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Santos JD. Atividade antifúngica do extrato bruto e frações de Streptococcus mutans 
sobre Candida albicans em modelos de estudo in vivo [dissertação]. São José dos 
Campos (SP): Universidade Estadual Paulista (Unesp); Instituto de Ciência e 
Tecnologia, 2018. 
 
  

RESUMO 
 

 
Estudos realizados in vitro tem demonstrado que Streptococcus mutans podem 
produzir metabólitos capazes de inibir Candida albicans, tornando interessante a 
identificação e desenvolvimento de novas substâncias para o tratamento da 
candidose bucal. Assim, o objetivo desse estudo foi extrair, fracionar e identificar as 
substâncias produzidas por S. mutans e avaliar seus efeitos sobre a patogenicidade 
de C. albicans e na resposta imunológica em modelos de estudo in vivo. As 
substâncias do sobrenadante da cultura de S. mutans foram extraídas com acetato 
de etila e posteriormente fracionadas em coluna de sílica derivatizada C-18 (150 g, 
Φ = 3,5 cm) utilizando diferentes soluções de MeOH:H2O (36:64, 49:51, 60:40, 
76:24, 100:0) como eluente, obtendo cinco diferentes frações (SM-F1, SM-F2, SM-
F3, SM-F4 e SM-F5). A identificação das substâncias contidas no extrato bruto e 
frações foi realizada por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de 
massas. Foram testados os efeitos do extrato bruto e frações do sobrenadante da 
cultura de S. mutans sobre a candidose experimental induzida em modelo 
invertebrado de Galleria mellonella e em camundongos imunossuprimidos. Para a 
escolha da concentração a ser testada nos modelos in vivo foi realizada a 
determinação da Concentração Inibitória Mínima do extrato bruto e frações sobre C. 
albicans. No modelo de infecção experimental com G. mellonella, os efeitos do 
extrato e frações foram analisados pelos testes de curva de sobrevivência, 
quantificação de UFC/mL de C. albicans na hemolinfa e determinação da densidade 
hemocitária das larvas de G. mellonella. O extrato, assim como as frações com 
melhores resultados em modelo de invertebrado foram selecionados para o estudo 
de candidose bucal em camundongos. Nesse modelo experimental, o 
desenvolvimento de candidose foi avaliado pelos testes de recuperação e 
determinação de UFC/mL de C. albicans da cavidade bucal, análise macroscópica e 
microscópica do dorso da língua. Os dados obtidos foram analisados 
estatisticamente pelo Programa Graph Pad Prism 5.0, com nível de significância de 
5%. Na determinação da concentração inibitória mínima, apenas o extrato bruto e a 
fração SM-F2 demonstraram efeito sobre C. albicans, sendo 10 mg/mL e 15mg/mL, 
respectivamente. No modelo de G. mellonella não houve aumento da sobrevida das 
larvas com a utilização profilática do extrato, ocorrendo 100% de morte nas 
primeiras 24 h em ambos os grupos com infecção. No entanto, ao realizarmos o 
tratamento pós-infecção com o extrato bruto houve um aumento da sobrevida em 
18,75 a 25%. Como não houve efeito profilático para o extrato bruto, as frações 
foram administradas apenas terapeuticamente, verificando-se aumento da sobrevida 
das larvas com as fração SM-F1 e SM-F2. Na contagem de UFC/mL de C. albicans 
na hemolinfa das larvas, foi verificada diferença estatisticamente significante apenas 
com o extrato bruto e fração SM-F2 após 12 h de infecção. Em relação a densidade 
hemocitária, os grupos tratados com extrato bruto e frações (SM-F1 e SM-F2) 
apresentaram maior número de hemócitos circulantes na hemolinfa em relação ao 



 

 

grupo apenas infectado com C. albicans. Portanto, as frações SM-F1 e SM-F2 foram 
escolhidas para os testes em camundongos. Nesse modelo de estudo, verificou-se 
que o extrato bruto, SM-1 e SM-F2 foram capazes de reduzir significamente o 
número de UFC/mL de Candida na cavidade bucal e as lesões de candidose no 
dorso da língua, sendo esses efeitos mais proeminentes para SM-F2. Assim, 
concluiu-se que as frações SM-F1 e SM-F2 do extrato de S. mutans contêm 
substâncias antifúngicas com ação terapêutica sobre a candidose experimental, 
podendo ser alvos de novas estratégias terapêuticas para a candidose bucal. 

  
 

Palavras-chave: Streptococcus mutans. Candida albicans. Candidose experimental. 
Galleria mellonella. Camundongos imunossuprimidos. 
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on Candida albicans in models of in vivo study [dissertation].São José dos Campos 
(SP): São Paulo State University (Unesp), Institute of Science and Technology; 2018. 
 

 
ABSTRACT 

 
 
In vitro studies have shown that Streptococcus mutans can produce metabolites 
capable of inhibiting Candida albicans, becoming interesting the identification and 
development of new substances for the treatment of oral candidiasis. Thus, the 
objective of this study was to extract, fractionate and identify the substances 
produced by S. mutans and evaluate their effects on the pathogenicity of C. albicans 
and on the immune response in in vivo study models. Substances from the S. 
mutans culture supernatant were extracted with ethyl acetate and subsequently 
fractionated on a C-18 derivatized silica column (150 g, Φ = 3.5 cm) using different 
solutions of MeOH:H2O (36:64, 49:51, 60:40, 76:24, 100:0) as eluent, obtaining five 
different 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 crude extract products 
and the fractions of the supernatant of the S. mutans culture were assessed on 
experimental candidiasis induced in invertebrate model of Galleria mellonella and in 
immunosuppressed mice. For a choice of the concentration to be tested in the in vivo 
models, a determination of the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) of the crude 
extract and fractions on C. albicans was performed. In the model of experimental 
infection with G. mellonella, the effects of extract and fractions were analyzed by the 
survival curve test, quantification of CFU/mL of C. albicans in hemolymph and 
determination of haemocyte density of G. mellonella larvae. The extract, as well as 
fractions with better results in invertebrate model were selected for the study of oral 
candidiasis in mice. In this experimental model, the development of candidiasis was 
evaluated by the tests of recovery and determination of CFU/mL of C. albicans from 
the mice’s oral cavity, macroscopic and microscopic examination of the tongue 
dorsum. The data obtained were statistically analyzed by Graph Pad Prism 5.0, with 
a significance level of 5%. In the determination of the minimal inhibitory 
concentration, only the crude extract and the SM-F2 fraction showed effect on C. 
albicans, with 10 mg/mL and 15 mg/mL, respectively. In the model of G. mellonella 
there was no increase in the larvae survival with the prophylactic use of the extract, 
occurring 100% of death in the first 24 h in both groups with infection. However, 
when we performed the post infection treatment with the crude extract there was an 
increase in survival from 18.75 to 25%. As there was no prophylactic effect for the 
crude extract, the fractions were administered only therapeutically, verifying 
increased survival of the larvae with the SM-F1 and SM-F2 fraction. In the CFU/mL 
count of C. albicans on larval hemolymph, a statistically significant difference was 
observed only with crude extract and SM-F2 fraction after 12 h of infection. In relation 
to hemocyte density, the groups treated with crude extract and fractions (SM-F1 and 
SM-F2) had a higher number of hemocytes circulating in the hemolymph compared 
to the group only infected with C. albicans. Therefore, the fractions SM-F1 and SM-
F2 were chosen for the tests in mice. In this study model, it was verified that the 
crude extract, SM-F1 and SM-F2 were able to significantly reduce the number of 



 

 

CFU/mL of Candida in oral cavity and lesions of candidiasis of the tongue dorsum, 
these effects were more prominent for SM-F2. Thus, it was concluded that the SM-F1 
and SM-F2 fractions of the S. mutans extract contain antifungal substances with 
therapeutic action on experimental candidiasis, being able to be targets of new 
therapeutic strategies for oral candidiasis. 

 
 

Keywords: Streptococcus mutans. Candida albicans. Experimental candidiasis. 
Galleria mellonella. Immunocompromised mice. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

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. O aumento das infecções por Candida 

tem acompanhado os avanços na medicina, como os procedimentos invasivos, o 

uso de drogas imunossupressoras para transplantes de órgãos e a administração 

frequente de antibióticos de amplo espectro (Wong et al., 2016). Candida albicans 

representa a espécie mais patogênica do gênero Candida, e este fato está 

diretamente correlacionado com seus fatores de virulência, como a formação de 

biofilme. Nos biofilmes, a matriz extracelular e o microambiente formado pelas 

comunidades microbianas propiciam uma elevada resistência dos fungos às 

moléculas de defesa do hospedeiro e aos agentes antimicrobianos (Borghi et al., 

2014). Katragkou et al. (2010) verificaram que o biofilme pode prejudicar a resposta 

imunológica do hospedeiro por constituir uma barreira de difusão para fagócitos e 

citocinas, levando a persistência da infecção.  

C. albicans pode ser encontrada em diferentes morfologias, como células 

leveduriformes ou filamentosas (Shapiro et al., 2011), o crescimento filamentoso é 

de particular interesse para a formação de biofilmes e para a patogênese do fungo 

(Woolford et al, 2017). As formas filamentosas, tais como pseudo-hifas e hifas, 

medeiam a adesão dos fungos às células e tecidos epiteliais, promovendo a invasão 

e danos subsequentes ao hospedeiro (Sudbery et al., 2004, 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, há um claro aumento na taxa de mortalidade causada por 

esse fungo. Devido à algumas semelhanças entre células humanas e fúngicas, 

existem menos antifúngicos disponíveis do que medicamentos antibacterianos. As 

referidas questões levam a uma necessidade urgente de novas moléculas que 

possam agir sobre biofilmes de C. albicans e elevar o arsenal de agentes 

antifúngicos em caso de resistência (Leroy et al., 2016). 

Além de causar candidose bucal, C. albicans pode provocar várias doenças 

polimicrobianas devido à sua capacidade em formar biofilmes multi-espécies 
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(Bamford et al., 2009; Dutton et al., 2014; Barua et al., 2017). Entre as infecções 

bucais, sabe-se que a estomatite protética é provocada por espécies de Candida 

associadas à diferentes bactérias, incluindo S. aureus, E. coli e Klebsiella.  A queilite 

angular também é uma infecção oral de etiologia mista, na qual C. albicans está 

associada à S. aureus, Streptococcus, Enterococcus, E. coli, Klebsiella e 

Pseudomonas. Na periodontite, Candida coexiste com outros micro-organismos do 

biofilme dentário, como Staphylococcus, bacilos entéricos, Pseudomonas e vários 

micro-organismos anaeróbios (Thein et al., 2009). C. albicans também é encontrada 

no biofilme supragengival, juntamente com S. mutans, S. oralis, S. mitis, S. 

anginosus, Rothia, Actinomyces, Lactobacillus e Bifidobacterium (Filoche et al., 

2010), apresentando participação no desenvolvimento da cárie dentária (Klinke et 

al., 2011; Gregoire et al., 2011). 

Tem sido relatado que as interações entre os micro-organismos no biofilme 

podem ser sinérgicas, neutras ou antagônicas (Peleg et al., 2010, Stacy et al., 2014), 

portanto o tipo de interações ecológicas estabelecidas entre C. albicans e S. mutans 

tem sido objeto de vários estudos (Jaroz at al., 2009; Falsetta et al., 2014; Gregoire 

et al., 2011; Liu et al., 2017). 

Streptococcus mutans apresentam capacidade de sintetizar polissacarídeos 

extracelulares (glucanos) a partir da sacarose pelas enzimas denominada 

glicosiltransferase (GTF), que sintetiza glucanos extracelulares (Nagasawa et al., 

2017). Alguns estudos demonstraram que a formação de polissacarídeos por S. 

mutans pode favorecer o crescimento de C. albicans. Análises de microscopia 

eletrônica de varredura de biofilmes mistos, formados por S. mutans e C. albicans, 

revelaram imagens de produtos extracelulares entre as células de leveduras e 

cocos, sugerindo que glucanos produzidos localmente desempenham um papel 

importante na mediação da co-adesão entre esses micro-organismos (Pereira-Cenci 

et al., 2008; Metwalli et al., 2013). Além disso, foi determinado que todas as três 

enzimas glicosiltransferases produzidas por S. mutans possuem capacidade de se 

ligar às superfícies das células de C. albicans, sendo a enzima GtfB a que apresenta 

maior grau de afinidade pelo fungo (Bowen e Koo, 2011). De acordo com Falsetta et 

al. (2014), na presença da sacarose, as GTFS adsorvidas nas células de C. albicans 

produzem grandes quantidades de glucanos na superfície fúngica. Estes glucanos 

formados in situ fornecem sítios de ligação para S. mutans, enquanto que 
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simultaneamente aumentam a adesão fúngica às superfícies da hidroxiapatita. 

Esses estudos demonstraram que S. mutans estabelecem relações de mutualismo 

com C. albicans e que biofilmes formados por essas duas espécies podem aumentar 

a severidade das infecções clínicas, como a cárie dentária. 

Por outro lado, durante a colonização de S. mutans na cavidade bucal, um 

dos principais mecanismos de virulência é a liberação de substâncias 

antimicrobianas, denominadas mutacinas. Essas substâncias interferem na invasão 

e proliferação de outros micro-organismos do biofilme, estabelecendo relações 

competitivas que conferem vantagem ecológica para as células de S. mutans (Kreth 

et al., 2006; Kamiya et al., 2011).  

Pereira-Cenci et al. (2008) analisaram a co-cultura de C. albicans e S. 

mutans em modelos de biofilmes in vitro sobre discos de hidroxiapatita. Foi 

demonstrado que as células de S. mutans aumentaram o crescimento de C. albicans 

por estimular a co-adesão, simultaneamente, das duas espécies. Entretanto, as 

células de S. mutans suprimiram a formação de hifas por C. albicans, sugerindo que 

as interações entre essas espécies podem ser mediadas por moléculas de 

sinalização. 

Algumas moléculas de sinalização, envolvidas no quorum sensing 

bacteriano com capacidade de suprimir a filamentação de C. albicans, já foram 

descritas em bactérias Gram-negativas, como Pseudomonas aeruginosa (Hogan et 

al., 2004). A molécula N-3-oxo-C12 homoserina lactona (HSL) produzida por P. 

aeruginosa inibiu completamente a formação de hifas por C. albicans, sem alterar a 

taxa de crescimento fúngico das leveduras. Embora muitas bactérias Gram-

negativas produzam moléculas HSLs com grupos acilas de cadeias mais curtas (por 

exemplo, C4 - HSL), a inibição da formação de hifa por C. albicans é causada 

especificamente por moléculas HSL de cadeia longa. Além disso, moléculas não-

HSL, tais como o dodecanol e o farnesol, também são capazes de inibir a formação 

de hifas de C. albicans (Davis-Hanna et al., 2008). 

As moléculas de sinalização produzidas por S. mutans também parecem 

inibir a filamentação de C. albicans. Jarosz et al. (2009) observaram que S. mutans 

diminuiu a formação de tubos germinativos por C. albicans em co-culturas, mesmo 

quando essas bactérias foram fisicamente separadas de C. albicans, indicando que 

S. mutans secretam substâncias no meio capazes de inibir sua filamentação. Joyner 
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et al. (2010) atribuíram os efeitos inibitórios na formação de hifa a um peptídeo 

natural produzido por S. mutans, que recebeu o nome de mutanobactin.  

Como citado nos estudos anteriores, essas interações entre S. mutans e C. 

albicans tem sido bastante investigadas em modelos de estudo in vitro, entretanto os 

efeitos das substâncias produzidas por S. mutans sobre C. albicans não foram 

testados em estudos in vivo, como por exemplo, em modelos de candidose 

experimental. Nas últimas décadas, modelos in vivo de infecção experimental foram 

desenvolvidos em animais invertebrados. Muitos estudos demonstraram que embora 

os invertebrados estejam separados dos mamíferos por milhões de anos de 

evolução, muitos aspectos do sistema imune inato foram conservados entre essas 

espécies (Arvanitis et al., 2013). Os modelos de invertebrados demonstram 

inúmeras vantagens em relação aos modelos de mamíferos, como baixo custo na 

criação, facilidade de manuseio, rapidez na obtenção de resultados, além de não 

apresentarem restrições éticas. Entre os vários modelos de infecção experimental 

em invertebrados podemos citar a larva da mariposa Galleria mellonella, a mosca da 

fruta Drosophila melanogaster e o nemátodo Caenorhabditis elegans (Mylonakis et 

al., 2008; Fuchs et al., 2010). 

G. mellonella tem sido utilizada com sucesso como modelo para a 

patogênese de Candida porque apresenta tamanho suficiente (aproximadamente 5 

cm de comprimento) para injeção de um inóculo padronizado de C. albicans ou de 

substâncias com ação antifúngica. Além disso, apresentam uma resposta inata bem 

desenvolvida, constituída por componentes humorais e celulares. A resposta 

humoral consiste em peptídeos antimicrobianos (AMPs), como as defensinas, que 

são liberados por algumas células e órgãos internos de G. mellonella com finalidade 

de destruir estruturas das células bacterianas e fúngicas que penetram na hemolinfa. 

Os mecanismos celulares compreendem a fagocitose e a nodulação (Arvanitis et al., 

2013). Mais especificamente, a resposta imune celular de G. mellonella é constituída 

por seis tipos de hemócitos (prohemócitos, coagulócitos, esferulócitos, oenocitóides, 

plasmócitos e granulócitos) e seu principal mecanismo contra patógenos é a 

fagocitose, mecanismo no qual os hemócitos circulantes na hemolinfa do inseto 

reconhecem, engolfam e matam os patógenos invasores. No entanto, quando o 

número de patógenos excede um limiar ocorre a nodulação, processo em que os 
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hemócitos se agregam e formam nódulos a fim de imobilizar e remover os 

patógenos da circulação (Vilcinskas et al., 2010). 

A grande vantagem do uso de invertebrados como modelo de infecção 

experimental é a possibilidade da realização de estudos em grande escala, que 

envolvem um número elevado de animais por grupo experimental. Assim, o modelo 

de G. mellonella serve como triagem para o estudo em animais vertebrados, 

atendendo às questões éticas e legais para a redução do uso de animais, como 

ratos e camundongos, em pesquisa científica. 

Uma vez que estudos in vitro demonstraram que S. mutans produzem 

substâncias capazes de inibir a filamentação de C. albicans, esse trabalho teve 

como objetivo extrair, fracionar e identificar as substâncias produzidos por S. 

mutans, testando seus efeitos sobre a patogenicidade de C. albicans e a resposta 

imunológica em modelos de G. mellonella.  O extrato e as frações obtidas com maior 

atividade antimicrobiana foram selecionados para testes em modelo de candidose 

bucal em camundongos.  
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6 CONCLUSÃO 

Diante dos resultados que foram obtidos nesse trabalho, concluiu-se que: 

 O extrato bruto do sobrenadante da cultura de S.

mutans não teve ação profilática em modelo de G.

mellonella infectadas com C. albicans;

 O extrato bruto e as frações SM-F1 e SM-F2

exerceram efeito terapêutico na candidose

experimental em modelo de G. mellonella e

camundongos imunossuprimidos;

 O extrato bruto e fração SM-F2 apresentaram efeito

inibitório sobre C. albicans, demonstrado nas

reduções de UFC/mL tanto no modelo de G.

mellonella quanto na recuperação de C. albicans na

candidose em camundongo;

 O maior efeito terapêutico na candidose experimental

em ambos os modelos estudados foi para a fração

SM-F2;

 Foram identificados no extrato bruto as substâncias

ácido octanóico e a uridina, e na fração SM-F2 o

ácido nicotínico e triptofano.
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APÊNDICE A - Cromatogramas obtidos por Cromatografia Líquida de Alta Eficiência com Detector de Arranjo de Diodos 

(CLAE-DAD) 

 

Figura 3 - 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)  
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Fonte: Elaborado pelo autor. 
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Figura 4 - Cromatograma obtido por CLAE-DAD, ampliação da fração SM-F1 
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Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

Figura 5 - Cromatograma obtido por CLAE-DAD, ampliação da fração SM-F2 
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Fonte: Elaborado pelo autor. 
 
 

 

Figura 6 - Cromatograma obtido por CLAE-DAD, ampliação da fração SM-F3 
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Fonte: Elaborado pelo autor. 
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Figura 7 - Cromatograma obtido por CLAE-DAD, ampliação da fração SM-F4 
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Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

Figura 8 - Cromatograma obtido por CLAE-DAD, ampliação da fração SM-F5 
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Fonte: Elaborado pelo autor. 
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APÊNDICE B – Cromatogramas obtidos por Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM) 

 

Figura 10 - Cromatograma obtido por CG-EM do SM-EB (azul) e controle (preto) 

 

 

Fonte: Elaborado pelo autor. 
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Figura 11 - Cromatograma obtido por CG-EM da fração SM-F1 (vermelho) e controle (preto). 

 

 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 
 
 



 
 
 

 

9
2

 

Figura 12 - Cromatograma obtido por CG-EM da fração SM-F2 (rosa) e controle (preto). 

 

 

Fonte: Elaborado pelo autor. 
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Figura 13 - Cromatograma obtido por CG-EM do controle. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fonte: Elaborado pelo autor. 
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Figura 14 - Cromatograma obtido por CG-EM de SM-EB. 

 

 

Fonte: Elaborado pelo autor. 
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Figura 15 - Cromatograma obtido por CG-EM da fração SM-F1 

 

 

Fonte: Elaborado pelo autor. 
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Figura 16 - Cromatograma obtido por CG-EM da fração SM-F2 

 

 

Fonte: Elaborado pelo autor. 
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ANEXO A - Certificado do Comitê de Ética  

 

 




