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MÉTODO DE OBTENÇÃO DO EXTRATO E FRAÇÕES DO SOBRENADANTE DE 

S. mutans E USO DO EXTRATO E FRAÇÕES DO SOBRENADANTE DE  

S. mutans COMO ANTIFÚNGICO 

Campo da invenção: 

[001] A presente invenção refere-se a um método de 

obtenção de extrato bruto e frações de sobrenadante da 

cultura de S. mutans com atividade inibitória sobre C. 

albicans.  

[002] Dito método revelou ser eficaz na extração, 

fracionamento e identificação das substâncias produzidas por 

S. mutans. Em adição, ditos extrato e frações revelaram 

atividade antifúngica sobre C. albicans e eficácia no 

tratamento da candidose. 

Fundamentos da invenção: 

[003] Candida spp. são fungos comensais que colonizam 

indivíduos saudáveis, no entanto, em condições específicas, 

se tornam patogênicos e podem causar infecções sistêmicas 

superficiais e graves. Atualmente, o aumento das infecções 

por Candida está associado principalmente ao uso de drogas 

imunossupressoras para tratamento de neoplasias, 

administração frequente de antibióticos de amplo espectro e 

doenças que comprometem o sistema imunológico (Wong et al., 

2016). Candida albicans representa a espécie mais patogênica 

do gênero Candida, e este fato está diretamente 

correlacionado com a habilidade em alternar as distintas 

morfologias (levedura, pseudohifas e hifas) o que representa 

um dos fatores de virulência, como a formação de biofilme.  

[004] C. albicans pode ser encontrada em diferentes 

morfologias, como células leveduriformes e filamentosas 

(Shapiro et al., 2011), sendo o crescimento filamentoso de 
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particular interesse para a formação de biofilmes e para a 

patogênese do fungo (Woolford et al., 2017). As formas 

filamentosas, tais como pseudohifas e hifas, medeiam a adesão 

dos fungos às células e tecidos epiteliais, promovendo a 

invasão e danos subsequentes ao hospedeiro (Sudbery et al., 

Laprade et al., 2017). A capacidade de filamentação também 

faz parte da estratégia da levedura para escapar dos 

fagócitos e vencer o sistema imunológico do hospedeiro 

(McKenzie et al., 2010). Atualmente, existe um claro aumento 

na taxa de mortalidade causada por esse fungo. Devido à 

algumas semelhanças entre células humanas e fúngicas, existe 

menor quantidade de antifúngicos disponíveis do que 

medicamentos antibacterianos. 

[005] Além disso, o tratamento da candidose bucal tem se 

tornado muito difícil devido ao surgimento de cepas 

resistentes aos antifúngicos convencionais disponíveis. 

Portanto, 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 

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). 

[006] Sabe-se que as interações entre bactérias e fungos 

são comuns em humanos e podem influenciar a transição entre 

o estado de saúde e a doença, dentro de um ambiente 

específico no hospedeiro, como a cavidade bucal. A elucidação 

dos mecanismos de interação entre as diferentes espécies 

microbianas, inseridas na mesma comunidade, é extremamente 

importante para a compreensão das doenças infecciosas e para 
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o desenvolvimento de novos medicamentos antimicrobianos 

(Peleg et al., 2010). 

[007] Desse modo, as interações entre os micro-

organismos têm sido bastante estudadas, verificando-se que 

as bactérias podem levar a redução das células fúngicas 

devido à competição por nutrientes e pela secreção de 

moléculas antifúngicas. Estudos envolvendo a obtenção de 

novos compostos provenientes de extratos microbianos vêm 

sendo cada vez mais estudados, uma vez que as bactérias e 

fungos produzem uma gama de moléculas bioativas quimicamente 

relevantes no ambiente extracelular, sendo interessantes 

alvos de estudo devido a seus impactos diretos em outros 

micro-organismos, bem como no hospedeiro (Atiphasworn et 

al., 2017; Jeong et al., 2017; Shekh e Roy, 2012; Strom et 

al., 2002). 

[008] Sendo assim, a presente invenção refere-se ao 

método de obtenção de extrato bruto e frações de sobrenadante 

da cultura de S. mutans, uma bactéria Gram-positiva presente 

na cavidade bucal. Dito método revelou ser eficaz na 

extração, fracionamento e identificação das substâncias 

produzidas por S. mutans. Ditos extrato e frações revelaram 

atividade antifúngica sobre C. albicans e eficácia no 

tratamento da candidose em animais. 

Estado da técnica: 

[009] Alguns documentos do estado da técnica descrevem 

um processo de obtenção de compostos a base de substâncias 

extraídas de bactérias Gram-positivas assim como seu uso 

contra Candida albicans. 

[0010] O documento “Candida albicans and 

Enterococcus faecalis in the gut” de Garsin et al. (2013), 
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revela um modelo de infecção em nemátodos para estudar a co-

infecção entre Candida albicans e Enterococcus faecalis, que 

resultou em diminuição da virulência e menor mortalidade dos 

animais comparado com a infecção pelas espécies isoladas. 

Assim, é sugerido que E. faecalis e C. albicans promovem uma 

associação mutuamente benéfica para o hospedeiro. Já a 

presente invenção é diferente, pois refere-se às substâncias 

produzidas por S. mutans, e o referido documento citado acima 

não avalia a espécie S. mutans. 

[0011] O documento “Mutanobactin A from the human 

oral pathogen Streptococcus mutans is a cross-kingdom 

regulator of the yeast-mycelium transition” de Joyner et al. 

(2010) revela o isolamento e caracterização de uma substância 

obtida da cultura de S. mutans em caldo de infusão cérebro-

coração (BHI), nomeada de mutanobactin A, e demonstra que 

esse metabólito é capaz de influenciar a transição micélio-

levedura de Candida albicans in vitro. Para o isolamento 

dessa substância, a fermentação da cepa de S. mutans foi 

realizada em um biorreator, contendo 15 L de caldo BHI, sob 

condições microaerófilas a 37°C. Após 48 horas, as células 

de S. mutans e o caldo de seu crescimento foram extraídos 

com acetato de etila e o solvente foi removido sob vácuo. O 

extrato resultante foi ressuspenso em metanol e particionado 

com hexano para retirada de ácidos graxos. A fase metanólica 

foi misturada com um volume igual de água e sujeita a uma 

partição (3x) com diclorometano. O solvente da fase 

diclorometano foi removido sob vácuo, obtendo-se um extrato 

bruto castanho escuro. O mesmo foi submetido a uma 

cromatografia flash C-18 em escala preparativa, utilizando 

para eluição um gradiente de MeOH:H2O (20% a 100%), gerando 
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uma única fração (240 mg) rica em mutanobactin. 

Posteriormente, essa fração foi submetida a um fracionamento 

utilizando Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE), 

uma coluna preparativa de fase reversa C-18 e eluição em 

modo gradiente (fase móvel: 50% a 100% de metanol em água), 

seguido de fracionamento por CLAE semi-preparativa, usando 

coluna C-18 e eluição em modo isocrático (fase móvel: 88% 

metanol em água), resultando em 8 mg de mutanobactin A. Já 

a presente invenção difere do estudo citado acima, já que o 

tempo de incubação da cultura de S. mutans foi de apenas 4 

horas e após esse período, foi feita uma filtração para a 

separação do caldo e das células de S. mutans, sendo que a 

extração com acetato de etila (3 vezes) foi feita apenas com 

o caldo fermentado. Em seguida, o solvente orgânico foi 

removido sob vácuo, e o extrato bruto obtido foi liofilizado. 

A partir do perfil cromatográfico do extrato bruto adquirido 

por Cromatografia Líquida de Alta Eficiência com Detector de 

Arranjo de Diodos (CLAE-DAD), optou-se por submetê-lo a um 

fracionamento em coluna de sílica derivatizada C-18 (150 g, 

Φ = 3,5 cm) utilizando como eluente diferentes soluções de 

MeOH:H2O (36:64, 49:51, 60:40, 76:24, 100:0). Foram obtidas 

5 diferentes frações (SM-F1, SM-F2, SM-F3, SM-F4 e SM-F5), 

sendo que a fração com melhor efeito contra C. albicans foi 

a F2 (49:51 de MeOH:H2O). 

[0012] Adicionalmente, o estudo citado acima também 

faz a extração inicial com acetato de etila, no entanto, o 

extrato obtido após a evaporação do solvente foi particionado 

com hexano e, posteriormente, com diclorometano, garantindo 

possivelmente a obtenção de uma fração rica em substâncias 

de média polaridade. Lembrando que o isolamento da substância 
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mutanobactin A foi feito a partir dessa fração, após 

diferentes fracionamentos utilizando colunas de fase 

reversa. Como descrito acima, na presente invenção, não foram 

feitas partições do extrato bruto utilizando solventes 

apolares ou de baixa polaridade, sendo que o mesmo é apenas 

fracionado utilizando coluna de fase reversa C-18, portanto, 

as frações obtidas são, possivelmente, ricas em substâncias 

de média a alta polaridade. 

[0013] Já no documento intitulado “Fungal biofilm 

inhibitors from a human oral microbiome-derived bacterium” 

de Wang et al. (2012), foram isolados e caracterizados três 

novos análogos da substância mutanobactin A (mutanobactin B, 

C e D). Para isso, S. mutans UA159 foi preparado por 

inoculação de 100 mL de uma cultura em 40 L de caldo BHI. A 

cultura foi incubada durante 96 h, e após esse período foi 

extraída três vezes com volumes iguais de acetato de etila, 

que foi evaporado sob vácuo para obtenção do extrato bruto. 

O mesmo foi fracionado em uma coluna cromatográfica HP20SS 

(gradiente em etapas de 30, 50, 70, 90 e 100% de MeOH em H2O) 

e foram obtidas cinco frações, sendo que as frações Fr.4 

(824 mg) e Fr.5 (156 mg) foram combinadas e, posteriormente, 

foram separadas em sete subfrações por CLAE preparativa em 

modo reverso. A subfração Fr.7-5 foi submetida a um 

fracionamento por CLAE semi-preparativa de fase reversa 

(eluição em modo isocrático, 85% MeOH em H2O, seguida por 

eluição com 70% de CH3CN em H2O, 4,0 mL min-1) para obtenção 

de mutanobactin A, B, C e D. Os efeitos dessas substâncias 

no crescimento de C. albicans DAY185 foram testados usando 

os métodos prescritos nas diretrizes do CLSI, e também foram 

testadas em um ensaio projetado para determinar a inibição 
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da formação de biofilme de C. albicans. Para os testes, os 

metabólitos foram solubilizados em DMSO a uma concentração 

final de 20 mM. O composto D foi o inibidor mais potente da 

formação de biofilme. 

[0014] Diferentemente desse estudo, na presente 

invenção, S. mutans UA159 foi preparado na proporção de 1 mL 

da cultura em 6 mL de caldo BHI e incubado durante 4 horas. 

Novamente, ressaltamos a filtração que foi feita após o 

período de incubação para a separação do caldo e das células 

de S. mutans, o que possibilitou a extração (3x) com acetato 

de etila. O solvente foi evaporado sob vácuo para a obtenção 

do extrato bruto, que também foi separado em cinco frações, 

mas em diferentes proporções de MeOH:H2O (36:64, 49:51, 

60:40, 76:24, 100:0) ao compararmos com o artigo citado. 

Além disso, as frações utilizadas no trabalho acima diferem 

da fração que obtivemos melhores resultados, já que no artigo 

acima foram utilizadas as frações 4 e 5 (90% e 100% de MeOH 

em H2O), possivelmente ricas em substâncias de média 

polaridade, enquanto a fração com melhor efeito em nosso 

estudo foi a fração 2 (49% de MeOH em 51% H2O), possivelmente 

rica em substâncias de média a alta polaridade. 

[0015] Também é importante ressaltar que nos estudos 

anteriores o efeito das substâncias produzidas por S. mutans 

foram testadas apenas in vitro (Garsin et al. 2013, Joyner 

et al. 2010 e Wang et al. 2012) e em nematódeos C. elegans, 

modelo invertebrado usado como triagem para estudos em 

camundongos (Garsin et al. 2013). No entanto, na presente 

invenção as substâncias produzidas por S. mutans foram 

triadas no modelo invertebrado Galleria mellonella, e então 

testadas em modelo vertebrado de camundongos, no qual sua 
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eficácia foi comprovada para o tratamento da candidose bucal.   

Breve descrição da invenção: 

[0016] A presente invenção refere-se a um método de 

obtenção de extrato bruto e frações de sobrenadante da 

cultura de S. mutans com atividade inibitória sobre C. 

albicans.  

[0017] Dito método revelou ser eficaz na extração, 

fracionamento e identificação das substâncias produzidas por 

S. mutans. Em adição, dito extrato e frações revelaram ser 

eficazes sobre a patogenicidade de C. albicans, tanto em 

estudos in vitro com ensaios de filamentação, inibição da 

formação de biofilmes e de expressão de genes da virulência 

como in vivo com ensaios no modelo de Galleria mellonella e 

camundongos imunossuprimidos. 

Breve descrição das figuras: 

[0018] Para obter uma total e completa visualização 

do objeto desta invenção, são apresentadas as figuras as 

quais se faz referências, conforme se segue: 

Figura 1. Extração do sobrenadante da cultura de S. 

mutans com acetato de etila 

Figura 2. Remoção do solvente orgânico sob vácuo em 

evaporador rotatório da Buchi R-114. 

Figuras 3 e 4. Compostos obtidos após 

rotaevaporação do acetato de etila coletados com metanol e 

remoção desse solvente com auxílio de uma bomba por 

aproximadamente 16 horas. 

Figura 5. Extrato sendo liofilizado. 

Figura 6. Extrato bruto obtido. 

Figura 7. Fracionamento do extrato bruto utilizando 

coluna de sílica derivatizada C-18 com diferentes soluções 
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de MeOH:H2O como eluente. 

Figura 8. Erlenmeyers contendo as cinco frações 

obtidas. 

Figura 9. Cromatogramas obtidos por CG-EM do SM-EB 

(Azul) e do controle (preto). 

Figura 10. Cromatogramas obtidos por CG-EM da 

fração SM-F1 (vermelho) e do controle (preto). 

Figura 11. Cromatogramas obtidos por CG-EM da 

fração SM-F2 (rosa) e do controle (preto). 

Figura 12. Cromatograma obtido por CG-EM do 

controle. 

Figura 13. Cromatograma obtido por CG-EM de SM-EB. 

Figura 14. Cromatograma obtido CG-EM da fração SM-

F1. 

Figura 15. Cromatograma obtido por CG-EM da fração 

SM-F2. 

Figura 16. Microscopia óptica da filamentação de C. 

albicans, em que A) Grupo controle formado por C. albicans 

+ PBS com 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); nas imagens B, C e D, o extrato 

bruto reduziu a formação de hifas. Aumento original: 400x. 

Figura 17. Quantificação de hifas no teste de 

filamentação de C. albicans in vitro, em que o gráfico 

representa 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 
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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). 

Figura 18. Microscopia óptica da filamentação de C. 

albicans quando em contato com a fração SM-F1, em que 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. 

Figura 19. Quantificação das hifas no ensaio da 

filamentação de C. albicans in vitro, em que o gráfico 

representa 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). 
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Figura 20. Microscopia óptica da filamentação de C. 

albicans quando em contato com a fração SMF-2, em que A) 

Grupo controle formado por C. albicans + PBS: observa-se a 

prevalência de inúmeras hifas, formando uma extensa rede; B) 

C. albicans tratada com SM-F2 (5 mg/mL): observa-se 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); 

verifica-se nas imagens C e D que a SM-F2 reduziu a formação 

de hifas. Aumento original: 400x. 

Figura 21. Quantificação das hifas no ensaio da 

filamentação de C. albicans in vitro, em que o gráfico 

representa 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). 

Figura 22. Microscopia eletrônica de varredura da 

filamentação de C. albicans, em que A-B) Grupo controle de 

C. albicans + PBS: observa-se 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): verifica-se a 
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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): verifica-

se a redução das leveduras e expressiva redução das hifas. 

Aumento original: (G) 1000x, (H) 3000x. 

Figura 23. 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), 

quando em contato com o 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 são expressos como 

média e desvio padrão. (Teste t de Student, p ˂ 0,05). 

Figura 24. 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). 

Figura 25. Microscopia eletrônica de varredura dos 

biofilmes de C. albicans, em 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 
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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. 

Figura 26. Demonstração da injeção do microrganismo 

em G. mellonella utilizando a seringa de Hamilton. 

Figura 27. Curva de sobrevivência das larvas de G. 

mellonella inoculadas com o extrato bruto nas concentrações 

de 1, 2, 5, 10 e 15 mg/ml. 

Figura 28. Curva de sobrevivência das larvas de G. 

mellonella infectadas por C. albicans ATCC 18804 nas 

densidades celulares entre 103 a 107 células/larva. 

Figura 29. Curva de sobrevivência das larvas de G. 

mellonella para os diferentes grupos experimentais, sendo A) 

infecção por C. albicans e inoculação do extrato bruto 

fornecido profilaticamente (p = 0,138) nas concentrações de 

10 mg/ml e 15 mg/ml e B) infecção por C. albicans e inoculação 

do extrato bruto fornecido terapeuticamente (p < 0,0001) nas 

concentrações de 10 mg/ml e 15 mg/ml. 

Figura 30. Curva de sobrevivência das larvas de G. 

mellonella infectadas por C. albicans com as frações SM-F1, 

SM-F2 e SM-F5 fornecidas terapeuticamente nas concentrações 

de 15 mg/ml e 30 mg/ml (p < 0,0001).  

Figura 31. Média e desvio-padrão da contagem de 

UFC/ml (Log10) de C. albicans para os diferentes grupos 

experimentais nos tempos de 0, 4, 8 e 12h, em que A) é a 

infecção por C. albicans e tratamento com extrato bruto, B) 

é a infecção por C. albicans e tratamento com SM-F1, C) é a 

infecção por C. albicans e tratamento com SM-F2, D) é a 
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infecção por C. albicans e tratamento com SM-F5. *Diferença 

estatisticamente significante entre os grupos (p ≤ 0,05). 

Figura 32. Média e desvio-padrão da contagem total 

de hemócitos das larvas de G. mellonella após 4h e 24h de 

infecção para os diferentes grupos experimentais, sendo A) 

infecção por C. albicans e tratamento com extrato bruto, B) 

infecção por C. albicans e tratamento com a fração SM-F1, C) 

infecção por C. albicans e tratamento com a fração SM-F2, D) 

infecção por C. albicans e tratamento com a fração SMF-5, no 

tempo de 24h não havia nenhuma larva tratada viva. *Diferença 

estatisticamente significante entre os grupos (p ≤ 0,05). 

Figura 33. Contagem de UFC/ml após recuperação de 

C. albicans da cavidade bucal dos camundongos 

imunossuprimidos, em que os valores de p são obtidos na 

comparação do grupo controle de C. albicans com os grupos 

com tratamento (Teste t de Student, p ≤ 0,05). 

Figura 34. Aspecto macroscópico do dorso das 

línguas dos camundongos dos grupos controle sem e com 

infecção por C. albicans, em que A) língua saudável. A papila 

valada (→) separa a porção faríngea da língua. As papilas 

gigantes (►) separam os dois terços anteriores da língua do 

tubérculo intermolar; e B) grupo controle com inoculação de 

C. albicans e sem tratamento, demonstrando a presença de 

regiões esbranquiçadas (▲) e atrofia papilar (↓). 

Figura 35. Aspecto macroscópico do dorso das 

línguas dos camundongos dos grupos tratados com sobrenadante 

e extrato bruto, em que A) Inoculação de C. albicans e 

tratamento com sobrenadante; e B) Inoculação de C. albicans 

e tratamento com extrato bruto, demonstrando a presença de 

regiões esbranquiçadas (▲) e atrofia papilar (↓) em menor 
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quantidade. 

Figura 36. Aspecto macroscópico do dorso das 

línguas dos camundongos dos grupos tratados com as frações 

SM-F1 e SM-F2, em que A) Inoculação de C. albicans e 

tratamento com a fração SM-F1; e B) Inoculação de C. albicans 

e tratamento com fração SM-F2, demonstrando a presença de 

regiões esbranquiçadas (▲) e atrofia papilar (↓) em menor 

quantidade. 

Figura 37. Lesão de candidose no dorso da língua do 

camundongo inoculado com C. albicans, caracterizada por 

regiões esbranquiçadas e formação de pseudomembranas. 

Figura 38. Escores e mediana dos grupos 

experimentais obtidos na análise macroscópica para cada 

animal (Krusal – Wallis = 0,023). 

Figura 39. Corte sagital do dorso da língua dos 

camundongos, em que A) grupo controle com inoculação de C. 

albicans e sem tratamento; B) Inoculação de C. albicans e 

tratamento com sobrenadante; C) Inoculação de C. albicans e 

tratamento com extrato bruto; D) Inoculação de C. albicans 

e tratamento com SM-F1 e) Inoculação de C. albicans e 

tratamento com SM-F2. Leveduras e hifas (↓) na queratina. 

PAS. 

Figura 40. Escores e mediana da contagem de hifas 

e leveduras nos 25 campos histológicos analisados para o 

controle de C. albicans e os grupos com tratamento (Kruskal-

Wallis = 0,086). 

Figura 41. Corte sagital do dorso da língua dos 

camundongos, em que A) Grupo controle com inoculação de C. 

albicans e sem tratamento, com presença de microabcesso 

intraepitelial, exocitose, espongiose. Na lâmina própria 
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observa-se infiltrado inflamatório moderado; B) grupo 

inoculado com C. albicans e tratamento com sobrenadante, 

mostrando presença de exocitose, espongiose, perda da 

estratificação e descamação epitelial; C) tratamento com 

extrato bruto, com perda das papilas filiformes; D) 

Inoculação de C. albicans e tratamento com SM-F1, mostrando 

perda das papilas filiformes, espongiose e hiperplasia 

epitelial; e) Inoculação de C. albicans e tratamento com SM-

F2, com presença de hiperqueratose HE. 

Figura 42. Número de alterações epiteliais e 

medianas observadas nas lesões microscópicas de candidose no 

dorso da língua dos camundongos conforme diferentes grupos 

(Kruskal-Wallis = 0,0051). 

Figura 43. Escores e medianas da extensão do 

infiltrado inflamatório no tecido conjuntivo observadas nas 

lesões microscópicas de candidose no dorso da língua dos 

camundongos conforme os diferentes grupos (Kruskal-Wallis = 

0,0508). 

 Descrição detalhada da invenção: 

[0019] A presente invenção refere-se a um método de 

obtenção de extrato bruto e frações de sobrenadante da 

cultura de S. mutans com atividade inibitória sobre C. 

albicans.  

[0020] Dito método compreende as etapas de: 

a) Preparo do sobrenadante da cultura de S. 

mutans; 

b) Extração e fracionamento do sobrenadante 

da cultura de S. mutans;  

c) Identificação das substâncias presentes no 

extrato bruto e frações obtidas do sobrenadante da cultura 
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de S. mutans, utilizando cromatografia gasosa acoplada à 

espectrometria de massas e uma etapa de derivação (sililação) 

das amostras. 

[0021] Na etapa a) foi utilizada a cepa de S. mutans 

UA159 a qual foi preparada na proporção de 1 ml de cultura 

em 6 ml de caldo BHI e incubada durante 4 horas. O período 

de 4 horas revelou ser o ideal, pois demonstrou maiores 

inibições de C. albicans quando em contato com o sobrenadante 

da cultura de S. mutans.  

[0022] Adicionalmente, na etapa b) a filtração foi 

realizada após o período de incubação para separação do caldo 

e das células de S. mutans, o que possibilitou a extração 

(3x) com acetato de etila. O solvente foi evaporado sob vácuo 

para a obtenção do extrato bruto, que foi fracionado em cinco 

frações (SM-F1 a SM-F5), mas em diferentes proporções de 

MeOH:H2O (36:64, 49:51, 60:40, 76:24, 100:0), sendo a fração 

com melhor efeito a SM-F2 com 49% de MeOH e 51% de H2O. 

Na etapa c) foram identificadas as substâncias 

encontradas no extrato bruto e nas frações do sobrenadante 

da cultura de S. mutans que revelaram ter eficácia contra 

Candida, principalmente contra a candidose bucal. Para 

comprovação da eficácia, foram realizados estudos in vitro 

como os ensaios de filamentação, formação de biofilmes e 

expressão de genes de virulência e estudos in vivo como os 

ensaios de candidose experimental no modelo de Galleria 

mellonella e em camundongos imunossuprimidos. Ditos ensaios 

revelaram que o extrato bruto e as frações de S. mutans, 

mais particularmente, a fração SM-F2 apresentou melhores 

efeitos inibitórios contra C. albicans. 

[0023] Para a realização da presente invenção, cepas 
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padrão de Streptococcus mutans (UA 159) e de Candida albicans 

(ATCC 18804) foram mantidas em freezer a -80ºC. Para ativação 

desses microrganismos, a cepa de S. mutans foi cultivada em 

ágar Infuso Cérebro Coração (BHI, Himedia, Mumbai, Índia) 

por 48 h a 37ºC em microaerofilia (5% de CO2) e a cepa de C. 

albicans foi cultivada em ágar Sabouraud (Himedia 

Laboratories, Munbai, Índia) por 48 h a 37ºC. 

[0024] Mais particularmente, cada etapa do método é 

descrita a seguir: 

Etapa a) Preparo do extrato e frações do sobrenadante da 

cultura de S. mutans 

[0025] Inicialmente, foi realizado o preparo de 

sobrenadante de S. mutans, em que a cepa foi incubada com 

caldo BHI suplementado com 5% de sacarose a 37ºC por 24 h, 

sob condições de microaerofilia (5% de CO2). Após esse 

período, as células microbianas foram centrifugadas a 5000 

rpm por 10 minutos, o sobrenadante foi desprezado e o 

sedimento ressuspenso em solução fisiológica tamponada com 

fosfato (PBS). Esse procedimento foi repetido novamente. A 

contagem do número de células da suspensão foi realizada 

através de espectrofotômetro (B582, Micronal, São Paulo, 

Brasil) no comprimento de onda de 398 nm e densidade óptica 

de 0,560, obtendo-se uma concentração de 107 células/mL de 

S. mutans. Um volume de 1 mL da suspensão padronizada foi 

transferido para um tubo falcon contendo 6 mL de caldo BHI 

e incubado novamente a 37ºC por 4 h, em estufa bacteriológica 

sob condições de microaerofilia (5% de CO2). Após este 

período, o caldo foi centrifugado a 5000 rpm por 10 minutos 

e filtrado em membrana com poros de diâmetro de 0,22 μm (MFS, 

Dublin, EUA). 
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Etapa b) Extração e fracionamento do sobrenadante da 

cultura de S. mutans 

[0026] O sobrenadante foi submetido à extração com 

acetato de etila (3 vezes) (Figura 1), em seguida o solvente 

orgânico foi removido sob vácuo em evaporador rotatório da 

Buchi R-114 (Figura 2) (banho de aquecimento B-480), sob 

pressão reduzida (240 mBar) com auxílio de bomba de vácuo 

(D-91126 Schwabach da Heidolph Instruments) e refrigeração 

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

compostos que foram extraídos e ficaram retidos no balão 

foram coletados com metanol (MeOH) e o solvente evaporado 

com auxílio de uma bomba por aproximadamente 16 h (Figuras 

3 e 4). A seguir, o material foi liofilizado (Figura 5) e 

pesado, obtendo-se o extrato bruto (Figura 6). 

[0027] A primeira etapa para obtenção do extrato 

bruto do sobrenadante da cultura de S. mutans foi realizada 

em escala reduzida, obtendo-se dois extratos: um proveniente 

da fase aquosa (fase da água - caldo BHI) e outro proveniente 

da fase orgânica (solvente - fase ativa). O extrato obtido 

da fase aquosa foi testado para descartar a possibilidade de 

haver algum efeito sobre C. albicans, como não houve ação 

sobre o fungo, nas demais extrações ele foi descartado. A 

massa obtida na extração de 375 mL de sobrenadante da cultura 

de S. mutans foi aproximadamente 2 g de extrato aquoso e 51 

mg de extrato orgânico. Outra etapa de extração foi 

realizada, porém em maior escala. Neste segundo processo foi 

utilizado 500 mL do sobrenadante, e a massa de extrato bruto 

orgânico obtida foi 110 mg. Mais duas extrações em escala 

ampliada foram realizadas para o fracionamento do extrato 

bruto do sobrenadante da cultura de S. mutans (Tabela 1). As 
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frações SM-F3 e SM-F4 não foram utilizadas nos testes 

posteriores, pois não havia quantidade suficiente para 

realização dos ensaios experimentais. 

Tabela 1. Rendimentos obtidos na extração do sobrenadante da 

cultura de S. mutans 

 

 

 

 

 

 

 

[0028] A partir do perfil obtido por Cromatografia 

Líquida de Alta Eficiência com Detector de Arranjo de Diodos 

(CLAE-DAD) do extrato bruto, optou-se por submetê-lo ao 

fracionamento em coluna de sílica derivatizada C-18 (Figura 

7) (150 g, Φ = 3,5 cm) com diferentes soluções de MeOH:H2O 

como eluente determinadas a partir do cromatograma do perfil, 

obtendo 5 frações (Tabela 2): SM-F1, SM-F2, SM-F3, SM-F4, 

SM-F5 (Figura 8). 

Tabela 2. Fracionamento do extrato bruto em coluna de sílica 

derivatizada C-18 com diferentes soluções de MeOH:H2O como 

eluente. 

Etapa c) Identificação das substâncias presentes no 
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extrato bruto e frações obtidas do sobrenadante da cultura 

de S. mutans 

[0029] Para a identificação das substâncias do 

extrato bruto e das frações obtidas foi realizada 

cromatografia gasosa acoplada à espectrometria de massas CG-

EM, Shimadzu, modelo GC-MS-QP2020 com autoinjetor 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, em que 

as condições cromatográficas eram: temperatura do injetor: 

260ºC; modo de injeção: split; temperatura do detector: 

260°C; vazão do gás de arraste (He): 1,0 mL min-1; coluna: 

80°C por 3 min, seguido de rampa de temperatura de 3°C/min 

até 260°C, se mantendo nessa temperatura por mais 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. Para garantir uma maior estabilidade térmica e maior 

volatilidade dos constituintes, bem como uma melhor 

resolução cromatográfica foi realizada uma etapa de 

derivação (sililação) durante o preparo das amostras. Esta 

etapa consiste na substituição dos hidrogênios ativos 

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

por grupos trimetilsilil (TMS) de forma a obter derivados 

com menor polaridade, maior volatilidade e estabilidade 

térmica (Pellatti, Benvenuti, 2007). 

Mecanismo para a reação de sililação (exemplificada para um 

álcool) 
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[0030] Sendo assim, 5 mg de SM-EB e 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 foram analisadas (Tomaz, 2011). 

[0031] As Figuras 9 a 11 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 crescimento 

de S. mutans), enquanto as Figuras 12 a 15 apresentam os 

cromatogramas do controle, SM-EB, SM-F1 e SM-F2, com a 

numeração dos seus respectivos picos. 

[0032] A partir dos resultados de CG-EM foi possível 

identificar os constituintes de SM-EB, SM-F1, SM-F2 e do 

controle, 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 3-6), sendo que 

substâncias com uma porcentagem de similaridade inferior a 

85% foram desconsideradas. 

Tabela 3 – Identificação das substâncias presentes no 
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controle por CG-EM. 

Pico TR (min) Nome da substância Similaridade 

2 7.140 Ácido lático (TMS) 93% 

5 13.105 2-feniletanol (TMS) 93% 

6 13.913 Ácido benzóico (TMS) 90% 

7 15.621 Glicerol (TMS) 93% 

8 16.092 Ácido fenilacético (TMS) 96% 

10 18.131 Uracila (TMS) 92% 

12 20.479 Etanolamina (TMS) 87% 

13 21.092 Ácido 3-fenilpropanóico 

(TMS) 

95% 

29 27.589 Tirosol (TMS) 90% 

59 39.957 Piridoxina (TMS) 94% 

60 40.405 2,5 dicetopiperazina – 

ciclo-(Leu-Pro) 

90% 

71 43.529 Glicopiranose (TMS) 96% 

72 44.225 Xantina (TMS) XANTHINE-TRI-

TMS 

86% 

73 44.327 Ácido hexadecanóico ou 

palmítico (TMS) 

91% 

88 50.354 Ácido octadecanóico ou 

esteárico (TMS) 

85% 

93 53.678 (Z)-9-Octadecenamida 92% 

94 54.171 2,5 dicetopiperazina – 

ciclo-(Phe-Pro) 

92% 

105 65.149 2,5-dicetopiperazina – 

ciclo-(Phe-Phe) 

85% 

106 66.345 triptofano (TMS) 86% 

 TMS – grupo trimetilsilil 
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Tabela 4 – Identificação das substâncias presentes no extrato 

bruto por CG-EM 

Pico TR (min) Nome da substância Similaridade 

2 7.138 Ácido lático (TMS) 95% 

4 13.102 2-feniletanol (TMS) 93% 

5 13.912 Ácido benzóico (TMS) 93% 

6 14.685 Ácido octanóico (TMS) 91% 

7 15.619 Glicerol (TMS) 93% 

8 16.088 Ácido fenilacético (TMS) 97% 

11 18.128 Uracila (TMS) 92% 

13 20.478 Etanolamina (TMS) 90% 

14 21.088 Ácido 3-fenilpropanóico 

(TMS) 

95% 

29 27.583 Tirosol (TMS) 91% 

68 39.953 Piridoxina (TMS) 94% 

69 40.435 2,5 dicetopiperazina – 

ciclo-(Leu-Pro) 

90% 

78 44.218 Xantina (TMS) 89% 

79 44.317 Ácido hexadecanóico ou 

palmítico (TMS) 

90 

95 50.346 Ácido octadecanóico ou 

esteárico (TMS) 

87% 

101 53.677 9-Octadecenamida 93% 

102 54.183 2,5 dicetopiperazina – 

ciclo-(Phe-Pro) 

92% 

104 56.682 Uridina (TMS) 86% 

117 66.338 triptofano (TMS) 85% 

TMS – grupo trimetilsilil 

Tabela 5 – Identificação das substâncias presentes na fração 
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SM-F1 por CG-EM. 

Pico TR (min) Nome da substância Similaridade 

3 7.146 Ácido lático (TMS) 94% 

5 13.922 Ácido benzóico (TMS) 93% 

6 15.629 Glicerol (TMS) 93% 

7 16.096 Ácido fenilacético (TMS) 98% 

9 18.058 Ácido glicérico (TMS) 94% 

10 18.137 Uracila (TMS) 92% 

12 20.128 3-Metilpiperazina-2,5-diona 

(TMS) 

93% 

13 20.488 Etanolamina (TMS) 89% 

14 20.845 Timina (TMS) 88% 

15 21.099 Ácido 3-fenilpropanóico 

(TMS) 

95% 

30 27.595 Tirosol (TMS) 92% 

55 39.965 Piridoxina (TMS) 94% 

56 40.420 2,5 dicetopiperazina – 

ciclo-(Leu-Pro) 

90% 

59 41.499 Glicose (TMS) 89% 

62 44.236 Xantina (TMS) 90% 

83 54.120 2,5 dicetopiperazina – 

ciclo-(Phe-Pro) 

90% 

 

TMS – grupo trimetilsilil  

Tabela 6 – Identificação das substâncias presentes na fração 

SM-F2 por CG-EM. 

Pico TR (min) Nome da substância Similaridade 

5 7.115 Ácido lático (TMS) 94% 

6 13.075 2-feniletanol (TMS) 93% 

7 14.875 Ácido nicotínico (TMS) 92% 
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8 15.593 Glicerol (TMS) 93% 

41 40.352 2,5 dicetopiperazina – 

ciclo-(Leu-Pro) 

89% 

54 44.295 Ácido hexadecanóico ou 

palmítico (TMS) 

88% 

66 50.325 Ácido octadecanóico ou 

esteárico (TMS) 

86% 

73 53.708 9-Octadecenamida 93% 

74 54.296 2,5 dicetopiperazina – 

ciclo-(Phe-Pro) 

91% 

TMS – grupo trimetilsilil 

[0033] Assim, ao analisar os cromatogramas (Figuras 

9, 12 e 13), bem como as Tabelas 3 e 4 foi possível verificar 

que o extrato de SM-EB (extrato bruto) e o controle 

apresentam picos com os mesmos tempos de retenção (TR), no 

entanto, SM-EB apresentou as substâncias ácido octanóico (TR 

= 14,685 min) e uridina (TR = 56,682 min), que não foram 

identificadas no controle. Já a comparação dos cromatogramas 

da fração SM-F1 e do controle (Figura 10) indicou a presença 

de picos em SM-F1 (TR = 53,123; 55,172; 55,457; 55,842; 

56,229; 58,102 min) que não foram observados no controle, 

porém não foi possível a identificação dos mesmos. Entre as 

substâncias identificadas na fração SM-F1 (Figura 14 e Tabela 

5) e que diferem do controle é válido destacar o ácido 

glicérico (TR = 18,058 min) e a 3-metilpiperazina-2,5-diona 

(TR = 20,128 min). A fração SM-F2 (Tabela 6 e Figuras 11 e 

15), apresentou um menor número de substâncias 

identificadas, contudo é possível destacar o ácido 

nicotínico (TR = 14,875 min), substância que não foi 

identificada no controle.  
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[0034] A partir do alto número de picos em todos os 

cromatogramas, foi possível apenas a identificação de 

algumas substâncias, já que a similaridade era muito baixa 

quando os mesmos eram comparados com possíveis substâncias 

descritas nas bases de dados. Adicionalmente, não existe um 

número grande de substâncias de extrato de microorganismos 

identificadas e inseridas na base de dados. Por fim, apesar 

de algumas substâncias terem sido identificadas, ainda 

existe a possibilidade de algumas serem inéditas, por isso, 

estas não foram objeto de identificação mais pormenorizada 

nessa invenção. 

[0035] Em adição, como observado nas Tabelas 3 a 6, 

as substâncias destacadas em negrito são aquelas diferentes 

quando comparadas com o grupo controle. Nesse sentido, é 

necessário esforços de pesquisas complementares de modo a 

isolar, identificar e verificar qual (is) substância (s) 

exerce (m) a atividade antifúngica, sendo que pode haver um 

sinergismo entre duas ou mais substâncias que potencializam 

a atividade antifúngica. 

Testes realizados para comprovação da atividade 

antifúngica 

Testes in vitro 

 Avaliação dos efeitos do extrato bruto e frações sobre 

a filamentação de C. albicans analisados por Microscopia 

Óptica 

Preparo da suspensão padronizada de C. albicans  

[0036] C. albicans foi cultivada a 37°C por 24 h em 

caldo Yeast Nitrogen Base (YNB, Difco, Detroit, EUA) 

suplementado com glicose na concentração de 100 mM. Após o 

período de crescimento, procedeu-se à centrifugação da 
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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. 

Ensaio de filamentação de C. albicans  

[0037] 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 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 
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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. 

[0038] Esse ensaio foi realizado 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, foi adicionado 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. Porém, 

nas concentrações 5, 10 e 15 mg/mL foi observada a redução 

na filamentação de C. albicans (Figura 16), 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 17). Desse modo, 

analisando esses dados, é demonstrado que o extrato bruto 

foi capaz de inibir a formação de hifas de C. albicans. 

[0039] Em seguida, ao investigar a ação das frações, 

verificou 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 18). Após a análise 

quantitativa dos escores, verificou-se que a fração SM-F1 

apresentou capacidade de reduzir as hifas nas concentrações 

Petição 870190093810, de 19/09/2019, pág. 42/103



30/65 

 

de 10 e 15 mg/mL, porém sem apresentar diferença 

estatisticamente significativa entre os grupos (Figura 19). 

[0040] Entretanto, quando C. albicans esteve em 

contato com a fração SM-F2, foi observado uma 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 

20). Redução na quantidade das hifas, com diferença 

estatisticamente significativa, foi observada ao comparar o 

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

com o grupo controle C. albicans e PBS (Figura 21). 

Avaliação dos efeitos do extrato bruto e frações sobre 

a filamentação de C. albicans, analisados por Microscopia 

Eletrônica de Varredura (MEV)  

[0041] 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 descrito. 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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[0042] Em seguida, foram confirmados os efeitos 

inibitórios nas hifas de C. albicans causados pelo extrato 

bruto e as frações SM-F1 e SM-F2. 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. 

[0043] Pode ser observado nas imagens de MEV a 

presença de grande quantidade de leveduras e rede de hifas 

bastante extensa e compactada no grupo controle C. albicans 

e PBS (Figura 22, A – 1000x e B – 3000x). Nas imagens em que 

C. albicans esteve em contato com o extrato bruto, foi 

observado que houve redução no número de hifas, bem como na 

quantidade de leveduras (Figura 22, C – 1000x e D – 3000x). 

Redução destas estruturas também foi observada na presença 

da SM-F1 (Figura 22, E – 1000x e F – 3000x), enquanto na 

presença da SM-F2, foi observado praticamente a inexistência 

das hifas, bem como uma expressiva redução das células 

leveduriformes. Nestas imagens foi possível observar a 

presença de vários espaços livres sobre os discos, 

evidenciando uma importante redução de C. albicans (Figura 

22, 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. 

Avaliação dos efeitos do extrato bruto e frações sobre 

a expressão de genes de virulência de C. albicans  

[0044] Foi utilizado o modelo de filamentação, 

descrito previamente, para avaliar o perfil de expressão dos 
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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 e quantificação total 

do RNA, utilizando primers para PCR quantitativo em tempo 

real (RT-qPCR). 

[0045] Nesse ensaio, foi utilizado o modelo de 

filamentação descrito anteriormente, utilizando as 

concentrações de cada composto que apresentam 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. 

[0046] Os resultados médios de quantificação 

relativa (RQ) de todos os genes alvos na presença do extrato 

bruto e SM-F2 estão demostrados na Figura 23. 

[0047] 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 
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comparados ao grupo controle sem tratamento. Em relação ao 

gene CPH1, ocorreu a 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 

ocorreu a 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 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, constata-se que tanto o extrato bruto 
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como a SM-F2 foram capazes de induzir os genes de virulência 

de C. albicans. 

Avaliação dos efeitos do extrato bruto e frações sobre 

biofilmes de C. albicans  

Formação dos Biofilmes  

[0048] 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. 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. 

[0049] 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 
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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 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. 

Análise dos biofilmes por quantificação do número de 

unidades formadoras de colônias por mL (UFC/mL)  

[0050] 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 ultrassônico (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. 

[0051] 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, redução total, 7,82 

Log, para a concentração de 15 mg/mL (Figura 24A). Quando o 
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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 24B). 

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 24C). 

Análise dos biofilmes de C. albicans por Microscopia 

Eletrônica de Varredura (MEV)  

[0052] 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. 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 
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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 biofilmes por grupo. 

[0053] 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 25, A – 1000x e B – 3000x). Nos 

biofilmes tratados com extrato bruto (Figura 25, C – 1000x 

e D – 3000x) e com a SM-F2 (Figura 25, E – 1000x e F – 3000x) 

observamos redução praticamente total das células 

leveduriformes e nenhuma hifa formada. Nos biofilmes 

tratados com a SM-F1 (Figura 25, 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. 

Testes in vivo 

Análise da atividade antifúngica do extrato bruto e 

frações de S. mutans sobre o crescimento de C. albicans por 

meio da determinação da Concentração Inibitória Mínima  

[0054] Para determinação da Concentração Inibitória 

Mínima (CIM), foi utilizado o método de microdiluição em 

caldo realizado em placas de 96 poços. Para isso, a cepa de 
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C. albicans foi cultivada em caldo YPD (1% de extrato de 

levedura, 2% de peptona e 2% de dextrose) e incubadas a 30ºC 

durante 16 h. Após, as células foram centrifugadas a 4000 

rpm por 5 min e lavadas com solução salina tamponada com 

fosfato (PBS). As células foram padronizadas a 1x103 

células/mL em meio RPMI utilizando hemocitômetro. O extrato 

e frações foram diluídos e adicionados ao meio RPMI com 2 

vezes a concentração final, as concentrações testadas foram 

de 1 a 15 mg/mL do extrato bruto e das frações SM-F1, SM-F2 

e SM-F5. Cada poço teve um volume final de 100 μl (50 μl do 

extrato/fração + 50 μl da suspensão de Candida albicans). A 

placa foi incubada a 35ºC por 48 h, a constatação da CIM foi 

feita a olho nu e determinada no poço onde não houve turvação 

do meio após 24 h de incubação. Após as 48 h, foi realizada 

a leitura no espectrofotômetro a 595 nm. Apenas o extrato 

bruto e a fração SM-F2 obtiveram atividade inibitória até a 

concentração testada, sendo 10 mg/mL e 15 mg/mL, 

respectivamente.  

Efeitos do extrato bruto e frações da cultura de S. 

mutans sobre a candidose experimental no modelo de Galleria 

mellonella 

Preparo da suspensão padronizada de Candida albicans 

[0055] Para preparar a suspensão padronizada de 

Candida albicans, esta foi cultivada a 30ºC com agitação por 

18 h em caldo YPD (1% de extrato de levedura, 2% de peptona 

e 2% de dextrose). A seguir, as células foram centrifugadas 

a 2000 rpm por 10 min, sendo o sobrenadante descartado. O 

depósito foi ressuspendido em PBS e homogeneizado em agitador 

de tubos (vortex) por 30 s. Esta lavagem das células foi 

repetida por mais 2 vezes. As densidades celulares de C. 
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albicans foram ajustadas em 108 células/mL em câmara de 

Neubauer (Laboroptik GMBH, Bad Homburg, Alemanha) 

Injeção dos microrganismos em G. mellonella 

[0056] Posteriormente, os microrganismos foram 

injetados em G. mellonella, isto é, um inóculo de 10 μL da 

suspensão padronizada de C. albicans foi injetado na 

hemolinfa de cada larva através da última prolegue esquerda 

(Figura 25). Foi inoculado também 10 μL do extrato bruto ou 

frações do extrato bruto da cultura de S. mutans na prolegue 

direita, que foram subdivididos em grupo profilático e 

terapêutico. No grupo profilático, o extrato bruto foi 

injetado na última prolegue direita da larva 24 h antes da 

inoculação das células de C. albicans, como não houve 

resultados favoráveis a forma profilática não foi testada 

para as frações. No grupo terapêutico, o extrato bruto e 

frações foram injetados na última prolegue direita da larva 

30 min depois da inoculação das células de C. albicans. Para 

o grupo controle de C. albicans foi inoculado 10 μL da 

suspensão do micro-organismo na prolegue esquerda e o mesmo 

volume de PBS na prolegue direita. 

[0057] Para cada ensaio, também foi incluído mais 

dois grupos controles, o primeiro recebeu o mesmo número de 

injeções recebidas pelos grupos experimentais. Cada injeção 

deste grupo controle continha 10 μL de solução fisiológica 

(PBS) e o objetivo foi avaliar se mortes de G. mellonella 

ocorreram em virtude da injúria traumática causada pelas 

injeções ou pela técnica de manipulação do animal, ou seja, 

o grupo controlou a técnica utilizada pelo operador. O 

segundo grupo foi composto por larvas que não receberam 

injeção alguma. A finalidade deste último grupo foi controlar 
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a remessa de G. mellonella utilizada no experimento. Em casos 

onde ao menos em um dos grupos controle houve 2 larvas 

mortas, o ensaio foi desconsiderado e um novo refeito. 

[0058] Seringas Hamilton com capacidade de 10 μL 

(Hamilton Inc, EUA) foram utilizadas para as injeções. Antes 

da inoculação, as seringas utilizadas para as injeções foram 

esterilizadas com ácido peracético (Henkel - Ecolab GmbH, 

Düsseldorf, Alemanha) de acordo com as instruções do 

fabricante. A limpeza da agulha e da parte interna da seringa 

foram executadas a cada 5 injeções. Para esta limpeza a 

seringa foi lavada em uma sequência de 4 tubos de ensaio 

contendo respectivamente: 1º) hipoclorito de sódio, 2º) 

álcool absoluto, 3º) água destilada estéril e 4º) PBS 

estéril. Em cada tubo, a agulha foi mergulhada e 7 movimentos 

no êmbolo da seringa para cima e para baixo foram executados. 

Após a injeção, as larvas foram armazenadas em recipientes 

plásticos e mantidas no escuro em estufa a 37°C. A figura 26 

demonstra a injeção do microrganismo em G. mellonella 

utilizando a seringa de Hamilton. 

Determinação da curva de sobrevivência de G. mellonella 

[0059] Após as inoculações, as larvas foram 

armazenadas em placas de Petri e incubadas a 37ºC em estufa 

bacteriológica. O número de G. mellonella mortas foi anotado 

diariamente durante 7 dias. As larvas foram consideradas 

mortas quando não apresentaram nenhum movimento ao toque. A 

morte de todas as larvas do grupo experimental ou a transição 

para a forma de pupa determinou o término do experimento. 

[0060] Quanto aos resultados, para a análise 

estatística dos experimentos de sobrevivência em G. 

mellonella foi realizada a curva de sobrevivência utilizando 
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o método Kaplan-Meier e o nível de significância calculado 

através do teste Log-rank (Mantel-Cox) utilizando o programa 

GraphPad Prism 5.0.  Primeiramente foi analisada a toxicidade 

do extrato bruto sobre as larvas de G. mellonella (Figura 

27), não sendo observado efeito citotóxico (p = 0,5334) em 

nenhuma das concentrações inoculadas. Também foi realizada 

avaliação da susceptibilidade de G. mellonella à infecção 

por C. albicans em diferentes concentrações (103 a 107 

células/larva), para a determinação da concentração a ser 

adotada nos ensaios subsequentes. A concentração escolhida 

foi de 106 células/larva, causando 100% de morte das larvas 

durante as primeiras 24 h (Figura 28). 

[0061] Em todos os grupos controles dos experimentos 

realizados a sobrevivência foi de 100%, demonstrando que não 

houve interferência da remessa de G. mellonella e nem da 

técnica empregada. 

[0062] Foram avaliados os efeitos do extrato bruto 

nas concentrações de 10 e 15 mg/mL administrado de forma 

profilática, ou seja, 24 h antes da infecção por C. albicans 

e terapeuticamente, 30 min após a infecção. Não houve aumento 

da sobrevida das larvas com a utilização profilática do 

extrato (Figura 29A), ocorrendo 100% de morte nas primeiras 

24 h em ambos os grupos com infecção, indicando que o extrato 

bruto não possui efeitos imunomodulatórios em G. mellonella. 

No entanto, ao realizarmos o tratamento com o extrato bruto 

(Figura 29B) houve um aumento da sobrevida em 18,75 e 25% 

para as larvas tratadas com 10 mg/mL (p = 0,0002) e 15 mg/mL 

(p = 0,0032) do extrato bruto, respectivamente, permanecendo 

larvas viáveis até o final do experimento (168 h). 
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[0063] Como não houve efeito profilático para o 

extrato bruto, as frações foram administradas apenas 

terapeuticamente. Quando foi realizada a inoculação da 

fração SM-F1 na concentração de 30 mg/mL e da fração SM-F2 

nas concentrações de 15 e 30 mg/mL a sobrevida das larvas 

aumentou. No grupo tratado com a fração SM-F1 (30 mg/mL) 

houve aumento da sobrevida ao compararmos com o grupo apenas 

com infeção por C. albicans, porém 100% das larvas morreram 

em 144 h (p = 0,0166), e com a inoculação da fração SM-F2, 

12,5% (p<0,0001) e 25% (p = 0,0005) de G. mellonella (15 

mg/mL e 30 mg/mL, respectivamente) permaneceram vivas até o 

final do experimento. (Figura 30). 

Estudo da cultura de tecidos – Contagem de UFC/ml 

[0064] Para quantificar a presença de C. albicans na 

infecção em G. mellonella, foram realizados experimentos com 

a eutanásia de larvas nos tempos de 0, 4, 8 e 12 h após a 

infecção, nos seguintes grupos experimentais: Interação 

extrato bruto de S. mutans e C. albicans, Interação frações 

de S. mutans e C. albicans e controle de C. albicans. Para 

cada grupo e tempo foi utilizado um pool de 5 larvas para 

coleta de hemolinfa suficiente para realização das diluições 

seriadas. Como o experimento foi realizado em triplicata, 

para cada grupo foram utilizadas 60 larvas. Em cada tempo, 

as larvas foram cortadas com bisturi no sentido céfalo caudal 

e espremidas para retirada da hemolinfa, que foi colocada em 

um eppendorf. A partir do pool da hemolinfa das larvas, foram 

feitas diluições seriadas e semeaduras em placas de Petri 

contendo meio de cultura seletivo para C. albicans, ágar 

Sabouraud dextrose acrescido de 0,1 mg de cloranfenicol por 

mL de meio (Vixmicina, São Paulo, Brasil). As placas foram 
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incubadas a 37ºC por 48 h, e após este período, as colônias 

foram contadas para o cálculo de UFC/mL. 

[0065] A análise dos dados da contagem de UFC/mL de 

Candida presente na hemolinfa de G. mellonella foi feita 

pela Análise de Variância, Teste de Tukey ou t de Student 

utilizando o programa GraphPad Prism 5.0, com nível de 

significância de 5%. Através dos resultados obtidos 

verificou-se haver um comportamento semelhante no 

crescimento de C. albicans em todos os grupos experimentais 

(Figura 22). Foi verificada diferença estatisticamente 

significante ao compararmos o grupo controle de C. albicans 

com o grupo tratado com o extrato bruto e fração SM-F2 apenas 

no tempo de 12 h. O extrato bruto e a fração SM-F2 não foram 

capazes de inibir C. albicans no início da infecção, mas 

após 12 h em contato com os tratamentos houve efeito 

inibitório significativo. Foi encontrada uma redução de 0,7 

UFC/mL (Log10) para o extrato bruto de 10 mg/mL e 1,5 UFC/mL 

(Log10) para a concentração de 15 mg/mL no tempo de 12 h. 

Enquanto para a fração SM-F2 a redução foi de 0,58 UFC/mL 

(Log10) e 0,90 UFC/mL (Log10) nas concentrações de 15 mg/mL e 

30 mg/mL. As frações SM-F1 e SM-F5 não inibiram 

significamente as células de C. albicans em nenhum dos tempos 

testados. A Figura 31 apresenta a média e desvio-padrão da 

contagem de UFC/ml (Log 10) de C. albicans para os diferentes 

grupos experimentais nos tempos 0, 4, 8, e 12h. 

Estudo de densidade hemocitária 

[0066] Para o estudo de densidade hemocitária, foi 

utilizada a metodologia descrita por Mylonakis et al. (2005). 

Para cada grupo experimental 3 larvas foram infectadas 

conforme descrito no item anterior e incubadas a 37°C durante 
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4 e 24 h. Para a coleta da hemolinfa as larvas foram 

imobilizadas em placa de Petri gelada por cerca de 20 min, 

em seguida foram cortadas com bisturi na parte ventral no 

sentido céfalocaudal e espremidas para a retirada da 

hemolinfa que foi coletada em microtubos. Para cada grupo 

foi utilizado um pool de 3 larvas para coleta de hemolinfa. 

Como o experimento foi realizado em triplicata, para cada 

grupo foram utilizadas 18 larvas. A seguir, 20 μL de cada 

hemolinfa coletada foram diluídos em 180 μL de IPS em 

microtubo gelado. Os hemócitos foram identificados com base 

na morfologia celular e quantificados usando um 

hemocitômetro. 

[0067] Em todos os grupos tratados foi observado 

maior número na contagem de hemócitos em relação ao grupo 

apenas infectado. Além disso, foi realizada análise 

estatística através da Análise de Variância, Teste de Tukey 

ou t de Student, utilizado o programa GraphPad Prism 5.0, 

com nível de significância de 5%. Foi verificado diferença 

estatisticamente significante para o grupo tratado com o 

extrato bruto (15 mg/mL) (p=0,0027) e fração SM-F1 (30 mg/mL) 

(p = 0,0208) comparado com o grupo controle de C. albicans, 

no tempo de 4 h, com um valor médio da contagem de hemócitos 

de 36,75 x 106 células/mL para o grupo com infecção por C. 

albicans, 58,92 x 106 células/mL para o extrato bruto e a 

maior contagem com 67,83 x 106 células/mL para a fração SM-

F1. Após 24 h foi observada diferença estatística do grupo 

PBS em relação ao grupo com infecção por C. albicans e 

tratamento com a fração SM-F2 (15 mg/mL), com maior contagem 

para o grupo PBS (41,080 x 106 células/mL), e valores 

similares para os grupos C. albicans (30,580 x 106 
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células/mL) e SM-F2 (30,830 x 106 células/mL). Todas as 

larvas do grupo tratado com a fração SM-F5 (15 e 30 mg/mL) 

morreram antes de completar 24 h, não sendo possível a 

realização do presente teste com essa fração (Figura 32). 

[0068] Também foi observado que com a inoculação de 

C. albicans houve redução no número de hemócitos em relação 

ao grupo apenas com PBS, em todos os ensaios experimentais, 

indicando que C. albicans pode suprimir a densidade celular 

nas larvas. 

Efeitos do extrato bruto e frações da cultura de S. mutans 

sobre a candidose bucal em modelo de camundongo 

imunossuprimido 

[0069] Foram selecionadas duas frações (SM-F1 e SM-

F2) da cultura de S. mutans que obtiveram melhores resultados 

sobre o modelo de G. mellonella para a realização do estudo 

de candidose experimental em camundongos. 

[0070] Em relação aos animais experimentais, foram 

utilizados 27 camundongos machos Swiss provenientes do 

Biotério Central do Campus de Botucatu/UNESP. Os grupos 

experimentais foram divididos da seguinte forma: infecção 

por C. albicans (n = 5), infecção por C. albicans e 

tratamento com sobrenadante de S. mutans (n = 5), infecção 

por C. albicans e tratamento com extrato bruto do 

sobrenadante de S. mutans (n = 5), infecção por C. albicans 

e tratamento com a fração SM-F1 do extrato bruto de S. mutans 

(n = 5), infecção por C. albicans e tratamento com a fração 

SM-F2 do extrato bruto de S. mutans (n = 5) e sem infecção 

(n = 2). 
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[0071] A linha do tempo com a distribuição dos dias 

e seus respectivos experimentos para a indução da candidose 

bucal em camundongos está representada na Tabela 7. 

Tabela 7. Linha do tempo com a distribuição dos dias e seus 

respectivos experimentos 

Dias Experimento 

1º dia 1ª imunossupressão 

2º dia Inoculação das suspensões 

de Candida albicans 

3º dia 2ª imunossupressão 

4ª dia Inoculação das suspensões 

de Candida albicans 

5º dia Tratamento 

7º dia Recuperação, eutanásia, 

análise macroscópica, 

preparo para análise 

histológica 

[0072] Antes de iniciar a indução de candidose bucal 

por C. albicans, foi verificada a colonização natural por 

leveduras do gênero Candida na cavidade bucal de todos os 

animais. Para isto foi coletado, com o auxílio de um swab 

estéril, material de toda a cavidade bucal, principalmente 

do dorso da língua. O swab foi imediatamente semeado em 

placas com ágar Sabouraud dextrose (Difco, Detroit, EUA) 

acrescido de 0,1 mg de cloranfenicol por mL de meio 

(Vixmicina, São Paulo, Brasil). As placas foram incubadas a 
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37ºC por 48 h. Foram utilizados somente animais com cultura 

negativa para Candida spp. na cavidade bucal. 

Imunossupressão e administração de tetraciclina 

[0073] Os animais foram imunossuprimidos com 2 

injeções intraperitoneais de prednisolona (Depo-Medrol, 

Laboratórios Pfizer Ltda., Guarulhos, Brasil), na dose de 

100 mg/Kg de massa corporal, 1 dia antes de cada inoculação 

com C. albicans. Na água de beber foi administrado cloridrato 

de tetraciclina (Terramicina, Pfizer) na concentração de 

0,83 mg/mL, iniciando 1 dia antes da infecção e mantido até 

o final do experimento. A imunossupressão e administração de 

tetraciclina foram realizadas de acordo com o modelo 

experimental desenvolvido por Takakura et al. (2003) e 

descrito por Rossoni et al. (2015) com modificações 

adaptáveis à presente invenção. 

Preparo da suspensão de C. albicans 

[0074] A cepa de C. albicans foi cultivada em ágar 

Sabouraud dextrose (Difco, Detroit, USA) a 37ºC por 24 h. O 

crescimento foi ressuspenso em PBS e centrifugado a 2000 rpm 

durante 10 min. O sobrenadante foi descartado e o 

procedimento foi repetido novamente. O sedimento foi 

ressuspenso em 6 mL de PBS e padronizado em 109 células 

viáveis/mL em câmara de Neubauer (Laboroptik GMBH, Bad 

Homburg, Alemanha). 

Inoculação da suspensão de C. albicans na cavidade bucal 

dos camundongos e tratamento com extrato bruto e frações SM-

F1 e SM-F2 da cultura de S. mutans 

[0075] Para a inoculação da suspensão de C. albicans, 

os animais foram sedados via intraperitoneal com injeções de 

ketamina (100 mg/Kg) e xilazina (10 mg/Kg). Os camundongos 
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foram infectados com auxílio de um swab estéril (Absorve, 

Cral, São Paulo, SP, Brasil), previamente embebido na 

suspensão de C. albicans, padronizada em 109 células/mL, que 

foi deixada por 30 min sobre o dorso da língua dos 

camundongos, um dia após cada imunossupressão. Para os grupos 

com tratamento, o sobrenadante, extrato e frações também 

foram inoculados na cavidade bucal dos animais com auxílio 

de uma pipeta um dia após a segunda inoculação de Candida. 

Foi inoculado 0,2 mL do sobrenadante e 30 mg do extrato e 

frações que foram diluídos em 0,05 mL de PBS, sendo que o 

volume foi dividido em duas partes e inoculados a cada 15 

min. 

Recuperação de C. albicans da cavidade bucal dos 

camundongos  

[0076] Após 2 dias do tratamento, foram coletadas 

amostras do dorso da língua dos animais com swab, os quais 

foram imediatamente colocados em tubos de ensaio contendo 

9,9 mL de PBS, e agitado durante 30 s, considerando-se que 

o swab absorve aproximadamente 0,1 mL da cavidade oral dos 

camundongos, essa diluição foi estimada como uma diluição 

inicial de 10-1. Foram realizadas diluições seriadas e a 

seguir, 0,1 mL de cada diluição foi semeada em duplicata na 

superfície de placas contendo ágar Sabouraud dextrose 

(Difco, Detroit, USA) acrescido de 0,1 mg de cloranfenicol 

por mL de meio (Vixmicina, São Paulo, Brasil). As placas 

foram incubadas a 37ºC por 48 h. Foram contadas colônias 

típicas de C. albicans em placas que apresentaram de 30 a 

300 colônias para a determinação de UFC/mL. 

[0077] Foram analisados os dados de UFC/mL da 

recuperação de C. albicans da cavidade bucal dos camundongos. 
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Inicialmente, todos os dados foram submetidos à análise 

estatística descritiva e Análise de Variância utilizando o 

programa GraphPad Prism 5.0, com nível de significância de 

5% conforme demonstrado na Tabela 8. Nos animais do grupo 

controle, apenas com a infecção, foram observadas 

recuperação de 3,256 ± 0,32 UFC/mL (Log10), e verificou-se 

que a contagem de UFC/mL foi menor do que todos os grupos 

com tratamento, sendo que a fração SM-F2 obteve a maior 

redução com média de 2,343 ± 0,41 UFC/mL, seguida pelo 

extrato bruto com recuperação média de 2,415 ± 0,21 UFC/mL 

(Log10). Esses dados demonstram que os tratamentos, 

principalmente com a SM-F2, foram capazes de diminuir a 

colonização de C. albicans da cavidade bucal dos camundongos 

imunossuprimidos (Figura 33). 

Tabela 8. Estatística descritiva dos valores de UFC/ml 

(Log10) obtidos na contagem de C. albicans da cavidade bucal 

dos camundongos com candidose (grupos controle e 

tratamentos) 

Grupos Média Mínimo Mediana Máximo Valor 

de p* 

Controle 3,256±0,32 2,944 3,079 3,643  

 

 

 

0,0363 

Sobrenadante 2,543±0,40 1,954 2,653 2,987 

Extrato 

bruto 

2,415±0,21 2,079 2,431 2,623 

Fração 1 2,653±0,83 1,699 2,898 3,435 

Fração 2 2,343±0,41 1,602 2,491 2,613 

Eutanásia dos animais  
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[0078] A eutanásia foi realizada 2 dias após o 

tratamento. Esse procedimento foi realizado administrando-

se dose excessiva de anestésico intramuscularmente com 

ketamina (100-150 mg/Kg) e xilazina (10-15 mg/Kg). Após 

anestesia, foi coletado material do dorso da língua para 

recuperação de C. albicans conforme descrito no item 

anterior. A seguir, as línguas foram removidas para a 

realização das análises macroscópica e microscópica. 

Análise macroscópica da candidose no dorso da língua dos 

camundongos  

[0079] Durante a realização dos tratamentos 

experimentais e após a eutanásia dos animais, foram 

observadas lesões características de candidose 

pseudomembranosa no dorso da língua dos camundongos e foram 

atribuídos escores de 0-4 de acordo com as lesões: 0, normal; 

1, placas brancas em menos de 20%; 2, placas brancas variando 

de 21-90%; 3, placas brancas em mais de 91%; 4, placa branca 

espessa como pseudomembranas em mais de 91% (Takakura et al. 

2003 e Rossoni et al. 2015). As línguas retiradas foram 

observadas com o auxílio de lupa estereoscópica (Zeiss), com 

aumento de 6,5; 8; 10 e 12,5 vezes. 

[0080] A análise macroscópica revelou que todos os 

grupos inoculados com suspensões de C. albicans apresentaram 

lesões de candidose sobre o dorso da língua. Na análise 

macroscópica das línguas dos grupos com tratamentos houve 

melhora evidente da doença, demonstrada pela diminuição das 

lesões no dorso da língua dos animais. Essas lesões foram 

caracterizadas por regiões esbranquiçadas com áreas de 

atrofia papilar ou com presença de pseudomembrana (Figuras 

34-37). Para avaliação estatística dos escores obtidos na 
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análise macroscópica foram aplicados os testes de Kruskal-

Wallis e Mann-Whitney utilizado o programa GraphPad Prism 

5.0. O valor da mediana para o grupo controle foi maior do 

que para os demais grupos, com diferença estatisticamente 

significante ao compararmos o grupo controle com o tratamento 

utilizando o extrato bruto e fração SM-F2 (p = 0,0023) 

(Figura 38). Houve melhora para o tratamento com o 

sobrenadante e com a fração SM-F1, sendo mais evidente para 

este último tratamento. 

Análise microscópica da candidose no dorso da língua dos 

camundongos  

[0081] Para a análise microscópica das lesões, as 

línguas foram fixadas em formol a 10% por 24 h e seccionadas 

em duas partes no sentido sagital. Após inclusão em parafina, 

foram obtidos cortes seriados de 5 μm de espessura, que foram 

corados pelas técnicas da Hematoxilina-Eosina (HE) e Ácido 

Periódico de Schiff (PAS). A presença de candidose foi 

pesquisada em toda a superfície do dorso da língua e a 

descrição dos cortes histológicos foi realizada de acordo 

com a presença de leveduras e hifas, localização e extensão 

das lesões e alterações dos tecidos envolvidos. A presença 

de leveduras e hifas foi quantificada de acordo com a 

metodologia descrita por Junqueira et al. (2005), 

atribuindo-se os seguintes escores para os campos 

histológicos: 0, ausência de leveduras e hifas; 1, de 1 a 5; 

2, de 6 a 15; 3, de 16 a 50; 4, mais de 50. 

[0082] Foi realizada uma avaliação da intensidade 

das lesões teciduais e atribuição de escores à resposta 

inflamatória no tecido conjuntivo de acordo com Martins et 

al. (2011). Foram observadas as seguintes alterações 
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teciduais no dorso da língua: hiperplasia epitelial, 

desorganização da camada basal, exocitose, espongiose, perda 

das papilas filiformes, hiperqueratose, descamação, 

acantólise, perda da estratificação e formação de 

microabscessos intraepitelial. Para o infiltrado 

inflamatório crônico, foram atribuídos os seguintes escores: 

0 (ausência de células inflamatórias), 1 (infiltrado 

inflamatório discreto), 2 (infiltrado inflamatório moderado) 

e 3 (infiltrado inflamatório acentuado). 

[0083] Em resumo, a análise microscópica foi 

realizada através da quantificação de hifas e leveduras, 

alterações presentes no tecido epitelial do dorso da língua 

dos camundongos e pela extensão do infiltrado inflamatório 

no tecido conjuntivo através dos testes de Kruskal-Wallis e 

Mann-Whitney. A coloração com ácido periódico-Schiff 

permitiu a visualização de hifas e leveduras, que na maioria 

dos cortes estavam limitadas na camada queratinizada do 

epitélio, em alguns casos do grupo controle de C. albicans 

foi encontrada invasão do epitélio, mas não no tecido 

conjuntivo (Figura 39). A presença de hifas e leveduras foi 

quantificada em 25 campos histológicos para cada animal, o 

grupo controle de C. albicans obteve a maior contagem de 

hifas e leveduras do que os grupos tratados, com diferença 

significante entre este grupo e o tratamento com o extrato 

bruto e fração SM-F2. A mediana dos escores foi de 3 para o 

grupo sem tratamento e de 0 para o extrato bruto e fração 

SM-F2 (Figura 40). Também foi verificada melhora com o 

sobrenadante e a fração SM-F1, os quais tiveram mediana dos 

escores de 1. 
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[0084] As alterações epiteliais foram mais evidentes 

em áreas de grande concentração de hifas e leveduras na 

camada queratinizada, onde encontramos grande parte das 

lesões, sendo as mais frequentes a perda das papilas 

filiformes, hiperqueratose, desorganização da camada basal, 

exocitose e espongiose (Figura 41). Assim como em todos os 

testes anteriores em modelo de camundongo deste estudo, a 

gravidade da doença foi maior no grupo sem tratamento, 

mostrado pelo alto número de alterações epiteliais do dorso 

das línguas dos camundongos inoculados apenas com suspensões 

de Candida e que não foram tratados. No grupo controle a 

mediana foi de 9, enquanto que variou de 3 a 5 nos 

tratamentos, com menor valor para o extrato bruto e fração 

SM-F2 (Figura 42). 

[0085] O infiltrado inflamatório foi avaliado 

conforme sua intensidade, grau leve, moderado e severo. Nas 

lâminas das línguas que não receberam tratamento (grupo 

controle) foi observado infiltrado inflamatório severo e 

moderado, já para os demais grupos foi encontrado infiltrado 

variando do leve ao moderado (Figura 43). 

[0086] Os versados na arte valorizarão os 

conhecimentos aqui apresentados e poderão reproduzir a 

invenção nas modalidades apresentadas e em outras variantes, 

abrangidas no escopo das reivindicações anexas. 
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REIVINDICAÇÕES 

1. Método de obtenção do extrato e frações do 

sobrenadante de S. mutans, caracterizado pelo fato de que 

compreende: 

a) Preparo do sobrenadante da cultura de S. mutans; 

b) Extração e fracionamento do sobrenadante da cultura 

de S. mutans e 

c) Identificação das substâncias presentes no extrato 

bruto e frações obtidas do sobrenadante da cultura de S. 

mutans por cromatografia gasosa acoplada à espectrometria de 

massas. 

2. Método, de acordo com a reivindicação 1, caracterizado 

pelo fato de que na etapa a), compreende incubar 1 ml de 

suspensão com uma concentração de 107 células/mL de S. mutans 

contendo 6 mL de caldo BHI a 37ºC por 4 horas em estufa sob 

5% de CO2.  

3. Método, de acordo com a reivindicação 2, caracterizado 

pelo fato de que, após a incubação, o caldo foi centrifugado 

a 5000 rpm por 10 minutos e filtrado em membrana com poros 

de diâmetro de 0,22 μm. 

4. Método, de acordo com a reivindicação 1, caracterizado 

pelo fato de que na etapa b) compreende submeter o 

sobrenadante à extração com acetato de etila por 3 vezes, 

remover o solvente orgânico sob vácuo em evaporador rotatório 

e sob pressão reduzida de 240 mBar e refrigeração a uma 

temperatura de 3ºC, evaporar o solvente, liofilizar e pesar 

o extrato bruto obtido. 

5.Método, de acordo com a reivindicação 4, caracterizado 

pelo fato de que o extrato obtido foi fracionado em coluna 

de sílica derivatizada C-18 com soluções de MeOH:H2O na 
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proporção de 36:64, 49:51, 60:40, 76:24 e 100:0 para obtenção 

das frações do sobrenadante de S. mutans.   

6.Método, de acordo com a reivindicação 5, caracterizado 

pelo fato de que as frações do sobrenadante de S. mutans 

obtidas são selecionadas do grupo que compreende SM-F1, SMF-

2, SM-F3, SM-F4 e SM-F5, mais preferivelmente SM-F1 e SM-F2. 

7.Método, de acordo com a reivindicação 6, caracterizado 

pelo fato de que a fração SMF-2 apresenta 49% de MeOH e 51% 

de H2O. 

8. Método, de acordo com a reivindicação 1, caracterizado 

pelo fato de que na etapa c) compreende identificação das 

substâncias por cromatografia gasosa acoplada à 

espectrometria de massas nas seguintes condições: 

temperatura do injetor: 260ºC; modo de injeção: Split; 

temperatura do detector: 260°C; vazão do gás de arraste (He): 

1,0 mL min-1; coluna: 80°C por 3 min, seguido de rampa de 

temperatura de 3°C/min até 260°C, se mantendo nessa 

temperatura por mais 10 min.  

9. Método, de acordo com a reivindicação 8, caracterizado 

pelo fato de que na etapa c) adicionalmente compreende uma 

etapa de derivação.  

10. Uso do extrato e frações do sobrenadante de S. mutans 

obtidos de acordo com o método definido nas reivindicações 

1 a 9, caracterizado pelo fato de que é na preparação de uma 

formulação farmacêutica para tratar candidose. 

11. Uso, de acordo com a reivindicação 10, caracterizado 

pelo fato de que a candidose é preferivelmente candidose 

bucal. 
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Resumo 

MÉTODO DE OBTENÇÃO DO EXTRATO E FRAÇÕES DO SOBRENADANTE DE 

S. MUTANS E USO DO EXTRATO E FRAÇÕES DO SOBRENADANTE DE S. 

MUTANS COMO ANTIFÚNGICO 

A presente invenção refere-se a um método de obtenção de 

extrato bruto e frações de sobrenadante da cultura de S. 

mutans com atividade inibitória sobre C. albicans.  

Dito método revelou ser eficaz na extração, 

fracionamento e identificação das substâncias produzidas por 

S. mutans. Em adição, ditos extrato e frações revelaram 

atividade antifúngica sobre C. albicans e eficácia no 

tratamento da candidose. 
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