiculo. Observou-se que para o gene
normalizador 16S rRNA, houve uma maior expressdo pos-tratamento com miricetina
(J10595) e NaF. Para o gene nox1, a expressao génica foi infraregulada por C135 e induzida
por AcOEt e miricetina (J10595). Para eno, ha significativa reducdo da expressao para
AcOEt, tt-farnesol (Far) e NaF, em contraste com o observado para miricetina (J10595), que
aumentou a expressao desse gene. A exposicao aos tratamentos C135, miricetina (J10595)
e NaF promoveu aumento da expressao génica de atpD, enquanto a exposicdo ao tt-farnesol,
infraregulou a expresséao de atpD.

O gene gtfB, que codifica exoenzima que sintetiza exopolissacarideos insollveis,
apresentou maior expressao em culturas tratadas por C135, tt-farnesol, CsF, miricetina
(J10595) e NaF. Em contraste, parece que AcOEt reduz a expressao deste gene (a analise
da composicdo quimica ajudara na explicacdo deste achado). Quanto ao IrgA, ha maior
expressdo génica pos-tratamento com C135, composto 1771 e miricetina (J10595). Isso
demostra que o produto deste gene, LrgA que é responsavel por coordenar a remodelagem
da membrana citoplasmatica (processo que ligera eDNA) pode ser afetado diretamente ou

indiretamente porque os agentes interferiram com a fluidez da membrana.
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O dado central é a média e as barras de erro o intervalo de confianga (IC95%). O pontilhado em azul usa dos dados de veiculo como referéncia para comparagao
da eficacia dos tratamentos testados. O controle Veiculo esté representado por V (concentracdo do 5,26% EtOH e 0,94% DMSO). Os experimentos realizados
em 1 ocasiao experimental e a quantificacdo de expressdo por gPCR em triplicata. Veja o gréfico da expresséo de gtfB - 6 h para 1771 vs. V na Figura 1 do

Apéndice E.

Fonte: Elaboracao prépria.
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5.5 Perfil Quimico das Fracdes de C. sylvestris

Para as amostras de fracdes de C. sylvestris obtidas pelas metodologias 1 e 2,
o perfil quimico apresentou bandas que ndo puderam ser relacionadas aos principais
metabdlitos secundarios ja descritos para esta espécie, ou seja, flavondides e
diterpenos clerodanicos, com excec¢éao de fracdo AcOEt obtida do extrato de folhas de
C. sylvestris coletadas em Brasilia-DF (BRA/DF). Esta fracdo é claramente
enriquecida por um constituinte cujo espectro UV € caracteristico das casearinas, com
Amax em 241 nm (Figura 23 A). A relacao dos diterpenos clerodanicos com a atividade
antibiofilme foi confirmada pelos dados apresentados na Figura 15 para CsF, onde
sao confrontadas as atividades da fracdo AcOEt BRA/DF e casearinas (X, F, J e O;
Figura 23 B) e padrdes de flavonoides glicosilados (narcissina, rutina e quercetina;
Figura 23 C). Para a fracdo AcOEt BRA/DF, o pico principal foi identificado via
cromatografia que indica uma casearina. No entanto, este pico difere neste momento
dos picos das outras casearinas utilizadas neste estudo (F, X e J). Portanto,
colocariamos a hipétese de que em AcOEt BRA/DF haja a presenca de uma
casearina ainda nao identificada. Assim, futuramente serd realizado a identificacédo
desta molécula. Para as fracdes EFS-C18 de Presidente Venceslau (PRE/SP), seus
perfis cromatograficos indicam que sao fracdes ricas em diterpenos clerodéanicos e
possivelmente taninos (Figura 23 D).
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Figura 23 - O perfil guimico das fracGes de C. sylvestris
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Fonte: Elaboracao prépria.
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DISCUSSAO

C. sylvestris possui composi¢do fitoquimica marcada pela presenca de
diterpenos do tipo clerodano e flavonoides glicosilados. Estudos de prospecc¢éo desta
planta mostraram atividade contra biofilmes cariogénicos. Portanto, é de interesse da
comunidade que suas propriedades biolégicas sejam exploradas??2322°, Nossos
resultados indicam que a fracdo AcOEt de BRA/DF (var. lingua e bioma Cerrado) e a
molécula CsF de C. sylvestris sdo eficazes contra diferentes configuracdes de biofilme
em fundo de placa (iniciais e pré-formados), no entanto, a aplicacéo topica ndo exerce
qualquer atividade sobre os componentes do biofilme de S. mutans formado sobre
discos sHA (populacdo viavel, biomassa, componentes da matriz extracelular e
organizacdo estrutural). A inclusdo dessas duas variaveis (bioma e variedade) € vital,
pois influenciam na variabilidade da composicao quimica dos metabdlitos secundarios
e modula a resposta biolégica®?, como demonstrado aqui. Esses achados indicam que
o efeito antibiofilme encontrado nos modelos de fundo de placa de poliestireno pode
ter sido principalmente devido a exposicao prolongada (24h) durante ou apés a
formacdo do biofiime. Além disso, a atividade desses tratamentos deveu-se
principalmente a acdo antibacteriana, verificada no ensaio de inibicdo do crescimento
em cultura planctoénica.

Através de um modelo de triagem rapida de compostos ativos de origem de
plantas?°®, avaliamos a atividade antimicrobiana e antibiofilme (biofilmes iniciais e pré-
formados) de extratos brutos, fracbes e moléculas isoladas de C. sylvetris apés
exposicao longa de 24h aos tratamentos. Este modelo de triagem permite avaliar um
maior numero de amostras em um Unico experimento além de permitir a identificacao
de novos extratos/fragcbes/moléculas com potenciais efeitos inibitérios, ainda, este
método permite o controle das etapas de tratamento de forma consistente?®>. Em
contraste com nosso estudo anterior, aqui nenhum extrato bruto de C. sylvestris
apresentou atividade contra os modelos de exposicéo longa (24h), o que demonstra
gue a composi¢cao quimica de metabolitos secundarios esta intimamente relacionada
a localizacdo geogréfica, efeitos sazonais e diversidade biolégica e influencia
drasticamente a atividade bioldégica das amostras?3139,

Neste modelo de exposicao prolongada, as fragbes AcOEt_BRA/DF e EFS-C18
de PRE/SP (Agua/EtOH 60:40 - F4.2b e Agua/EtOH 40:60 - G3.3a) reduziram a

populacao dos biofilmes iniciais tratados. Ainda, entre as moléculas isoladas, apenas
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CsF demonstrou atividade contra biofilmes pré-formados. CsF é um diterpeno
clerodanico, de féormula molecular C2sH400s, que foi anteriormente isolado do extrato
etandlico da folha de C. sylvestris??. A estrutura quimica de CsF parece ser relevante
para sua atividade bioldgica contra S. mutans. A presenca de OAc nos terminais R2 e
R3 de CsF parece influenciar na sua atividade pois, a troca por OBu (Casearina X -
C32H4609) e OMe (Casearina J - C31H4409) em R1 e por OBu em R2 (Casearinas X e
J) parece inibir significativamente a atividade das casearinas. Em contrapartida, estes
tratamentos ao serem testados quanto ao efeito topico (exposi¢cao breve) em biofilmes
de S. mutans, ndo produziram efeito nos componentes dos biofilmes. Desta forma,
para que tais agentes exercam seu efeito seria necessario preparar solugdes capazes
de reterem eles na cavidade oral pelo tempo necessario para sua atuacdo. Portanto,
futuramente estes tratamentos podem ser utilizados para carreamento em sistemas
de liberacao de farmacos (adequados para a cavidade oral) para prolongar o tempo
de exposicdo a uma concentracdo adequada?0t204,

Além da necessidade de um prolongado tempo de exposicdo para potencial
atividade, algumas substancias/moléculas com atividade antimicrobiana podem né&o
ser um agente antibiofilme, bem como embora algumas substancias/moléculas com
atividade antibiofilme pode nédo ser de fato um antimicrobiano per se??. Isto foi foi
observado para AcOEt BRA/DF e CsF, pois embora a exposicdo breve a estes
tratamentos ndo tenha atividade, quando avaliados através da curva de inibicdo do
crescimento de S. mutans, CsF interferiu na viabilidade de S. mutans apds 1h de
contato e a recuperacao média de células sobreviventes foi constante até as 24 horas
de ensaio, 0 que demonstra efeito bacteriostatico. Entretanto, o perfil de sobrevivéncia
bacteriano obtido para AcOEt_BRA/DF mostrou morte celular apés 1h de exposicéo,
com efeito bactericida. Seria esperado que a molécula isolada fosse mais eficaz em
erradicar o microrganismo do que a fracdo. No entanto, moléculas isoladas
frequentemente ndo sao tdo eficazes quanto as fracdes ativas porque a atividade
biolégica do produto natural inteiro é resultado da atividade de interagdes sinérgicas
ou aditivas de diferentes compostos na mistura e ndo de uma Unica molécula ativas®.
A andlise de MEV demonstra que esses tratamentos causam ruptura das células
planctbnicas de S. mutans e isso nos conduziu a hipotetizar que o mecanismo
antimicrobiano esteja relacionado principalmente ao dano irreversivel da membrana

citoplasmatica microbiana.
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Para compreender os possiveis mecanismos de acdo relacionados com a
atividade biologica de CsF e AcOEt_BRA/DF, células planctbnicas de S. mutans foram
também tratadas com diferentes agentes com alvos reconhecidos (composto 1771,
miricetina, tt-farnesol, C135 e NaF) e ap0s, avaliados quanto a expressédo de genes
de viruléncia. A exposicao a miricetina (J10595) induziu a expressao génica de eno e
atpD. Para suportar a acidificacdo do ambiente &acido que produz, S. mutans
desenvolveu respostas adaptativas de tolerancia acida através da inducdo de
multiplas vias celulares®?, sendo que uma das principais defesas contra desafios
ambientais, como o choque acido, é a prépria membrana bacteriana®. O gene atpD
codifica uma subunidade funcional do sistema FoF1-ATPase que é ligado a membrana
e importante para a sobrevivéncia de S. mutans mediante ao estresse. Portanto, a
inducdo da expressdo de atpD demonstra que as células reagiram a acidificacao
intracelular (citoplasmatica) ocasionada pela maior atividade glicolitica (representada
pela maior expressado de eno), e isso induziu a expressao de atpD73:8586,

O gene gtfB codifica enzimas GtfB metaboliza a sacarose em glucanos
insoliveis em agua’®, e aqui, observamos que CsF, tt-farnesol e miricetina (J10595)
induziram a expressdo desse gene. Este resultado foi inesperado porque o meio
continha glicose e o substrato da enzima GtfB € sacarose, 0 que demonstra que o
microrganismo estava expressando um gene crucial para sua sobrevivéncia em
biofilme cariogénico. Pode ser que 0s agentes promovam estresse as ceélulas
bacterianas em sua forma livre (planctdnica) e como resposta a esta condi¢do, 0
microrganismo responde com aumento da expressdo génica de gtfB. Para que isso
ocorra, € comum um aumento concomitante da expressdo de atpD, como observado
para miricetinal’®18, No entanto, miricetina (J10595) é um inibidor eficaz da
expressdo de gtfB em solugcédo, enquanto o tt-farnesol tem como alvo a membrana
citoplasmatica, diminuindo a tolerancia acida de S. mutans e interferindo com a
atividade da enzima GtfB183197, Assim, parece que as células em biofilme e as células
em sua forma livre respondem de forma diferente pelos agentes e por isso, o perfil de
expressao de gtfB do nosso estudo difere dos anteriores, em que os agentes foram
testados em biofilmes através de breve exposicéo!79180.183.197.198 Qutra possibilidade
€ que a inducao da expressao génica pelos agentes seja resultado da perturbacao da
atividade de genes reguladores de componentes de quorum sensing’®:18°,

Para IrgA, houve aumento da expressao génica pos-tratamento com C135,

composto 1771 e miricetina (J10595). Este gene é programado para se ativar
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brevemente no final do crescimento exponencial (fase mid-log) de S. mutans, a
medida que ocorre esgotamento de glicose e de oxigénio e que ha disponibilidade de
piruvato extracelular®. A inducéo da expressao de IrgA e alteracdes na expressao de
genes ligados a alteracbes na membrana (por exemplo, inducdo da expresséo
de atpD para C135) demonstra que esses agentes comprometem a aptiddo de S.
mutans, pois, LrgA (produto de IrgA) € uma proteina associada a membrana e controla
a autdlise e a morte celular, modulando a permeabilidade da parede celular
bacteriana®®°, As alteracdes nos perfis de acidos graxos afetam a funcdo da F-
ATPase e a permeabilidade geral da membrana, alterando a capacidade de S.
mutans de manter o ApH intracelular, prejudicando muito a tolerancia ao acido, isto
induz a expresséo de atpD, como observado para C135 e miricetina (J10595).

Alteracdes da expressao génica de nox1 altera a composicao de acidos graxos
da membrana microbiana e interfere na atividade do seu produto (Nox)%°:93%4 Essa
enzima metaboliza o oxigénio utilizado por S. mutans e eleva sua atividade quando as
células séo expostas a condigdes de estresse oxidativo e baixo pH®%92, Isso demonstra
gue o produto Nox pode ser afetado direta ou indiretamente por C135, AcOEt BRA/DF
e miricetina (J10595) através de alteracBes da fisiologia da membrana. Além disso,
AcOEt BRA/DF, tt-farnesol e NaF parecem influenciar a acidez citoplasmatica e
prejudicar a funcdo normal das enzimas envolvidas na glicélise (enolase) e producéo
de EPS (GtfB), porque estes agentes infraregularam a expresséo de eno. Altera¢des
na expressado desse gene promove um potencial efeito letal sobre S. mutans®, como
observado pelos danos estruturais causados por AcCOEt BRA/DF (dados observados
via MEV). A infraregulacdo de eno para tt-farnesol e NaF ja era esperado, uma vez
que tt-farnesol reduz a atividade glicolitica de S. mutans!®184 e é bem estabelecido
que eno é alvo de fluoreto’®.

O gene atpD foi infraregulado poés-tratamento com tt-farnesol e parece ocorrer
reducdo para AcOEt, embora a magnitude ndo seja relevante neste tempo de
exposicdo. Isto reforca que os tratamentos acidificam a citoplasmatica, que por sua
vez, prejudica a fungdo normal das enzimas envolvidas na glicélise (enolase), como
ja demonstrado para tt-farnesol'®3184, |sto explicaria o efeito bactericida de AcOEt e
também os danos estruturais, principalmente na parede celular de S. mutans,
observados através das imagens de MEV. A analise da composi¢cdo quimica do
AcOEt_BRA/DF (em andamento) ajudara a identificar qual casearina esta envolvida

na atividade biolégica desta fracéo.
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CsF é um diterpeno clerodanico e as fracdes AcOEt sdo ricas fontes deste
metabolito secundario (especificamente casearinas)?3. Portanto, propomos que 0s
resultados biolégicos deste estudo estejam intimamente relacionados com esta classe
de metabdlitos secundarios. A analise da estrutura quimica de diferentes diterpenos e
a correlacdo entre suas estruturas e sua capacidade de inibir o crescimento de S.
mutans, demonstra que algumas caracteristicas estruturais sdo essenciais para a
atividade antimicrobiana dos diterpenos?*’.

A atividade antimicrobiana dos diterpenos ocorre pela sua capacidade de
promover lise bacteriana e ruptura da membrana citoplasmatica. Esta atividade ocorre
por meio das caracteristicas estruturais dos diterpenos; estes compostos possuem
uma estrutura lipofilica, capaz de insercdo na membrana celular e um fragmento
hidrofilico com um grupo doador de ligacdo de hidrogénio, que interage com grupos
fosforilados da membrana3°. Nossa hipétese é que o efeito biolégico obtido para CsF
e AcOEt_BRA/DF esta associado a capacidade bacteriostatica e/ou bactericida devido
as alteracbes na membrana de S. mutans. Além disso, as interacdes agente-
membrana possivelmente ocorrem durante a divisdo celular ou remodelacdo da
parede celular, pois estes eventos facilitam a entrada e/ou interagédo do composto com
a membrana citoplasmatica (Figura 24). O motivo da AcOEt_BRA/DF ser um agente
bactericida, ao contrario da CsF, que possui atividade bacteriostatica, parece estar
relacionado a presenca de uma nova casearina ainda nao identificada na literatura.

Portanto, estamos trabalhando em analises adicionais para identificar esse metabdlito.

Figura 24 - Modelo proposto do efeito de CsF com a membrana citoplasmatica de S. mutans
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obtida do PubChem?*8.
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A capacidade de interromper efetivamente as vias especificas e essenciais
para o estilo de vida do biofime de patdgenos bacterianos, tudo sem afetar a
viabilidade da flora normal, € uma abordagem atraente para a prevenc¢ao e/ou reducéo
de doencas relacionadas ao biofilme, especialmente aquelas que ocorrem em
ambientes complexos microambientes, como a boca humana'3®. Considerando os
achados deste estudo, CsF e AcOEt BRA/DF trazem novas e significativas
perspectivas para o desenvolvimento de agentes seletivos antibiofilme/antimicrobiano
para aplicacdes na prevencao de carie dentaria. Embora os detalhes de citotoxicidade
destes agentes ndo tenham sido investigados aqui, nosso estudo anterior demonstrou
toxicidade baixa/moderada para concentracfes maiores de extratos brutos de C.
sylvestris em modelos de exposicdo prolongada. Futuramente, esses tratamentos
serdo avaliados quanto sua atividade citotdéxica através de modelos de cultura
tridimensionais. Além disso, é necesséario verificar a seletividade de atividade
antimicrobiana contra microrganismos comensais e constituintes de biofilmes
associados com a saude.

A compreensao de resultados in vitro requer ponderagao para ndo superestimar
dados biol6gicos. Para selecionar agentes com potencial atividade antimicrobiana
e/ou antibiofilme, empregamos o modelo de triagem rapida utilizando placas de
poliestireno. No entanto, ressalta-se que nao refletem o complexo microbiano,
ecoldgico e nem as influéncias ambientais encontradas na cavidade oral?313°. Assim,
para validar as propriedades encontradas em nossas condicbes de estudo,
futuramente serdo realizados ensaios in vitro para carreamento em sistemas de
liberacdo de farmacos para prolongar o tempo de exposicdo a uma concentracao
adequada. Ainda, assumindo uma capacidade comum de interagir com a membrana
celular de S. mutans, propomos como futuras investigacdes a simulacdo da insercéo
destes agentes em um modelo de membrana fosfolipidica, na tentativa de validar
nossas conclusbes sobre as relacbes estrutura-atividade dessa classe de
compostos®. Portanto, dentro das limitacdes deste estudo in vitro:

a) Extratos brutos das folhas de C. sylvestris (populacbes ARA/SP, BRA/DF e
PRE/SP) n&o apresentaram atividade antimicrobiana e contra a formagéo inicial
de biofilme (24h) de S. mutans. As fragcdes AcCOEt_BRA/DF reduziram a populacao
dos biofilmes tratados independente da metodologia usada para sua obtencéo,
além disso, ndo houve variabilidade dos dados para as duas diferentes formas de

obtencdo desta fracdo. No entanto, a mesma ndo apresentou atividade contra
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biofilme pré-formado de S. mutans. A fracbes PRE/SP_EFS-C18 (F4.2b e G3.3a)
interferiram na formacao inicial de biofilme (24h) de S. mutans e Caseargrewiina F
apresentou atividade contra biofilme pré-formado de S. mutans;

As solucdes propostas com estes agentes ndo demonstraram qualquer efeito
quando aplicadas topicamente sobre discos de hidroxiapatita revestidos com
pelicula salivar independente da concentracdo e tempo de exposi¢do (1,5 ou 10
min). Hipotetizamos que o efeito antibiofilme encontrado no modelo em fundo de
placa pode ter sido principalmente pela exposi¢cdo prolongada (24 horas de
exposi¢do durante a formacéao inicial do biofilme ou ap6s a formagéo inicial) sendo
a atividade majoritariamente devido a acao antibacteriana, ou seja, morte celular);
Para testar nossa hipoétese, as fracbes BRA/DF_AcOEt e CsF foram avaliadas em
cultura planctdnica para determinar o periodo minimo necessario para matar as
células. CsF interferiu na viabilidade de S. mutans especialmente ap6s 1h e
apresenta efeito bacteriostatico. Enquanto BRA/DF_AcOEt resultou em morte
celular apos 1h de exposicdo, demonstrando caracteristica atividade bactericida.
O perfil de expressao génica de CsF e BRA/DF_AcOEt demonstram similaridade
ao de agentes com alvos previamente reconhecidos. Além disso, os dados de
expressdo génica sugerem que atividade CsF e BRA/DF_AcOEt esteja
relacionado a danos estruturais na membrana de S. mutans, ainda, as analises de
MEV mostrou mais o efeito na parede celular. A razdo pela qual a fracéo
AcOEt_BRA/DF é um agente bactericida parece estar relacionado a presenca de

uma nova casearina ainda nao identificada na literatura.
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7 CONCLUSAO

Nossos resultados indicam que a Caseargrewiina F (um diterpeno clerodanico
isolado das folhas de C. sylvestris) e uma fracdo acetato de etila (extraidas de folhas
da populacéo Brasilia/DF; bioma Cerrado, var. lingua) séao eficazes na inibicdo de S.
mutans através de danos irreversiveis em sua estrutura e alteracdes na expressao de

genes de viruléncia especificos.
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APENDICE A — RENDIMENTO, CONCENTRACAO DE DILUENTES E PH DO
EXTRATOS, FRACOES E MOLECULAS DE Casearia sylvestris

Quadro 1 - Rendimento dos Extratos brutos de C. sylvestris de amostras coletadas em

Araraquara/SP e Brasilia /DF

Massa total de folhas e fruto secos e moidos (Q) 20
Massa (mg) .
. . Parte Rendimento
Individuo | Morfologia T EB seco em (%)
concentrador
ARA/SP lingua folha 200,8 1
ARA/SP lingua fruto 158,1 0,79
ARA/SP sylvestris folha 200,2 1,01
ARA/SP |intermediaria folha 203,3 1,01
BRA/DF lingua folha 162,9 0,81
Massa total de folhas e fruto secos e moidos (Q) 20
Massa (m .
Individuo | Morfologia e EB( 9 RECTEE
constituinte liofili (%)
iofilizados
ARA/SP lingua folha 912,9 4,56
ARA/SP lingua fruto 1080,4 5,4
ARA/SP sylvestris folha 1226,1 6,1
ARA/SP |intermediaria folha 1167,1 5,8
BRA/DF lingua folha 1175,4 5,8

Fonte: Elaboracao prépria.

Quadro 2 - Rendimento dos Extratos brutos de C. sylvestris de amostras coletadas em

Presidente Venceslau/SP

Massa total de folhas secas e moidas (g)

72,50

Massa total de extrato bruto folhas (EBf) (g)

12,04

Rendimento (%)

16,6

Massa total de galhos secos e moidos (g):

67,80

Massa total de extrato bruto de galhos (EBg) (9)

4,99

Rendimento (%)

7,4

Fonte: Elaboragéo prépria.
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Quadro 3 - Extratos brutos de C. sylvestris e suas respectivas concentracdes nas Solu¢des Estoque e Solucdes de Trabalho

~ Concentragéo do Concentragéo ~ ~
. . Parte Concentracéo da ~ - Concentracéo do Eluente na Solucéo
Individuo Morfologia Constituinte | Solucao Estoque Eluente na Solucao da Solucao Trabalho
¢ 9 Estoque Trabalho

: 84,15% EtOH e 15% 42,075% EtOH, 7,5% DMSO e 50% tampé&o

ARA/SP lingua Folhas 24 mg/mL DMSO 12 mg/mL fosfato pH 6,2
: 84,15% EtOH e 15% 42,075% EtOH, 7,5% DMSO e 50% tampao

ARA/SP lingua Frutos 24 mg/mL DMSO 12 mg/mL fosfato pH 6,2
, 84,15% EtOH e 15% 42,075% EtOH, 7,5% DMSO e 50% tamp&o

ARA/SP sylvestris Folhas 24 mg/mL DMSO 12 mg/mL fosfato pH 6.2
: . 84,15% EtOH e 15% 42,075% EtOH, 7,5% DMSO e 50% tampao

ARA/SP intermediaria | Folhas 24 mg/mL DMSO 12 mg/mL fosfato pH 6,2
, 84,15% EtOH e 15% 42,075% EtOH, 7,5% DMSO e 50% tamp&o

BRA/DF lingua Folhas 24 mg/mL DMSO 12 mg/mL fosfato pH 6.2
. 84,15% EtOH e 15% 42,075% EtOH, 7,5% DMSO e 50% tampao

PRE/SP sylvestris Folhas 36 mg/mL DMSO 18 mg/mL fosfato pH 6,2
: 84,15% EtOH e 15% 42,075% EtOH, 7,5% DMSO e 50% tampao

PRE/SP sylvestris Galhos 36 mg/mL DMSO 18 mg/mL fosfato pH 6,2

A solucéo estoque designa a solugéo concentrada, que foi diluida conforme indicado na tabela, fornecendo solu¢ges de menor concentragéo designada
de solucéo de trabalho. EtOH designa Etanol; DMSO designa dimetilsulféxido e tampao fosfato a 2,5 mM, pH 6,2.

Fonte: Elaboracao prépria.
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Quadro 4 - Rendimento das fracBes de C. sylvestris obtidas pela metodologia 1

Parte MESE] MEEEE) Rendimento
Individuo | Morfologia | .. | Extrato Bruto|  Eluente Fracado %)
(mg) (mg)
Hex/AcOEt 0,2 0,02
ARA/SP lingua folha 912,9 AcOet 0,5 0,05
EtOH 49 0,53
Hex/AcOEt 0,2 0,01
ARA/SP lingua fruto 1080,4 AcOet 36,1 3,34
EtOH 14,2 1,31
Hex/AcOEt 0,1 0,01
ARA/SP sylvestris folha 1226,1 AcOet 2,2 0,17
EtOH 8,4 0.68
Hex/AcOEt 0 -
ARA/SP |intermediaria folha 1167,1 AcOet 1,2 0,10
EtOH 1,2 0,10
Hex/AcOEt 0,7 0,05
BRADF | lingua folha 11754 AcOet 6.9 0,58
EtOH 4,4 1.64

Rendimento das frag6es obtidas através da metodologia 2. O rendimento (%) foi calculado baseado
no peso (mg) dos extratos brutos de cada amostra.

Fonte: Elaboracao prépria.

Quadro 5 - Rendimento das fragGes de C. sylvestris obtidas pela metodologia 2

Massa Extrato Massa :
Individuo | Morfologia Pa_rte_ Bruto (mgQ) Eluente Fracao REMCllme
constituinte (mg) (%)
Hex/AcOEt 34,4 17,13
ARA/SP lingua folha 200,8 AcOet 4 1,99
EtOH 12,2 6,07
Hex/AcOEt 0,5 0,31
ARA/SP lingua fruto 158,1 AcOet 1,9 1,20
EtOH 3 1,89
Hex/AcOEt 1,4 0,69
ARA/SP sylvestris folha 200,2 AcOet 6,2 3,09
EtOH 12,8 6,39
Hex/AcOEt 0,6 0,29
ARA/SP intermediaria folha 203,3 AcOEt 7.8 3,83
EtOH 15,5 7,62
Hex/AcOEt 1,6 0,98
BRA/DE lingua folha 162,9 AcOEt 2,5 1,53
EtOH 1,3 0,79

O rendimento (%) foi calculado baseado no peso (mg) dos extratos brutos de cada amostra.

Fonte: Elaboracédo prépria.




124

Quadro 6 - Rendimento das fracBes de C. sylvestris obtidos em Presidente Venceslau/SP

Massa de extratos brutos das folhas (mg) 1880
Fracdes Eluente | Massa (mg) | Rendimento (%)
1 Hex/AcOEt 95:05 24,3 1,29
2 AcOEt 308,3 16,40
3 EtOH 135,8 7,2
Massa de extratos brutos dos galhos (mgQ) 1460
Fracbes Eluente | Massa (mg) | Rendimento (%)
1 Hex/AcOEt 95:05 18,7 1,28
2 AcOEt 117,0 8,01
3 EtOH 132,8 9,10

O rendimento (%) foi calculado baseado no peso (mg) dos extratos brutos de cada amostra.

Fonte: Elaboragé&o proépria.



Quadro 7 - Fracdes de C.
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sylvestris e suas respectivas concentracdes nas Solucdes Estoque e Solucdes de Trabalho

Individuo

Morfologia

Parte
constituinte

Eluente

Concentracéo
da Solucéo
Estoque

Concentracédo do Eluente na
Solucéo Estoque

Concentragéo da
Solucéo Trabalho

Concentracéo do
Eluente na Solucéo
Trabalho

ARA/SP

lingua

Folhas e
Frutos

Hexano/AcOEt
95:05

4 mg/mL

84,15% EtOH e 15% DMSO

2 mg/mL

42,075% EtOH, 7,5%
DMSO e 50% tampéo
fosfato pH 6,2

AcOEt

4 mg/mL

84,15% EtOH e 15% DMSO

2 mg/mL

42,075% EtOH, 7,5%
DMSO e 50% tampéo
fosfato pH 6,2

EtOH

4 mg/mL

84,15% EtOH e 15% DMSO

2 mg/mL

42,075% EtOH, 7,5%
DMSO e 50% tampéo
fosfato pH 6,2

ARA/SP

sylvestris

Folhas

Hexano/AcOEt
95:05

4 mg/mL

84,15% EtOH e 15% DMSO

2 mg/mL

42,075% EtOH, 7,5%
DMSO e 50% tampéo
fosfato pH 6,2

AcOEt

4 mg/mL

84,15% EtOH e 15% DMSO

2 mg/mL

42,075% EtOH, 7,5%
DMSO e 50% tampéo
fosfato pH 6,2

EtOH

4 mg/mL

84,15% EtOH e 15% DMSO

2 mg/mL

42,075% EtOH, 7,5%
DMSO e 50% tampéo
fosfato pH 6,2

ARA/SP

intermediaria

Folhas

Hexano/AcOEt
95:05

4 mg/mL

84,15% EtOH e 15% DMSO

2 mg/mL

42,075% EtOH, 7,5%
DMSO e 50% tampéo
fosfato pH 6,2

AcOEt

4 mg/mL

84,15% EtOH e 15% DMSO

2 mg/mL

42,075% EtOH, 7,5%
DMSO e 50% tampdo
fosfato pH 6,2

EtOH

4 mg/mL

84,15% EtOH e 15% DMSO

2 mg/mL

42,075% EtOH, 7,5%
DMSO e 50% tampdo
fosfato pH 6,2

Continua
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Individuo

Morfologia

Parte
constituinte

Eluente

Concentragéo
da Solucéo
Estoque

Concentracéo do Eluente na
Solugéo Estoque

Concentracéo da
Solugéo Trabalho

Concentragédo do
Eluente na Solucéo
Trabalho

BRA/SP

lingua

Folhas

Hexano/AcOEt
95:05

4 mg/mL

84,15% EtOH e 15% DMSO

2 mg/mL

Continuacdao

42,075% EtOH, 7,5%
DMSO e 50% tampéo
fosfato pH 6,2

AcOEt

4 mg/mL

84,15% EtOH e 15% DMSO

2 mg/mL

42,075% EtOH, 7,5%
DMSO e 50% tampéo
fosfato pH 6,2

EtOH

4 mg/mL

84,15% EtOH e 15% DMSO

2 mg/mL

42,075% EtOH, 7,5%
DMSO e 50% tampéo
fosfato pH 6,2

PRE/SP

sylvestris

Folhas e
Galhos

Hexano/AcOEt
95:05

8 mg/mL

84,15% EtOH e 15% DMSO

4 mg/mL

42,075% EtOH, 7,5%
DMSO e 50% tampéo
fosfato pH 6,2

AcOEt

8 mg/mL

84,15% EtOH e 15% DMSO

4 mg/mL

42,075% EtOH, 7,5%
DMSO e 50% tampéo
fosfato pH 6,2

EtOH

8 mg/mL

84,15% EtOH e 15% DMSO

4 mg/mL

42,075% EtOH, 7,5%
DMSO e 50% tampéo
fosfato pH 6,2

A solucao estoque designa a solucdo concentrada, que foi diluida conforme indicado na tabela, fornecendo solu¢cées de menor concentracdo designada
de solugéo de trabalho. EtOH designa Etanol; DMSO designa dimetilsulféxido e tampéao fosfato tampéao fosfato a 2,5 mM, pH 6,2.

Fonte: Elaboragéo prépria.
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Quadro 8 - Rendimento das fracdes EFS-C18 de C. sylvestris obtidos em Presidente Venceslau/SP

Amostras | Fracdes Eluente Massa (mg) | Rendimento (%)
F4.1b | Agua/EtOH 95:05 1540,2 54,4
F4.2b | Agua/EtOH 60:40 15,5 0,5
Folhas F4.3b | Agua/EtOH 40:60 77,4 2,7
F4.4b | Agua/EtOH 20:80 183,7 6,5
F4.5b |EtOH 71,5 2,5
G3.1a | Agua/EtOH 95:05 1240,1 51,5
G3.2a | Agua/EtOH 60:40 138,9 5,8
Galhos | G3.3a | Agua/EtOH 40:60 64,9 2,7
G3.4a | Agua/EtOH 20:80 83,5 3,5
G3.5a | EtOH 54,6 2,3

O rendimento (%) foi calculado baseado no peso (mg) dos extratos brutos de cada amostra.
Fonte: Elaboracao prépria.

Quadro 9 - FracGes EFS-C18 de C. sylvestris e suas respectivas concentragdes nas Solugdes Estoque e Solugdes de Trabalho

- Parte Concentragéo da CEMCENIEEET d? Concentragéo da Concentracéo do Eluente na
Individuo L Eluente < Eluente na Solugéo ~ ~
constituinte Solucéo Estoque Estoque Solucéo Trabalho Solucéo Trabalho
Agua/EtOH 95:05 8 ma/mL 84,15% EtOH e 15% 4 ma/mL 42,075% EtOH, 7,5% DMSO e
(F4.1b) 9 DMSO 9 50% tampéo fosfato pH 6,2
Agua/EtOH 60:40 0 49,5% EtOH e 50% tampao
(F4.2b) 9,4 mg/mL 99% EtOH 4,55 mg/mL fosfato pH 6,2
Agua/EtOH 40:60 0 49,5% EtOH e 50% tampao
PRE/SP Folhas (F4.3b) 9,4 mg/mL 99% EtOH 4,55 mg/mL fosfato pH 6,2
Agua/EtOH 20:80 0 49,5% EtOH e 50% tampao
(F4.4b) 9,4 mg/mL 99% EtOH 4,55 mg/mL fosfato pH 6,2
EtOH 0 49,5% EtOH e 50%
(F4.5b) 9,4 mg/mL 99% EtOH 4,55 mg/mL tampao fosfato pH 6,2 Continua
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Parte

Concentracéo da

Concentragéo do

Concentracéo da

Concentracéo do Eluente na

JEhiEue constituinte SEE Solugéo Estoque EIuenItEt-:‘Stnoa::jglugéo Solugéo Trabalho Solugéo Trabalho
Agua(/gtgora)gs:os 8 mg/mL 84’15%[)%;(8)8 e 15% 4 mg/mL 42,075% EtOH, 7,5?/00Btl\i/lnsuc(’;lgeg10
) ' 50% tampao fosfato pH 6,2
Ag“a(/gf;a)w“o 9,4 mg/mL 99% EtOH 4,55 mg/mL 49,5% gg?;:p??ztampéo
PRE/SP Galhos Agua{ét;)?a)mﬁo 9,4 mg/mL 99% EtOH 4,55 mg/mL 49,5% f%;?;oep?j)?ztampéo
Agua(/gtsc?ra)zo:so 9,4 mg/mL 99% EtOH 4,55 mg/mL 49.5% gg;:p??ztampéo
(5595'1) 9,4 mg/mL 99% EtOH 4,55 mg/mL 49,5% f%;?zoepﬁ)?ztampéo

A solucédo estoque designa a solugdo concentrada, que foi diluida conforme indicado na tabela, fornecendo solu¢des de menor concentracdo designada de
solucao de trabalho. EtOH designa Etanol; DMSO designa dimetilsulfoxido e tampé&o fosfato tampé&o fosfato a 2,5 mM, pH 6,2.

Fonte: Elaboracéo proépria.




Quadro 10 - Valores do pH dos extratos brutos de C. sylvestris

Parte

Concentragéo da

Valor do pH quando
diluido (1:1) em

Valor do pH quando
diluido (1:1) em

Individuo Moiolagia Constituinte .ﬁgggli% tampéo fosfato 2,5 tampéo fosfato 2,5
mM, pH 6,2 mM, pH 6,8

ARA/SP lingua folha 12 mg/mL 6,996 -

ARA/SP lingua fruto 12 mg/mL 7,064 -

ARA/SP sylvestris folha 12 mg/mL 6,852 7,101
ARA/SP intermediaria folha 12 mg/mL 6, 527 7,03
BRA/DF lingua folha 12 mg/mL 6,515 7,076
PRE/SP sylvestris folha 18 mg/mL 6.882 -

PRE/SP sylvestris galho 18 mg/mL 6.945 -

Veiculo - 7,039 -
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Para verificar o pH de cada extrato e veiculo (sem microrganismo) as solu¢des estoque foram diluidas 1:1 em tampé&o fosfado a 2,5 mM, pH 6,2)
e em seguida, adicionadas em tubos de vidro contendo meio TY + 1% sacarose (concentracdo dos extratos 500 ug/mL). O pH foi aferido usando
um pHmetro digital. Os extratos brutos com diferenca de 0,2 de pH vs veiculo (em verde) foram ajustados através da diluicdo em tampéao fosfato
tampao fosfato a 2,5 mM, pH 6,8.

Fonte: Elaboracé&o proépria.



Quadro 11 - Valores do pH das fracdes de C. sylvestris

Individuo | Morfologia Pa_rte_ Fragdo (Eluente) Concentracéo da Valor do pH quando diluido (1:1) em
constituinte Solucéo Trabalho tampdo fosfato a 2,5 mM pH 6.2
Hex/AcOEt 95:05 -
ARA/SP! lingua folha AcOEt 2 mg/mL -
EtOH 6,801
Hex/AcOEt 95:05 -
ARA/SP? lingua fruto AcOEt 2 mg/mL 6,942
EtOH 7,011
Hex/AcOEt 95:05 -
ARA/SP! | sylvestris folha AcOEt 2 mg/mL -
EtOH 7,246
Hex/AcOEt 95:05 -
ARA/SP! |intermediaria folha AcOEt 2 mg/mL -
EtOH -
Hex/AcOEt 95:05 -
BRA/DF*? lingua folha AcOEt 2 mg/mL 7,104
EtOH 7,081
Hex/AcOEt 95:05 6,832
ARA/SP? lingua folha AcOEt 2 mg/mL 7,045
EtOH 6,823
Hex/AcOEt 95:05
ARA/SP? lingua fruto AcOEt 2 mg/mL 6,801
EtOH 6,913
Hex/AcOEt 95:05 -
ARA/SP? | sylvestris folha ACOEt 2 mg/mL 6’324

EtOH

Continua
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. . Parte . Concentracédo da Valor do pH quando diluido (1:1) em
Welieie ) SensiegE constituinte G (HIEE) Solucéo Trabalho tampéo fosfato 2,5 mM, pH 6.2
Hex/AcOEt 95:05 MG
2 1 1
PRE/SP sylvestris folha ACOEL 4 mg/mL 6.994
EtOH 7,004
Hex/AcOEt 95:05 7,087
PRE/SP? | sylvestris galho AcOEt 4 mg/mL 7,053
EtOH 7,046

Para verificar o pH de cada frag&o e veiculo (sem microrganismo) as solugfes estoque foram diluidas 1:1 em tampé&o fosfato a 2,5 mM (pH 6,2)
e em seguida, adicionadas em tubos de vidro contendo meio TY + 1% sacarose (concentracdo das fragdes 250 pg/mL). O pH foi aferido usando
um pHmetro digital. Para as fracGes, devido ao baixo rendimento, ndo foi possivel mensurar o pH de todas as amostras. Amostras obtidas de
extratos brutos liofilizados e ap6s, secas em concentrador de amostras.?Amostras obtidas de extratos brutos secos em concentrador de amostras

e apos, as fragbes foram secas em capela de exaustéo.

Fonte: Elaboracao prépria.
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Quadro 12 - Moléculas isoladas de C. sylvestris e suas respectivas concentracdes nas
Solucdes Estoque e Trabalho

DMSO

Concentracdo | Concentracdo do |Concentracéo CENEEMIEEEE
= ~ - do Eluente na

Composto da Solucéo Eluente na Solucdo | da Solucéo ~

Solucgéo
Estoque Estoque Trabalho

Trabalho

42,075%

. . EtOH, 7,5%
Flavondide 4 (Quercetin- 84,15% EtOH e 15% " Emo
3-O-rutinoside - Rutina) 2 mg/mL DMSO 1 mg/mL DMS~O e 50%

tampao fosfato
pH 6,2
42,075%
EtOH, 7,5%
0 0 L) i)
Caseargrewiina F 2 mg/mL 84,15% EtOH e 15% 1 mg/mL DMSO e 50%
DMSO ~
tampao fosfato
pH 6,3
42,075%
EtOH, 7,5%
0 0 L L
Casearina X omgimL | SIS EOHEIS% |y ymL | DMSO e 50%
DMSO x
tampao fosfato
pH 6,4
42,075%
EtOH, 7,5%
0 0 i) i)
Casearina J 52mg/mL 84,15% EtOH e 15% 1 mg/mL DMSO e 50%

tampao fosfato
pH 6,5

A solugdo estoque designa a solugdo concentrada, que foi diluida conforme indicado na tabela,
fornecendo solugBes de menor concentracdo designada de solucéo de trabalho. EtOH designa Etanol;
DMSO designa dimetilsulfoxido tampao fosfato, tampéao fosfato tampao fosfato a 2,5 mM, pH 6,2.

Fonte: Elaboracao prépria.
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APENDICE B - MEDIAS DA VIABILIDADE CELULAR DAS CULTURAS DE S. mutans TRATADAS POR DIFERENTES
AGENTES

Quadro 1 - Média da viabilidade celular (logi10UFC/mL) das culturas de S. mutans tratadas por diferentes agentes

. cHx | cizs | Y | ACOET_ |4 tamesol | Vv CsF Vv Nere || SEmREsID ) WIHEEIE )
Inoculo | o4904 | 250 pg/mL | 0 | BRADF250 | o0 imi | 1h |125ug/imL | 4h | 250 ppm 177l DIBEEL) |
' min pg/mL 7,812 pg/mL | 500 pg/mL
945 | 5,83 618 |911 7,56 6,87 9,08| 745 829 | 891 8,22 6,94 8,33
941 | 598 631 |918 7,48 6,83 9,12 7,39 8,34 | 886 8,21 7,09 8,29
Média | 9,43 | 591 625 |9,14 7,52 6,85 9,10 7,42 8,32 | 8,89 8,22 7,02 8,31

Média da viabilidade celular (logio0UFC/mL) das culturas de S. mutans apos tratadas por diferentes agentes e os respectivos tempos de

exposicao aos tratamentos. Dados de 1 ocasido experimental. O controle veiculo é representado como V para cada tempo de incubacéo.

Fonte: Elaboracao prépria.
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APENDICE C - DADOS DAS LEITURAS (260 nm) E ELETROFORESE EM GEL
DO RNA DURANTE AS ETAPAS DE PURIFICACAO

Figura 1 - Eletroforese em gel de agarose das amostras de RNA

Imagem obtida através do equipamento BIO RAD Molecular Image
Gel Doc™XR+ with Image Lab Software. Nota-se integridade das
bandas correspondentes a RNA ribossomal para todas as amostras
em todos os grupos. Observa-se também auséncia de DNA. V
designa o controle veiculo.

Fonte: Elaboracao prépria.



Quadro 1 - Primeira leitura do RNA "bruto" (sem purificacéo)
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Incubacéo| Agente Amostra ng/uL RIEE ITETEE BUACh
Leitural | Leitura2 | Média (ug) Leitural | Leitura2 | Leitura 3 Média
V RNA1 111,721 111,721 |10,84 2,08 2,08
10 min CHX RNA2 258,81 258,81 22,00 2,03 2,03
C135 RNA3 146,735 146,735 |12,47 2,08 2,08
V RNA4 251,776 251,776 |21,40 2,05 2,05
1 hora BRA/AcOEt | RNA5S 389,506 389,506 |33,11 2,09 2,09
tt-farnesol | RNA6 314,907 314,907 |26,77 2,07 2,07
4 horas V RNA7 213,568 213,568 |18,15 2,1 2,1
CsF RNAS 104,757 104,757 |8,90 2,05 2,05
V RNA9 149,564 149,564 |12,71 2,11 2,11
6 horas 1771 RNA10 92,418 102,193 |97,3055 |8,27 1,89 2,04 2,04 1,99
J10595 RNA11 153,143 153,143 ]13,02 2,12 2,12
Flaor RNA12 245,811 245,811 |20,89 2,09 2,09

Fonte: Elaboracéo proépria.

O rendimento determinou o protocolo de purificacdo e a mesmo foi realizada com o RNeasy Micro Kit.
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Quadro 2 - Valores de leitura (260 nm) da primeira etapa de purificacdo de RNA (DNAse | na coluna) e calculo para a segunda etapa de
purificacdo (DNAse em solucao)

Tratamento com Turbo DNAse (2 pl de enzima /

ng/pL 260/280

. 10 de RNA
AT REMENMEE (1), Leitura | Leitura 1%9)( ,)

Leitural | Leitura 2 Média 1 2 meédia Enzima (ul) Buffer Agua para 100 pl

RNA1 438,868 438,868 7,24 2,13 2,13 1,4 10 72,1
RNA2 9,356 9,679| 9,5175 0,16 2,7 2,36 2,53 0,03 10 73,0
RNA3 546,452 546,452 9,29 2,17 2,17 1,9 10 71,1
RNA4 982,338 982,338 16,70 2,18 2,18 3,3 10 69,7
RNA5 1527,73 1527,73 25,97 2,15 2,15 5,2 10 67,8
RNAG 1052,647 1052,65 17,89 2,2 2,2 3,6 10 69,4
RNA7 593,038 593,038 10,08 2,16 2,16 2,0 10 71,0
RNAS 397,703 397,703 6,76 2,12 2,12 1,4 10 71,6
RNA9 535,764 535,764 9,11 2,14 2,14 1,8 10 71,2
RNA10 491,453 491,453 8,35 2,14 2,14 1,7 10 71,3
RNA11 450,774 450,774 7,66 2,13 2,13 1,5 10 71,5
RNA12 942,933 942,933 16,03 2,15 2,15 3,2 10 69,8

Fonte: Elaboracao prépria.




Amostra L;%‘:; 1 Leitura2 | Média | Rendimento (ug) ng?lﬁzriol Leitura 2 | Média
RNA1 208,247 | 207,293 | 207,77 3,64 2,16 2,16 2,16
RNA2 3,324 3,152 3,24 0,06 2,01 2,27 2,14
RNA3 493,086 | 476,557 | 484,82 8,48 2,14 2,16 2,15
RNA4 685,829 | 691,237 | 688,53 12,05 2,21 2,23 2,22
RNA5 | 1176,741 | 1077,165 | 1126,95 19,72 2,24 2,24 2,24
RNAG6 779,642 | 785,453 | 782,55 13,69 2,25 2,23 2,24
RNA7 416,843 | 414,707 | 415,78 7,28 2,12 2,13 2,125
RNAS8 416,574 | 413,698 | 415,14 7,26 2,13 2,14 2,135
RNA9 453,846 | 458,671 | 456,26 7,98 2,13 2,11 2,12

RNA10 | 340,046 | 338,608 | 339,33 5,94 2,11 2,11 2,11
RNA11 | 304,138 | 289,131 | 296,63 5,19 2,12 2,13 2,125
RNA12 | 657,108 673,62 | 665,36 11,64 2,18 2,21 2,195

Fonte: Elaboragéo prépria.
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Quadro 3 - Valores de leitura (260 nm) da quantidade de RNA da segunda etapa de purificacéo (ap6s Turbo DNAse Il e limpeza em coluna)



Quadro 4 - Diluicdo de RNA para 200 ng/uL

Amostra | RNA pl | Aguapl | Total pl
RNA1 14,44 0,56 15
RNA2 926,50 -911,50 15
RNA3 6,19 8,81 15
RNA4 4,36 10,64 15
RNAS5 2,66 12,34 15
RNAG6 3,83 11,17 15
RNA7 7,22 7,78 15
RNAS 7,23 7,77 15
RNA9 6,58 8,42 15
RNA10 8,84 6,16 15
RNA11 10,11 4,89 15
RNA12 4,51 10,49 15

A amostra RNA2 néo foi incluida nas analises
de expressdo génica por

RNAseq.

Fonte: Elaboracgé&o prépria.

RT-gPCR ou

138
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APENDICE D - MEDIAS E DESVIO PADRAO DA VIABILIDADE CELULAR EM BIOFILMES PRE- FORMADOS (24H)

Quadro 1 - Média e desvio padrao para atividade antibiofilme de fracdes obtidas pela metodologia 1

ARA ARA ARA ARA ARA ARA ARA BRA
lingua-folha | lingua-folha |lingua-folha | lingua-fruto | sylvestris sylvestris intermediéria| lingua \ Sm
(Hex) (AcOEt) (EtOH) (Hex) (Hex) (EtOH) (EtOH) (Hex)
1,94 x 10’ 8,50 x 10° 1,05 x 10’ 1,30 x 10’ | 1,50E x 10’ 1,42 x 10’ 2,39 x 10’ 1,41 x107 | 2,60 x 107 | 1,08 x 10’
1,80 x 10 1,00 x 10’ 9,70 x 10° 1,40 x 10" | 1,40 x 107 1,25 x 10’ 1,86 x 10’ 1,54 x 107 | 3,10 x 10" | 1,25x 10’
UFC/mL 1,54 x 10’ 5,00 x 10° 1,12 x 10’ 9,00 x 10° | 1,18 x 10’ 1,40 x 10 1,65 x 107 1,37 x 107 | 2,70x107 | 1,62 x 10’
1,63 x 10’ 4,00 x 10° 1,30 x 10’ 9,90 x 10° | 1,05E x 10 1,54 x 10’ 1,63 x 10’ 1,18 x 10’ | 2,60 x 10" | 1,39 x 10’
- 1,18 x 10’ 1,05 x 10’ 1,22 x 10’ - 1,69 x 10’ 1,80 x 10 1,82 x107 | 5,10 x 107 | 1,42 x 10’
- 1,28 x 10 1,12 x 10/ 1,36 x 10 3 1,72 x 10’ 1,67E x 107 | 1,79x 10’ | 6,20 x 107 | 1,39 x 10
Média 1,73 x 107 7,33 x 10° 1,10 x 10’ 1,20 x 107 | 1,28 x 107 1,50 x 10’ 1,83 x 10’ 1,52 x 107 | 3,72 x 10" | 1,36 x 10’
DP 1,78 x 10° 5,53 x 10° 1,12 x 10° 2,05 x10° | 2,05 x 108 1,82 x 10° 2,88 x 10° 2,50 x10° | 1,55x10° | 1,81 x10°
%CV 10,31 75,45 10,16 17,15 15,96 12,08 15,68 16,49 41,66 13,31

Estas fracGes foram preparadas através do fracionamento de extratos liofilizados e secas no concentrador de amostras. Média e Desvio Padrdo de UFC/mL
dos biofilmes tratados por fragcdes obtidas de extratos liofilizados e secas em concentrador de amostra. Dados de 1 ocasido experimental. O controle de
crescimento (sem tratamento) é representado como Sm para S. mutans. DP denota desvio padréo e %CV denota coeficiente de variacéo.

Fonte: Elaboracao prépria.




Quadro 2 - Média e desvio padrao para atividade antibiofilme de fracdes obtidas pela metodologia 2
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ARA ARA ARA ARA
lingua lingua lingua lingua ARA AR . ARA., | ARA., : iR
folha folna folna fruto sylvestris | sylvestris | intermediaria |intermediaria| lingua \% Sm
(Hex) (ACOEt) (EtOH) (Hex) (Hex) (EtOH) (Hex) (EtOH) (Hex)
2,40 x 107 | 1,54 X107 3,10X10° | 1,60X 10’ | 5,60 X 10° 8,20 X 10° 4,20 X 10° 2,30 X 10° 8,80 X 10° 2,00 X 10° 2,00 X 10°
2,00 x 107 | 1,62 X107 3,30X10° | 1,70X 10’ | 6,10 X 10° 8,70 X 10° 3,70 X 10° 1,60 X 10° 7,90 X 10° 4,00 X 10° 3,00 X 10°
UEC/mL 2,10 X 10’ 1,11 X 10’ 3,10X10° | 1,70X 10’ | 2,60 X 10° 7,40 X 10° 5,00 X 10° 4,20X10° 7,70 X 10° 1,35 X 10’ 1,00 X 10’
3,10 X 107 1,19 X 10’ 3,60X10° | 1,30X 10" | 3,30X10° 8,30 X 10° 4,40 X 10° 4,40X10° 9,20 X 10° 1,06 X 10’ 1,29 X 10’
2,30 X 107 8,50 X 10° 2,60X10° |1,70X107 | 1,23 X107 2,00 X 10° 4,80 X 10° 6,10 X 10° 9,50 X 10° 1,31 X 107 1,22 X 107
2,40 X 107 7,80 X 10° 2,10X10° | 1,20X107 | 1,86 X 10’ 2,20 X 10° 4,90 X 10° 6,40 X 10° 8,40 X 10° | 1,24EX 107 | 1,19 X 10’
Média 2,38 X 107 1,18 X 107 2,97 X10° | 1,53 X 10’ | 8,08 X 10° 6,13 X 10° 4,50 X 10° 2,29 X 10° 8,58 X 10° 9,61 X 10° 7,57 X 10°
DP 3,87 X 10° 3,46 X 10° 535X 10° | 2,25X10° | 6,19 X 10° 3,15 X 10° 4,76 X 10° 3,07 X 10° 7,14 X 10° 5,81 X 10° 5,66 X 10°
%CV 16,23 29,24 18,05 14,68 76,55 51,41 10,59 133,94 8,32 60,52 74,81

Estas fragBes foram preparadas através do fracionamento de extratos secos no concentrador de amostras e secas em capela de exaustdo. Média e Desvio
Padréo logicUFC dos biofilmes tratados por fracGes obtidas de extratos liofilizados e secas em concentrador de amostra. Dados de 1 ocasido experimental. O
controle de crescimento (sem tratamento) é representado como Sm para S. mutans. DP denota desvio padréo e %CV denota coeficiente de variacao.

Fonte: Elaboracé&o prépria.




141

APENDICE E - EXPRESSAO DE gtfB EM CULTURAS PLANCTONICAS DE S. mutans

Figura 1 - Expresséao de gtfB em culturas planctonicas de S. mutans
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Os dados do tratamento 1771 foram comparados com o
controle do veiculo. As barras de erro e as linhas pontilhadas
indicam intervalos de confianca de 95%. O controle veiculo
esta representado por V (concentragdo 5.26% EtOH and
0.94% DMSO). O experimento realizado em 1 ocasido
experimental e a quantificacdo de expresséo por gPCR em
triplicata.

Fonte: Elaborag&o prépria.
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ANEXO A - CERTIFICADO SISGEN

Cadastro SisGen para atividade de acesso ao Patriménio Genético/CTA-Cadastro n°
AO00892A.

Ministério do Meio Ambiente i
CONSELHO DE GESTAO DO PATRIMONIO GENETICO

SISTEMA NACIONAL DE GESTAO DO PATRIMONIO GENETICO E DO CONHECIMENTO TRADICIONAL ASSOCIADO

Comprovante de Cadastro de Acesso
Cadastro n2 A00892A

A atividade de acesso ao Patrimdnio Genético/CTA, nos termos abaixo

resumida, foi cadastrada no
SisGen, em atendimento ao previsto na Lei n® 13.123/2015 e seus regulamentos.

Numero do cadastro: A00892A
Usuério: UNESP
CPF/CNPJ: 48.031.918/0001-24
Objeto do Acesso: Patriménio Genético/CTA
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Pesquisa Cientifica D Bioprospeccgao I:I Desenvolvimento Tecnolégico
Espécie

Casearia sylvestris
Casearia decandra
Casearia gossypiosperma
Casearia obliqua
Casearia rupestris
Casearia lasiophylla
Casearia sylvestris

Fonte do CTA
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Titulo da Atividade: Estudo quimico e avaliagado de atividades biolégicas de Casearia spp
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Divulgacéo de resultados em meios cientificos ou de comunicacéao
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Cadigo do requerimento:
Numero da patente:
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Numero da patente:

Data do Cadastro:
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ANEXO B - CERTIFICADO DE COMITE DE ETICA

Aprovacdo do projeto pelo comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos da
Faculdade de Odontologia de Araraquara — FOAr/UNESP.

UNESP - FACULDADE DE

€D ODONTOLOGIA - CAMPUS W““‘

ARARAQUARA

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Formulagdo com extratos e fracdes de Casearia sylvestris para controle de biofiime
cariogénico

Pesquisador: MARLISE INEZ KLEIN

Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: 26015019.3.0000.5416

Instituicdo Proponente: Faculdade de Odontologia de Araraquara - UNESP

Patrocinador Principal: Financiamento Proéprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 3.771.091

Apresentacao do Projeto:

A cérie dentaria é uma doenga multifatorial que leva a destruigdo do tecido dentario. A dificuldade de
erradicar esta condigdo demanda novas abordagens para seu controle. Portanto, o objetivo é preparar
formulagées com extratos brutos e fragdes (combinados ou ndo com fluoreto) de Casearia sylvestris
(Biomas Mata Atlantica, Cerrado, Ecotone-Cerrado/Caatinga e variedades sylvestris e lingua) e testar essas
formulagdes para o controle de biofilmes cariogénicos. Serdo realizadas 4 etapas experimentais: (1) Coleta,
preparo, fracionamento e analise cromatografica (via UHPCL-DAD-HRMS e RMN) dos extratos e fragdes.
Esses dados serdo usados para o preparo de formulagdes (com e sem fluoreto) para as proximas etapas.
(2) Analise do efeito das formulagdes em biofilmes de Streptococcus mutans formados sobre discos de
hidroxiapatita com pelicula salivar (coleta de saliva, n=6), através das analises de populagdo microbiana,
biomassa, componentes da matriz extracelular (exopolissacarideos ou ESP soluveis e insoluveis em agua,
acido lipoteicdico ou ALT e DNA extracelular ou eDNA) e da arquitetura 3D. Os dados desta etapa
mostrardao qual a melhor formulagdo (ou formulagdes) para executar a etapa 3. (3) Avaliagdo das
formulagdes na homeostase da microbiota (sequenciamento) e qualidade da matriz extracelular (EPS, ALT e
eDNA) de biofilme microcosmo (coleta de saliva, n=30) e prevencdo de desmineralizagdo de esmalte
(microdureza). Portanto, o nimero de voluntarios para coleta de saliva para as Etapas 2 e 3 sera 36 (n=36
voluntarios). (4) Para as formulagdes mais ativas no modelo microcosmo, sera avaliada a citotoxicidade em
cultura de tecido bucal EpiOral TM (ensaio

Endereco: HUMAITA 1680

Bairro: CENTRO CEP: 14.801-903
UF: SP Municipio: ARARAQUARA
Telefone: (16)3301-6459 E-mail: cep@foar.unesp.br
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MTT). Para interpretacdo dos resultados sera aplicado teste estatistico de acordo com o tipo de distribuicao
e nivel de significancia de 5%.

Objetivo da Pesquisa:

O objetivo principal é avaliar a efetividade de formulagdes de extratos e fragdes de C. sylvestris (combinados
ou nao com flior) para inibir a formagao e desenvolvimento de biofiime cariogénico. Assim, o estudo sera
dividido nos seguintes objetivos especificos: 1. Coleta, preparo, fracionamento e analise cromatografica dos
extratos e fragdes;2. Analise do efeito das formulagdes em biofilmes formados sobre discos de
hidroxiapatita com pelicula salivar; 3. Avaliagdo da eficacia das formulagées em modelo de biofilmes
microcosmos (e desmineralizagdo);4. Citotoxicidade das formulacdes.Cada objetivo especifico corresponde
a uma etapa experimental do projeto.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Riscos: Os riscos sociais ou fisicos sdo minimos para a doagdo de saliva. Considerando que os voluntarios
serdo convidados a expectorar (cuspir) saliva total estimulada dentro de um contéiner plastico estéril, ha o
risco de que o mesmo engula o pedago de filme de parafina. Caso isso ocorra, o filme é passivel de
dissolugdo no estdmago, tal qual ocorre quando uma goma de mascar é engolida. Um outro risco possivel
pode ser estresse. Entretanto, a participagdo na pesquisa é estritamente voluntaria; o voluntario pode
finalizar sua participagdo na pesquisa a qualquer momento.

Beneficios: Nao existem beneficios diretos aos voluntarios que realizardo a doagao da saliva. Entretanto, a
presente pesquisa propiciara alguns avangos cientificos e ajudara no desenvolvimento de novas terapias
para controle de biofilme que causa carie.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:
O projeto esta apresentado de maneira satisfatéria e justificada.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:
Os termos obrigatérios foram apresentados.
Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgoes:

N&o existem pendéncias.

Consideragoes Finais a critério do CEP:
Protocolo APROVADO em 13 de dezembro de 2019.
O pesquisador devera encaminhar relatérios parciais a cada 01 (um) ano até o prazo final da
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pesquisa, quando devera encaminhar o relatério final.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

QB
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Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informagdes Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 11/12/2019 Aceito
do Projeto ROJETO_1475548.pdf 14:03:33
Qutros carta_resposta_CEP_Sabrina_11_12_1 | 11/12/2019 |MARLISE INEZ Aceito

9.pdf 14:03:08 |KLEIN
TCLE / Termos de |TCLE_Projeto_Sabrina_2019_etapa3_bi| 11/12/2019 | MARLISE INEZ Aceito
Assentimento / ofilme_microcosmo_mod.pdf 13:59:31 KLEIN
Justificativa de
Auséncia
TCLE / Termos de | TCLE_Projeto_Sabrina_2019_etapa2_bi| 11/12/2019 | MARLISE INEZ Aceito
Assentimento / ofilme_Smutans_mod.pdf 13:59:11 KLEIN
Justificativa de
Auséncia
Brochura Pesquisa |Projeto_Doutorado_Sabrina_2019_CEP | 11/12/2019 | MARLISE INEZ Aceito
mod.pdf 13:58:30 |KLEIN
TCLE / Termos de |TCLE_Projeto_Sabrina_2019_etapa3_bi| 22/11/2019 | MARLISE INEZ Aceito
Assentimento / ofilme_microcosmo.pdf 14:51:10 |KLEIN
Justificativa de
Auséncia
TCLE / Termos de |TCLE_Projeto_Sabrina_2019_etapa2_bi| 22/11/2019 | MARLISE INEZ Aceito
Assentimento / ofilme_Smutans.pdf 14:50:44 |KLEIN
Justificativa de
| Auséncia
Projeto Detalhado / |Projeto_Doutorado_Sabrina_2019_CEP.| 22/11/2019 | MARLISE INEZ Aceito
Brochura pdf 11:43:02 |KLEIN
Investigador
QOutros Termo_de_ciencia_orcamento_Sabrina2| 22/11/2019 |MARLISE INEZ Aceito
019.pdf 11:37:49 |KLEIN
Declaragéo de Termo_cumprimento_das_normas_do_ | 22/11/2019 |MARLISE INEZ Aceito
Pesquisadores CEP_ Sabrina2019.pdf 11:35:27 |KLEIN
Declaragéo de Autorizacao_para_laboratorio_Sabrina2 | 22/11/2019 | MARLISE INEZ Aceito
Instituicao e 019.pdf 11:34:46 |KLEIN
|Infraestrutura
Declaragéo de Autorizacao_para_clinica_Sabrina2019. | 22/11/2019 | MARLISE INEZ Aceito
Instituicdo e pdf 11:34:10 |KLEIN
Infraestrutura
Cronograma CRONOGRAMA_Sabrina_doutorado_20| 22/11/2019 | MARLISE INEZ Aceito
19.pdf 11:32:23 |KLEIN
Folha de Rosto Folha_de_rosto_ CEP_Sabrina2019.pdf | 22/11/2019 | MARLISE INEZ Aceito
11:31:48 |KLEIN
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Projeto de Pesquisa:
Formulagéo com extratos e fragbes de Casearia sylvestris para controle de biofilme cariogénico

Informacoes Preliminares

— Responsavel Principal

CPF/Documento: 843.616.971-91 Nome: MARLISE INEZ KLEIN

Telefone: 16981975055 E-mail.  m7klein@yahoo.com

—— Instituicdo Proponente

CNPJ: 48.031.918/0024-10 Nome da Institui¢éo: Faculdade de Odontologia de Araraquara - UNESP

Essa submisséo de emenda é exclusiva do seu Centro Coordenador?

A emenda é exclusiva de seu Centro Coordenador, entéo as alteragdes realizadas em seu projeto, em virtude da emenda, NAO serdo replicadas nos

Centros Participantes vinculados e nos Comités de Etica das Instituigdes Coparticipantes, quando da sua aprovagéao.
E um estudo internacional? Néo

B Equipe de Pesquisa

CPF/Documento Nome

366.342.908-30 Sabrina Marcela Ribeiro

Area de Estudo

Grandes Areas do Conhecimento (CNPq)
® Grande Area 4. Ciéncias da Saude
Propésito Principal do Estudo (OMS)
® Ciéncias Basicas

Titulo Publico da Pesquisa: Fomulagdo com extratos e fragdes de Casearia sylvestris para controle de biofilme cariogénico

Contato Publico

CPF/Documento Nome Telefone E-mail
843.616.971-91 MARLISE INEZ KLEIN 16981975055 m7klein@yahoo.com
Contato Cientifico: MARLISE INEZ KLEIN

Data de Submisséo do Projeto: 24/02/2021 Nome do Arquivo: PB_INFORMAGOES_BASICAS_1707918_E1.pdf Versio do Projeto: 3
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Autorizo a publicacao deste trabalho.
(Direitos de publicagéo reservado ao autor)
Araraquara, 03 de fevereiro de 2023.
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