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Oliveira JS. Efeitos das fracbes do extrato de Cryptocarya moschata sobre células
planctonicas e biofilmes simples e misto de Candida albicans e Streptococcus mutans
[dissertacdo de mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2024.

RESUMO: O objetivo deste estudo foi avaliar a atividade antimicrobiana de fracdes
de Cryptocarya moschata sobre células planctdnicas e biofiimes de Streptococcus
mutans e Candida albicans. Inicialmente, foram produzidos extratos de C. moschata
gue posteriormente foram fracionados pelo método de extracao liquido-liquido. Foram
preparadas quatro fragdes: solucdo de Hexano a 100% (Hex), Acetato/Hexano 1:1
(AcOEt/Hex), Acetato de Etila a 100% (AcOEt) e Agua (H20). O efeito das fracbes de
C. moschata foi avaliado nas células plancténicas por meio da contagem de unidades
formadoras de colénia (UFC/mL). Fracdes e concentracdes efetivas foram utilizadas
para ensaios de biofilme. Foram realizados os seguintes testes em biofilme: contagem
de unidades formadoras de colénias (n=10), avaliacdo do metabolismo celular pelo
teste AlamarBlue (n=10) e analise qualitativa por microscopia confocal de varredura a
laser (n=2). A andlise estatistica das variaveis foi feita pelo teste estatistico U de Mann-
Whitney ao nivel de significancia de 5%. Os resultados mostraram que as fracdes
apresentaram constituintes lipofilicos, estirilpironas, principalmente a goniotalamina,
flavonoides glicosados e alcaloides. A fracdo ACOEt/Hex nas concentragdes de 100%
e 50% (p<0,05) e a fracdo AcOEt a 100% (p<0,05) tiveram efeito redutor das células
planctonicas de C. albicans, tendo sido estatisticamente diferentes das outras fragoes.
No entanto, as fracdes de C. moschata nédo tiveram efeito nas células plancténicas de
S. mutans. Em relacdo ao biofilme, as fracdes foram capazes de reduzir o nimero de
UFC/mL tanto para biofilmes simples quanto para o misto. Os resultados também
mostraram que houve reducédo do metabolismo celular do biofilme de C. albicans apos
tratamento com as fracdes. Além disso, as fracdes causaram danos a matriz
extracelular dos biofilmes. Concluiu-se que as fracfes de C. moschata apresentaram
efeito antimicrobiano contra biofilme simples de C. albicans e misto de C. albicans e
S. mutans.

Palavras — chave: Cryptocarya. Candida albicans. Streptococcus mutans. Biofilmes.
Matriz extracelular de substancias poliméricas.



Oliveira JS. Effects of Cryptocarya moschata fractions on planktonic cells and simple
and dual species biofilms of Candida albicans and Streptococcus mutans. [dissertac&o
de mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2024.

ABSTRACT: The objective of this study was to evaluate the antimicrobial activity of
fractions of Cryptocarya moschata on planktonic cells and biofilms of Streptococcus
mutans and Candida albicans. Initially, C. moschata extracts were produced and then
fractionated using the liquid-liquid extraction method. Four fractions were prepared:
100% Hexane solution (Hex), Acetate/Hexane 1:1 (AcOEt/Hex), 100% Ethyl Acetate
(AcOEt) and Water (H20). In the first, the effect of C. moschata fractions was
evaluated on planktonic cells by counting of colony-forming units (CFU/mL). Effective
fractions and concentrations were used for biofilm assays. The following tests were
performed to biofilm: counting of colony-forming units (n=10), evaluation of cellular
metabolism using the Alamar Blue test (n=10) and qualitative analysis by confocal
laser scanning microscopy (n=2). The statistical analysis of the variables was
performed using the Mann-Whitney U test at a significance level of 5%. The results
showed that the fractions exhibited lipophilic constituents, styrylpyrones, mainly
goniotalamine, glycosylated flavonoids, and alkaloids. The AcOEt/Hex fraction at
concentrations of 100% and 50% (p<0.05) and Ac fraction at 100% (p<0.05) had a
reducing effect on planktonic cells of C. albicans, which were statistically different from
the other fractions. However, the C. moschata fractions had no effect on S. mutans
planktonic cells. In relation to biofilm, the fractions were able to reduce the number of
CFU/mL for both, simple and dual species biofilms. The results also showed that there
was a reduction in the cellular metabolism of the C. albicans biofilm after treatment
with the fractions. Furthermore, the fractions caused damage to the extracellular matrix
of biofilms. It was concluded that C. moschata fractions have an antimicrobial effect
against simple biofilm of C. albicans and dual species of C. albicans and S. mutans.

Keywords: Cryptocarya. Candida albicans. Streptococcus mutans. Biofilms.
Extracellular polymeric substance matrix.
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1 INTRODUCAO

A estomatite protética (EP) é uma doenca inflamatéria que, normalmente, se
apresenta no palato duro dos usuarios de préteses removiveis. Ela pode se apresentar
como uma inflamacao simples e localizada ou generalizada e granular (associada a
uma hiperplasia granular) dos tecidos de base. Acomete de 11% a 67% de pessoas
que usam prétese dentaria, tendo maior prevaléncia em mulheres®2.

A etiologia da EP é considerada multifatorial, variavel e complexa. O uso de
préteses dentarias, presenca de biofilme microbiano, xerostomia e mé higienizacao
corroboram para a predominancia dessa patologia®’. A ades&o de micro-organismos,
principalmente as espécies de Candida, na superficie interna das bases de préteses
e posterior formacédo de biofilme sédo fatores primordiais para o aparecimento da
doenca?.

A face interna da protese é considerada um facilitador para a adesao e
multiplicacdo de micro-organismos nas superficies e a interface entre a protese e a
mucosa proporciona um ambiente Unico, que favorece a colonizacdo e invasao
tecidual devido as condicdes relativamente anaerdbias e acidas® 10,

O tratamento mais comumente recomendado para a EP tem sido a utilizacao
de medicamentos antifingicos, os quais podem ser de aplicacao topica ou sistémica,
orientagcdo do paciente quanto a higienizacéo e verificacdo da necessidade da troca
da prétese'’'?. O aumento expressivo no uso de antifingicos, aliado a diversos
mecanismos intrinsecos, contribui para o desenvolvimento de novas cepas resistentes
a esses medicamentos. Assim, a utilizacdo de terapias antifingicas precisa ser
limitada devido a toxicidade, as taxas relativamente baixas de eficacia e a propenséao
para o surgimento de resisténcia flngica'®. Nesse contexto, a fitoterapia pode ser
considerada uma opc¢éo promissora para atingir esse objetivo. Extratos de partes das
plantas, suas fracGes e Oleos essenciais vém sendo estudados para descobrir seus
potenciais antimicrobianos, principalmente contra Candida albicans4-1.

A familia Lauraceae possui muitos géneros e espécies, muitos deles ja foram
estudados devido a sua estrutura quimica e a presenca de alcaloides, podendo ter
resultados promissores na atividade antimicrobianal’'8. Wang et al.1® afirmaram que
0 género Cinnamomum advindo da familia Lauraceae, possui propriedades

antimicrobianas, antioxidante, anti-inflamatoria, analgésica, antitumoral, antidiabético,
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imunorreguladora, protetor cardiovascular, bem como propriedades neuroprotetoras.
Dentro de seus constituintes quimicos tém-se 111 terpenos, 44 fenilpropanoides, 51
lignanas, 17 flavonoides, 53 compostos arométicos, 17 alifaticos, quatro cumarinas e
dois esterdides. O género Cryptocarya possui varios desses alcaloides e algumas
espécies tém atividade antiproliferativa contra alguns micro-organismos?’. Desde
1950, a Cryptocarya spp é estudada e existem 390 metabdlitos conhecidos. As
principais classes de compostos isolados foram os alcaloides, a-pironas e
flavonoides®°. As espécies Cryptocarya mandiocanna e Cryptocarya moschata sdo as
mais encontradas no Brasil. Estudos prévios mostraram que o extrato de C. moschata
possui atividade antifingica contra C. albicans in vivo e in vitro??2, tendo grande
potencial como agente terapéutico.

A diversidade das plantas, influenciada pelo ambiente, destaca a importancia
do estudo das suas fracBes. O fracionamento e purificacdo dos principios ativos sao
realizados para otimizar suas poténcias, mas alguns processos podem ampliar ou
reduzir o espectro de acdo antimicrobiana, dependendo da interacdo das moléculas
nos extratos?324, Por isso, se faz necessario o estudo com as fracdes de plantas para
investigar quais moléculas podem estar presentes e quais podem ser usadas para a
criacdo de novos farmacos?3. Ndo foram encontradas pesquisas na literatura sobre as
fracGes de C. moschata. Por isso, o objetivo do presente estudo foi avaliar a atividade
antimicrobiana das fracdes de C. moschata, apos fracionamento dos extratos brutos,
sobre células plancténicas e biofilmes simples e misto de C. albicans e S. mutans. As
hipéteses nulas foram: A - Fracdes da folha de C. moschata ndo teriam efeito
antimicrobiano sobre as células planctdnicas de C. albicans e S. mutans; B - Fracdes
da folha de C. moschata nédo teriam efeito sobre biofilmes simples e misto de C.

albicans e S. mutans.
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7 CONCLUSAO

Levando-se em consideracdo as limitagbes do presente estudo, pode-se
concluir que:
a) As fracbes apresentaram constituintes lipofilicos, estirilpironas,
principalmente a goniotalamina, flavondides glicosados e alcaldides;
b) As fragbes AcOEt/Hex e AcOEt de C. moschata tiveram efeito
antimicrobiano sobre células plancténicas de Candida albicans;
c) As fracbes AcOEt/Hex e AcOEt de C. moschata tiveram efeito
antimicrobiano sobre biofilme simples de Candida albicans e misto de C.

albicans e Streptococcus mutans.
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