RESSALVA

Atendendo solicitacao do(a)
autor(a), o texto completo desta
dissertacao sera disponibilizado
somente a partir de 05/07/2021.



7“ UNESP - Universidade Estadual Paulista
ppi” “Julio de Mesquita Filho”

Faculdade de Odontologia de Araraquara

Sabrina Marcela Ribeiro

Atividades antimicrobiana e antibiofilme de extratos e fracdes de Casearia
sylvestris de distintos biomas brasileiros contra Streptococcus mutans e
Candida albicans

Araraquara

2019



‘7“ UNESP - Universidade Estadual Paulista
‘M—i" “Julio de Mesquita Filho”

Faculdade de Odontologia de Araraquara

| SCLI3 POMISALYS |
(et e

Sabrina Marcela Ribeiro

Atividades antimicrobiana e antibiofilme de extratos e fracdes de Casearia
sylvestris de distintos biomas brasileiros contra Streptococcus mutans e
Candida albicans

Dissertacdo apresentada a Universidade
Estadual Paulista (Unesp), Faculdade de
Odontologia, Araraguara para obtencdo do
titulo Mestre em Reabilitacdo Oral, na Area de
Protese

Orientadora: Profa. Dra. Marlise Inéz Klein

Coorientador: Prof. Dr. Alberto José
Cavalheiro

Araraquara

2019



Ribeiro, Sabrina Marcela

Atividades antimicrobiana e anfibicfilme de extratos e fracbes
de Caseria sylvestris de distintos biomas brasileimos
contra Strepfococcus mufans e Candida albicans [ Sabrina
Marcela Ribeiro. — Araraquara: [s.n], 2019

861 ; 30 cm.

Dissertacdo (Mestrado em Reabilitagdo Oral) -
Universidade Estadual Paulista, Faculdade de Cdontologia

Orientadora: Profa. Dra. Marlise Inéz Klein

Coorientador: Prof. Dr. Alberto José Cavalheiro

1. Streptococcus mutans 2. Candida albicans 3. Casearia
4_ Placa dentaria 1. Titulo

Ficha catalpgranta elaborada pela Biblictecana Marey C. Chilsol Momtagnoll, CRE-5/5646
Universidade Estadual Faullsta (Unesp), Facuidade de Cdontoiogla, Arafaquara
Servigo Teonikco de Billoteca e Documentagio



Sabrina Marcela Ribeiro

Atividades antimicrobiana e antibiofilme de extratos e fracdes de Casearia
sylvestris de distintos biomas brasileiros contra Streptococcus mutans e
Candida albicans

Comisséo julgadora

Dissertacdo para obtencéo do grau de Mestre em Reabilitac&o Oral

Presidente e orientador: Profa. Dra. Marlise Inéz Klein

2% Examinador: Prof. Dr. Ewerton Garcia de Oliveira Mima

3% Examinador: Prof. Dr. Bruno Bueno-Silva

Araraquara, 05 de Julho de 2019.



DADOS CURRICULARES

Sabrina Marcela Ribeiro

NASCIMENTO: 14 de janeiro de 1992 — Sertdozinho — Sao Paulo
FILIACAO: Claudia Helena Alves Ribeiro e Marcelo Roberto Ribeiro

2012/2016 Curso de Graduacdo em Odontologia
Universidade Estadual Paulista, Araraguara- Brasil

2017/2019 Curso de Pds-Graduacdo em Reabilitacao Oral, nivel Mestrado
Universidade Estadual Paulista, Araraquara- Brasil



“Dedico todo o esforgo que depositei neste trabalho aos meus avos, Moisés e Olga (in

memorian), que foram exemplos de carater e dignidade”.



AGRADECIMENTOS

A Deus, que me guiou até aqui;

Aos meus pais Marcelo e Claudia, meus companheiros e melhores amigos,
que estiveram presentes em todos 0s momentos e nunca mediram esforgos para
minha formacao;

A minha avé Maria Helena, pelo amor, carinho e oracoes;

As minhas tias Andreza, Adriana, Eliana e Fabiana, pelo carinho e admirac&o;

Aos meus primos Eduardo, Felipe, Pedro, Isabelle, Maria Laura, Gustavo e
Vinicius pelo companheirismo e cumplicidade;

Ao meu namorado Erick, que esteve ao meu lado em todos os momentos,
muito obrigada pelo companheirismo, amor, atencéo e carinho;

A minha querida orientadora Marlise, pela competéncia, dedicacio e pelas
oportunidades concedidas a minha formacao;

Ao meu coorientador Prof. Dr. Alberto José Cavalheiro do departamento de
Qumica Organica da Universidade Estadual de Sdo Paulo - UNESP e a Paula Bueno
da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto - USP, pela colaboracao
e parceria essencial para o desenvolvimento deste trabalho;

As professoras Janaina Habib Jorge e Josimeri Hebling Costa, por
gentilmente participarem da minha banca de pré-qualificacdo e de qualificacdo do
mestrado;

Aos professores Bruno Bueno-Silva e Ewerton Garcia de Oliveira Mima, por
gentilmente aceitarem o convite para banca de defesa da dissertacédo do mestrado;

Aos Laboratério de Microbiologia Aplicada e Cultura de Células da Faculdade
de Odontologia de Araraquara pela disponibilidade de utilizacdo do espaco e
equipamentos;

A Dr. Paula Aboud Barbugli Bruna Pimental pela ajuda para o cultivo dos
gueratindcitos para os testes de citotoxicidade celular;

A FAPESP — Fundac&o de Amparo a Pesquisa do Estado de S&o Paulo
(Bolsa de mestrado — Processo n° 2017/07408-6) pelo apoio financeiro essencial
para realizacdo dessa pesquisa;

As técnicas Luana de Sales Leite e Jaqueline da Silva Colin, pela

colaboracéo;



A Faculdade de Odontologia de Araraquara, em nome da diretora Profa. Dra.
Elaine Maria Sgavioli Massucato e vice-diretor Prof. Dr. Edson Alves de Campos,
responsaveis pela gestédo e apoio a todos os alunos;

A pés-graduacio em Reabilitacdo Oral, em nome da coordenadora Profa. Dra.
Ana Claudia Pavarina, por possibilitar o inicio da minha carreira cientifica;

Aos funcionarios da Faculdade de Odontologia de Araraquara, especialmente
do Departamento de Materiais e Prétese, pela disposicdo em ajudar os alunos;

Ao grupo de pesquisa (Carmélia Isabel Lobo Vitorino, Elkin Jair Florez
Salamanca, Guilherme Roncari Rocha, Midian Clara Castillo Pedraza e todos os

alunos de Iniciacao cientifica) pela troca de conhecimento.



“Pense nos seus sonhos e nas suas ideias como pequenas maquinas milagrosas dentro de
vocé que ninguém mais pode tocar. Quanto mais fé vocé deposita nelas, mais altas elas ficam,
até que um dia elas se erguerao e levarao vocé junto”.

O Menino que Descobriu o Vento*

* Bryan Mealer, William Kamkwamba. O Menino que Descobriu o Vento. Rio de Janeiro: Obejetiva;
2011.


https://www.google.com.br/search?hl=pt-BR&tbo=p&tbm=bks&q=inauthor:%22Bryan+Mealer%22&source=gbs_metadata_r&cad=2
https://www.google.com.br/search?hl=pt-BR&tbo=p&tbm=bks&q=inauthor:%22William+Kamkwamba%22&source=gbs_metadata_r&cad=2

Ribeiro SM. Atividades antimicrobiana e antibiofilme de extratos e fragGes de
Casearia sylvestris de distintos biomas brasileiros contra Streptococcus mutans e
Candida albicans [dissertac&o de mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia
da UNESP; 20109.

RESUMO

A carie dentaria € um problema de saude publica mundial causada por uma interacao
entre dieta rica em aclcar e microrganismos em biofilmes dentais. Abordagens para
controlar esses microrganismos em biofilmes séo necessarias. Portanto, o objetivo foi
avaliar potencial antimicrobiano (cultura plancténica) e antibiofiime de doze extratos
de Casearia Sylvestris (0,50 mg/mL) de diferentes biomas brasileiros (Mata Atlantica,
Cerrado, Caatinga, Pampa e Pantanal) e variedades (sylvestris, lingua e intermediéria)
contra duas espécies encontradas em biofilmes cariogénicos (Streptococcus mutans
e Candida albicans). A caracterizacdo quimica dos extratos brutos foi feita via
cromatografia. A atividade antimicrobiana foi determinada pela populacdo microbiana
(UFC/mL) enquanto a atividade antibiofilme pela populagédo microbiana (UFC/mL) e
biomassa dos biofilmes tratados. Para os extratos ativos para S. mutans, foi avaliado
o efeito na formacdo inicial da matriz de glucanos (atividade de GtfB), o
desprendimento apos a adeséo desta bactéria a pelicula salivar e a matriz inicial de
glucanos e citotoxicicidade via ensaio MTT. Também foi avaliado o potencial
antimicrobiano contra S. mutans de trés fracées (metanol, acetato de etila e hexano;
0,25 mg/mL) oriundas dos doze extratos. Trés extratos do bioma Mata Atlantica e
variedade sylvestris reduziram em >50% (ou >3 logs) as contagens de células viaveis
de S. mutans (vs. veiculo; p <0,0001), enquanto dois extratos, pertencentes ao mesmo
bioma e variedade, também diminuiram em =50% as contagens de células viaveis de
C. albicans (vs. veiculo; p <0,0001). Para os biofiimes de S. mutans, trés extratos
reduziram em >90% a biomassa (vs. veiculo; p >0,0001), destes, dois reduziram em
100% da populacdo microbiana e um em =50% (vs. veiculo; p <0,0001). No entanto,
para o biofilme fangico, dois extratos promoveram uma reducdo de >50% das
contagens de células viaveis (vs. veiculo; p <0,0001) e nenhum reduziu a biomassa.
Os extratos com potencial atividade antimicrobiana e antibiofilme apresentaram maior
teor de diterpenos do tipo clerodano e menor teor de flavonoides glicosilados em

relagéo aos extratos menos ativos. Entre os quatro extratos promissores, trés



reduziram a quantidade de glucanos formados por GtfB (vs. veiculo; p <0,0136) e
nenhum promoveu reducao significativa da remoc¢do de células aderidas a pelicula
(vs. veiculo; p >0,05). Entretanto, um maior niumero de células de S. mutans foi
removido apos adesdo a matriz de glucanos quando tratados por esses extratos (vs.
veiculo; p <0,0031). Os extratos foram citotoxicos contra células de linhagem NOK-si
apos exposicdo de 1 h (vs. controle de viabilidade); porém, ndo houve diferenca
guando os extratos foram comparados com o controle veiculo (p >0,999). Das trés
fracOes avaliadas para cada extrato, apenas as fracdes acetato de etila reduziram a
populacdo microbiana de S. mutans (vs. veiculo; p <0,0001), exceto uma (p >0,05).
Destas, trés causaram a reducao da populagéo microbiana em >80%, as trés fracoes
pertencem a var. lingua, duas contemplam o bioma Cerrado e uma, o bioma Ecotone
(Cerrado/Caatinga). Portanto, extratos de C. sylvestris da Mata Atlantica e var.
sylvestris e fracBes acetato de etila do bioma Cerrado e Ecotone, var. lingua poderiam
ser utilizados como uma estratégia terapéutica contra microrganismos envolvidos na

patogénese da cérie.

Palavras-chave: Streptococcus mutans. Candida albicans. Casearia. Placa dentaria.



Ribeiro SM. Antimicrobial and antibiofilm activities of Casearia sylvestris extracts and
fractions from distinct Brazilian biomes against Streptococcus mutans and Candida
albicans [dissertacdo de mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da
UNESP; 20109.

ABSTRACT

Dental caries is a worldwide public health problem caused by an interaction between
a diet rich in sugar and microorganisms in dental biofilms. Approaches to control these
microorganisms in biofilms are necessary. Therefore, the objective of this study was to
evaluate the antimicrobial (planktonic) and antibiofilm potential of twelve Casearia
sylvestris extracts (0.50 mg/mL) from different Brazilian biomes (Atlantic Forest,
Cerrado, Caatinga, Pampa and Pantanal) and variety (sylvestris, lingua and
intermediate) against two species found in cariogenic biofilms (Streptococcus mutans
and Candida albicans). The chemical characterization of crude extracts was done via
chromatography. The antimicrobial activity was determined by the viable microbial
population (CFU/mL) and the antibiofilm activity by the viable microbial population
(CFU/mL) and biomass of the biofilms treated. For the extracts active for S. mutans,
the effect on the initial formation of the glucan matrix (GtfB activity), the release after
adhesion of this bacterium to the salivary film and the initial matrix of glucans and
cytotoxicity via the MTT assay was evaluated. In addition, the antimicrobial potential
against S. mutans of three fractions (methanol, ethyl acetate and hexane, 0.25 mg/mL)
from the twelve extracts was also evaluated. Three extracts of the Atlantic Forest
biome and sylvestris variety reduced the counts of viable S. mutans cells (vs. vehicle,
p <0.0001) by >50% (or >3 logs), while two extracts belonging to the same biome
variety, also decreased =50% the viable cell counts of C. albicans (vs. vehicle, p
<0.0001). For S. mutans biofilms, three extractsreduced biomass by >90% (vs. vehicle;
p >0.0001), of which two reduced in 100% of the microbial population and one in =50%
(vs. vehicle; p<0.0001). However, for the fungal biofilm, two extracts promoted a >50%
reduction in viable (vs. vehicle; p <0.0001) and none reduced biomass. The extracts
with higher antimicrobial activity and antibiofilm presented higher content of clerodanic
diterpenes and lower content of glycosylated flavonoids in relation to the less active
extracts. Among the four promising extracts, three reduced the amount of glucans
formed by GtfB (vs. vehicle, p <0.0136) and none significantly reduced the removal of

adhered cells to the film (vs. vehicle; p> 0.05). However, a larger number of S. mutans



cells were removed after adhesion to the glucan matrix when treated by these extracts
(vs. vehicle, p <0.0031). The extracts were cytotoxic against NOK-si lineage cells after
1 h exposure (vs. viability control); however, there was no difference when the extracts
were compared with the vehicle control (p >0.999). Of the three fractions evaluated for
each extract, only the ethyl acetate fractions reduced the microbial population of S.
mutans (vs. vehicle; p <0.0001), except one (p >0.05). Of these, three caused the
reduction of the microbial population in >80%, the three fractions belong to var.lingua,
two include the Cerrado biome and one, the Ecotone biome (Cerrado/Caatinga).
Therefore, extracts of C. sylvestris from the Atlantic Forest and var. sylvestris and ethyl
acetate fractions of the Cerrado and Ecotone biome; var. lingua can be used as a
therapeutic strategy against microorganisms involved in the pathogenesis of dental

caries.

Key words: Streptococcus mutans. Candida albicans. Casearia. Dental biofilm.
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1 INTRODUCAO

Biofilmes frequentemente contribuem e/ou causam doencas em humanos,
incluindo aquelas que ocorrem na boca, como a cérie dentaria ' 2. A cérie dentaria
ainda é a condicao bucal associada ao biofilme (ou placa dental) mais prevalente no
mundo 3 45, que tem impacto negativo na qualidade de vida de milhdes de pessoas
3. 4.5 Esta doenca ubiqua resulta de interacdes complexas entre organismos orais
especificos, fatores do hospedeiro e dieta, que promovem a transicdo de um biofilme
saudavel para um patogénico na superficie dos dentes & 7. Assim, o controle da
formacao desse biofilme pode ser uma estratégia para prevencao da cérie.

Streptococcus mutans desempenha um papel fundamental na modulacdo e
transicdo da forma ndo patogénica para biofilmes altamente cariogénicos 8, embora
organismos adicionais possam estar associados °!'. Esta espécie é altamente
acidogénica e acidurica e € a principal produtora de matriz extracelular em biofilmes
dentarios 7. Além disso, S. mutans codifica multiplas exoenzimas (por exemplo,
glicosiltransferases ou Gtfs) que a torna uma das principais produtoras de
exopolissacarideos (EPS) 7 2. As Gtfs sdo secretadas para o meio extracelular,
tornam-se constituintes da pelicula salivar e sdo também adsorvidas as superficies de
S. mutans e de outros microrganismos, como Candida albicans, mantendo a atividade
enzimatica 7 13 14, A sintese de glucanos na pelicula proporciona sitios de ligacédo
microbianos adicionais, enquanto os polimeros na superficie de microrganismos
aumentam a coesdo entre os mesmos 713 14,

C. albicans é de longe o fungo mais comumente detectado em superficies de
mucosa humana e, frequentemente participa na formacdo de biofilmes
polimicrobianos em superficies bidticas e abidticas '> ® quando ha adequada
disponibilidade de sacarose !’. Este fungo tem uma extraordinaria capacidade
acidogénica e tolerancia ao acido e, sua associagcdo com S. mutans resulta no
aumento da formacéo de EPS, potencializando a cariogenicidade dos biofilmes & 19,
Ainda, C. albicans produz e secreta exoenzimas capazes de degradar o colageno
dentinario sob condicdes acidas, contribuindo para viruléncia do biofilme 2022,

Prevenir a formacéo deste biofilme é fundamental para evitar a ocorréncia de
carie. A clorexidina (agente antimicrobiano de amplo espectro) e o flior séo

considerados padréo ouro na odontologia para tratamento de biofilme e prevencéo da
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carie, respectivamente. Porém, a clorexidina suprime a microbiota bucal 2> e néo é
adequada para 0 uso preventivo e/ou terapéutico diario e continuo devido aos seus
efeitos colaterais, como alteracéo do paladar, pigmentacéo de dentes, entre outros 2.
Enquanto o fldor oferece protecdo incompleta contra a doenca e trata
inadequadamente o aspecto infeccioso da cérie 23, pois sua principal contribuicdo é
promover a remineralizagéo.

As circunstancias supracitadas tornam necessaria a busca de estratégias para
o controle e/ou modulacdo de biofilmes cariogénicos, com maior potencial
antimicrobiano e, ao mesmo tempo, ndo causem toxicidade ao organismo humano.
Uma abordagem atraente seria 0 uso e/ou a incluséo de agentes bioativos que afetem
a viruléncia de microrganismos patogénicos, sem desequilibrar a microbiota normal
da boca. Assim, houve um crescente interesse dos pesquisadores e da industria no
desenvolvimento de novas terapias baseadas em produtos naturais 24, o uso destes
produtos para reducéo da patogenicidade da placa dental poderia tornar a prevencao
da céarie menos dependente do flior e de antimicrobianos convencionais.

Os produtos naturais possuem uma ampla gama de atividades e funcées, e tém
um historico rico de uso na medicina tradicional. O presente estudo utilizou extratos
brutos e fracbes de Casearia sylvestris de biomas do Brasil, pertencentes as
variedades (var.) lingua, sylvestris e intermediaria. Esta planta, popularmente
conhecida como guacatonga, distribui-se pelas regides tropicais e subtropicais do
Brasil, bem como em outros paises da América do Sul e Asiaticos. Possui um enorme
arsenal farmacolégico e citotoxico, propriedades anti-inflamatérias, antiplasmodiais e
antiulcerogénica, observadas em estudos in vitro e pré-clinicos 2°. Porém, pouco esta
elucidado sobre sua atividade antimicrobiana 26 27, enquanto é inexistente seu efeito
antibiofilme cariogénico. O perfil quimico de extratos de folhas de C. sylvestris var.
sylvestris (Mata-Atlantica) é rico em diterpenos, considerados marcadores
taxondmicos para este género 28; enquanto compostos fendlicos (flavonoides)
predominam na var. lingua (Cerrado) 2% .

Esta variada composicao fitoquimica dos extratos das folhas de C. sylvestris
29,30 fornece uma rica fonte de moléculas que podem apresentar propriedades para
controle de biofilme cariogénico. A prospeccédo de compostos retirados de extratos
vegetais com propriedades antimicrobianas e antibiofilme € uma estratégia relevante

para odontologia e outras areas.



7 CONCLUSAO

Os extratos e fracBes de C. sylvestris especificos utilizados neste estudo séo

eficazes na inibicdo de microrganismos patogénicos relacionados a céarie dentaria e

sao, portanto, candidatos promissores para o desenvolvimento de formulagdo para

prevencdo de cdrie, que precisa ser testada em estudos futuros. Portanto, as

conclusdes especificas deste estudo sao:

Os extratos FLO/SC, GUA/CE e PRE/SP reduziram a populagao microbiana
de S. mutans em sua forma livre (planctdnica). GUA/CE, PAC/CE e PRE/SP
apresentaram reducédo concomitante da populacao microbiana e biomassa
dos biofilmes de S. mutans;

Todas as fragcOes acetato de etila reduziram a populagéo de S. mutans em
sua forma livre, exceto a fracdo PAC/CE. Entre estas, as fracbes ARA/SP,
CAR/CE e SRM/MG apresentaram os maiores valores de reducéo;

PAC/CE e PRE/SP reduziram a populacdo microbiana de C. albicans tanto
em sua forma livre como quando em biofilmes; entretanto, nenhum extrato
reduziu a biomassa de biofilmes desse fungo;

FLO/SC, GUA/CE e PRE/SP reduziram a quantidade de glucanos formados
por GtfB;

Um maior niumero de células de S. mutans foi removido apds adesao a matriz
de glucanos quando tratados FLO/SC, GUA/CE, PAC/CE e PRE/SP e
nenhum destes promoveu reducédo das células aderidas a pelicula tratada;
A citotoxicidade dos extratos e do controle veiculo foi similar e todos foram

citotoxicos aos queratindcitos.
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