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“Onde você vê um obstáculo, 

alguém vê o término da viagem 

e o outro vê uma chance de crescer. 

Onde você vê um motivo pra se irritar, 

alguém vê a tragédia total 

e o outro vê uma prova para sua paciência. 

Onde você vê a morte, 

alguém vê o fim 

e o outro vê o começo de uma nova etapa... 

Onde você vê a fortuna, 

alguém vê a riqueza material 

e o outro pode encontrar por trás de tudo, a dor e a miséria total. 

Onde você vê a teimosia, 

alguém vê a ignorância, 

um outro compreende as limitações do companheiro, 

percebendo que cada qual caminha em seu próprio passo. 

E que é inútil querer apressar o passo do outro, 

a não ser que ele deseje isso. 

Cada qual vê o que quer, pode ou consegue enxergar. 

Porque eu sou do tamanho do que vejo. 

E não do tamanho da minha altura." 

Fernando Pessoa 
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RESUMO 
 
A formação de biofilmes e produção de hifas por Candida albicans são importantes 
fatores de virulência, principalmente, para a aderência à mucosa e invasão tecidual. A 
busca por metabólitos secundários produzidos por S. mutans é de suma importância, 
pois poderá fornecer novas estratégias terapêuticas no combate às infecções por 
Candida, possibilitando o desenvolvimento de medicamentos capazes de inibir os 
mecanismos de patogenicidade das espécies desse gênero. Desse modo, o objetivo 
desse estudo foi obter o extrato bruto e frações a partir do sobrenadante da cultura de 
4 h de S. mutans (UA159) e avaliar seus efeitos sobre os mecanismos de 
patogenicidade de C. albicans (ATCC18804) por meio de estudos in vitro. Após o 
cultivo de S. mutans, o extrato bruto foi obtido via partição líquido-líquido com acetato 
de etila (3x) e posteriormente fracionado em coluna de sílica derivatizada C-18 eluída 
com gradiente MeOH:H2O, fornecendo cinco frações (SM-F1, SM-F2, SM-F3, SM-F4 
e SM-F5).  A identificação das substâncias contidas no extrato bruto e frações foi 
realizada utilizando cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-
EM), sendo encontradas as seguintes substâncias: ácido octanóico e uridina no 
extrato bruto, ácido propanóico, (3R)-3-Methyl-1,4-bis(trimethylsilyl)piperazine-2,5-
dione, pirimidina, gulose e oleamida na SM-F1 e ácido nicotínico e triptofano na SM-
F2. O extrato bruto e as frações foram submetidos aos ensaios de bioatividade sobre 
a formação de hifas de C. albicans e analisados por microscopia óptica e microscopia 
eletrônica de varredura (MEV). O extrato bruto e a fração SM-F2, que resultou em 
maior inibição das hifas, foram investigados na expressão de genes de C. albicans 
envolvidos no mecanismo de filamentação (CPH1, EFG1, HWP1, UME6 e YWP1) por 
PCR quantitativo em tempo real (RT-qPCR). Além disso, o potencial de inibição do 
extrato bruto, frações SM-F1 e SM-F2 foi avaliado sobre a formação de biofilmes de 
C. albicans, analisados pela quantificação de células viáveis (UFC/mL) e MEV. Os 
resultados demonstraram inibição significativa na formação de hifas de C. albicans 
pelo extrato bruto e principalmente, pela SM-F2, com alterações significativas na 
expressão de todos os genes analisados. O extrato bruto e SM-F2 regularam 
negativamente a expressão dos genes CPH1, EFG1, HWP1 e UME6, em 
contrapartida, regularam positivamente a expressão do gene YWP1, envolvido no 
mecanismo de dispersão das leveduras. Nas análises de UFC/mL, os resultados 
demonstraram redução nas contagens de C. albicans nos biofilmes formados quando 
em contato com o extrato bruto, frações SM-F1 e SM-F2 em todas as concentrações 
testadas, sendo que o extrato bruto reduziu totalmente as células de C. albicans na 
concentração 15 mg/mL. Os resultados do nosso estudo demonstraram que o extrato 
bruto e frações de S. mutans apresentaram efeitos inibitórios sobre importantes 
mecanismos de virulência de C. albicans, fornecendo evidências que S. mutans 
produz substâncias com ação antifúngica, tornando-o promissor na busca de novos 
compostos antimicrobianos para prevenção e tratamento das candidoses humanas. 
 
 
 
Palavras-chave: Streptococcus mutans. Candida albicans. Bioprospecção.  
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ABSTRACT 

 
The biofilm formation and hyphae production by Candida albicans are important 
virulence factors, mainly for mucosal adhesion and tissue invasion. The search for 
secondary metabolites produced by S. mutans is of great importance, since it may 
provide new therapeutic strategies against Candida infections, enabling the 
development of drugs that inhibit the mechanisms of pathogenicity of the species 
of this genus. Thus, the objective of this study was to obtain the crude extract and 
fractions from the supernatant of the 4 h culture of S. mutans (UA159) and 
evaluate their effects on the mechanisms of pathogenicity of C. albicans 
(ATCC18804) through in vitro studies. After culture of S. mutans, the crude extract 
was obtained via liquid-liquid partition with ethyl acetate (3x) and then fractionated 
on a C-18 derivatized silica column eluted with MeOH:H2O gradient, providing five 
fractions (SM-F1, SM-F2, SM-F3, SM-F4 and SM-F5). The identification of the 
substances contained in the crude extract and fractions was performed by gas 
chromatography coupled to mass spectrometry (GC-MS). The following 
substances were found: octanoic acid and uridine in crude extract, propanoic acid, 
(3R) -3-methyl -1,4-bis (trimethylsilyl) piperazine-2,5-dione, pyrimidine, gulose and 
oleamide in SM-F1 and nicotinic acid and tryptophan in SM-F2. The crude extract 
and fractions were submitted to bioactivity assays on hyphae formation by C. 
albicans and analyzed by optical microscopy and scanning electron microscopy 
(SEM). The crude extract and SM-F2 fraction, which resulted in highest inhibition 
of hyphae, were investigated in the expression of C. albicans genes involved in the 
filamentation mechanism (CPH1, EFG1, HWP1, UME6 and YWP1) by quantitative 
real-time PCR (RT-qPCR). In addition, the potential of inhibition of the crude 
extract, SM-F1 and SM-F2 fractions in biofilms of C. albicans were evaluated by 
the quantification of viable cells (CFU/mL) and SEM. The data obtained were 
statistically analyzed by Graph Pad Prism 5.0, with a significance level of 5%. The 
results demonstrated a significant inhibition on C. albicans hyphae formation by 
the crude extract and mainly by SM-F2, with significant alterations in the 
expression of all genes analyzed. The crude extract and SM-F2 negatively 
regulated the expression of the CPH1, EFG1, HWP1 and UME6 genes, in 
contrast, positively regulated the expression of the YWP1 gene, involved in the 
mechanism of yeast dispersion. In the CFU/mL analyzes, the results showed a 
reduction in the counts of C. albicans in the biofilms formed when in contact with 
the crude extract, SM-F1 and SM-F2 fractions in all tested concentrations and the 
crude extract totally reduced C. albicans cells at 15 mg/mL concentration. The 
results of our study demonstrated that the crude extract and fractions of S. mutans 
presented inhibitory effects on important mechanisms of virulence of C. albicans, 
providing evidence that S. mutans produces substances with antifungal action, 
making it promising in the search for new compounds antimicrobials for the 
prevention and treatment of human candidoses. 
 
Keywords: Streptococcus mutans. Candida albicans. Bioprospecting. 
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1 INTRODUÇÃO  

 

 

A cavidade bucal é colonizada por diferentes espécies microbianas que 

normalmente encontram-se organizadas em biofilmes (Jarosz et al., 2009). Os 

biofilmes consistem em comunidades estruturadas de células microbianas, as quais 

estão aderidas às superfícies de organismos vivos e/ou objetos inanimados (Jiang et 

al., 2015) e embebidas em uma matriz extracelular tridimensional. Essa matriz 

proporciona um esqueleto essencial para o desenvolvimento do biofilme, 

promovendo adesão e coesão microbiana à superfície (Koo, 2013).  

Streptococcus mutans é um importante patógeno oral que está presente na 

maioria da população mundial (Becker et al., 2002; Mitchell, 2003). Um dos 

principais fatores de virulência desse micro-organismo consiste em sua capacidade 

de formar biofilme na superfície do dente (Zhang et al., 2009), representando a 

primeira e principal etapa no desenvolvimento da cárie dentária (Assaf, 2015).  

Nos biofilmes, a comunidade bacteriana controla diversos processos 

fisiológicos através de um mecanismo chamado quorum sensing (QS) (Syvitski et 

al., 2007; Zhang et al., 2009), no qual as bactérias utilizam estratégias de 

comunicação intercelular a fim de coordenar o comportamento coletivo. Assim, 

pequenas moléculas, denominadas auto-indutores, são sintetizadas pelas bactérias, 

secretadas no ambiente extracelular e quando presentes em quantidade suficiente 

coordenam a transcrição de diversos genes, os quais regulam os fatores de 

virulência, a síntese de moléculas antimicrobianas e a formação do biofilme. A 

concentração dessas moléculas aumenta proporcionalmente ao aumento da 

densidade celular, maximizando, portanto, a ligação dessas moléculas às proteínas 

reguladoras transcricionais (Stead et al., 1996; Van Delden, Iglewski, 1998; Willians, 

2003; Monzon et al., 2016). 

É sabido que o mecanismo de QS em S. mutans é responsável por regular 

inúmeras atividades fisiológicas como competência genética, produção de 

bacteriocinas, respostas ao estresse e formação do biofilme (Zhang et al., 2009). A 

capacidade das bactérias em utilizar mecanismos de QS na comunicação umas com 

as outras e no seu funcionamento como um grupo, proporciona benefícios 
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significativos durante a colonização do hospedeiro, auxiliando na defesa contra 

competidores e favorecendo sua adaptação em ambientes hostis (Syvitski et al., 

2007). Foi demonstrado que para manter seu nicho, S. mutans inibe outras espécies 

microbianas através de competição, produzindo um peptídeo regulador chamado 

mutacina (Kreth et al., 2006). Estudos genéticos com diferentes isolados de S. 

mutans mostraram uma enorme diversidade de genes relacionados com a 

comunicação interespécies (Bekal-Si Ali et al., 2002; Klein et al., 2006) e produção 

de mutacina (Kamiya et al., 2008). 

A elucidação dos mecanismos de interação entre diferentes espécies 

microbianas inseridas na mesma comunidade é extremamente importante para a 

compreensão das doenças infecciosas e para o desenvolvimento de novos 

medicamentos antimicrobianos (Peleg et al., 2010). Além disso, estudos envolvendo 

a obtenção de novos metabólitos provenientes de extratos microbianos vêm sendo 

cada vez mais estudados, uma vez que bactérias e fungos produzem uma gama de 

moléculas bioativas quimicamente relevantes no ambiente extracelular, sendo alvos 

de estudo devido a seus impactos diretos em outros micro-organismos, bem como 

no hospedeiro (Ström et al., 2002; Shekh, Roy, 2012; Atiphasaworn et al., 2017; 

Jeong et al., 2017). Alguns exemplos de moléculas originalmente isoladas de micro-

organismos e com relevância clínica são nistatina, epotilona B, ciclosporina e 

rifampicina (Martins et al., 2012; Shaw, 1989; Starks et al., 2003; Vézina et al., 

1975).  

Interações entre bactérias e fungos são comuns em humanos e podem 

influenciar a transição entre estado de saúde e doença, dentro de um nicho 

específico no hospedeiro. Candida albicans é o patógeno fúngico oportunista mais 

comumente encontrado nas superfícies mucosas dos seres humanos, podendo 

causar infecções severas e recorrentes na mucosa, como também infecções 

sistêmicas fatais (Mayer et al., 2013; Tsui et al., 2016; Hwang et al., 2017). Tal 

capacidade está associada à formação de biofilme, frequentemente envolvendo 

interações com bactérias que podem aumentar o seu acúmulo e virulência (Falsetta 

et al., 2014; Hwang et al., 2017). Além disso, a patogenicidade de C. albicans é 

favorecida pela produção de um arsenal de fatores de virulência, sendo a 

capacidade em alterar sua morfologia de levedura para hifa fundamental na causa 
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de doenças (Nobile, Johnson, 2015; Gulati, Nobile, 2016; Tsui et al., 2016). Estudos 

demonstram que mutantes com deficiência na formação de hifas são menos 

virulentos (Loeb et al., 1999; Whiteway et al., 2004), pois as formas filamentosas 

possuem maior capacidade de aderir, penetrar e colonizar os órgãos e tecidos do 

hospedeiro, enquanto a forma leveduriforme desempenha importante papel na 

disseminação através da corrente sanguínea (Loeb et al., 1999; Hazan et al., 2002; 

Altenburg et al., 2008). Todas as morfologias desempenham importantes funções na 

formação do biofilme de C. albicans, que são comunidades fúngicas clinicamente 

relevantes difíceis de tratar, principalmente em pacientes imunocomprometidos 

(Ramage et al., 2005; Altenburg et al., 2008; Li, Nielsen, 2017). 

Essa levedura comensal é comumente encontrada na cavidade bucal dos 

seres humanos, sendo isolada em aproximadamente 62% dos indivíduos saudáveis. 

Neste nicho, sabe-se que C. albicans co-adere a estreptococos comensais 

(estreptococos do grupo viridans), os quais promovem o transporte fúngico, 

conduzindo à infecção da mucosa oral (Xu et al., 2014; Hwang et al., 2017). Desse 

modo, vários estudos clínicos relatam que C. albicans é frequentemente encontrada 

em biofilmes contendo alto número de S. mutans, formados nas superfícies 

dentárias de crianças com cárie precoce da infância (de Carvalho et al., 2006; Xiao 

et al., 2016; Hwang et al., 2017).  

Uma variedade de estímulos ambientais do hospedeiro é conhecida por 

induzir a transição levedura-hifa, tais como temperatura (37°C), soro, hormônios e 

pH (Brown, 2002; Childers, Kadosh, 2015). Estas condições ativam rotas 

transcricionais, resultando na expressão de genes específicos das hifas (Biswas et 

al., 2007; Childers, Kadosh, 2015). Após a fase de adesão, segue-se a maturação 

do biofilme, conferida pela expressão do gene EFG1, o qual é um regulador 

transcricional envolvido na morfogênese, responsável por modular a diferenciação 

das hifas e estar envolvido na maturação do biofilme (Blankenship, Mitchell, 2006; 

Nobile et al., 2008; Barros et al., 2018a). Outros dois importantes reguladores 

trancricionais específicos dessas estruturas são os genes CPH1 e UME6. A 

expressão deste último consiste em um fator imprescindível para que ocorra a 

extensão das hifas (Banerjee et al., 2008; Childers, Kadosh, 2015). O gene HWP1 

codifica a principal proteína de parede celular das hifas (proteína 1), a qual 
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desempenha importante papel de adesina, promovendo a ligação de Candida às 

células epiteliais do hospedeiro, bem como interação com moléculas bacterianas, 

contribuindo para uma colonização eficiente dentro de uma comunidade 

polimicrobiana (Tsuchimori et al., 2000; Orsi et al., 2014). Foi demonstrado que 

cepas mutantes para este gene foram avirulentas quando comparadas a cepa 

controle selvagem (Tsuchimori et al., 2000; Sundstrom et al., 2002; Orsi et al., 2014). 

Já o gene YWP1 codifica uma glicoproteína da parede celular de C. albicans 

presente nas leveduras e ausente nas hifas. Porém, a expressão desse gene 

confere uma capacidade anti-adesiva à parede, com possível ação na dispersão das 

leveduras. Desse modo, leveduras que não possuem esse gene são mais adesivas 

e formam um biofilme mais espesso (Granger, 2012). 

A interação entre bactérias e fungos em biofilmes mistos tem sido associada 

com a redução da viabilidade fúngica, que pode ser atribuída à secreção de 

moléculas antifúngicas por bactérias, pela liberação direta de toxinas das bactérias 

para as células fúngicas ou pela depleção de nutrientes. Outro mecanismo de 

interação entre bactérias e fungos é a modificação nas condições ambientais, como 

a mudança no pH, que pode influenciar a formação de hifas por C. albicans. Além 

destas interações antagônicas, interações mutuamente benéficas em biofilmes 

mistos também têm sido observadas, nas quais as diferentes espécies podem 

fornecer proteção uma para outra contra o sistema imunológico ou aos agentes 

antimicrobianos (Peleg et al., 2010). Gregoire (2011) demonstrou que a interação 

entre C. albicans e S. mutans na presença de sacarose pode ser mediada pela 

glicosiltransferase, enzima sintetizada por S. mutans para formação dos glucanos, 

os quais possibilitam a aderência de S. mutans à superfície do esmalte dentário. 

Esses autores verificaram por microscopia de fluorescência que a glicosiltransferase 

produzida por S. mutans foi capaz de se aderir à superfície celular de C. albicans e 

formar glucanos. Desse modo, o glucano presente na superfície da levedura 

aumentou a capacidade de aderência entre S. mutans e C. albicans. 

Pereira-Cenci et al. (2008) estudaram a interação entre C. albicans e S. 

mutans em biofilmes formados in vitro sobre diferentes substratos e verificaram que 

S. mutans suprimiu a formação de hifas por C. albicans. Jarosz et al. (2009) 

avaliaram a interação entre S. mutans e C. albicans em relação a produção de 
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moléculas do quorum sensing e verificaram que o sobrenadante da cultura de 4 h de 

S. mutans inibiu a formação de tubo germinativo de C. albicans, indicando que S. 

mutans produz moléculas durante os estágios iniciais de seu crescimento, capazes 

de atuar sobre a virulência fúngica. Joyner et al. (2010) atribuíram a capacidade 

inibitória sobre as hifas ao metabólito mutanobactin A. De acordo com esses 

autores, tal composto une-se a um grupo seleto de outras duas biomoléculas 

produzidas por S. mutans, capazes de redirecionar o dimorfismo levedura-hifa de C. 

albicans, caracterizadas como peptídeo estimulador de competência (Jarosz et al., 

2009) e ácido trans-2-decenóico (Vílchez et al., 2010), respectivamente. A formação 

das hifas parece ser um dos pontos críticos para formação de biofilme de C. 

albicans, pois estudos demonstraram que mutações nos genes relacionados com a 

formação dessas estruturas resultaram em graves defeitos na formação do biofilme 

(Nobile, Mitchell, 2005, 2006; Fuchs et al., 2010). 

Outra biomolécula produzida por S. mutans, a mutacina 1140, mostrou-se 

promissora como droga antibacteriana (Hillman et al., 1998; Escano et al., 2014), 

apresentando amplo espectro de ação contra bactérias gram-positivas (Chen et al., 

2013; Ghobrial et al., 2017; Ongey et al., 2017; Premnath et al., 2018). 

Em estudo realizado por nosso grupo (Barbosa et al., 2016), foi demonstrado 

que o sobrenadante da cultura de S. mutans resultou em efeitos inibitórios sobre C. 

albicans, interferindo na sua capacidade de filamentação e formação de biofilme. 

Tais autores demonstraram que a inoculação das células e do sobrenadante de S. 

mutans em Galleria mellonella, infectada por C. albicans, diminuiu o 

desenvolvimento da candidose experimental. Já a inoculação apenas do 

sobrenadante da cultura de S. mutans apresentou efeito inibitório sobre a formação 

de hifas nos tecidos de G. mellonella. Esses achados sugerem que S. mutans 

secretam subprodutos no meio de cultura com ação antifúngica.  

O tratamento da candidose bucal tornou-se muito difícil devido ao 

surgimento de cepas resistentes aos antifúngicos convencionais e à baixa 

disponibilidade de novos fármacos para as infecções fúngicas. Diante disso, o 

desenvolvimento de novas opções terapêuticas para a candidose bucal é 

extremamente necessário e constitui um grande desafio para a área médica-

odontológica. Uma das possíveis alternativas terapêuticas que tem sido investigada 
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é a busca por novos agentes antifúngicos a partir de substâncias naturais 

produzidas pelos próprios micro-organismos (Peleg et al., 2010; Barbosa et al., 

2016). Sendo assim, são necessários esforços cujo foco seja encontrar novos 

agentes terapêuticos os quais sejam capazes de solucionar as infecções mediadas 

por C. albicans. Diante disso, investigações envolvendo agentes antifúngicos 

alternativos, especialmente os antivirulentos e antibiofilmes têm atraído considerável 

interesse de pesquisa. 
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2 PROPOSIÇÃO 

 

 

2.1 Objetivo geral 

 

 

Avaliar o potencial antifúngico de metabólitos produzidos por S. mutans 

sobre os mecanismos de virulência de C. albicans. 

 

 

2.2 Objetivos específicos 

 

 

a) extrair, fracionar e identificar os compostos presentes no sobrenadante da 

cultura de Streptococcus mutans; 

b) avaliar o potencial antifúngico do extrato bruto e das frações obtidas sobre 

C. albicans, quanto à capacidade de filamentação e formação de biofilme 

in vitro;  

c) avaliar o perfil de expressão dos genes CPH1, EFG1, HWP1, UME6 e 

YWP1 de C. albicans, após tratamento com extrato bruto e frações que 

foram mais ativos na inibição das hifas, por PCR quantitativo em tempo 

real (RT-qPCR).  
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

As etapas e os ensaios experimentais realizados neste estudo estão 

apresentados na Figura 1. 

 

Figura 1 – Delineamento do estudo e distribuição dos ensaios realizados 

 

 

Legenda: MO: Microscopia Óptica. MEV: Microscopia Eletrônica de Varredura. CG-EM: 
Cromatrografia Gasosa acoplada à Espectrometria de Massas. CLAE-DAD: Cromatografia Líquida de 
Alta Eficiência com Detector de Arranjo de Diodos. MeOH: Metanol. UFC/mL: Unidades Formadoras 
de Colônias por mililitro.  
Fonte: Elaborado pelo autor. 
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3.1 Cepas de micro-organismos e condições de cultivo 

 

 

Foram utilizadas cepas padrão de Candida albicans (ATCC 18804) e 

Streptococcus mutans (UA 159), provenientes da coleção de micro-organismos do 

Laboratório de Microbiologia e Imunologia do Instituto de Ciência e Tecnologia de 

São José dos Campos/UNESP, mantidas no estoque em freezer a -80ºC. Para a 

ativação desses micro-organismos, a cepa de C. albicans foi cultivada em ágar 

Sabouraud Dextrose (Himedia Laboratories, Munbai, Índia) por 48 h a 37ºC e a cepa 

de S. mutans foi cultivada em ágar Infuso Cérebro Coração, do inglês brain-heart-

infusion (BHI, Himedia Laboratories, Munbai, Índia) por 48 h a 37°C em condições 

de microaerofilia com teor de 5% de CO2. 

 

 

3.2 Obtenção do extrato bruto e frações do sobrenadante da cultura de S. 

mutans 

 

 

3.2.1 Preparo da suspensão padronizada de S. mutans  

 

 

Após reativação da cepa, S. mutans foi cultivado em caldo BHI (BHI, 

Himedia Laboratories, Munbai, Índia) e incubado a 37°C, por 24 h, em condições de 

microaerofilia (5% de CO2). Após o período de crescimento, procedeu-se à 

centrifugação da cultura a 5000 rpm por 10 min. O sobrenadante foi desprezado e o 

precipitado celular foi ressuspenso em solução fisiológica tamponada com fosfato 

(PBS), caracterizando a etapa de lavagem das células, e após, centrifugado 

novamente nas mesmas condições. Esse procedimento foi realizado novamente, e 

após o descarte do sobrenadante, o precipitado celular foi ressuspenso em PBS. A 

concentração microbiana foi determinada espectrofotometricamente (B582, Micronal, 

São Paulo, SP, Brasil), no comprimento de onda 398 nm e densidade óptica de 

0,560, obtendo-se uma concentração de 107 células/mL de S. mutans. 
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3.2.2 Preparo do sobrenadante da cultura de S. mutans  

 

 

O preparo do sobrenadante de S. mutans foi realizado de acordo com 

Barbosa et al. (2016). Desse modo, após o preparo da suspensão padronizada de S. 

mutans, 1 mL dessa suspensão foi adicionada à um tubo falcon contendo 6 mL de 

caldo BHI. Este foi incubado a 37ºC por 4 h em condições de microaerofilia (5% de 

CO2). Após este período, a cultura foi centrifugada a 5000 rpm por 10 min e o 

sobrenadante foi filtrado em sistema de filtragem a vácuo em membrana com poros 

de 0,22 µm de diâmetro (Stericup® and Steritop® Filter Unit, Millipore, 

Massachusetts, EUA). 

 

 

3.2.3 Preparo do extrato bruto do sobrenadante da cultura de S. mutans 

 

 

Esta etapa do trabalho foi realizada no Núcleo de Bioensaios, Biossíntese e 

Ecofisiologia de Produtos Naturais (NuBBE), do Instituto de Química da Unesp, 

campus de Araraquara. O método de extração utilizado foi via partição líquido-

líquido utilizando o solvente acetato de etila, de acordo com a metodologia 

padronizada pelo grupo. 

Desse modo, o sobrenadante filtrado foi submetido à extração com acetato 

de etila (3 vezes) e após, o solvente orgânico foi removido sob vácuo em evaporador 

rotatório da Buchi R-114 (banho de aquecimento B-480), sob pressão reduzida com 

auxílio de bombas de vácuo (D-91126 Schwabach da Heidolph Instruments) e 

refrigeração a uma temperatura inferior a 3ºC (Marconi BTC-9090). Em seguida, os 

compostos retidos no frasco foram coletados com metanol, e depois disso, este 

solvente foi evaporado com auxílio de uma bomba por aproximadamente 16 h. Após, 

o extrato foi liofilizado por mais ou menos 14 h e pesado, obtendo-se o extrato bruto 

(Figura 2).  

Neste primeiro processo de extração, foram obtidos os extratos brutos, em 

escala reduzida, de ambas as fases: um proveniente da fase aquosa (contendo o 
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caldo BHI) e outro proveniente da fase orgânica (contendo o solvente e 

possivelmente os compostos ativos extraídos por ele). Em seguida, ambos os 

extratos brutos (orgânico e aquoso) foram submetidos aos ensaios de bioatividade, a 

fim de verificar se permanecia com a capacidade inibitória sobre C. albicans e 

também, para avaliar se o método de extração utilizado foi eficiente. Uma vez 

verificada a atividade biológica apenas do extrato bruto orgânico, o extrato 

proveniente da fase aquosa passou a não ser mais utilizado e foi descartado nas 

demais extrações. Para a etapa de fracionamento, foi realizada a obtenção de 

extrato bruto em escala ampliada, visto a necessidade de utilizarmos 

aproximadamente 1 g do extrato para obter massa suficiente das frações.  

O Quadro 1 apresenta os rendimentos em massa dos extratos brutos obtidos 

em todas as extrações. 
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Figura 2 – Esquema de obtenção do extrato bruto a partir do sobrenadante da 

cultura de S. mutans 

 

 

Legenda: O sobrenadante foi submetido à extração com acetato de etila (3 vezes) (A), em seguida o 
solvente orgânico (B) foi removido sob vácuo em evaporador rotatório da Buchi R-114 (banho de 
aquecimento B-480), sob pressão reduzida com auxílio de bombas de vácuo (D-91126 Schwabach da 
Heidolph Instruments) e refrigeração a uma temperatura inferior a 3ºC (Marconi BTC-9090) (C). Em 
seguida, os compostos que foram extraídos e ficaram retidos no balão foram coletados com metanol 
(MeOH) (D) e o solvente foi evaporado com auxílio de uma bomba (E), “overnight”. O extrato foi 
liofilizado (F) e pesado, obtendo-se o extrato bruto (G).  

Fonte: Elaborado pelo autor. 
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Quadro 1 – Rendimentos dos extratos brutos do sobrenadante da cultura de S. 

mutans 

 

Volume de 

Sobrenadante (mL) 

Massa do Extrato Bruto 

Orgânico (SM-EBO) (g) 

Massa do Extrato Bruto 

Aquoso (SM-EBA) (g) 

375  0,051 2  

500  0,110 - 

6400  1,474 - 

6000  0,920 - 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

3.2.4 Fracionamento do extrato bruto do sobrenadante da cultura de S. 

mutans  

 

 

A partir do perfil obtido por Cromatografia Líquida de Alta Eficiência com 

Detector de Arranjo de Diodos (CLAE-DAD) do extrato bruto (SM-EB), optou-se por 

submetê-lo ao fracionamento em coluna de sílica derivatizada C-18 (150 g, Φ = 3,5 

cm) utilizando diferentes soluções de MeOH:H2O como eluente (Figura 3), cujas 

proporções foram determinadas a partir da análise do cromatograma do perfil, sendo 

obtidas 5 frações: SM-F1, SM-F2, SM-F3, SM-F4 e SM-F5 (Quadro 2).  

Após a obtenção destas frações, foram realizadas análises para a 

determinação de seus perfis químicos por CLAE-DAD (APÊNDICE A), além de 

testes de bioatividade para seleção das frações a serem estudadas. 

As frações SM-F3 e SM-F4 não foram utilizadas nos testes posteriores, pois 

não obtivemos quantidade suficiente para realização dos ensaios experimentais e a 

SM-F5 não apresentou atividade inibitória no teste de Concentração Inibitória 

Mínima (CIM) realizado anteriormente por Santos (2018). 
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Figura 3 – Fracionamento do extrato bruto do sobrenadante da cultura de S. mutans 

 

Legenda: A-B) Fracionamento do sobrenadante da cultura de S. mutans utilizando coluna de sílica 
derivatizada C-18 (150 g, Φ = 3,5 cm) com diferentes soluções de MeOH:H2O (36:64, 49:51, 60:40, 
76:24, 100:0) como eluente. C) Erlenmeyers contendo as cinco frações obtidas. 
Fonte: Elaborado pelo autor. 
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Quadro 2 – Fracionamento do extrato bruto em coluna de sílica derivatizada C-18 

com diferentes soluções de MeOH:H2O como eluente e seus rendimentos em massa 

 

Frações 
Proporção de 

MeOH:H2O 

Massa (mg) à partir de 
1,474 g de extrato 

bruto 

Massa (mg) à partir de 
0,92 g de extrato bruto 

Fração 1 
(SM-F1) 

36:64 969,3 927,6 

Fração 2 
(SM-F2) 

49:51 210 281,8 

Fração 3 
(SM-F3) 

60:40 22,7 30,7 

Fração 4 
(SM-F4) 

76:24 6 4,8 

Fração 5 
(SM-F5) 

100:0 397,2 - 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

3.3 Identificação das substâncias presentes no extrato bruto e frações obtidas 

do sobrenadante da cultura de S. mutans 

 

 

O extrato bruto (SM-EB), as frações SM-F1 e SM-F2, bem como o controle 

(apenas caldo BHI) foram analisados em cromatografia gasosa acoplada a 

espectrometria de massas (CG-EM, Shimadzu, modelo GC-MS-QP2020) com auto 

injetor AOC-20i. A coluna utilizada para as análises foi Supelco RTX-5MS (5% fenil 

polimetilsiloxano) de 30 m x 0,25 mm x 0,25 μm. As condições cromatográficas 

foram as seguintes: 

 

- Temperatura do injetor: 260ºC 

- Modo de injeção: split  

- Temperatura do detector: 260°C 
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- Vazão do gás de arraste (He): 1,0 mL min-1  

- Coluna: 80 °C (3 min)  3 °C / min     260°C (10 min). 

 

O espectrômetro de massas utilizado nas análises de CG-EM é equipado 

com fonte de ionização por impacto eletrônico (EI), ajustada em 70 eV e uma faixa 

de massas de aquisição de m/z 35-700. Durante o preparo das amostras foi 

realizada uma etapa de derivatização (sililação), que consiste na substituição dos 

hidrogênios ativos presentes nos grupos –OH, -SH, –NH e –COOH dos metabólitos 

por grupos trimetilsilil (TMS) (Figura 4), de forma a obter-se derivados com menor 

polaridade, maior volatilidade e estabilidade térmica, garantindo uma melhor 

resolução cromatográfica (Pellatti; Benvenuti, 2007). Sendo assim, 5 mg de SM-EB, 

SM-F1, SM-F2 e o controle foram solubilizadas em 200 μL de piridina, em seguida, 

foram adicionados 200 μL de N-metil-N-(trimetilsilil)- trifluoroacetamida (MSTFA - 

Sigma). As amostras foram mantidas a 37° C por 30 min. Após 24 h de repouso a 5 

°C (geladeira), as mesmas foram filtradas em membranas PTFE (0,22 µm) e 

posteriormente analisadas (Tomaz, 2011). 

 

 

Figura 4 - Mecanismo para a reação de sililação (exemplificada para um álcool) 

 

Fonte: Elaborado pelo autor 
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3.4 Avaliação dos efeitos do extrato bruto e frações sobre a filamentação de C. 

albicans, analisados por Microscopia Óptica 

 

 

3.4.1 Preparo da suspensão padronizada de C. albicans 

 

 

C. albicans foi cultivada a 37°C por 24 h em caldo Yeast Nitrogen Base 

(YNB, Difco, Detroit, USA) suplementado com glicose na concentração de 100 mM. 

Após o período de crescimento, procedeu-se à centrifugação da cultura a 2000 rpm 

por 10 min. O sobrenadante foi desprezado e o precipitado celular foi ressuspenso 

em PBS, caracterizando a etapa de lavagem das células. Esse procedimento foi 

realizado novamente, e em seguida o precipitado celular foi ressuspenso em caldo 

YNB. A concentração microbiana foi determinada espectrofotometricamente (B582, 

Micronal, São Paulo, SP, Brasil), no comprimento de onda 530 nm e densidade 

óptica de 0,381, obtendo-se uma concentração de 107 células/mL de C. albicans.  

 

 

3.4.2 Ensaio de filamentação de C. albicans 

 

 

Após o preparo da suspensão padronizada de C. albicans conforme descrito 

anteriormente, em uma placa de cultura de células de 24 poços (Costar Corning, 

Nova York, NY, EUA) foi adicionado 1 mL de água destilada estéril suplementada 

com 10% de soro fetal bovino a fim de induzir a filamentação e 100 μL da suspensão 

padronizada de C. albicans. A seguir, em cada poço foram adicionados 50 μL do 

extrato bruto ou 50 μL das frações SM-F1 ou SM-F2, preparados nas concentrações 

de 1-15 mg/mL. No grupo controle, foi adicionado PBS. As placas foram incubadas a 

37ºC em estufa bacteriológica. Após 24 h de incubação, 50 μL do inóculo contido em 

cada poço da placa foi disperso sobre lâminas de microscopia, com 10 campos 

demarcados em seu verso. 

O material sobre a lâmina foi recoberto por lamínula e observado em 
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microscópio óptico (Carl Zeiss, Primo Star, Alemanha) com aumento de 400x. As 

imagens foram analisadas quanto aos aspectos morfológico e quantitativo. Para 

quantificação das hifas presentes, foram analisados 10 campos microscópicos em 

cada lâmina, totalizando 100 campos para cada amostra, sendo padronizado o 

ponto médio de cada campo. Em cada campo microscópico foi atribuído um escore, 

de acordo com o número de hifas presentes, atribuindo-se os seguintes escores: 0, 

ausência de hifas; 1, de 1 a 10; 2, de 11 a 20; 3, de 21 a 30; 4, de 31 a 40; 5, mais 

de 40. O ensaio foi realizado em duplicata, ou seja, duas repetições biológicas com 

cinco repetições por grupo na placa. 

 

 

3.5 Avaliação dos efeitos do extrato bruto e frações sobre a filamentação de C. 

albicans, analisados por Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) 

 

 

Discos de resina acrílica medindo 5 mm de diâmetro e 3 mm de espessura 

foram depositados no fundo de cada poço da placa de 24 poços e em seguida foi 

realizado o ensaio da filamentação, conforme previamente detalhado no item 3.4 

Após 24 h de incubação, os discos foram removidos dos poços e colocados em 

outra placa contendo 1 mL de glutaraldeído a 2,5%, para serem fixados. A placa foi 

mantida a 37°C por 1 h. Depois disso, os discos foram removidos do glutaraldeído e 

mantidos a 37°C por 24 h para completa secagem. Em seguida, foram transferidos 

para stubs de alumínio e receberam uma camada de 12 nm de liga de ouro (Au), em 

metalizadora EMITECH SC7620 Sputter Coater (East Sussex, United Kingdom). Em 

seguida, os discos foram submetidos a alto vácuo e analisados em Microscópio 

Eletrônico de Varredura Inspect S50 (FEI, República Tcheca). O ensaio foi realizado 

em duplicata, com três ensaios por grupo. 
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3.6 Avaliação dos efeitos do extrato bruto e frações sobre a expressão de 

genes de virulência de C. albicans  

 

 

Foi utilizado o modelo de filamentação, descrito previamente no item 3.4.2, 

para avaliar o perfil de expressão dos genes CPH1, EFG1, HWP1, UME6 e YWP1 

de C. albicans quando expostos ao extrato bruto e a fração SM-F2, nas 

concentrações em que houve maior inibição das hifas conforme o ensaio 

quantitativo, 5 e 10 mg/mL, respectivamente. Desse modo, após o período de 

incubação de 24 h a suspensão celular de C. albicans foi coletada em tubo falcon e 

centrifugada a 4700 rpm por 5 min. O sobrenadante foi descartado, o pellet coletado 

com Trizol (Ambion, Inc, AM1926, Waltham, Ma, EUA) e armazenado em eppendorf 

livre de RNAse para posterior extração de RNA. Posteriormente, 1 mL do reagente 

Trizol foi adicionado em um poço da placa de 24 poços e distribuído em todos os 

poços, coletando completamente as células aderidas nos poços. O material coletado 

foi armazenado em eppendorf livre de RNAse para posterior extração de RNA.  

 

 

3.6.1 Extração e quantificação de RNA total 

 

 

O RNA total das leveduras foi extraído utilizando-se o reagente Trizol, 

conforme protocolo recomendado pelo fabricante. As amostras coletadas 

anteriormente foram incubadas a temperatura ambiente por 10 min e após esse 

período, 200 μL de clorofórmio (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) foram 

adicionados, sendo homogeneizado por 15 min, incubado a temperatura ambiente 

por 3 min e centrifugado a 14.000 rpm por 15 min a 4°C (Eppendorf 5430R, 

Hamburgo, Alemanha). O sobrenadante (a fase aquosa contendo o RNA) foi 

transferido cuidadosamente para um tubo estéril, com o cuidado de não transferir 

nenhum precipitado sólido da interfase ou da fase orgânica rosa. Desse modo, a 

fase aquosa foi transferida para um novo tubo e adicionou-se 500  μL de isopropanol 

100% (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). Após gentil homogeneização, a mistura 
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foi incubada a temperatura ambiente por 10 min. Após esse período, o RNA foi 

coletado por centrifugação a 14.000 rpm por 10 min a 4°C. O isopropanol foi 

removido e o pellet de RNA foi lavado com etanol 70% gelado (Sigma-Aldrich, St. 

Louis, MO, USA) (preparado com água livre de RNAse, tratada com 

dietilpirocarbonato - DEPC), seguido por centrifugação a 10.000 rpm por 5 min a 

4°C.  O etanol 70% foi removido e o RNA ressuspenso em 10 μL de RNA Storage 

Solution (Ambion, Carlsbad, CA, USA), sendo incubado em bloco de aquecimento a 

55°C por 5 min  e, posteriormente estocado a -80°C. 

O RNA total extraído foi quantificado (ng/µL) em micro-espectrofotômetro 

Nanodrop 2000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA), com leituras nos 

comprimentos de onda de 260 e 280 nm, sendo utilizado para a síntese da primeira 

fita de cDNA, aquele com relação A260/280 entre 1,9 – 2,0, caracterizando RNA 

íntegro e de boa qualidade. O DNA foi removido com DNase I Amplification Grade 

(Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA), conforme as recomendações do fabricante, no qual 

1 U de DNase foi utilizada para cada 1000 ng de RNA. Desse modo, foram utilizados 

1 μL de DNase, 1 μL de 10X DNase I Reaction Buffer e água livre de RNAse (DEPC) 

suficiente para um volume final de 9 μL.  A reação foi incubada a 25°C por 10 min, e 

em seguida, adicionado 1 μL de EDTA pH 8.0 (25 mM), sendo incubado a 65°C por 

10 min.  

 

 

3.6.2 Síntese de DNA complementar (cDNA) 

 

 

Para cada reação de síntese da primeira fita de cDNA foi utilizado 720 ng de 

RNA total utilizando o Kit SuperScript™ IV First-Strand Synthesis System 

(Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA),  de acordo com as especificações do fabricante.  A 

cada reação foram adicionados: 1 μL de random hexamers (50 ng/μL), 1 μL de 

dNTP mix (10 mM) e 1 μL de água livre de RNAse. As reações foram incubadas em 

termociclador Mastercycler (Eppendorf, Hamburgo, Alemanha) por 5 min a 65ºC, 

sendo em seguida colocado no gelo por 1 min. Após, foram adicionados: 4 μL de 5X 

SuperScript IV RT buffer, 1 μL de DTT (0,1 M), 1 μL de RNAse out Recombinant 
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RNase Inhibitor (40 U/μL) e 1 μL de Superscript IV Reverse transcriptase (200 U/ 

μL). As reações foram incubadas por 10 min a 23ºC, 10 min a 50 – 55 ºC e 10 min a 

80 ºC. 1 μL de RNAse H (2 U/μL) foi adicionado em seguida e incubado por 20 min a 

37ºC. O cDNA foi armazenado a - 20 °C. 

 

 

3.6.3 Primers para PCR quantitativo em tempo real (RT-qPCR) 

 

 
Os primers e suas sequências para os genes alvos e referência endógena 

de C. albicans utilizados nesse trabalho estão listados no Quadro 3, sendo as 

sequências nucleotídicas confirmadas no site do NCBI/Gene Bank e suas 

especificidades confirmadas por Barros et al. (2016).  

Os genes RPP2B, ACT1 e PMA1 foram testados como genes de referência 

ou controle endógenos, também denominados genes normalizadores 

(housekeeping). Estes genes não apresentam alterações em seus níveis de 

expressão em todas as amostras e tratamentos aplicados, sendo utilizados para 

normalizar os genes alvos na quantificação relativa de expressão gênica. A análise 

para seleção do controle endógeno foi realizada no website http://www.leonxie.com, 

o qual utiliza quatro métodos diferentes: Delta CT, BestKeeper, NormFinder e 

Genorm. Quanto menor valor no ranking, melhor a estabilidade do gene para 

normalização dos dados obtidos na quantificação relativa da expressão gênica. 

Desse modo, o gene de referência recomendado para ser utilizado na quantificação 

relativa foi o PMA1 (Figura 5). 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://www.leonxie.com/
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Figura 5 - Seleção do gene de referência (RPP2B, ACT1 e PMA1) mais adequado 

para a quantificação relativa 

 

 

 

Legenda: Gráfico obtido através do site http://www.leonxie.com. 
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://www.leonxie.com/
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Quadro 3 – Sequência dos primers utilizados para RT-qPCR 

 

Gene                    Sequência (5’- 3’)                  Amplicon (pb)          Referência 

CPH1      F ACGCAGCCACAAGCTCTACT            119                Sherry et al. (2014) 

                R GTTGTGTGTGGAGGTTGCAC  

EFG1      F CAGTATGGTCAGTATAATGCT           222                  Hnisz et al. (2012) 

                R TTGTTGTTGCTGTTGGTATGGATATGATGATG  

HWP1     F GAAACCTCACCAATTGCTCCAG         92                   Hnisz et al. (2012) 

                R GTAGAGACGACAGCACTAGATTCC  

UME6      F TCATTCAATCCTACTCGTCCACC      133                  Hnisz et al. (2012) 

                R CCAGATCCAGTAGCAGTGCTG 

YWP1      F ACACCGGAAAATACCGTTGC            116             Granger et al. (2012) 

                R ATGGCAGCTTTACCAGAACC 

RPP2B*   F TGCTTACTTATTGTTAGTTCAAGGTGGGTA  83       Nailis et al. (2006)    

                R CAACACCAACGGATTCCAATAAA 

ACT1*     F GAAGCCCAATCCAAAAGA                  130                 Nailis et al. (2006) 

                R CTTCTGGAGCAACTCTCAATTC 

PMA1*    F TTGCTTATGATAATGCTCCATACGA     66                 Nailis et al. (2006) 

               R TACCCCACAATCTTGGCAAGT 

Legenda: CPH1, EFG1, HWP1, UME6, YWP1, RPP2B, ACT1, PMA1. F: Forward primer. R: Reverse 
primer. pb: pares de base. *Genes de referência. 
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

3.6.4 PCR quantitativo em tempo real (RT-qPCR) 

 

 

Para as reações de RT-qPCR foi utilizado o kit Platinum® SYBR® Green 

qPCR SuperMix-UDG (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA), conforme as recomendações 

do fabricante. As reações foram conduzidas em termociclador StepOnePlus Real-

Time PCR System (Applied Biosystems, Foster, CA, USA). As reações de PCR 

foram realizadas em triplicatas, constituindo-se de 10 μL de Platinum® SYBR® Green 

qPCR SuperMix-UDG, 1 μL de ROX Reference Dye (1:10), 0,1 μL (10 μM) de 
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Foward primer, 0,1 μL (10 μM) de Reverse primer,  4,4 μL de cDNA (diluído 1:4), 

sendo completado com água livre de RNAse para um volume final de 20 μL. Os 

parâmetros de ciclagem para as reações de amplificação foram 50oC por 2 min; 

95oC por 2 min; seguidos de 45 ciclos de 95°C por 15 s e 60°C por 30 s, sendo os 

dados coletados na última etapa. Após o término da quantificação relativa, a fim de 

verificar a formação de dímeros de primers, amplificações inespecíficas e 

contaminações, realizou-se a curva de dissociação. Os dados obtidos foram 

analisados no software do equipamento de PCR em tempo real. 

Durante a fase exponencial de amplificação é possível determinar um valor 

de intensidade de fluorescência, na qual todas as amostras podem ser comparadas. 

Este valor é denominado Limiar ou threshold e é calculado em função da quantidade 

de fluorescência basal (background). Neste ponto, o sinal de fluorescência gerado 

pela amostra é significativamente maior que a fluorescência basal. A quantidade de 

ciclos de PCR requerida para que cada amostra emita fluorescência suficiente para 

alcançar este ponto é definido cycle threshold ou Ct. O Ct é específico para cada 

amostra e é inversamente proporcional à quantidade inicial do alvo presente na 

reação. Este valor é a base para a quantificação baseada em PCR quantitativo 

(Marcelino, 2006).  

Os valores médios de Ct dos genes alvos (CPH1, EFG1, HWP1, UME6 e 

YWP1) e da referência endógena (normalizador) PMA1 foram calculados.  

Posteriormente, através da subtração de Ct do gene alvo com o Ct do 

normalizador foi obtido o ΔCt. Este valor de ΔCt do gene alvo é subtraído do valor de 

ΔCt da amostra controle (calibrador – controle não tratado), resultando num valor de 

ΔΔCt. O nível de expressão gênica (RQ) foi calculado aplicando-se o método 2-∆∆Ct 

(Livak, Schmittgen, 2001), com base nas eficiências obtidas entre o gene alvo e 

normalizador. 

O ensaio foi realizado em triplicata, com três repetições por grupo na placa, 

totalizando 9 pontos de coleta de dados para cada gene e tratamento. 
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3.7 Avaliação dos efeitos do extrato bruto e frações sobre biofilmes de C. 

albicans  

 

 

3.7.1 Formação dos Biofilmes 

 

 

Para a realização desse experimento, após o crescimento em caldo, a cepa 

de C. albicans foi centrifugada para o preparo da suspensão padronizada contendo 

107 células por mL conforme descrito anteriormente no item 3.4.1. A formação dos 

biofilmes foi realizada conforme as metodologias descritas por Thein et al. (2006) e 

Barbosa et al. (2016), com algumas modificações. Os biofilmes foram formados no 

fundo da placa de microtitulação de 96 poços de fundo plano (Costar Corning, Nova 

York, NY, EUA). Desse modo, inicialmente foram inoculados em cada poço 100 µL 

da suspensão padronizada de C. albicans contendo 107 células/mL. A placa foi 

incubada em agitação a 75 rpm (Quimis, Diadema, São Paulo, SP, Brasil), a 37ºC 

por 90 min para promover a adesão inicial dos micro-organismos. Após esta etapa, a 

suspensão de células foi aspirada e cada poço foi lavado, delicadamente, duas 

vezes com PBS, para remoção das células não aderidas.  

Em cada poço da placa, foram adicionados 50 μL do extrato bruto ou 50 μL 

das frações SM-F1 ou SM-F2 (5, 10 e 15 mg/mL), solubilizados em água destilada 

estéril. No grupo controle, foi adicionado PBS. Para a promoção do crescimento do 

biofilme, 200 µL de YNB suplementado com 100 mM de glicose (diluído 10 vezes em 

água destilada estéril) foi adicionado a cada poço. A placa foi tampada e incubada 

em agitação a 75 rpm, a 37°C por 48 h. Quando atingido o período de 24 h, o caldo 

foi removido, os poços foram lavados, delicadamente, com PBS e novo meio YNB 

(200 µL) foi adicionado. Nesta etapa de troca do meio, foram adicionados 50 μL do 

extrato bruto bruto ou 50 μL das frações SM-F1 ou SM-F2, bem como 50 μL do 

controle PBS. A seguir, a placa foi incubada novamente em agitação a 75 rpm a 

37°C até completar as 48 h. O ensaio foi realizado em duplicata, com oito repetições 

por grupo na placa. 
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3.7.2 Análise dos biofilmes por quantificação do número de unidades 

formadoras de colônias por mL (UFC/mL) 

 

 

Completadas as 48 h de formação do biofilme, os poços foram lavados 

delicadamente com PBS. A seguir, foi adicionado em cada poço 250 µL de PBS e o 

biofilme formado no fundo da placa foi desprendido utilizando-se homogeneizador 

ultra-sônico (Sonics Vibra Cell) por 30 s, com potência de 50 W. Em seguida, a partir 

da solução obtida foram realizadas diluições seriadas (1:10), e alíquotas de 10 µL 

das diluições desejadas foram plaqueadas em placas contendo ágar Sabouraud 

Dextrose acrescido de cloranfenicol para contagem de C. albicans. Após, as placas 

foram incubadas em estufa a 37ºC por 48 h e em seguida, as colônias foram 

contadas para determinar o número de UFC/mL. 

 

 

3.7.3 Análise dos biofilmes de C. albicans por Microscopia Eletrônica de 

Varredura (MEV) 

 

 

Para a MEV, os biofilmes foram formados sobre discos de resina acrílica (5 

mm de diâmetro e 3 mm de espessura) depositados no fundo de cada poço da placa 

de 24 poços e em seguida foi realizado o ensaio de formação dos biofilmes, 

conforme previamente detalhado no item 3.7.1. Após 48 h de incubação, os discos 

foram removidos dos poços e colocados em outra placa contendo 1 mL de 

glutaraldeído a 2,5%, para serem fixados. A placa foi mantida a 37°C por 1 h. Depois 

disso, os discos foram removidos do glutaraldeído e desidratados com lavagens 

crescentes de etanol (10, 25, 50, 75 e 90%) por 20 min cada, seguido por imersão 

em álcool absoluto por 1 h. As placas foram mantidas a 37°C por 24 h para completa 

secagem dos discos. Em seguida, foram transferidos para stubs de alumínio e 

receberam uma camada de 12 nm de liga de ouro (Au), em metalizadora EMITECH 

SC7620 Sputter Coater (East Sussex, United Kingdom). Em seguida, os discos 

foram submetidos a alto vácuo e analisados em Microscópio Eletrônico de Varredura 
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Inspect S50 (FEI, República Tcheca). O ensaio foi realizado em duplicata, com três 

biofilmes por grupo. 

 

 

3.8 Análise Estatística 

 

 

Os escores obtidos na quantificação das hifas nos ensaios de filamentação 

foram analisados aplicando-se os testes Kruskal-Wallis e Dunn. Os dados da 

contagem de UFC/mL do biofilme de C. albicans e os dados de expressão gênica 

foram analisados pelo teste t de Student. Os testes estatísticos foram realizados 

utilizando o programa GraphPad Prism 5.0 e 7.0 (GraphPad Software, Inc., 

California, CA, EUA) com nível de significância de 5%.  

 

 

3.9 RESULTADOS 

 

 

3.9.1 Identificação das substâncias produzidas por S. mutans 

 

 

As Figuras (APÊNDICE B) apresentam os cromatogramas obtidos por CG-

EM para SM-EB, SM-F1, SM-F2 em comparação com o cromatograma do controle 

(apenas o caldo, sem o crescimento de S. mutans). 

Ao analisar os cromatogramas é possível verificar que o extrato de SM-EB e 

do controle apresentam picos com os mesmos tempos de retenção (TR), sendo que 

alguns picos apresentam variações significativas de intensidade, como é o caso do 

pico em TR = 7,138 min. Já a comparação dos cromatogramas da fração SM-F1 e do 

controle indicou a presença de picos em SM-F1 (TR = 53.123, 55.172, 55.457, 

55.842, 56.229, 58.102 min) diferentes daqueles observados no controle. Em SM-F2 

foi possível verificar alguns picos com intensidades bem diferentes daquelas 
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observadas para alguns picos do controle, como os picos em TR = 29.805, 42.460, 

50.795, 52.832, 53.708, 56.405, 58.630 min. 

A partir dos resultados de CG-EM foi possível identificar os constituintes de 

SM-EB, SM-F1, SM-F2 e do controle (APÊNDICE B), por meio de análise e 

comparação dos espectros de massas com dados das bibliotecas Wiley7 e Nist 

através do software GCMS solutions Ver. 2.5 (Tabelas 1-4).  

Na análise do extrato bruto e fração SM-F2, foram encontradas 2 

substâncias que diferiram do grupo o qual não foi realizado o crescimento de S. 

mutans (grupo controle). Já na fração SM-F1 havia 5 diferentes substâncias. 
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Tabela 1 - Identificação das substâncias presentes no controle por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas 

(CG-EM)  

 

Pico TR (min) Nome da substância Similaridade 

2 7,140 Propanoic acid, 2-[(trimethylsilyl)oxy]-, trimethylsilyl ester 93% 
5 13,105 Silane, trimethyl(2-phenylethoxy)- 93% 
6 13,913 Benzoic acid trimethylsilyl ester 90% 
7 15,621 Glycerol-tri-tms ether 93% 
8 16,092 Benzeneacetic acid, trimethylsilyl ester 96% 

10 18,131 Pyrimidine, 2,4-bis[(trimethylsilyl)oxy]- 92% 
12 20,479 Silanamine, 1,1,1-trimethyl-N-(trimethylsilyl)-N-[2-[(trimethylsilyl)oxy]ethyl]- 87% 
13 21,092 Benzenepropanoic acid, trimethylsilyl ester 95% 
29 27,589 4-Hydroxyphenylethanol, di-TMS 90% 
59 39,957 Pyridine, 2-methyl-3-(trimethylsilyloxy)-4,5-bis-[(trimethylsilyloxy)methyl]- 94% 
60 40,405 Pyrrolo[1,2-a]pyrazine-1,4-dione, hexahydro-3-(2-methylpropyl)- 90% 
71* 43,529 .beta.-D-Glucopyranose, 1,2,3,4,6-pentakis-O-(trimethylsilyl)- 96% 
72 44,225 Xanthine-tri-tms 86% 
73 44,327 Hexadecanoic acid, trimethylsilyl ester 91% 
88 50,354 Octadecanoic acid, trimethylsilyl ester 85% 
93 53,678 9-Octadecenamide, (Z)- 92% 
94 54,171 Pyrrolo[1,2-a]pyrazine-1,4-dione, hexahydro-3-(phenylmethyl)- 92% 

105* 65,149 2,5-Piperazinedione, 3,6-bis(phenylmethyl)- 85% 
106 66,345 L-Tryptophan, N,1-bis(trimethylsilyl)-, trimethylsilyl ester 86% 

Legenda: TMS - grupo trimetilsilil. *Substâncias destacadas em negrito são aquelas diferentes quando comparadas com os demais grupos.  
Fonte: Elaborado pelo autor. 
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Tabela 2 - Identificação das substâncias presentes no extrato bruto por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de 

massas (CG-EM)  

 

Pico TR (min) Nome da substância Similaridade 

2 7,138 Propanoic acid, 2-[(trimethylsilyl)oxy]-, trimethylsilyl ester 95% 
4 13,102 Silane, trimethyl(2-phenylethoxy)- 93% 
5 13,912 Benzoic acid trimethylsilyl ester 93% 
6* 14,685 Octanoic acid, trimethylsilyl ester 91% 
7 15,619 Glycerol-tri-tms ether 93% 
8 16,088 Benzeneacetic acid, trimethylsilyl ester 97% 

11 18,128 Pyrimidine, 2,4-bis[(trimethylsilyl)oxy]- 92% 
13 20,478 Silanamine, 1,1,1-trimethyl-N-(trimethylsilyl)-N-[2-[(trimethylsilyl)oxy]ethyl]- 90% 
14 21,088 Benzenepropanoic acid, trimethylsilyl ester 95% 
29 27,583 4-Hydroxyphenylethanol, di-TMS 91% 
68 39,953 Pyridine, 2-methyl-3-(trimethylsilyloxy)-4,5-bis-[(trimethylsilyloxy)methyl]- 94% 
69 40,435 Pyrrolo[1,2-a]pyrazine-1,4-dione, hexahydro-3-(2-methylpropyl)- 90% 
78 44,218 Xanthine-tri-tms 89% 
79 44,317 Hexadecanoic acid, trimethylsilyl ester 90% 
95 50,346 Octadecanoic acid, trimethylsilyl ester 87% 
101 53,677 9-Octadecenamide, (Z)- 93% 
102 54,183 Pyrrolo[1,2-a]pyrazine-1,4-dione, hexahydro-3-(phenylmethyl)- 92% 
104* 56,682 Uridine, 2',3',5'-tris-O-(trimethylsilyl)- 86% 
117 66,338 L-Tryptophan, N,1-bis(trimethylsilyl)-, trimethylsilyl ester 85% 

Legenda: TMS - grupo trimetilsilil. *Substâncias destacadas em negrito são aquelas diferentes quando comparadas com o grupo controle.  
Fonte: Elaborado pelo autor. 
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Tabela 3 - Identificação das substâncias presentes na fração SM-F1 por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de 

massas (CG-EM)  

 

Pico TR (min) Nome da substância Similaridade 

3 7,146 Propanoic acid, 2-[(trimethylsilyl)oxy]-, trimethylsilyl ester 94% 
5 13,922 Benzoic acid trimethylsilyl ester 93% 
6 15,629 Glycerol-tri-tms ether 93% 
7 16,096 Benzeneacetic acid, trimethylsilyl ester 98% 
9* 18,058 Propanoic acid, 2,3-bis[(trimethylsilyl)oxy]-, trimethylsilyl ester 94% 
10 18,137 Pyrimidine, 2,4-bis[(trimethylsilyl)oxy]- 92% 
12* 20,128 (3R)-3-Methyl-1,4-bis(trimethylsilyl)piperazine-2,5-dione 93% 
13 20,488 Silanamine, 1,1,1-trimethyl-N-(trimethylsilyl)-N-[2-[(trimethylsilyl)oxy]ethyl]- 89% 
14* 20,845 Pyrimidine, 5-methyl-2,4-bis[(trimethylsilyl)oxy]- 88% 
15 21,099 Benzenepropanoic acid, trimethylsilyl ester 95% 
30 27,595 4-Hydroxyphenylethanol, di-TMS 92% 
55 39,965 Pyridine, 2-methyl-3-(trimethylsilyloxy)-4,5-bis-[(trimethylsilyloxy)methyl]- 94% 
56 40,420 Pyrrolo[1,2-a]pyrazine-1,4-dione, hexahydro-3-(2-methylpropyl)- 90% 
59* 41,499 Gulose, 2,3,4,5,6-pentakis-O-(trimethylsilyl)- 89% 
62 44,236 9H-Purine, 9-(trimethylsilyl)-2,6-bis[(trimethylsilyl)oxy]- 90% 
83 54,120 Pyrrolo[1,2-a]pyrazine-1,4-dione, hexahydro-3-(phenylmethyl)- 90% 
84* 55,172 Oleamide, N-trimethylsilyl- 84% 

Legenda:TMS - grupo trimetilsilil. *Substâncias destacadas em negrito são aquelas diferentes quando comparadas com o grupo controle.  
Fonte: Elaborado pelo autor. 
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Tabela 4 - Identificação das substâncias presentes na fração SM-F2 por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de 

massas (CG-EM)  

 

Pico TR Nome da substância Similaridade 

5 7,115 Propanoic acid, 2-[(trimethylsilyl)oxy]-, trimethylsilyl ester 94% 
6 13,075 Silane, trimethyl(2-phenylethoxy)- 93% 
7* 14,875 Nicotinic acid-TMS 92% 
8 15,593 Glycerol-tri-tms ether 93% 

41 40,352 Pyrrolo[1,2-a]pyrazine-1,4-dione, hexahydro-3-(2-methylpropyl)- 89% 
54 44,295 Hexadecanoic acid, trimethylsilyl ester 88% 
66 50,325 Octadecanoic acid, trimethylsilyl ester 86% 
71* 52,574 Tryptophan 2TMS 86% 
73 53,708 9-Octadecenamide, (Z)- 93% 
74 54,296 Pyrrolo[1,2-a]pyrazine-1,4-dione, hexahydro-3-(phenylmethyl)- 91% 
76 58,630 1,2-Butadiene, 1,1,4-triphenyl-3-trimethylsilyl-4-trimethylsilyloxy- 83% 
80 70,172 Tryptophan 2TMS 86% 
81 70,574 L-Tryptophan, N,1-bis(trimethylsilyl)-, trimethylsilyl ester 84% 

Legenda: TMS - grupo trimetilsilil. *Substâncias destacadas em negrito são aquelas diferentes quando comparadas com o grupo controle. 
Fonte: Elaborado pelo autor. 
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3.9.2 Avaliação dos efeitos inibitórios do extrato bruto e frações de S. mutans 

sobre a filamentação de C. albicans, analisados por Microscopia Óptica 

 

 

Primeiramente, foi realizado o ensaio de filamentação testando apenas os 

efeitos do extrato bruto sobre as hifas de C. albicans, em diferentes concentrações: 

1, 2, 5, 10 e 15 mg/mL. No grupo controle, sem tratamento, adicionamos PBS.  

Na análise microscópica não foi observada redução das hifas quando em 

contato com extrato bruto nas concentrações de 1 e 2 mg/mL em comparação ao 

grupo controle C. albicans e PBS (imagens não mostradas). Porém, nas 

concentrações 5, 10 e 15 mg/mL podemos observar que houve redução na 

filamentação de C. albicans (Figura 6), verificando-se diferença estatisticamente 

significativa entre os grupos tratado com extrato na concentração de 5 mg/mL  

comparado ao grupo controle C. albicans e PBS (Figura 7).  

Desse modo, analisando esses dados, podemos demonstrar que o extrato 

bruto foi capaz de inibir a formação de hifas de C. albicans. 
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Figura 6 - Microscopia óptica da filamentação de C. albicans  

 

 

Legenda: A) Grupo controle formado por C. albicans + PBS: podemos observar a presença de 
inúmeras hifas; B) C. albicans tratada com extrato bruto (5 mg/mL); C) C. albicans tratada com 
extrato bruto (10 mg/mL); D) C. albicans tratada com extrato bruto (15 mg/mL); Verificamos nas 
imagens B, C e D que o extrato bruto reduziu a formação de hifas. Aumento original: 400x 

Fonte: Elaborado pelo autor. 
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Figura 7 - Quantificação de hifas no teste de filamentação de C. albicans in vitro 

 

 
 
Legenda: Gráfico representando a mediana dos escores obtidos pela determinação da quantidade de 
hifas de C. albicans nos seguintes grupos: C. albicans + PBS (controle); C. albicans + Extrato bruto (1 
mg/mL), C. albicans + Extrato bruto (2 mg/mL), C. albicans +Extrato bruto (5 mg/mL), C. albicans + 
Extrato bruto (10 mg/mL) e C. albicans + Extrato bruto (15 mg/mL). Os escores foram atribuídos de 
acordo com o número de hifas presentes em cada campo microscópico: 0: ausência de hifas; 1: de 1 
a 10 hifas; 2: de 11 a 20 hifas; 3: de 21 a 30 hifas; 4: 31 a 40 hifas; 5: mais de 40 hifas presentes. 
*Diferença estatisticamente significativa foi observada entre os grupos “C. albicans + PBS” e “C. 
albicans + Extrato Bruto 5 mg/mL” (p=0,0129), “C. albicans + Extrato Bruto 1 mg/mL” e “C. albicans + 
Extrato Bruto 5 mg/mL” (p=0,0106) e “C. albicans + Extrato Bruto 2 mg/mL” e “C. albicans + Extrato 
Bruto 5 mg/mL” (p=0,0129). (Kruskal-Wallis e Dunn, p ˂ 0,05).  
Fonte: Elaborado pelo autor.            

 

 

Após verificarmos que o extrato bruto foi capaz de inibir as hifas de C. 

albicans, nosso próximo objetivo foi investigar a ação das frações sobre esse 

importante mecanismo de virulência. 

Analisando as imagens microscópicas, verificamos que quando em contato 

com a fração SM-F1 (5 mg/mL), as células de C. albicans formaram inúmeras hifas 

semelhante ao perfil exibido pelo grupo controle de C. albicans e PBS. Nas 

concentrações 10 e 15 mg/mL, observamos redução da filamentação, apresentando 

frouxidão na rede de hifas, comparadas ao controle (Figura 8). Após a análise 

quantitativa dos escores, podemos verificar que a fração SM-F1 apresentou 

capacidade de reduzir as hifas nas concentrações de 10 e 15 mg/mL, porém sem 

apresentar diferença estatisticamente significativa entre os grupos (Figura 9).  
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Figura 8 - Microscopia óptica da filamentação de C. albicans quando em contato 

com a fração SM-F1 

 

 

Legenda: A) Grupo controle formado por C. albicans + PBS; B) C. albicans tratada com SM-F1 (5 
mg/mL); C) C. albicans tratada com SM-F1 (10 mg/mL); D) C. albicans tratada com SM-F1 (15 

mg/mL); Verificamos em todas as imagens a presença de inúmeras hifas. Aumento original: 400x 
Fonte: Elaborado pelo autor. 
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Figura 9 - Quantificação das hifas no ensaio da filamentação de C. albicans in vitro  

 

 

Legenda: Gráfico representando a mediana dos escores obtidos pela determinação da quantidade de 
hifas de C. albicans nos seguintes grupos: C. albicans + PBS (controle); C. albicans + SM-F1 (5 
mg/mL), C. albicans + SM-F1 (10 mg/mL) e C. albicans + SM-F1 (15 mg/mL). Os escores foram 
atribuídos de acordo com o número de hifas presentes em cada campo microscópico: 0: ausência de 
hifas; 1: de 1 a 10 hifas; 2: de 11 a 20 hifas; 3: de 21 a 30 hifas; 4: 31 a 40 hifas; 5: mais de 40 hifas 
presentes. Não foi observada diferença estatisticamente significativa entre os grupos. (Kruskal-Wallis 
e Dunn, p ˂ 0,05).  
Fonte: Elaborado pelo autor.            

 

 

Entretanto, quando C. albicans esteve em contato com a fração SM-F2 

observamos inibição no número de hifas em todas as concentrações testadas (5, 10 

e 15 mg/mL) em relação ao controle C. albicans e PBS (Figura 10). Redução na 

quantidade das hifas, com diferença estatisticamente significativa, foi observada ao 

compararmos o grupo tratado com a fração SM-F2 na concentração de 10 mg/mL 

com o grupo controle C. albicans e PBS (Figura 11). 
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Figura 10 - Microscopia óptica da filamentação de C. albicans quando em contato 

com a fração SM-F2 

 

 

Legenda: A) Grupo controle formado por C. albicans + PBS: podemos observar a prevalência de 
inúmeras hifas, formando uma extensa rede; B) C. albicans tratada com SM-F2 (5 mg/mL): 
observamos ainda a presença de hifas; C) C. albicans tratada com SM-F2 (10 mg/mL); D) C. albicans 
tratada com SM-F2 (15 mg/mL); Verificamos nas imagens C e D que a SM-F2 reduziu a formação de 
hifas. Aumento original: 400x 
Fonte: Elaborado pelo autor. 
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Figura 11 - Quantificação das hifas no ensaio da filamentação de C. albicans in vitro  

 

Legenda: Gráfico representando a mediana dos escores obtidos pela determinação da quantidade de 
hifas de C. albicans nos seguintes grupos: C. albicans + PBS (controle); C. albicans + SM-F2 (5 
mg/mL), C. albicans + SM-F2 (10 mg/mL) e C. albicans + SM-F2 (15 mg/mL). Os escores foram 
atribuídos de acordo com o número de hifas presentes em cada campo microscópico: 0: ausência de 
hifas; 1: de 1 a 10 hifas; 2: de 11 a 20 hifas; 3: de 21 a 30 hifas; 4: 31 a 40 hifas; 5: mais de 40 hifas 
presentes. ***Diferença estatisticamente significativa foi observada entre os grupos “C. albicans + 
PBS” e “C. albicans + SM-F2 10 mg/mL” (p=0,0004). (Kruskal-Wallis e Dunn, p ˂ 0,05).  
Fonte: Elaborado pelo autor.            

 

 

Além disso, após 24 h de incubação e antes de realizada a leitura da 

filamentação, foi verificado o pH do meio de todos os grupos, a fim de observarmos 

se houve alguma alteração no meio que pudesse interferir na formação das hifas, 

pois sabe-se que o pH do meio (ácido) pode apresentar capacidade inibitória sobre 

estas estruturas. Os resultados demonstraram que não houve diferença entre os 

grupos tratados com extrato bruto e com as frações SM-F1 e SM-F2, comparados ao 

grupo controle C. albicans e PBS (Figura 12). Para todos os tratamentos verificamos 

valores de pH 6,8 ~ 7,0, enquanto o grupo controle apresentou pH 7,0. 
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Figura 12 - Valores de pH obtidos nos ensaios de filamentação de C. albicans 

realizados com o extrato bruto e as frações SM-F1 e SM-F2 

 

 

Legenda: Gráfico representando os valores de pH por poço obtidos no ensaio de filamentação nos 
seguintes grupos: C. albicans + PBS (controle); C. albicans + Extrato bruto (5 mg/mL), C. albicans + 
Extrato bruto (10 mg/mL), C. albicans + Extrato bruto (15 mg/mL), C. albicans + SM-F1 (5 mg/mL), C. 
albicans + SM-F1 (10 mg/mL), C. albicans + SM-F1 (15 mg/mL), C. albicans + SM-F2 (5 mg/mL), C. 
albicans + SM-F2 (10 mg/mL) e C. albicans + SM-F2 (15 mg/mL). Reduções nas hifas não foram 
causadas por variações no pH do meio. Não foi observada diferença estatisticamente significativa 
entre os grupos. (Teste t de Student, p ˂ 0,05).  
Fonte: Elaborado pelo autor.            

 

 

3.9.3 Avaliação dos efeitos do extrato bruto e frações sobre a filamentação de 

C. albicans, analisados por Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) 

  

 

A seguir, foram confirmados os efeitos inibitórios nas hifas de C. albicans 

causados pelo extrato bruto e as frações SM-F1 e SM-F2 por Microscopia Eletrônica 

de Varredura (MEV).  

Desse modo, os grupos analisados foram o extrato bruto, as frações SM-F1 

e SM-F2, nas concentrações de cada composto em que houve maior inibição da 

filamentação de acordo com os resultados obtidos no ensaio de microscopia óptica, 

sendo 5 mg/mL para o extrato bruto, 15 mg/mL para a SM-F1 e 10 mg/mL para a 

SM-F2. Como grupo controle sem tratamento, foi utilizado PBS.  

Podemos observar nas imagens de MEV a presença de grande quantidade 

de leveduras e rede de hifas bastante extensa e compactada no grupo controle C. 
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albicans e PBS (Figura 13, A – 1000x e B – 3000x). Nas imagens em que C. 

albicans esteve em contato com o extrato bruto, observamos que houve redução no 

número de hifas, bem como na quantidade de leveduras (Figura 13, C – 1000x e D – 

3000x). Redução destas estruturas também foi observada na presença da SM-F1 

(Figura 13, E – 1000x e F – 3000x), enquanto na presença da SM-F2, observamos 

praticamente a inexistência das hifas, bem como uma expressiva redução das 

células leveduriformes. Nestas imagens podemos observar a presença de vários 

espaços livres sobre os discos, evidenciando uma importante redução de C. albicans 

(Figura 13, G – 1000x e H – 3000x). As imagens mostram que o extrato bruto e as 

frações SM-F1 e principalmente, a SM-F2 possuem ação antifúngica sobre C. 

albicans. 
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Figura 13 - Microscopia eletrônica de varredura da filamentação de C. albicans 

 

 

Legenda: A-B) Grupo controle de C. albicans + PBS: observamos a presença de inúmeras leveduras 
e hifas. Aumento original: (A) 1000X e (B) 3000x; C-D) C. albicans e tratamento com extrato bruto (5 
mg/mL): é possível observar redução das leveduras e hifas de C. albicans. Aumento original: (C) 
1000x e (D) 3000x; E-F) C. albicans e tratamento com SM-F1 (15 mg/mL): verificamos redução das 
leveduras e hifas semelhante ao tratamento com extrato bruto. Aumento original: (E) 1000x e (F) 
3000x; G-H) C. albicans e tratamento com SM-F2 (10 mg/mL): verificamos redução das leveduras e 
expressiva redução das hifas. Aumento original: (G) 1000x, (H) 3000x. 
Fonte: Elaborado pelo autor. 
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3.9.4 Avaliação dos efeitos do extrato bruto e SM-F2 sobre a expressão de 

genes de virulência de C. albicans 

 

 

Uma vez verificado que o extrato bruto e principalmente a SM-F2 foram 

capazes de inibir as hifas de C. albicans, nós investigamos a expressão dos genes 

CPH1, EFG1, HWP1, UME6 e YWP1, envolvidos nesse importante mecanismo de 

virulência de C. albicans, por RT-qPCR. Nesse ensaio, utilizamos o modelo de 

filamentação descrito anteriormente no item 3.4, utilizando as concentrações de 

cada composto que apresentaram maior capacidade inibitória sobre as hifas 

conforme os resultados obtidos no ensaio de microscopia óptica, sendo 5 mg/mL 

para o extrato bruto e 10 mg/mL para a SM-F2. Como grupo controle, sem 

tratamento, foi utilizado PBS.  

Os resultados médios de quantificação relativa (RQ) de todos os genes alvos 

na presença do extrato bruto e SM-F2 estão demostrados abaixo (Figura 14).  
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Figura 14 – Quantificação relativa (Log) da expressão dos genes CPH1, EFG1, 

HWP1, UME6 e YWP1 de C. albicans através de PCR quantitativo em tempo real 

(RT-qPCR) 

 

 
Legenda: Quantificação relativa dos genes CPH1, EFG1, HWP1, UME6 e YWP1 de C. albicans, 
quando em contato com extrato bruto e SM-F2, após 24 horas de indução. Cada gene foi normalizado 
e comparado com o grupo controle (C. albicans + PBS). Os valores foram expressos como média e 
desvio padrão. (Teste t de Student, p ˂ 0,05). 
Fonte: Elaborado pelo autor.          

 

 

De acordo com os resultados, os genes CPH1, EFG1, HWP1 e UME6 foram 

regulados negativamente (“down-regulated”) quando expostos ao extrato bruto e a 

SM-F2, apresentando redução estatística significativa quando comparados ao grupo 

controle sem tratamento. Em relação ao gene CPH1, verificamos diminuição na sua 

expressão de 4 vezes (p<0,0001) para o tratamento com o extrato bruto e 9,26 

vezes quando tratado com a SM-F2 (p<0,0001). Para o gene EFG1 foi verificado 

diminuição na sua expressão em 1,3 vezes (p= 0,0066) para o tratamento com o 

extrato bruto e 4 vezes quando tratado com a SM-F2 (p<0,0001). O gene HWP1 

apresentou diminuição na sua expressão em 10,15 vezes (p<0,0001) para o 

tratamento com o extrato bruto e 23,1 vezes quando tratado com a SM-F2 

(p<0,0001). O gene UME6 apresentou diminuição na sua expressão em 9,45 vezes 

(p<0,0001) para o tratamento com o extrato bruto e 10,6 vezes quando tratado com 

a SM-F2 (p<0,0001). Por outro lado, aumentos significativos nos níveis de expressão 
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do gene YWP1 (“up-regulated”) foram observados para ambos os tratamentos, com 

extrato bruto e SM-F2, respectivamente. Aumentos nos níveis de expressão desse 

gene foram de 20,22 vezes (p<0,0001) para o tratamento com o extrato bruto e 11,2 

vezes quando tratado com a SM-F2 (p=0,0036), comparados ao controle.  

Os genes CPH1, EFG1, HWP1 e UME6 estão envolvidos na morfogênese 

de C. albicans, e sua expressão desempenha papel chave na formação das hifas, 

que consiste em um importante fator de virulência. De acordo com os resultados, 

nós verificamos que a SM-F2 apresentou ação inibitória maior sobre esses 

importantes genes de virulência de C. albicans em relação ao tratamento com o 

extrato bruto. Em contrapartida, quando submetido ao tratamento com extrato bruto, 

o gene YWP1, o qual está envolvido no mecanismo de dispersão das leveduras, 

apresentou nível de expressão gênica superior ao tratamento com a SM-F2. 

Portanto, podemos constatar que tanto o extrato bruto como a SM-F2 foram capazes 

de induzir os genes de virulência de C. albicans. 

 

 

3.9.5 Avaliação dos efeitos inibitórios do extrato bruto e das frações SM-F1 e 

SM-F2 de S. mutans em biofilmes de C. albicans 

 

 

A formação de biofilmes representa outro importante fator de virulência 

conferido por C. albicans, assim sendo o próximo passo foi verificar a ação do 

extrato bruto e das frações SM-F1 e SM-F2 sobre a formação de biofilmes de C. 

albicans. 

Esse ensaio foi conduzido em placas de 96 poços de fundo plano, onde 

inicialmente foi realizada adesão inicial de C. albicans por 90 min a 37°C, sob 

agitação. Para promover o crescimento do biofilme, YNB suplementado com 100 

mM de glicose foi adicionado a cada poço e a placa foi incubada por 48 h, sendo 

realizada troca do meio de cultura e adição de extrato ou fração SM-F1 ou SM-F2 

após 24 h. Após esse período, os biofilmes foram desprendidos utilizando-se 

homogeneizador ultra-sônico e diluições seriadas foram realizadas para determinar 

o número de UFC/mL de C. albicans. 
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Como no ensaio de filamentação realizado anteriormente não houve redução 

das hifas nas concentrações 1 e 2 mg/mL, para os estudos em biofilmes avaliamos a 

susceptibilidade de C. albicans apenas às concentrações 5, 10 e 15 mg/mL do 

extrato bruto e frações. Como grupo controle sem tratamento, foi utilizado PBS. 

Foram observadas taxas de redução nas contagens de UFC/mL de C. 

albicans quando o biofilme esteve em contato com o extrato bruto em todas as 

concentrações testadas (5, 10 e 15 mg/mL), em relação ao grupo controle C. 

albicans e PBS. Houve redução estatisticamente significativa entre os grupos 

analisados, sendo 2,79 Log para o extrato bruto na concentração de 5 mg/mL 

(p˂0,0001), 7,02 Log para a concentração de 10 mg/mL (p˂0,0001) e 

interessantemente, redução total, 7,82 Log, para a concentração de 15 mg/mL 

(Figura 15A). Quando o biofilme esteve em contato com a fração SM-F1, houve 

redução estatisticamente significativa entre os grupos analisados, sendo 1,85 Log 

para a concentração de 5 mg/mL (p˂0,0001), 2,02 Log para a concentração de 10 

mg/mL (p˂0,0001) e 2,59 Log, para a concentração de 15 mg/mL (p˂0,0001) (Figura 

15B). Quando em contato com a fração SM-F2, também houve redução das 

contagens de UFC/mL em todas as concentrações testadas (5, 10 e 15 mg/mL), 

comparadas ao grupo controle C. albicans e PBS. Houve redução estatisticamente 

significativa entre os grupos analisados, sendo 2,80 Log para a SM-F2 na 

concentração de 5 mg/mL (p˂0,0001), 2,95 Log para a concentração de 10 mg/mL 

(p˂0,0001) e, 5,98 Log, para a concentração de 15 mg/mL (p=0,0007) (Figura 15C). 
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Figura 15 - Contagem de UFC/mL (Log10) de C. albicans em biofilmes formados in 

vitro 

 

A) 

 

B) 

 

C) 

 

 

Legenda: Gráfico representando os valores de UFC/mL (Log10) obtidos na formação de biofilme in 
vitro por C. albicans nos seguintes grupos: A): C. albicans + PBS (controle); C. albicans + Extrato 
Bruto (5 mg/mL); C. albicans + Extrato Bruto (10 mg/mL); C. albicans + Extrato Bruto (15 mg/mL). B): 
C. albicans + PBS (controle); C. albicans + SM-F1 (5 mg/mL); C. albicans + SM-F1 (10 mg/mL); C. 
albicans + SM-F1 (15 mg/mL). C): C. albicans + PBS (controle); C. albicans + SM-F2 (5 mg/mL); C. 

albicans + SM-F2 (10 mg/mL); C. albicans + SM-F2 (15 mg/mL). Houve diferença estatisticamente 
significativa entre os grupos analisados. (Teste t de Student, p ˂ 0,05).  
Fonte: Elaborado pelo autor.            
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3.9.6 Avaliação dos efeitos do extrato bruto e frações sobre biofilmes de C. 

albicans, analisados por Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) 

 

 

Os biofilmes formados quando tratados com extrato bruto e as frações SM-

F1 e SM-F2 nas concentrações em que houve maior redução na contagem de 

UFC/mL (15 mg/mL) também foram avaliados por MEV. Nos biofilmes controle 

formados apenas por C. albicans e PBS, observamos a formação de um biofilme 

maduro nos discos de resina acrílica após 48 h de incubação, apresentando grande 

quantidade de leveduras e algumas hifas (Figura 16, A – 1000x e B – 3000x). Nos 

biofilmes tratados com extrato bruto (Figura 16, C – 1000x e D – 3000x) e com a 

SM-F2 (Figura 16, E – 1000x e F – 3000x) observamos redução praticamente total 

das células leveduriformes e nenhuma hifa formada. Nos biofilmes tratados com a 

SM-F1 (Figura 16, G – 1000x e H – 3000x) também observamos redução bastante 

significativa das leveduras e a inexistência de hifas. As imagens do MEV concordam 

com os resultados obtidos na contagem de UFC/mL e evidenciam o potencial 

antifúngico do extrato bruto e das frações SM-F1 e SM-F2. 
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Figura 16 - Microscopia eletrônica de varredura dos biofilmes de C. albicans 

 

 

Legenda: A-B) Grupo controle de C. albicans + PBS: observamos a presença de inúmeras leveduras 
e algumas hifas. Aumento original: (A) 1000X e (B) 3000x; C-D) C. albicans e tratamento com extrato 
bruto (15 mg/mL). Aumento original: (C) 1000x e (D) 3000x; E-F) C. albicans e tratamento com SM-F1 
(15 mg/mL). Aumento original: (E) 1000x e (F) 3000x; G-H) C. albicans e tratamento com SM-F2 (15 
mg/mL). Aumento original: (G) 1000x, (H) 3000x. É possível observar expressiva redução das 

leveduras e hifas de C. albicans em todos os tratamentos.  
Fonte: Elaborado pelo autor. 
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4 DISCUSSÃO 

 

 

Apesar de Candida albicans ser um fungo comensal encontrado nos 

diversos nichos de indivíduos saudáveis, pode tornar-se patogênico quando as 

defesas do hospedeiro tornam-se comprometidas ou em condições de disbiose 

microbiana, ou seja, quando ocorre desequilíbrio entre os micro-organismos, 

podendo causar desde infecções superficiais leves bem como sistêmicas, 

associadas a altas taxas de mortalidade. Portanto, as infecções por C. albicans 

acometem principalmente neonatos, idosos e pacientes imunocomprometidos, 

diabéticos, pós-operados, em tratamento prolongado com antibióticos e corticóides, 

internados que fazem uso de cateteres, transplantados, até mesmo grávidas e 

mulheres que utilizam anti-concepcionais (Pfaller, Diekema, 2007; Dignani et al., 

2009). Tal enfermidade afeta milhões de pessoas em todo o mundo (Braunsdorf, 

Gut-Landmann, 2018) e tanto durante a infecção superficial quanto a sistêmica, C. 

albicans tem sua patogenicidade facilitada pela produção de um arsenal de fatores 

de virulência, incluindo a capacidade em alterar sua morfologia de levedura para hifa 

(Nobile, Johnson, 2015; Gulati, Nobile, 2016; Tsui et al., 2016), a produção de 

enzimas histolíticas como proteinases e fosfolipases, o crescimento estimulado pelo 

contato íntimo a uma superfície ou substrato, denominado tigmotropismo e a 

formação de biofilmes. Adicionalmente, alguns atributos importantes ainda incluem a 

rápida adaptação às flutuações no pH ambiental, flexibilidade metabólica e 

poderosos sistemas de aquisição e absorção de nutrientes, como fontes de carbono 

(C), nitrogênio (N), além de outros compostos essenciais como ferro (Fe), zinco (Zn), 

cobre (Cu) e manganês (Mn), e maquinaria celular de resposta ao estresse (Mayer 

et al., 2013).  

A habilidade em alternar entre as distintas morfologias (levedura, 

pseudohifas e hifas) representa um dos fatores de virulência mais investigados em 

C. albicans. Esta plasticidade polimórfica é um determinante crítico de sua 

virulência, pois a forma hifal desempenha papel fundamental no processo de 

infecção, promovendo a adesão e posterior penetração e colonização dos tecidos do 

hospedeiro e escape do sistema imune (Yang et al., 2014). Consequentemente, o 
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bloqueio da morfogênese de C. albicans durante a infecção representa uma 

estratégia terapêutica promissora (Saville et al., 2006; Hnisz et al., 2012), pois 

estudos demonstraram que mutantes com deficiência na formação de hifas são 

menos eficazes em causar doença (Leberer et al., 1997; Loeb et al., 1999; 

Whiteway, Oberholzer, 2004; Altenburg et al., 2008). A transição entre as formas de 

levedura e hifa é primordial para a patogenicidade de C. albicans, sendo as hifas 

essenciais para invadir e penetrar os tecidos do hospedeiro. Cepas mutantes 

incapazes de formar hifas em condições in vitro são geralmente atenuadas de 

virulência (Lo et al., 1997). 

Em estudos anteriores do nosso laboratório, Barbosa et al. (2016) 

demonstraram que o sobrenadante da cultura de S. mutans inibiu C. albicans, 

interferindo na sua capacidade de filamentação e formação de biofilme in vitro. Além 

disso, esses autores verificaram que a inoculação de células de S. mutans ou 

sobrenadante da cultura de S. mutans em larvas de G. mellonella infectadas com C. 

albicans aumentou a sobrevivência desses animais. Estes autores verificaram que 

houve diminuição na formação de hifas nos tecidos de G. mellonella quando 

administrado o sobrenadante da cultura de S. mutans, sugerindo que S. mutans 

secretam subprodutos no meio de cultura com ação antifúngica. Diante de tais 

achados, o objetivo desse trabalho foi avaliar o potencial antifúngico de metabólitos 

produzidos por S. mutans sobre alguns mecanismos de virulência de C. albicans. 

Desse modo, o extrato bruto e as frações obtidas a partir do sobrenadante da cultura 

de S. mutans foram avaliados utilizando ensaios in vitro de filamentação, formação 

de biofilme e expressão dos genes CPH1, EFG1, HWP1, UME6 e YWP1 de C. 

albicans.  

S. mutans, assim como outras bactérias, produzem bacteriocinas, peptídeos 

que agem como antimicrobianos naturais (Soto et al., 2017) inibindo outras espécies 

microbianas através de competição, a fim de manter seu nicho (Kreth et al., 2006).  

Sendo assim, a ação antifúngica do extrato bruto e das frações obtidas foi 

testada em cepa padrão de C. albicans ATCC18804. Inicialmente, nós investigamos 

a ação do extrato bruto sobre a filamentação de C. albicans testando diferentes 

concentrações de extrato: 1, 2, 5, 10 e 15 mg/mL.  Na análise microscópica, nós 

verificamos que houve redução na filamentação de C. albicans nas concentrações 5, 
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10 e 15 mg/mL, verificando-se diferença estatisticamente significativa entre os 

grupos tratado com extrato na concentração 5 mg/mL comparado ao grupo controle 

C. albicans e PBS. Após verificarmos que o extrato bruto foi capaz de inibir as hifas 

de C. albicans, nosso próximo objetivo foi investigar a ação das frações nesse 

importante mecanismo de virulência. Analisando as imagens microscópicas, 

verificamos que quando em contato com a fração SM-F1 nas concentrações 10 e 15 

mg/mL, houve redução da filamentação, ou seja, a rede de hifas apresentava-se 

menos compactada, com aspecto mais frouxo, quando comparamos ao controle. Na 

análise quantitativa dos escores, verificamos que a fração SM-F1 foi capaz de 

reduzir as hifas de C. albicans nas concentrações 10 e 15 mg/mL, porém não foi 

estatisticamente significativo. Entretanto, quando C. albicans esteve em contato com 

a fração SM-F2 observamos inibição no número de hifas em todas as concentrações 

testadas (5, 10 e 15 mg/mL), sendo estatisticamente significativa na concentração 

10 mg/mL. Esses dados confirmam os achados in vitro encontrados em estudos 

anteriores, (Pereira-Cenci et al., 2008; Jarosz et al., 2009; Joyner et al., 2010; 

Barbosa et al., 2016), os quais demonstraram que S. mutans podem secretar 

substâncias capazes de inibir a filamentação de C. albicans. 

Sabe-se que uma série de condições afetam a morfologia de C. albicans. 

Por exemplo, em pH baixo (< 6), as células de C. albicans crescem 

predominantemente na forma de levedura, enquanto que em pH alto (> 7) o 

crescimento de hifas é induzido (Odds, 1988; Mayer et al., 2013). A falta de 

nutrientes, a presença de soro (ex: soro fetal bovino) ou N-acetilglicosamina, 

temperatura fisiológica (37°C) e presença de CO2 promovem a formação de hifas 

(Sudbery, 2011). Além disso, a morfogênese também mostrou ser regulada pelo 

quorum sensing (Albuquerque, Casadevall, 2012). Entretanto, nesse trabalho a 

inibição das hifas de C. albicans pelos tratamentos não pode ser atribuída às 

variações de pH do meio de cultura nos ensaios de filamentação, uma vez que 

nossos resultados demonstraram que não houve diferença entre os grupos tratados 

com extrato bruto, com as frações SM-F1 e SM-F2, comparados ao grupo controle 

sem tratamento.    

Os efeitos inibitórios nas hifas de C. albicans causados pelo extrato bruto e 

as frações SM-F1 e SM-F2 também foram avaliados por Microscopia Eletrônica de 
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Varredura (MEV), onde observamos no grupo controle sem tratamento a presença 

de grande quantidade de leveduras e rede de hifas bastante extensa e compactada. 

Foi possível observar redução no número de leveduras e hifas quando C. albicans 

esteve em contato com o extrato bruto (5 mg/mL). Com a utilização da SM-F1 (15 

mg/mL) também observamos redução destas estruturas, porém interessantemente, 

quando utilizamos a SM-F2 (10 mg/mL) observamos praticamente a inexistência das 

hifas, bem como uma expressiva redução das células leveduriformes. Nas imagens 

obtidas podemos verificar a presença de inúmeros espaços livres sobre os discos, 

evidenciando uma importante redução de C. albicans. Apesar de nesse ensaio as 

concentrações utilizadas do extrato bruto e frações serem diferentes, foi possível 

observar reduções nas quantidades das leveduras e hifas. Uma possível hipótese 

para a expressiva redução causada pela SM-F2, mesmo estando em uma 

concentração menor que a SM-F1, pode ser devido à presença de uma ou mais 

substâncias com maior potencial antifúngico na SM-F2.  

Para elucidar os potenciais mecanismos envolvidos na inibição da formação 

das hifas de C. albicans pelo extrato bruto e SM-F2, nós investigamos o nível de 

expressão de cinco genes, CPH1, EFG1, HWP1, UME6 e YWP1, envolvidos nesse 

importante mecanismo de virulência.  

Uma variedade de estímulos ambientais e do hospedeiro é responsável por 

induzir a diferenciação levedura-hifa, sendo controlada por várias cascatas de 

transdução de sinal e mais de trinta reguladores transcricionais, resultando na 

indução de genes específicos das hifas (Brown, 2002; Biswas et al., 2007; 

Whiteway, Bachewich, 2007; Homann et al., 2009; Noble et al., 2010; Shapiro et al., 

2011; Childers, Kadosh, 2015). A morfogênese desempenha importante papel na 

formação de biofilme e na patogenicidade de C. albicans, sendo a maturação dessa 

estrutura conferida pela expressão do gene EFG1, o qual é um regulador 

transcricional envolvido na morfogênese, responsável por modular a diferenciação 

das hifas (Blankenship, Mitchell, 2006; Nobile et al., 2008; Barros et al., 2018a). 

Outros dois importantes reguladores transcricionais específicos dessas estruturas 

são os genes CPH1 e UME6, sendo sua deleção responsável por reduzir o 

crescimento das hifas de C. albicans (Tsai et al., 2013; Ladernois et al., 2015). 

Banerjee et al. (2013) demonstraram que à medida que os níveis de expressão do 
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gene UME6 aumentam, as células de C. albicans fazem a transição de levedura 

para hifas, com consequente aumento na formação de biofilme in vitro. Nesse 

estudo, cepas de C. albicans expressando níveis elevados de UME6 promoveram 

invasão tecidual em um modelo tridimensional de mucosa oral humana.    

O gene HWP1 codifica uma proteína de parede das hifas (proteína 1)  

essencial para seu desenvolvimento (Nobile et al., 2006b), sendo envolvida em uma 

variedade de funções, como a sinalização intracelular, atuação como adesina 

favorecendo a ligação de C. albicans às células epiteliais, auxiliando na resistência à 

morte mediada por macrófagos e na patogenicidade, sendo transcrito 

especificamente durante o desenvolvimento da hifa (Orsi et al., 2014). Nobile et al. 

(2008) reportaram que esse gene também possui significante atuação na formação 

do biofilme, pois sua superexpressão melhorou a formação do biofilme. Já cepas 

mutantes para esse gene resultaram em defeitos parciais em biofilmes in vitro, 

sendo graves quando estudaram biofilmes em modelo de infecção por cateter 

venoso central em ratos. Outros estudos demonstraram que cepas mutantes para 

este gene foram avirulentas quando comparadas a cepa controle selvagem 

(Tsuchimori et al., 2000; Sundstrom et al., 2002; Orsi et al., 2014). Recentemente, 

Lee et al. (2018) demonstraram que dois compostos ativos do gengibre, 6-gingerol e 

6-shogaol, inibiram a formação de hifas e biofilme de C. albicans, com consequente 

repressão do gene HWP1 em mais de 7 vezes.   

Já o gene YWP1 codifica uma abundante glicoproteína de parede celular 

das formas leveduriformes de C. albicans, sendo ausente nas formas filamentosas. 

A expressão desse gene confere uma capacidade anti-adesiva à parede, com 

possível ação na dispersão das leveduras, uma vez que mutantes para esse gene 

são mais adesivos e formam um biofilme mais espesso (Granger, 2012). 

Consistente com as inibições das hifas encontradas nos ensaios de 

filamentação anteriores, nós verificamos alterações significativas na expressão dos 

genes envolvidos no mecanismo de filamentação. Nossos resultados demonstraram 

que o extrato bruto e SM-F2 regularam negativamente (down-regulated), ou seja, 

reprimiram a expressão dos genes CPH1, EFG1, HWP1 e UME6, em contrapartida, 

interessantemente, regularam positivamente (up-regulated) induzindo a expressão 

do gene YWP1.  
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Os genes CPH1, EFG1, HWP1 e UME6 estão envolvidos na morfogênese 

de C. albicans, sendo essenciais para o desenvolvimento das hifas e sua expressão 

está correlacionada com o alongamento celular e a formação de biofilme (Nobile et 

al., 2006a; Lee et al., 2018). A repressão desses genes pelo extrato bruto e SM-F2 é 

consistente com a inibição das hifas observadas anteriormente no ensaio da 

filamentação. De acordo com os resultados, nós verificamos que a SM-F2 inibiu 

mais os genes de virulência de C. albicans em relação ao tratamento com o extrato 

bruto. Já o gene YWP1 desempenha papel fundamental na adesão e dispersão das 

leveduras em biofilmes, sendo altamente expresso durante a fase exponencial de 

crescimento e fortemente reprimido sob condições que promovem a filamentação 

(Granger et al., 2005; Granger, 2012). Observamos que o extrato bruto induziu mais 

o gene YWP1 ao invés da SM-F2. Uma explicação para esses achados pode ser 

devido à presença de uma maior quantidade de substâncias (pool) no extrato bruto, 

as quais em conjunto estimularam os mecanismos de anti-adesividade de C. 

albicans. Já a SM-F2 pode conter uma ou mais substâncias específicas com 

capacidade inibitória sobre as hifas. Portanto, esses dados suportam a hipótese de 

que o extrato bruto e a SM-F2 de S. mutans contém substâncias com atividade 

antifúngica, as quais foram capazes de regular os genes de virulência de C. albicans 

e podem regular alterações morfológicas condizentes com a inibição das hifas e 

consequente diminuição da virulência de Candida.   

Alguns autores reportaram inibição da filamentação de C. albicans, com 

supressão de genes essenciais à produção das hifas quando em contato com 

sobrenadante da cultura de cepas de Lactobacillus.  A cepa L. paracasei 28.4 

suprimiu a expressão dos genes TEC1 e UME6 (Barros et al., 2018b) e L. crispatus  

suprimiu a expressão dos genes ALS3, HWP1, e ECE1 (Wang et al., 2017). 

A formação de biofilmes representa outro importante fator de virulência 

conferido por C. albicans, assim sendo, o próximo passo foi avaliar a ação do extrato 

bruto e das frações SM-F1 e SM-F2 sobre a formação de biofilmes de C. albicans. A 

contagem de células viáveis (UFC) consiste no método mais comumente utilizado 

para analisar o desenvolvimento de biofilmes de Candida e testar a eficácia de 

novas estratégias terapêuticas (Costa et al., 2013). Neste método, as células 
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aderidas do biofilme são desprendidas através de sonicação, semeadas em placas 

contendo meio de cultura e incubadas para a contagem de UFC. 

Nas análises de UFC/mL, os resultados demonstraram redução nas 

contagens de C. albicans nos biofilmes formados por C. albicans quando em contato 

com o extrato bruto, frações SM-F1 e SM-F2 em todas as concentrações testadas 

(5, 10 e 15 mg/mL).  

Houve redução significativa de C. albicans quando em contato com extrato 

bruto em todas as concentrações utilizadas, sendo 2,79 Log na concentração 5 

mg/mL, 7,02 Log na concentração 10 mg/mL e interessantemente, verificamos 

redução total nas células viáveis de C. albicans, 7,82 Log na concentração 15 

mg/mL. Quando o biofilme esteve em contato com a fração SM-F1, houve redução 

estatisticamente significativa em todas as concentrações, sendo 1,85 Log na 

concentração 5 mg/mL, 2,02 Log na concentração 10 mg/mL e 2,59 Log na 

concentração 15 mg/mL. Quando em contato com a fração SM-F2, também houve 

redução significativa nas contagens de UFC/mL em todas as concentrações. Houve 

redução de 2,80 Log na concentração 5 mg/mL, 2,95 Log na concentração 10 

mg/mL e, 5,98 Log na concentração 15 mg/mL. Diante desses achados, 

evidenciamos que o extrato bruto e as frações SM-F1 e SM-F2 foram capazes de 

reduzir as células viáveis do biofilme, indicando novamente que compostos bioativos 

devem estar presentes em suas composições. Nesse ensaio o extrato bruto 

apresentou forte atividade anti-biofilme, reduzindo totalmente as células de C. 

albicans na concentração 15 mg/mL. Uma explicação para este fato pode ser em 

decorrência do extrato bruto conter em sua composição quantidades maiores de 

substâncias, as quais estariam atuando de maneira sinérgica conforme discutimos 

anteriormente, agindo tanto na morfologia quanto na adesividade da parede celular, 

tornando sua ação mais eficiente. 

Os biofilmes também foram avaliados por MEV, e de acordo com as 

imagens obtidas observamos a presença de inúmeras leveduras e algumas hifas de 

C. albicans no grupo sem tratamento. Já os tratamentos com o extrato bruto, SM-F1 

e SM-F2 foram capazes de reduzir a adesão das células de C. albicans na superfície 

abiótica utilizada para formação dos biofilmes, o que provavelmente causou a 

redução na contagem de UFC/mL. As maiores reduções foram obtidas quando 
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utilizamos o extrato bruto e a SM-F2 (15 mg/mL), onde verificamos expressiva 

redução das leveduras e a inexistência das hifas. Esses achados comprovam mais 

uma vez que o S. mutans produz substâncias com atividade antifúngica e que foram 

extraídas no método utilizado nesse trabalho. Além disso, nós podemos pensar na 

hipótese que os efeitos antibiofilme podem ter sido em decorrência do conjunto 

prevenção da transição levedura-hifa dados pela repressão dos genes de virulência 

de C. albicans e consequente indução do gene YWP1, o qual confere anti-

adesividade à parede das leveduras. Segundo Rane et al. (2014), a inibição da 

aderência de C. albicans é um alvo promissor para interromper os estágios iniciais 

de formação de biofilme por esse micro-organismo.  

A adesão e a formação de biofilme são etapas essenciais para a 

persistência e patogênese deste fungo na população humana (Granger, 2012). 

Importantemente, todas as formas morfológicas de C. albicans desempenham 

importantes funções na formação de biofilmes, sendo que as leveduras são 

importantes para sua disseminação através da corrente sanguínea (Chandra et al., 

2001; Ramage et al., 2005; Altenburg et al., 2008). Desse modo, os biofilmes 

normalmente iniciam-se com as leveduras aderidas a um substrato biótico, como a 

superfície das mucosas ou abióticas, sobre cateteres e próteses. Em seguida, 

desenvolvem-se em formas filamentosas (hifas e pseudo-hifas) à medida que se 

proliferam. As células ficam aderidas a uma matriz polimérica extracelular fazendo 

com que os micro-organismos tolerem condições ambientais hostis, além de 

tratamentos antimicrobianos, tornando difícil a sua erradicação (Chandra et al., 

2001; Douglas, 2003; Blankenship, Mitchel, 2006). Tais propriedades de adesão das 

leveduras são relevantes tanto para a adesão inicial quanto para a posterior 

dispersão e, portanto, têm um papel importante na patogênese desse organismo 

(Granger, 2012). 

Portanto, são necessários esforços cujo foco seja encontrar novos agentes 

terapêuticos os quais sejam capazes de solucionar as infecções mediadas por 

biofilmes. Além disso, em contraste a gama de fármacos antibacterianos, o arsenal 

de antifúngicos é extremamente pequeno e sua eficácia é limitada devido a taxas de 

toxicidade bem como o surgimento de cepas resistentes a múltiplos fármacos 

(Sanglard, Odds, 2002; Pierce et al., 2013; Pierce et al., 2015). Diante disso, 
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investigações envolvendo agentes antifúngicos alternativos, especialmente os 

antivirulentos e antibiofilmes têm atraído considerável interesse de pesquisa. Em 

geral, C. albicans é sensível aos antifúngicos, porém casos de resistência aos 

antifúngicos azóis mais comumente utilizados, como fluconazol e itraconazol, têm 

sido relatados principalmente em pacientes expostos a longos períodos de 

tratamento (Sanglard, Odds, 2002). 

A caspofungina, um derivado semi-sintético da pneumocadina, produto da 

fermentação do fungo Glarea lozoyensis, mostrou-se ativa contra biofilme de C. 

albicans, sendo o primeiro inibidor fúngico aprovado para tratamento de candidíase 

invasiva (Bachmann et al., 2002; Premnath et al., 2018). Pierce et al. (2015) 

identificaram a partir da Biblioteca NOVA Core da Chembridge Corporation 

diferentes compostos antifúngicos capazes de inibir a formação de biofilme e 

filamentação de cepas de C. albicans isoladas de pacientes com candidíase 

disseminada e pacientes HIV positivos com candidíase orofaríngea. 

Contudo, estudos envolvendo a obtenção de metabólitos obtidos a partir de 

micro-organismos vêm sendo cada vez mais estudados, uma vez que bactérias e 

fungos produzem uma gama de moléculas bioativas no ambiente extracelular e 

podem ser alvos promissores como pontos de partida para o desenvolvimento de 

novos antimicrobianos (Debbab et al., 2010; Harvey et al., 2015; Rangnekar, Khan, 

2015). Muitas destas moléculas são descritas por exercerem ação antimicrobiana 

atuando na defesa do habitat intercelular, além de agirem como moléculas 

sinalizadoras do quorum sensing, resultando em melhor aptidão e sobrevivência dos 

competidores. No entanto, suas funções biológicas nas complexas comunidades 

microbianas ainda permanecem um grande desafio para a comunidade científica 

(Schroeckh et al, 2009). Interessantemente, seguindo outra linha de raciocínio, 

Premnath et al. (2018), demonstraram que inibindo a síntese das mutacinas 

produzidas por S. mutans poderia ser uma estratégia útil para prejudicar sua aptidão 

em biofilmes dentários. Um total de 297 compostos selecionados em três bibliotecas 

de produtos naturais foi testado quanto à capacidade de suprimir a síntese de 

mutacina VI produzida por S. mutans. Dentre os 297 compostos, sete suprimiram 

esse composto, porém apenas um, a erinacina C foi escolhida para testes 

posteriores.  A erinacina C também suprimiu a transcrição de duas outras mutacinas 
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de S. mutans, a mutacina IV (descrita por ser bactericida sobre Estreptococos) e V 

(descrita por ser bactericida sobre espécies de Lactococcos).  

Jeong et al. (2017) purificaram e identificaram o ácido benzoico, proveniente 

do extrato bruto do sobrenadante da cultura de Bacillus licheniformis, utilizando 

ressonância magnética nuclear (RMN), espectrometria de massa (EM) e 

cromatografia gasosa (CG). Esses autores verificaram intensa atividade antifúngica 

com ação na inibição de hifas de fitopatógenos, Rhizoctinia solani e Colletotrichum 

gloeosporioides. Atiphasaworn et al. (2017) avaliaram 14 extratos brutos obtidos de 

fungos endofíticos quanto à atividade antibacteriana sobre patógenos humanos: 

Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Bacillus subtilis, Bacillus 

cereus, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Vibrio 

cholerae e Vibrio parahaemolyticus. Todos os extratos brutos apresentaram 

atividade antibacteriana sobre as espécies citadas acima, no entanto, o extrato bruto 

obtido do fungo Nigrospora sp. apresentou atividade antibacteriana superior aos 

outros e com amplo espectro de ação. Além disso, elevada atividade antioxidante foi 

verificada neste extrato. Esses autores identificaram um total de 62 compostos, 

utilizando cromatografia gasosa acoplada à espectrometria de massa (CG-EM). 

Graham et al. (2017) identificaram a bacteriocina EntV de E. faecalis com 

capacidade de inibir biofilme de C. albicans, e atribuíram essa atividade à inibição 

das hifas. O mecanismo anti-hifa não está totalmente esclarecido, e embora não 

faça lisar as células fúngicas (Dundar et al., 2015), o EntV exerceu efeito 

antivirulento sobre C. albicans (Graham et al., 2017). Esses resultados concordam 

com os resultados do nosso trabalho, uma vez que além da inibição das hifas nós 

obtivemos reduções nas contagens de UFC/mL, sendo estas últimas ocasionadas 

provavelmente pela perda de adesividade da parede fúngica. Assim, estratégias as 

quais interfiram na virulência podem ser menos propensa a resistência microbiana 

(Graham et al., 2017). 

Conforme solvente utilizado em nosso trabalho, acetato de etila foi o melhor 

solvente utilizado por Wahaab et al. (2018) para extrair os metabólitos do extrato 

bruto de cepas de Actinomycetes, descritas por exercerem atividade contra diversos 

patógenos resistentes a diversos fármacos. Utilizando cromatografia em camada 

delgada esses autores identificaram a presença de macrolídeos, terpenóides e 
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quinolonas. Já na análise CG-EM foi possível identificar o compostos fenólico-2,6-di-

tert-butilfenol, o alcalóide-1H, 5H, pyrrol (1'2' : 3,4) imidazol e a quinolona-1,4-

benzenodiol, 2,5-bis (1,1-dimetiletil). 

Shekh e Roy (2012) purificaram e caracterizaram uma proteína anti-Candida 

do extrato obtido a partir do sobrenadante de Enterococcu faecalis. Esse extrato foi 

capaz de inibir 7 cepas de C. albicans resitentes à vários antifúngicos. E por fim, 

Ström et al. (2002) isolaram 3 compostos antifúngicos do sobrenadante da cultura de 

Lactobacillus plantarum, os quais apresentaram efeitos contra fungos filamentosos e 

leveduras. 

No nosso trabalho, apesar do alto número de picos em todos os 

cromatogramas, foi possível apenas a identificação de alguns, já que a similaridade 

era muito baixa quando os mesmos eram comparados com possíveis substâncias 

descritas nas bases de dados. Não há um grande número de substâncias de extrato 

de micro-organismos que foram identificadas e inseridas nessas bases de dados, e 

ainda, há a possibilidade de algumas dessas substâncias serem inéditas, por isso 

não foi possível a identificação de um número maior de metabólitos. Na análise por 

CG-EM do extrato bruto e da SM-F2 foram encontradas duas substâncias, as quais 

diferiram do grupo controle, contendo apenas caldo BHI. Já na SM-F1, cinco 

substâncias diferentes foram identificadas. Ácido octanóico e uridina foram as 

substâncias identificadas no extrato bruto; ácido propanóico, (3R)-3-Methyl-1,4-

bis(trimethylsilyl)piperazine-2,5-dione, pirimidina, gulose e oleamida foram 

identificadas na SM-F1; ácido nicotínico e triptofano, na SM-F2. 

O ácido octanóico, também denominado ácido caprílico é um ácido graxo de 

cadeia média, reconhecido como antimicrobiano natural sendo utilizado por várias 

décadas como conservante em alimentos (Kabara, Marshall, 2004). Além disso, é 

encontrado naturalmente em altas concentrações no leite materno, leite bovino e 

óleo de coco (Zentek et al., 2011). Atividade antimicrobiana dessa substância foi 

reportada na literatura contra amplo espectro de bactérias, incluindo Cronobacter 

sakazakii, E. coli O157:H7, Listeria monocytogenes e Salmonella typhimurium (Nair 

et al., 2004; Jang,  Rhee, 2009; Huang, Chen, 2011; Kim, Rhee, 2015).  

Derivados de uridina têm sido relatados como promissora abordagem 

terapêutica antiviral contra o vírus influenza A, uma infecção altamente contagiosa 
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com altas taxas de morbidade e mortalidade nos seres humanos e animais no 

mundo todo (Krol et al., 2017). Esse mesmos autores, em 2018 verificaram 

propriedades antivirais desses compostos contra o vírus da hepatite C, maior causa 

de doenças hepáticas crônicas. Esses achados foram associados à inibição do 

mecanismo de glicosilação, podendo ser um bom alvo para novas terapias não 

somente para os vírus acima citados, mas outros patógenos virais dotados de 

envelope com elevadas proteínas glicosiladas (Krol et al., 2018). 

Wang et al. (2014) demonstraram que Propionibacterium acnes, uma 

bactéria comensal da pele humana produziu ácido propiônico, também conhecido 

como ácido propanóico, o qual inibiu o crescimento de S. aureus USA300 resistente 

à meticilina através da redução do pH intracelular, além de exercer atividade 

antimicrobiana contra C. albicans e E. coli.  

Derivados da pirimidina e oleamida também apresentaram atividades 

antibacteriana e antifúngica satisfatórias (Ferreira et al., 2014; Shetty et al., 2016; 

Abdelhamid et al., 2016; Okasha et al., 2016). 

Soliman e Elsilk (2018) sintetizaram dois complexos contendo prata com 

ligantes derivados do ácido nicotínico (niacina ou vitamina B3), substância esta 

encontrada na SM-F2. Esses autores verificaram que ambos complexos 

apresentaram atividade antimicrobiana e antifúngica maior do que com os ligantes 

livres, sobre diferentes bactérias e C. albicans.  

Peptídeos antimicrobianos são pequenos peptídeos com amplo espectro de 

atividade contra bactérias, fungos, protozoários, vírus, podendo exibir atividade 

citotóxica contra células cancerígenas, sendo fortes candidatos a complementar ou 

substituir antimicrobianos atuais (Arias et al., 2016; Shagaghi et al., 2016). Peptídeos 

ricos em triptofano apresentam potente atividade antimicrobiana, devido suas 

propriedades bioquímicas às quais permitem atravessar as membranas microbianas 

e atuarem intracelularmente sem comprometer sua integridade, agindo 

possivelmente nos ácidos nucléicos e enzimas (Shagaghi et al., 2016; Mishra et al., 

2018).  

Os resultados do nosso estudo demonstraram que o extrato bruto e frações 

de S. mutans apresentaram efeitos inibitórios sobre C. albicans, bloqueando 

importantes fatores de virulência como a filamentação e formação de biofilme. Esses 
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dados evidenciam que S. mutans produz substâncias com ação antifúngica, 

tornando-o promissor na busca por novos compostos antimicrobianos que possam 

ser utilizados na prevenção e tratamento das candidoses humanas. 
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5 CONCLUSÃO 

 

 

Diante dos resultados obtidos nesse trabalho, concluiu-se que: 

 

a) a técnica utilizada para a obtenção do extrato bruto foi eficiente para a 

extração dos compostos do sobrenadante da cultura de S. mutans, 

confirmando que S. mutans secretam compostos antifúngicos; 

b) o extrato bruto e as frações SM-F1 e SM-F2 apresentaram ação 

antifúngica sobre C. albicans nos ensaios de filamentação, formação 

de biofilme e expressão gênica; 

c) entre as frações, a SM-F2 apresentou maior atividade inibitória sobre 

C. albicans; 

d) foram identificadas as seguintes substâncias: ácido octanóico e uridina 

no extrato bruto, ácido propanóico, (3R)-3-Methyl-1,4-

bis(trimethylsilyl)piperazine-2,5-dione, pirimidina, gulose e oleamida na 

SM-F1 e ácido nicotínico e triptofano na SM-F2. Atividades 

antibacteriana e antifúngica para estas substâncias foram encontradas 

na literatura. 
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APÊNDICE A – Cromatogramas obtidos por Cromatografia Líquida de Alta Eficiência com Detector de Arranjo de Diodos 

(CLAE-DAD) (λ = 220 nm) 

 

Figura 17 - Cromatograma obtido por CLAE-DAD das frações SM-EB (preto), SM-F1 (vermelho), SM-F2 (azul), SM-F3 (verde), 

SM-F4 (rosa), SM-F5 (pink)  

 

Fonte: Elaborado pelo autor. 
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Figura 18 - Cromatograma obtido por CLAE-DAD, ampliação da fração SM-F1 

 

 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

Figura 19 - Cromatograma obtido por CLAE-DAD, ampliação da fração SM-F2 

 

 

Fonte: Elaborado pelo autor. 
 
 

 

Figura 20 - Cromatograma obtido por CLAE-DAD, ampliação da fração SM-F3 

 

 

Fonte: Elaborado pelo autor. 
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Figura 21 - Cromatograma obtido por CLAE-DAD, ampliação da fração SM-F4 

 

 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

Figura 22 - Cromatograma obtido por CLAE-DAD, ampliação da fração SM-F5 

 

 

Fonte: Elaborado pelo autor. 
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APÊNDICE B – Cromatogramas obtidos por Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM) 

 

Figura 23 - Cromatograma obtido por CG-EM do SM-EB (azul) e controle (preto) 

 

 

Fonte: Elaborado pelo autor. 
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Figura 24 - Cromatograma obtido por CG-EM da fração SM-F1 (vermelho) e controle (preto) 

 

 

Fonte: Elaborado pelo autor. 
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Figura 25 - Cromatograma obtido por CG-EM da fração SM-F2 (rosa) e controle (preto) 

 

 

Fonte: Elaborado pelo autor. 
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Figura 26 - Cromatograma obtido por CG-EM do controle 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fonte: Elaborado pelo autor. 
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Figura 27 - Cromatograma obtido por CG-EM de SM-EB 

 

 

Fonte: Elaborado pelo autor. 
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Figura 28 - Cromatograma obtido por CG-EM da fração SM-F1 

 

 

Fonte: Elaborado pelo autor. 
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Figura 29 - Cromatograma obtido por CG-EM da fração SM-F2 

 

 

Fonte: Elaborado pelo autor. 
 


