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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 antiflingicos, 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?%24, 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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2 PROPOSICAO

O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos das fragdes do extrato da folha de
C. moschata sobre células planctbnicas e biofilmes simples e misto de C. albicans e

S. mutans.

2.1 Objetivos Especificos
a) Realizar a caracterizacdo quimica das fracdes do extrato da folha de C.
moschata para investigar quais principios ativos podem estar envolvidos na
atividade antimicrobiana da planta;
b) Avaliar quais fracbes do extrato da folha de C. moschata possuem eficacia
na inativacao de células plancténicas de C. albicans e S. mutans;
c) Avaliar quais fracdes do extrato da folha de C. moschata possuem eficacia

na inativacao de biofilmes simples e misto de C. albicans e S. mutans.
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3 REVISAO DA LITERATURA

O uso de préteses dentarias removiveis, como proteses parciais ou totais,
causa modificacao na cavidade oral, favorecendo a colonizacdo de fungos e bactérias.
Esse fato pode ocasionar a transformacéo reversivel da levedura de C. albicans em
hifa, aumentando sua patogenicidade. Essa transformacao pode ser influenciada pelo
pH, temperatura, alimentacdo e niveis de acucar®. A proliferacdo dos micro-
organismos resulta na formacao de biofilme, que é um dos principais fatores para o
desenvolvimento da EP?®.

Os biofilmes séo definidos como comunidades microbianas estruturadas,
ligadas a uma superficie e envoltas em uma matriz de material exopolimérico
autoproduzido. A mudanca do crescimento das células planctonicas (de vida livre)
para o biofilme pode ocorrer por variacbes ambientais e envolve mdultiplas redes
regulatorias, as quais controlam a expressdo génica, levando a reorganizagao
espacial e temporal da célula microbiana. A partir do momento em que o biofilme esta
formado é dificil diminuir a quantidade de células, devido a maior resisténcia a terapia
antifingica e a capacidade das células dentro dos biofilmes em resistirem as defesas
imunolégicas do hospedeiro?’.

O biofilme formado em préteses dentarias é considerado complexo e observa-
se a colonizacdo em massa de diversos micro-organismos, como bactérias Gram-
positivas, dentre as quais S. sanguis, S. gordonii, S. oralis, S. anginosus,
Staphylococci, e bastonetes como Actinomycetes e Lactobacillus. Além disso,
espécies de Candida, principalmente C. albicans, sdo predominantes nesses
biofilmes, interagindo através de carboidratos e proteinas!?28,

C. albicans é mais encontrada na forma de levedura ou filamentosa, mas
consegue transitar entre as duas formas. A transformacéo das leveduras em hifas tem
papel fundamental na viruléncia do fungo, sendo correlacionada com sua
patogenicidade?®. O biofilme de C. albicans possui uma estrutura complexa e é
composto por células em diferentes morfologias (células redondas em forma de
levedura em brotamento, células pseudo-hifas ovais e células hifais cilindricas
alongadas) envoltas em matriz extracelular3®3l, Um fator primordial para o
desenvolvimento da EP € a presenca do biofilme de C. albicans, em associacdo com
outros fatores como tabagismo, doencas imunossupressoras, fatores demograficos,

falta de higienizag&o e uso continuo da prétese dentéria. Em uma revisao sistematica
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da literatura e meta-andlise foi analisado que a prevaléncia de C. albicans entre
pacientes com EP era de 60,3%%.

Sabendo da complexidade do biofilme, é necesséario entender que existem
outros micro-organismos que interagem com C. albicans para aumentar a sua
patogenicidade. S. mutans € uma bactéria que vive, principalmente, nos biofilmes
sobre os dentes, sendo um dos agentes etiolégicos da carie dentaria. Esse micro-
organismo se adere no dente através de outras espécies como S. gordonii, S. oralis e
S. mitis e produz enzimas extracelulares que polimerizam a por¢ao da glicose em um
grupo heterogéneo de polissacarideos extracelulares sollveis e insollveis em agua.
Com isso, ha formacdo da matriz polimérica limitadora de difusdo que protege as
bactérias incorporadas. Somado a isso, S. mutans ainda possui uma tolerancia ao
estresse que permite sua sobrevivéncia e adaptacdo a mudancas ambientais
repentinass33-35,

S. mutans possui a habilidade de aumentar sinergicamente a formacéo e a
viruléncia de biofilmes mistos com C. albicans, resultando em lesdes cariosas mais
graves®. Isso sugere que a presenca de S. mutans em um biofilme formado em
proteses dentarias pode agravar a sintomatologia da EP3’. Estudos revelam que as
vesiculas da membrana de S. mutans contendo glucosiltransferases aumentam a
formacéao do biofilme de C. albicans, aumentando a producdo de exopolissacarideos,
que podem aumentar a patogenicidade do fungo com aumento da expressédo de
proteinas e metabdlitos de C. albicans3®3°. Sampaio et al.*°, em uma revisédo
sistematica e meta-analise, observaram contagens mais altas de S. mutans em
biofilmes localizados na mucosa e na prétese dentaria de usuarios com EP, afirmando
que bactérias orais possuem um papel relevante na manutencdo e viruléncia de
biofilmes causadores de EP.

A EP é uma doenca mediada pelo biofilme que causa inflamacéo e leséo celular
na regido de palato duro, que pode apresentar sensacdo de queimacéo, disfagia,
xerostomia, e sangramento nas mucosas**2. Ela é considerada de etiologia
multifatorial e esta ligada a presenca de C. albicans na mucosa palatina, na superficie
interna da prétese e no sangue dos pacientes diagnosticados com a doenca“s. Além
da presenca de biofilme, m& higiene da protese, a alimentacdo dos pacientes e a
mudanca da microbiota pela falta de dentes influenciam no desenvolvimento dessa
patologia. A imunossupressdo ou doencas sistémicas podem ser fatores

predisponentes para o desenvolvimento da EP quando o paciente faz uso de prétese
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dentaria. A EP sem tratamento pode levar a casos mais graves como pneumonia ou
uma infeccéo sistémica*4-46,

A classificagéo de Newton, criada em 1962, sofreu modificagdes e atualmente
a EP apresenta trés tipos com suas subdivisdes. O tipo 0 € considerado a mucosa
saudavel e o tipo | é dividido em dois: IA: petéquias em tecido palatino normal,
geralmente encontradas ao redor dos orificios dos ductos das glandulas mucosas
palatinas e IB: area de inflamacé&o localizada na area de suporte da protese; tipo Il:
area de inflamacao generalizada na &rea de suporte da protese; e tipo lll: superficie
palatina hiperplasica com inflamacéo na area de suporte da préotese?’.

Levando em consideracao que a EP € uma doenca que possui alta prevaléncia
de fungos, a terapia mais utilizada sdo os medicamentos antifiingicos, que podem ser
topicos (bochechos ou pomadas) ou sistémicos. E necessaria orientacéo de higiene
do paciente e verificacdo da qualidade da prétese dentaria para possivel troca®. A
terapia mais empregada € o uso de Nistatina, derivada dos poliénicos B que modificam
a permeabilidade da membrana celular dos fungos. Os derivados da classe dos azois
como Cetoconozal, Itraconazol, Fluconazol e Miconazol agem bloqueando a sintese
de ergosterol da parede celular dos fungos, também séo indicados para quadros
graves de EP,

Em uma meta-analise comparando a eficacia de antifUngicos com métodos
alternativos, como agentes desinfetantes, enxaguatorios bucais antissépticos,
substancias naturais com propriedades antimicrobianas, desinfec¢éo por micro-ondas
e terapia fotodinamica, foi visto que os métodos de desinfeccédo e antissépticos podem
ser tdo eficazes quanto a terapia antifingica®. Dessa forma, é importante ter cuidado
na utilizagcdo de antifingicos de forma excessiva devido aos efeitos colaterais como
distarbios gastrointestinais, hipersensibilidade, toxicidade renal e hepatica e interacao
com outros medicamentos. Além disso, pode-se desenvolver resisténcia
medicamentosa, fazendo com que haja uma diminuicdo da acdo desse medicamento
e recidivas da doencga®.

Desde 2006 que ndo ha novos agentes antifingicos relacionados a produtos
naturais e todos os medicamentes sao baseados na quimica dos azéis e dos
poliénicos B%. Em contrapartida, novos fungos vém sendo descobertos, além do
aumento da resisténcia a medicamentos, como a presenca de C. auris apos
tratamento com fluconazol e a anfotericina B em cerca de 30% dos isolados clinicos.

Diante disso, os produtos naturais ainda sdo a melhor opgéo para encontrar novos


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/mouthwash
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/antimicrobial-activity
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/photodynamic-therapy
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modelos/agentes ativos que, associados a tratamentos ja existentes, podem oferecer
potenciais resolucdes a uma variedade de doencgas®?.

A utilizacdo de fitoterapicos € recomendada pela Organizacdo Mundial da
Saude (OMS) desde 1978 através da Declaracdo de Alma-Ata com o intuito de
promover saude com diretrizes preventivas, curativas e com fins diagnosticos. Isso
porque 80% da populacao faz uso de plantas e no Brasil ha um grande potencial a ser
explorado devido a ampla biodiversidade vegetal que pode ser usada em associagao
a tecnologia para validacdo da sua efetividade. A Politica Nacional de Plantas
Medicinais e Fitoterapicos, criada pelo Ministério da Saude em 2005, € importante
para difundir esse conhecimento, além de poder implementar protocolos de salude no
Sistema Unico de Saude (SUS)%2.

Jé& é visto uma quantidade consideravel de pesquisas com plantas em doencas
da cavidade bucal, como extrato da framboesa vermelha (Rubus idaeus), que possui
atividade anti-adeséo do biofilme de C. albicans®3, e prépolis e 6leos essenciais, que
sdo fontes promissoras de agentes antimicrobianos®*. Em uma revisao da literatura foi
investigado a acdo antifingica de fitoterapicos contra a C. albicans e os resultados
mostraram que o alho, cha verde, prépolis, curcumina, raiz de alcaguz, canela e
gengibre tem acles eficazes contra o fungo mais predominante da EP. Sendo
considerado uma opcao de baixo custo e sem efeitos colaterais comparados aos
tratamentos convencionais®®.

Em uma revisdo sistemética de ensaios clinicos para identificar se géis
formulados com substancias antimicrobianas advindas de produtos naturais sdo mais
eficazes que os medicamentos antifingicos, observou-se que os géis de Oleo
essencial de Zataria multiflora e extratos de cravo e canela apresentaram maior
eficacia antimicrobiana em comparagcdo com miconazol e clotrimazol. As formulagdes
contendo Uncaria tomentosa, Punica granatum e extrato de propolis apresentaram
eficacia semelhante a nistatina e ao miconazol®®. Géis de Z. multiflora e miconazol
induziram efeitos adversos, incluindo queimacdo, coceira, nausea e vomito. Os
estudos incluidos ndo avaliaram a biocompatibilidade dos géis, considerado como
uma limitacdo do estudo. Concluiu-se que formulac¢des advindas de plantas podem
ser utilizadas com uma eficacia maior ou semelhante aos medicamentos
antifingicos®®.

A familia Lauraceae destaca-se pela sua ampla distribuicdo, englobando 52

géneros e aproximadamente 3000 espécies, principalmente representadas por
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arvores e arbustos®’. No contexto brasileiro, esse conjunto desempenha um papel
significativo, com cerca de 439 espécies presentes no pais, enriquecendo a
diversidade da Mata Atlantica, Cerrado e Floresta Amazo6nica®®. Dentro da Lauraceae,
0 género Cryptocarya se destaca como um dos maiores, compreendendo
aproximadamente 350 espécies, das quais 11 sdo encontradas no Brasil.
Especificamente, oito dessas espécies sdo encontradas na Mata Atlantica,
evidenciando a importancia desse ambiente para a biodiversidade desse género.
Essas espécies incluem: C. aschersoniana, C. granulata, C. jacarepaguenses, C.
micrantha, C. minima, C. moschata, C. saligna e C. mandioccana®>°. Diversos
produtos naturais, caracterizados por uma notavel diversidade estrutural, foram
isolados de espécies desse género, incluindo flavonoides, alcaloides e pironas!’:0.

Varias espécies de Cryptocarya. spp foram estudadas com foco em sua
fitogquimica e farmacologia®-%4. Estudos prévios observaram atividade antifingica de
C. moschata e C. mandioccana®%¢, Extratos brutos de folhas e caules da C. moschata
demonstraram atividade antiproliferativa. Zoccolotti et al.?* avaliaram a eficacia dos
extratos de Cryptocarya spp em biofiime de C. albicans formado sobre resinas
acrilicas para base de proteses. Os autores verificaram inibicdo completa do biofilme
com a utilizacédo do extrato da folha e do fruto de C. moschata e C. mandiocana. Ainda,
em 2022, Zoccolotti et al.??, em estudo in vivo, observaram que, histologicamente, o
extrato de C. moschata ndo causou danos celulares na lingua dos camundongos e
houve diminuicdo do biofiime de C. albicans, semelhante ao grupo tratado com
Nistatina, usado como controle positivo.

As plantas sao diversificadas de acordo com o local de crescimento, habitat,
animais ao redor e, levando isso em consideracédo, € importante estudar as fracées
de produtos naturais. Isso porque acredita-se que o fracionamento e purificacdo dos
principios ativos otimizariam suas poténcias. Entretanto, o processo de fracionamento
pode reduzir sua acéo devido as moléculas que podem agir de forma sinérgica?324.

E promissora a utilizagdo da fitoterapia para tratamento de diversas doencas
bucais, mas pesquisas que testem sua eficacia, seguranca e beneficios terapéuticos
sdo de suma importancia. Além disso, pesquisas in vitro e in vivo com padronizacdo
das amostras fitoterapicas sdo relevantes para implementacdo dessa terapia,

facilitando e proporcionando o tratamento de diferentes doencas®%67,
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4 MATERIAL E METODO

A metodologia deste trabalho foi desenvolvida no Instituto de Quimica (IQ-
Unesp) e no Laboratoério de Microbiologia Aplicada da Faculdade de Odontologia de

Araraquara (FOAr-Unesp).

4.1 Coleta e Preparo do Extrato Vegetal

Na regido Sudeste do Brasil, mais especificamente na regido de Mata Atlantica,
sdo encontradas sete espécies de Cryptocarya. O estudo proposto se concentrou na
avaliacao das fracdes do extrato da folha de C. moschata. A autorizacdo para a coleta
do material vegetal foi concedida pelo Instituto Florestal, Secretaria do Meio Ambiente
do Estado de Sao Paulo (SMA010.111/2018) e a permissao de acesso ao patrimonio
genético brasileiro pelo SISGEN (A375D64). A coleta da C. moschata foi realizada na
mata do Viveiro Camard, municipio de Ibaté — SP. O local foi selecionado pelo Dr.
Alberto Cavalheiro, professor aposentado do Instituto de Quimica (IQ/UNESP), e
pelos resultados de estudos anteriores?!??2, Foi coletado 1,0 kg de folhas de C.
moschata. As amostras foram secas em estufa com ventilagéo e renovacgao de ar, por
48 horas, na temperatura de 40°C. Em seguida, foram pulverizadas em moinho de
facas®. Os extratos vegetais foram preparados por sonicacdo (UAE — extracdo
assistida por ultrassom) do material vegetal com solvente hidroalcéolico (agua e
etanol). Foram realizadas trés extragdes com o solvente por sonicagéo, durante 20
minutos cada, a fim de obter extratos, utilizando a proporcéo de 1:10 (p/v) de matéria-
prima para solvente. Depois, o0 extrato foi filtrado e concentrado com eliminagéo do
solvente por liofilizacdo. Os extratos brutos foram pesados e aliquotados para

posteriormente serem diluidos em etanol nas proporgées de interesse?%93,

4.2 Fracionamento dos Extratos Brutos de C. moschata

O fracionamento dos extratos brutos foi realizado pelo método de extracao
denominado Extracdo Liquido-Liquido (ELL), que consiste na particdo da amostra
entre duas fases imisciveis (organica e aquosa)®. Este é um procedimento no qual
ocorre a transferéncia de massa do soluto de um solvente inicial para um outro
solvente conhecido como solvente de extracéo®°. A eficiéncia da extracdo depende da
afinidade do soluto pelo solvente de extracdo. A segregacdo dos componentes

acontece durante o equilibrio de fases, uma vez que o solvente extrator € adicionado
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e agitado a mistura liquida inicial. Isso ocorre devido as discrepancias de densidade e
solubilidade entre as substancias a serem separadas. A ELL é essencialmente
constituida por trés elementos: solvente, soluto e solvente extrator .

Foi utilizado um funil de separacéo para adi¢cao dos solventes de extragdo com
uma ampla faixa de solubilidade e seletividade®®. Foram diluidos 10 g do extrato de C.
moschata em etanol 70% (ETOH - solvente). Apdés a completa diluicdo e
homogeneizagdo do extrato, foram utilizados os seguintes solventes de extragéo em
sequéncia: solucao de Hexano 100% (Hex), Acetato/Hexano 1:1 (AcOEt/Hex), Acetato
de etila 100% (AcOEt) e Agua (H20). O hexano é um hidrocarboneto considerado
como apolar e o acetato de etila € um éster polar. ApGs a adicdo de cada solvente de
extracdo duas fases sdo obtidas com um certo grau de separacéo, a fase organica,
que conterd o solvente extrator e as moléculas que possuem afinidade, e a fase
aguosa, que contém um pouco do solvente extrator e as moléculas sem afinidade.
Adicionou-se cada solvente extrator trés vezes e a fase organica ficou localizada na
porcao superior do funil, sendo a solu¢éo de interesse.

Retirou-se a porcdo mais proxima do bico do funil até a margem de separacéao.
Em seguida, a solucéo resultante de cada solvente de extracéo foi filtrada e transferida
para um baldo, o qual foi conectado a um rotaevaporador para evaporacao do solvente
extrator e deposicdo das moléculas no fundo do baldo. Esse residuo da solucéo foi
transferido para frascos de vidros e colocados em concentrador de amostras (modelo
Speed Vac SPD, Thermo Scientific) para obtencdo das fracbes secas. Nesta
pesquisa, 0s grupos de tratamento foram denominados segundo o solvente extrator
utilizado, com isso, obteve-se quatro fracdes: Hexano 100% (Hex), Acetato/Hexano
1:1 (AcOEt/Hex), Acetato de etila 100% (AcOEt) e Agua (H20).

4.3 Caracterizagcdo Quimica das Fra¢cdes da Folha de C. moschata

A caracterizacdo quimica das fracdes da folha de C. moschata foi feita por meio
de cromatografia liquida com deteccdo por arranjo de diodos e por meio de
espectrometria de massas de alta eficiéncia (HPLC-DAD), com o propésito de
investigar as substancias contidas em cada fracdo. As fragdes foram analisadas por
HPLC-DAD, sendo que a identificagao dos principais constituintes foi realizada a partir
dos espectros no UV obtidos para cada pico cromatografico. Condi¢cdes utilizadas:
coluna Phenomenex Synergy 4 um Hydro-RP 80A (150 mm x 4,6 mm), eluicdo no
modo gradiente usando agua (A) e etanol (B), ambos com 0,1% acido férmico:
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05/60/100/100 % B em 0/20/30/35 minutos. Temperatura: 55 °C e vazao 0,5 mL.min"

1. Espectros no UV obtidos na faixa de 200 a 600 nm.

4.4 Micro-organismos e CondigOes de Crescimento

As cepas de C. albicans (ATCC® 90028) e S. mutans (UA159), estavam
armazenadas em freezer -80°C. Previamente aos experimentos, as cepas foram
descongeladas e semeadas com alca descartavel estéril individualmente por meio da
técnica de esgotamento em quadrante em um dos seguintes meios de cultura
sélidos: Sabouraud Dextrose Agar com 0,1 mg/mL de cloranfenicol (SDA, Acumedia
Manufacturers Inc., Baltimore, MD, USA) para C. albicans (incubacédo a 37°C em
estufa aerdbia por 48 horas) e Agar Infusdo Cérebro e Coracéo (BHI) (Modelo: K25-
610007, Kasvi, Sdo José dos Pinhais, Parana, Brasil) para S. mutans (incubacéo em
estufa de CO25% a 37°C durante o mesmo periodo de tempo).

O pré-indculo foi feito apos o crescimento das colénias. Em um tubo tipo Falcon
com 10 mL de Yeast Nitrogen Base (YNB) foram inoculadas 5 col6nias de C. albicans,
e em outro tubo contendo 10 mL de caldo Brain Heart Infusion (BHI), foram inoculadas
10 coldnias de S. mutans. Os tubos foram levados ao aparelho Vortex e incubados
overnight (16-18 horas) em estufa aerdbica (C. albicans) e de CO25% (S. mutans) a
37°C.

Apbs esse periodo, os pré-indculos foram diluidos em duas razdes (1:20 e 1:10)
para realizacdo do inéculo. Sendo assim, para C. albicans diluiu-se o pré-indculo na
razao de 1:20; 500 pL foram pipetados em um tubo com 9,5 mL de meio liquido YNB.
Para S. mutans foi feito a diluicdo na razdo 1:10; 1000 yL do pré-indculo foram
pipetados em um tubo com 9,5 mL de BHI caldo. Ent&o, os tubos foram vortexados e
as leituras no espectrofotébmetro, com filtro de 540 nm para C. albicans e 600 nm para
o S. mutans, foram realizadas para medi¢do da densidade 6ptica (DO). Aliquotas de
1 mL dos inéculos foram transferidos para cubetas e foi feita a primeira leitura,
denominada DOo. Em sequéncia, os tubos foram incubados nas determinadas estufas
para cada micro-organismo até atingir as fases de mid-log das curvas de crescimento
pré-estabelecida, durante 8 horas para C. albicans e 4 horas para S. mutans. Nova
leitura da DO foi realizada, depois do periodo de incubacdo, para confirmar o
crescimento dos micro-organismos que correspondiam a aproximadamente 0,550 A,
1x 108 UFC/mL para C. albicans, e 0,683 A, 1x10” UFC/mL para S. mutans.
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Os tubos, entéo, foram levados a centrifuga a 4°C por 5 minutos com 10.000
rom para formagao de “pellet”. Em seguida, o pellet foi lavado com Tampao Fosfato
Salino (PBS), levado para centrifuga e novamente lavado com PBS. Apés duas
lavagens os micro-organismos foram ressuspendidos em meio Roswell Park Memorial
Institute (RPMI-1640).

4.5 Preparo das Fra¢des da Folha de C. moschata

As 4 fragcbes secas alocadas em frascos foram solubilizadas com 2 mL de
dimetilsulféxido de dimetilo (DMSO), constituindo a solu¢cdo mée. Dela foram retirados
40 pL da fracdo que foram diluidos em 960 uL de PBS, totalizando 1 mL para ser
utilizado nos testes microbiolégicos. O DMSO foi o veiculo de trabalho utilizado, na
concentracéo de 2%.

4.6 Concentracao Inibitéria Minima das Fracdes de C. moschata

A avaliacdo da Concentragao Inibitéria Minima (CIM) foi conduzida em placas
de cultura contendo 96 pocgos (Kasvi), seguindo o procedimento preconizado pelo
Clinical and Laboratory Standards Institute’?.

Os valores foram determinados pela incubacdo estatica das suspensdes dos
micro-organismos por 24 horas a 37°C, expostos a diferentes grupos experimentais.
Apbs 24 horas de contato, o valor da CIM foi dado pela menor concentracao do extrato
em mg/mL-1, capaz de impedir o crescimento microbiano, observado pela turvagéo
visual ou ndo do meio de cultura.

Essa analise foi realizada nos seguintes grupos:

RPMI-1640 com micro-organismo (controle negativo);
Fracdo Hex nas concentracdes de 100% a 6,25%;
Fracdo AcOEt/Hex nas concentragdes de 100% a 6,25%;
Fracdo AcOEt nas concentracdes de 100% a 6,25%;

Fracdo H20 nas concentracdes de 100% a 6,25%;

DMSO com micro-organismo (controle do veiculo).
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4.7 Grupos Experimentais para Avaliacdo da Atividade Antimicrobiana em
Células Planctdnicas

As fragbes Hex e H20, bem como algumas concentracdes das outras fracoes,
nao foram efetivas na avaliagéo da CIM. Assim, os grupos utilizados para investigar a
atividade antimicrobiana em células plancténicas de C. albicans foram os seguintes:

Controle negativo: RPMI-1640 com micro-organismo;

AcOEt/Hex: Fracédo Acetato/Hexano 1:1 nas concentracdes de 100% e 50%;

AcOEt: Fracao Acetato de etila 100% nas concentragdes de 100%;

Controle DMSO: Controle DMSO com micro-organismo;

Controle do meio: RPMI-1640 sem micro-organismo.

4.8 Avaliagcdo da Atividade Antimicrobiana das Fragdes de C. moschata em
Células Planctonicas

Para avaliar a atividade antimicrobiana das fracdes, inicialmente, foi feito um
estudo piloto com as células planctonicas de S. mutans e C. albicans considerando
n=4. Esses experimentos foram feitos em duplicata em duas ocasides independentes.
Levando em consideracao os resultados néo satisfatorios com a bactéria, ndo foram
realizadas mais ocasifes com as células plancténicas de S. mutans. Dessa forma,
foram feitas mais duas ocasifes independentes em triplicata (h=10) somente com as
células planctdnicas de C. albicans. Os resultados do estudo piloto com S. mutans
serdo mostrados nos resultados.

As etapas de reativacdo dos micro-organismos, pré-inéculos e inéculos foram
realizadas de acordo com a metodologia descrita no item 4.4. Entretanto,
considerando a alta quantidade de micro-organismos, para 0s ensaios com células
planctdnicas, os indculos foram diluidos apos a primeira ressuspensao em RPMI-1640
da seguinte forma: em um tubo contendo 9 mL e 900 pL de RPMI-1640 foram
adicionados 100 uL do in6culo de C. albicans. Apds isso, em outro tubo com 9 mL de
RPMI-1640 foi adicionado 1 mL do tubo anterior com inoculo de C. albicans para
chegar na concentracdo de 1x10% UFC/mL. Em relacéo ao inéculo de S. mutans, em
um tubo contendo 9 mL e 900 uL de RPMI-1640 foram adicionados 100 uL do in6culo
de S. mutans, chegando na concentracédo de 1x10° UFC/mL.

Em uma placa de 96 pocos 100 pL da ressuspensdo com 0S micro-organismos

e 100 pL das fracbes foram adicionados, totalizando 200 pL em cada poc¢o. Em
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seguida, as placas foram incubadas por 24 horas a 37°C em estufa com CO25% (S.
mutans) e estufa aerébica (C. albicans)?L.

Apbs o periodo de incubacéo, verificou-se visualmente 0s pocos para avaliar a
turbidez (indicativa de crescimento microbiano) ou a claridade (indicativa de auséncia
de crescimento). No entanto, os resultados da inspec¢éao visual foram inconsistentes
devido as variagcdes de cor nas amostras, e, portanto, esses dados nao foram
apresentados. Ao medir a turbidez utilizando um leitor de microplacas (Leitor de placas
ELISA, Biochrom Ez, Cambourne, Reino Unido), enfrentou-se dificuldades devido a
deposicdo de granulos provenientes da planta no fundo dos pogos’?73.

Posteriormente, foi determinada a quantidade de unidades formadoras de
colonias (UFC/mL) de cada solugdo (grupos experimentais) para cada micro-
organismo. Para isso, uma aliquota de cada poco foi diluida em série 1:10 (10! a 10
4 para C. albicans e 1:10 (10 a 10) para S. mutans em PBS. Aliquotas de 10 uL
para S. mutans e 20 uL para C. albicans foram plagueadas em meio de cultura BHI e
SDA em Placa de Petri, respectivamente. As placas foram levadas a incubacao por
24 horas a 37°C em estufa com CO25% (S. mutans) e estufa aerébica (C. albicans).
Apos esse periodo, as colbnias foram contadas e os numeros de unidades formadoras

de colbnias por mililitro (UFC/mL) foram calculados utilizando a férmula:
UFC/mL = Nimero de colbnias x 10n /g

Nessa formula, n equivale ao valor absoluto da diluicdo escolhida e q equivale
a quantidade, em mL, semeada de cada diluicdo nas placas.

4.9 Grupos Experimentais para Avaliacdo das Fracdes de C. moschata sobre
Biofilmes Simples e Misto de C. albicans e S. mutans

A atividade das fragdes de C. moschata foi analisada em biofilmes simples de
C. albicans e misto de C. albicans e S. mutans formados sobre fundos de pocos de
uma placa de 24 pocos. Os experimentos com o biofilme simples de S. mutans néo
foram realizados devido aos achados em células plancténicas. Entretanto, devido a
interacdo dos dois micro-organismos que impacta na viruléncia de C. albicans e na
formacao do biofilme, achou-se importante testar as fracdes no biofilme misto.

Para a avaliacdo da atividade dos tratamentos em biofilmes simples de C.
albicans e misto de C. albicans e S. mutans, foram utilizados os seguintes grupos:

AcOEt/Hex: tratamento com a fracdo Acetato/Hexano 1:1;
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AcOEt: tratamento com a fracdo de Acetato de etila 100%;

Nistatina: tratamento com solucédo de Nistatina a 100.000 Ul/mL (como controle
positivo);

DMSO: tratamento com DMSO (controle de veiculo);

RPMI-1640: tratamento com meio RPMI-1640 (como controle negativo).

Sol. Antibiética: Solucdo de Penicilina 100,000 Ul/mL (controle positivo). Esse

grupo foi utilizado somente para o biofilme misto.

4.10 Avaliacdo das Fracdes de C. moschata sobre Biofilmes Simples de C.
albicans e Misto de C. albicans e S. mutans

Foi realizado a formacao de biofilme de 48 horas de C. albicans e misto com C.
albicans e S. mutans. Para tanto, procedeu-se a reativacao do micro-organismo, bem
como a formacé&o do pré-indculo e indculo, seguindo os procedimentos previamente
descritos para células plancténicas (item 4.4). Foi observado o crescimento do micro-
organismo a aproximadamente 1 x 108 UFC/mL de C. albicans (DO = 0,550 A) e 1 x
107 UFC/mL de S. mutans (DO = 0,683 A). Apés isso, os tubos com os inéculos
passaram pela centrifuga e foram ressuspendidos em RPMI-1640. Para formacao do
biofilme de C. albicans foram adicionados no fundo de uma placa de 24 pocos 750 pL
de meio com C. albicans e 750 pL de RPMI-1640 estéril, totalizando 1500 pL. No
biofilme misto, foram inseridos no fundo de uma placa de 24 pocos, 750 pL de meio
com C. albicans e 750 pL de meio com S. mutans. As placas foram incubadas por 90
minutos em incubadora de agitacéo orbital a 37°C e 76 rpm, para adesao das células.
Apos a fase de adeséao, o contetdo dos pocos das placas foi removido delicadamente
e as amostras lavadas duas vezes com 1000 uL de PBS para remocao das células
nao aderidas. Foram adicionados 1500 pL de meio RPMI novo. Depois de 24 horas,
750 pL do meio nos pocos foram retirados e 0 mesmo volume de meio RPMI (pH 7,0)
foi adicionado. A placa foi mantida por mais 24 horas em estufa, totalizando 48 horas
de formacao do biofilme maduro. ApGs esse tempo, o meio foi aspirado e as células
nao aderentes foram removidas por lavagem dos biofilmes duas vezes com tampéao
PBS estéril. Posteriormente, 1 mL de cada tratamento foi adicionado sobre os
biofilmes, permanecendo por 24 horas.

Os seguintes testes foram realizados para a analise da atividade anti-biofilme
das fracbes de C. moschata sobre biofilmes simples de C. albicans e misto de C.

albicans e S. mutans: contagem das unidades formadoras de colonia (n=10),
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avaliacdo do metabolismo celular (n=10) e analise qualitativa por microscopia de

fluorescéncia confocal (n=2).

4.10.1 Contagem das unidades formadoras de col6énias (UFC/mL)

Apo6s 24 horas de tratamento, o biofilme foi lavado duas vezes com 1000 uL de
PBS. Em seguida, adicionou-se 200 pyL de PBS nos pocos da placa de 24 pocos. Apés
ISso, os biofilmes simples e misto foram individualmente desprendidas do fundo de
placa por meio de raspagem com o cell scraper durante 1 minuto. 100 pL dessa
suspensdo do biofilme foram transferidos para tubo com 900 uL com PBS.
Posteriormente, passou-se o tubo em agitador de bancada e 100 uL dessa solugao
foram transferidos a um outro tubo contendo 900 uL de PBS. Realizou-se quatro
diluicdes seriadas (1x10%) para o biofilme de C. albicans simples. No biofilme misto
foram feitas seis diluicdes seriadas (1x10°). Foram pipetadas as diluicbes de 102 e
104 na placa de Petri para C. albicans e as diluicbes de 10°e 10° para S. mutans.
Aliquotas de 20 uL dessas diluigbes foram semeadas em duplicata em placas de SDA
com 0,1 mg/mL de cloranfenicol para C. albicans e BHI com anfotericina B para S.
mutans, as quais foram incubadas a 37°C por 48 horas nas determinadas estufas de
acordo com o micro-organismo. Apés esse periodo, as colénias foram contadas e os
nameros de unidades formadoras de colonias por mililitro (UFC/mL) calculados como
descrito anteriormente. Os experimentos foram feitos em trés ocasifes distintas,

sendo duas em triplicata e uma quadruplicada (n=10).

4.10.2 Avaliacdo do metabolismo celular por meio do teste AlamarBlue®

O metabolismo celular dos biofiilmes foi monitorado usando o teste
AlamarBlue®, uma técnica que mede a viabilidade celular por meio da atividade das
enzimas mitocondriais. A mudanca de cor no teste representa a atividade metabdlica
do biofilme. Ap6s o periodo de contato dos biofiimes com os tratamentos
experimentais (24 horas), o biofilme foi lavado 2 vezes com PBS e, sobre as amostras,
foram colocados 1500 pL de meio de cultura novo em cada orificio da placa. Em
seguida, acrescentou-se 150 yL de solugao de AlamarBlue®. Foram retirados 200 pL
de cada poco e adicionados em trés po¢os em uma microplaca (96 pocos). As placas
foram, entdo, colocadas na incubadora de agitacao orbital a 37°C e 76 rpm. Apos 4
horas foi realizada a leitura de fluorescéncia das amostras usando Fluoroskan Ascent
(Fluoroskan Ascent FI, Thermo Fisher Scientific, Marietta, Ohio, USA) a 560 nm (A560)
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e 590 nm (A590). Posteriormente, foi feito uma média dos trés valores para medir 0
valor final. Os experimentos foram feitos em trés ocasifes distintas, sendo duas em

triplicata e uma quadruplicada (n=10).

4.10.3 Avaliacdo da viabilidade celular por meio de Microscopia de
Fluorescéncia Confocal

Para este teste, os biofilmes foram formados sobre o fundo dos pogos de uma
placa de 24 pogos, como descrito nos itens 4.4 e 4.10 (n=2). Foram adicionados 0s
tratamentos por 24 horas, os poc¢os foram lavados duas vezes com 1 mL de PBS
estéril. Posteriormente, foram adicionados 350 pL da solu¢cdo de Corante Live/Dead
(Molecular Probes, Eugene, OR, USA). A solucao foi preparada diluindo 1 yL de cada
reagente: SYTO-9 e lodeto de Propridio (IP) (Molecular Probes, Inc., Eugene, OR,
USA) em 998 uL de PBS, apos isso, o eppendorf foi passado pelo Vortex.

As placas foram incubadas por 30 minutos no escuro nas estufas determinadas.
ApoOs isso, o corante foi retirado e foi feita lavagem com 1 mL de PBS. Foram
adicionados 500 pL de tampao PBS. A maxima excitacdo e emissao utilizadas foi de
aproximadamente 480/500 nm para SYTO-9 e 490/635 nm para IP. Em seguida,
imagens foram obtidas com um Microscopio de Fluorescéncia Confocal (Carl Zeiss
LSM 800 com Airyscan), sendo as células vivas coradas em verde e as mortas em
vermelho. As andlises foram realizadas em objetiva de 10x de aumento.

E importante salientar que o Syto-9 é um corante de fluorescéncia verde,
permeia todas as células no biofilme, enquanto o IP € um corante de fluorescéncia
vermelha, gue marca exclusivamente o DNA das células mortas. Assim, a prevaléncia
da relacéo verde/vermelho reflete a viabilidade dessa cultura, indicando que quanto
maior a predominancia de marcagdo em verde e menor em vermelho, maior é a

presenca de células vivas na composi¢ao do biofilme.

4.10.4 Avaliacdo dos componentes proteicos da matriz do biofilme por meio de
Microscopia de Fluorescéncia Confocal

O dano nos componentes proteicos da matriz foi avaliado qualitativamente
utilizando-se o microscépio de fluorescéncia confocal (Carl Zeiss LSM 800 com
Airyscan) e o Software ZEN BLUE 2.3 System. As amostras foram divididas em 12
slices, com ganho de 780 V e abertura de pinhole de 2,30 AU/ 85 um. Para realizacéo

do ensaio, os biofilmes foram formados sobre os fundos de pocos de uma placa de 24
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pocos como descrito anteriormente (itens 4.4 e 4.10), de acordo com seus grupos
experimentais (n=2). Apos os tratamentos, os biofilmes foram lavados duas vezes com
tampdao PBS (1000 pL) e posteriormente, 500 pL da solugdo de SYPRO® Ruby Biofilm
Matrix Stain (Invitrogen™) foram adicionados em cada poco. As placas foram
incubadas em estufa com CO2 a 37°C (S. mutans) e estufa aerdbica (C. albicans)
durante 30 minutos, protegidas da luz. Apdos esse periodo, o marcador foi retirado das
amostras, e em cada poc¢o foram adicionados 500 pL do tampé&o PBS. A seguir, as
amostras foram visualizadas no Microscopio de Fluorescéncia Confocal (excitacao:
488 nm; deteccdo: 700 nm). Foram analisados campos equidistantes de uma mesma

amostra e as analises foram realizadas em objetiva de 10x de aumento.

4.11 Anédlise Estatistica

Os dados foram tabulados de maneira descritiva em tabelas no programa
Excel® 2019. As contagens de micro-organismos, em UFC/mL, foram transformadas
em logaritmo (logio) para fins de andlise estatistica. Foram usados valores absolutos
da leitura de fluorescéncia do AlamarBlue. O teste estatistico escolhido para analise
das variaveis foi o teste U de Mann-Whitney, também conhecido como o Teste da
Soma dos Postos de Wilcoxon. Os dados foram analisados utilizando o software R

versao 4.3.1 com nivel de significancia de 5%.
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5 RESULTADOS

Os resultados obtidos a partir da metodologia proposta estdo demonstrados a

sequir.

5.1 Caracterizacdo Quimica das Fracdes da Folha de C. moschata

Quatro fragBes foram obtidas apo6s o fracionamento do extrato de Cryptocrya
moschata: Hexano 100% (Hex), Acetato/Hexano 1:1 (AcOEt/Hex), Acetato de etila
100% (AcOEt) e Agua (H20). Em relacéo a caracterizacdo quimica das fracdes de C.
moschata, Hex apresentou constituintes lipofilicos. A fracdo AcOEt/Hex concentra
estirilpironas, com destaque para a goniotalamina (8) e 6-estiril-2-pirona (9). Na fracéo
AcOEt, predominam flavonoides glicosilados, derivados da quercetina (3-7) e o
alcaloide xantoplanina (2), enquanto na fracdo aquosa, ha predominancia dos

alcaloides menisperina (1) e xantoplanima (2) (Figuras 1 e 2).

Figura 1 - Cromatogramas das fracdes do extrato de C. moschata, obtidas por ELL. De cima
para baixo: fragcdo 01 (Hex), fragdo 02 (AcOEt/Hex), fragdo 03 (AcOEt) e fracdo 04 (H20)

1 - Jonatas Crgtocan #13 P

ni | nini

12 3FF7 8 9 EPF 11 ni

Fonte: Arquivo pessoal do autor.
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Figura 2 - Espectros no UV dos principais metabdlitos identificados nas fracdes do extrato
de C. moschata
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33

5.2 Concentracéo Inibitoria Minima das Fracdes de C. moschata

Apos a diluicdo das fragcbes em DMSO, as concentracdes variaram entre 0,1
mg/mL e 2 mg/mL (Tabelas 1 e 2). Como mencionado anteriormente, as fracdes Hex
e H20, bem como algumas concentracdes das outras fracdes, ndo foram efetivas na

avaliacao da CIM.

Tabela 1 - Concentracdes das fracoes de C. moschata utilizadas na avaliacdo da atividade
antimicrobiana com S. mutans

Fracbes Concentracéo
Hex 100% - 1,88 mg/mL
50% - 0,94 mg/mL
25% - 0,47 mg/mL
12,5% - 0,235 mg/mL
6,25% 0,1175 mg/mL
AcOEt/Hex 100% - 1,3 mg/mL
50% - 0,65 mg/mL
25% - 0,325 mg/mL
12,5% - 0,1625 mg/mL
6,25% - 0,08125 mg/mL
AcOEt 100% - 1,1 mg/mL
50% - 0,55 mg/mL
25% - 0,275 mg/mL
12,5% - 0,1375 mg/mL
6,25% - 0,0687 mg/mL
H20 100% - 1,37 mg/mL
50% - 0,685 mg/mL
25% - 0,3425 mg/mL
12,5% - 0,1718 mg/mL
6,25% - 0,0859375 mg/mL

Fonte: Elaboracao prépria.
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Tabela 2 - Concentracdes das fracdes de C. moschata utilizadas na avaliacdo da atividade

antimicrobiana com C. albicans

Fracoes

Concentracéao

Hex

100% - 1,84 mg/mL
50% - 0,92 mg/mL
25% - 0,46 mg/mL
12,5% - 0,23 mg/mL
6,25% 0,115 mg/mL

AcOEt/Hex

100% - 1,68 mg/mL
50% - 0,84 mg/mL
25% - 0,42 mg/mL
12,5% - 0,21 mg/mL
6,25% - 0,105 mg/mL

AcOEt

100% - 2,25 mg/mL
50% - 1,125 mg/mL
25% - 0,5625 mg/mL
12,5% - 0,28125 mg/mL
6,25% - 0,1406 mg/mL

H20

100% - 2,1 mg/mL

50% - 1,05 mg/mL

25% - 0,525 mg/mL
12,5% - 0,2625 mg/mL
6,25% - 0,13125 mg/mL

Fonte: Elaboracao prépria.
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5.3 Avaliacdo da Atividade Antimicrobiana das Fracdes de C. moschata em
Células Planctdnicas

Os resultados obtidos a partir da contagem de unidades formadores de col6nia
(UFC/mL) mostraram que nao houve reducdo de células plancténicas de S. mutans
em comparacao com o controle (n=4). Além disso, o veiculo de trabalho (DMSO) teve
um crescimento microbiano adequado. Apds analise estatistica, em relacdo ao S.
mutans foi verificado que todas as fracdes de C. moschata na concentracao 100% nao
tiveram resultados estatisticamente significativos (p>0,05) (Tabela 3). Nao foram
apresentados os resultados com as concentragcdes menores devido aos resultados

encontrados nos testes com a concentracao inicial (100%).

Tabela 3 - Valores de média e desvio padrédo de log UFC/mL de células plancténicas de S.
mutans apos tratamento com fracbes de C. moschata comparadas ao controle negativo

Tratamentos C. 100% p-valor®
(vs. Controle)
Controle 7,04 +£0,73 --
Controle DMSO 7,18 + 0,19 0,6631
AcOEt/Hex 6,22 + 0,60 0,1124
AcOEt 6,78 +£ 0,27 0,3094
Hex 6,70 + 0,88 0,3123
Agua 7,10 + 0,46 1

!p-valor resultante do teste U de Mann-Whitney para comparacéo de grupos.
Fonte: Elaborag&o prépria.

Em relacdo a C. albicans, foi observado que a fracdo AcCOEt/Hex na
concentracéo de 100% (1,68 mg/mL) proporcionou reducao das células planctdnicas
em 3 logs de UFC/mL em relacdo ao grupo controle. Além disso, a concentracao 50%
(0,84 mg/mL) da mesma frag&do diminuiu 2,2 logs de UFC/mL. A fracdo de AcOEt (2,25
mg/mL) reduziu em 1,08 logs o numero de UFC/mL das células planctonicas. Todos
os resultados com as fragdes de C. moschata foram estatisticamente significativos em
relacdo ao controle (p<0,001). O veiculo de trabalho (DMSO) também teve um
crescimento microbiano adequado pois o valor em log ficou aproximado ao controle
(Tabela 4).
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Tabela 4 - Valores de média e desvio padrédo de log UFC/mL de células plancténicas de C.
albicans apds tratamento com fragcdes de C. moschata comparados ao controle negativo

p-valor! p-valor!
Tratamentos C. 100% C. 50%
(vs. Controle) (vs. Controle)
Controle 6,61 + 0,47 -- 6,61 + 0,47 --
Controle DMSO 6,78 +£ 0,19 0,161
AcOEt/Hex 3,60 + 0,15 < 0,001 4,41 + 0,35 < 0,001
AcOEt 553+ 0,18 < 0,001

!p-valor resultante do teste U de Mann-Whitney para comparacéo de grupos.

Fonte: Elaboracao prépria.

5.4 Concentracdes das FracGes de C. moschata Utilizadas para Analise em
Biofilmes Simples de C. albicans e Misto de C. albicans e S. mutans

A partir dos resultados da atividade antimicrobiana em células planctonicas,
observou-se que as fracdes de ACOEt/Hex e AcCOEt mostraram capacidade de reduzir
as células de C. albicans. Para utilizacdo dessas fracdes em biofilme maduro, o valor
encontrado na concentracao que inibiu o crescimento em células plancténicas de C.

albicans foi multiplicado por 2 (Tabela 5).

Tabela 5 - Concentracdes das fracdes de C. moschata utilizadas em biofilme simples de C.
albicans e misto de C. albicans e S. mutans

Fracdes | Concentracéo
AcOEt/Hex 3,36 mg/mL
AcOEt 4,5 mg/mL

Fonte: Elaboracao prépria.

5.5 Avaliagcdo das Fracdes de C. moschata sobre Biofilmes Simples de C.
albicans e Misto de C. albicans e S. mutans
A partir dos resultados obtidos em células planctonicas, os efeitos das fracdes

de C. moschata foram avaliados em biofilme.



5.5.1 Contagem das unidades formadoras de colénias (UFC/mL)

No biofilme simples de C. albicans foi verificado uma reducéo de 5,13 logs de
UFC/mL da fragdo AcOEt/Hex na concentracdo de 3,36 mg/mL, com diferenga
estatisticamente significativa em relagao ao controle (p<0,001). A fracdo de AcOEt na
concentracdo de 4,5 mg/mL proporcionou uma diminuicdo menos significativa do
namero UFC/mL, mas também com diferenca estatisticamente significativa em
relacéo ao controle (p< 0,001). A Nistatina (controle positivo), na contagem do nimero
de UFC/mL, inibiu completamente o biofilme de C. albicans. O DMSO né&o impactou

na reducdo do biofilme maduro, ficando semelhante ao controle sem tratamento.

Esses resultados estdo descritos na Tabela 6 e no Gréafico 1.

Tabela 6 - Valores de média e desvio padrdo de log UFC/mL de biofilme simples de C.
albicans apés tratamento com fracdes de C. moschata comparados ao controle negativo

p-valor!
Tratamentos UFC/mL
(vs. Controle)
Controle 7,18 + 0,16 -

Controle DMSO 7,05 + 0,23 0,403
Nistatina 0+0 < 0,001
AcOEt/Hex 2,19+ 284 < 0,001

AcOEt 6,76 + 0,36 0,017

!p-valor resultante do teste U de Mann-Whitney para comparacéo de grupos.

Fonte: Elaboracao prépria.
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Gréfico 1 - Resultados de crescimento em log UFC/mL do biofilme simples de C. albicans
apoés tratamento com as fragcbes de C. moschata e controles
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Grafico de Média + Desvio Padrao.

Fonte: Elaboracao prépria.

Em relacédo ao S. mutans no biofilme misto, foi observada reducao de 3,75 logs
de UFC/mL ao utilizar a fracdo de AcOEt/Hex (p<0,05). A solucdo de antibiético
(controle positivo) inibiu completamente o biofilme de S. mutans. O veiculo de dilui¢ao,
DMSO, néo foi capaz de reduzir o biofilme de S. mutans na concentragéo utilizada.
Entretanto, o valor de p foi significativo devido aos valores de desvio padrdo desse

grupo comparado ao controle (Tabela 7 e Gréfico 2).

Tabela 7 - Valores de média e desvio padrao de log UFC/mL de S. mutans em biofilme
misto apdés tratamento com fracdes de C. moschata comparados ao controle negativo

p-valor?!

Tratamentos UFC/mL

(vs. Controle)
Controle 8,77 + 0,16 --

DMSO 8,05 + 0,29 < 0,001
Sol. Antibi6tica 0+0 < 0,001
AcOEt/Hex 5,02 + 3,50 < 0,001
AcOEt 7,73+ 0,26 < 0,001

p-valor resultante do teste U de Mann-Whitney para comparacéo de grupos.

Fonte: Elaboracao prépria.
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Gréfico 2 - Resultados de crescimento em log UFC/mL de S. mutans em biofilme misto
apoés tratamento com as fragdes de C. moschata e controles
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Fonte: Elaboracao prépria.

A fracdo AcOEt/Hex reduziu em 1,66 logs o numero de UFC/mL as células de
C. albicans no biofilme misto, apresentando diferenca estatisticamente significativa
em relacdo ao controle (p<0,05). Na fracdo de AcOEt ndo houve diferenca estatistica
comparado ao controle, tendo comportamento semelhantes de crescimento
microbiano. O controle DMSO né&o reduziu o biofilme de C. albicans. A Nistatina, usado
como controle positivo, inibiu completamente o crescimento da C. albicans em biofilme

misto (Tabela 8 e Grafico 3).

Tabela 8 - Valores de média e desvio padrao de log UFC/mL de C. albicans em biofilme
misto apés tratamento com fracdes de C. moschata comparados ao controle negativo

p-valor?!
Tratamentos UFC/mL
(vs. Controle)
Controle 7,06 + 0,19 --

Controle DMSO 6,99 + 0,23 0,432
Nistatina 0+0 < 0,001
AcOEt/Hex 5,40 + 0,62 < 0,001

AcOEt 7,03+ 0,15 0,191

p-valor resultante do teste U de Mann-Whitney para comparacéo de grupos.

Fonte: Elaboracao prépria.
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Gréfico 3 - Resultados de crescimento em log UFC/mL de C. albicans em biofilme misto
apoés tratamento com as fragcdes de C. moschata e controles
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Fonte: Elaboracao prépria.

5.5.2 Avaliacdo do metabolismo celular por meio do teste AlamarBlue®

Os resultados do AlamarBlue® mostram o metabolismo celular dos biofilmes
através de valores de fluorescéncia. No biofilme simples de C. albicans verificou-se
diminuicdo no metabolismo celular em todos os grupos de tratamento, com diferenca
estatisticamente significativa em relacdo ao controle (p<0,05), sendo o mais efetivo o
grupo tratado com a fragdo de AcOEt/Hex, o qual teve comportamento semelhante ao
grupo controle positivo (Nistatina). Esses resultados estdo descritos na Tabela 9 e

Grafico 4.
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Tabela 9 - Valores de média e desvio padrdo do metabolismo celular de biofilme simples de
C. albicans ap6s tratamento com fragdes de C. moschata comparados ao controle negativo

p-valor?!
Tratamentos AlamarBlue®
(vs. Controle)
Controle 15.769 + 3.526 --

Controle DMSO 14.207 + 5.316 0,529
Nistatina 3.085 + 765 < 0,001
AcOEt/Hex 3.520 + 636 < 0,001

AcOEt 10.424 + 5.385 0,019

!p-valor resultante do teste U de Mann-Whitney para comparacéo de grupos.
Fonte: Elaboracao prépria.

Gréfico 4 - Resultados do metabolismo celular do biofilme simples de C. albicans apés
tratamentos com as fragdes de C. moschata e controles
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Fonte: Elaboracao prépria.
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N&do houve diminuicdo do metabolismo celular do biofilme misto apds
tratamento com as fracfes, tendo sido os valores de média semelhantes ao grupo
controle, sem diferenca estatistica significativa (p>0,05). No caso da Nistatina e da
Solugdo Antibidtica houve uma diminuicdo do metabolismo celular do biofilme misto
com diferenca estatistica significativa (p<0,05). O grupo de controle DMSO também

nao afetou o metabolismo celular do biofilme misto (Tabela 10 e Grafico 5).

Tabela 10 - Valores de média e desvio padrdo do metabolismo celular de C. albicans e S.
mutans em biofilme misto apds tratamento com fragdes de C. moschata comparados ao
controle negativo

Tratamentos AlamarBlue® p-valor*
(vs. Controle)
Controle 16.938 + 1.702 --
Controle DMSO 17.898 + 2.236 0,353
Nistatina 1.910 £+ 131 < 0,001
Sol. Antibidtica 7.694 + 1.209 < 0,001
AcOEt/Hex 15.308 + 2.742 0,315
AcOEt 17.350 + 815 0,353

!p-valor resultante do teste U de Mann-Whitney para comparacéo de grupos.
Fonte: Elaboragéo prépria.

Gréafico 5 - Resultados do metabolismo celular de C. albicans e S. mutans em biofilme misto
apos tratamentos com as frag6es de C. moschata e controles
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Grafico de Média + Desvio Padrao.

Fonte: Elaboracéo Prépria.
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5.5.3 Avaliacao da viabilidade celular por meio de Microscopia de Fluorescéncia
Confocal

Independentemente do tipo de biofilme, pode-se visualizar que o grupo controle
negativo (Figuras 3 e 4 - D) apresentou maior espessura de biofilme quando
comparado com os demais grupos. Nos dois tipos de biofilme, simples e misto, os
grupos tratados com DMSO apresentaram maior prevaléncia de células coradas em
verde, significando que as células do biofilme estavam vivas (Figura 3 e 4 — C).

No biofilme simples de C. albicans observou-se que o tratamento com a fragao
AcOEt/Hex teve maior predominancia de células mortas (coradas em vermelho),
guando comparado ao grupo controle, o qual teve maior quantidade células vivas
(coradas em verde) (Figura 3 — A e D). O controle positivo (Nistatina), apresentou
menor reducdo da viabilidade do biofilme, porém mostrou uma desorganizacdo da

estrutura do biofilme simples de C. albicans. (Figura 3 — E).
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Figura 3 - Imagens dos biofilmes simples de C. albicans analisadas por Microscopia de
Fluorescéncia Confocal. Células coradas em vermelho representam o numero de células
mortas
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Legenda: A: Imagem de biofilme apds tratamento com AcOEt/Hex; B: Imagem de biofilme
apos tratamento com AcOEt; C: Imagem de biofilme em contato com DMSO; D: Imagem de
biofilme sem tratamento (Grupo Controle); E: Imagem de biofilme apds tratamento com
Nistatina. Imagens captadas com objetiva de 10x de aumento.

Fonte: Arquivo pessoal do autor.

No biofilme misto houve reducdo das células vivas com o uso das fracbes
AcOEt/Hex e AcOEt, quando as imagens foram comparadas ao controle sem
tratamento (Figura 4 — A e B). Os controles positivos, Nistatina e Solugéo Antibiética,
tiveram uma menor reducdo da viabilidade do biofilme em relacdo as fracdes de C.

moschata (Figura 4 — E e F).
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Figura 4 - Imagens dos biofilmes mistos de C. albicans e S. mutans analisadas por
Microscopia de Fluorescéncia Confocal. Células coradas em vermelho representam o
numero de células mortas
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Legenda: A: Imagem de biofilme apds tratamento com AcOEt/Hex; B: Imagem de biofilme
apos tratamento com AcOEt; C: Imagem de biofilme em contato com DMSO; D: Imagem de
biofilme sem tratamento (Grupo Controle); E: Imagem de biofilme apds tratamento com
Nistatina; F: Imagem de biofilme ap6s tratamento com Sol. Antibidtica. Imagens captadas com
objetiva de 10x de aumento.

Fonte: Arquivo pessoal do autor.

5.5.4 Avaliacdo dos componentes proteicos da matriz do biofilme por meio de
Microscopia de Fluorescéncia Confocal

Os efeitos nos elementos da matriz extracelular dos biofilmes foram
examinados poés-tratamentos. A matriz  polimérica extracelular representa
aproximadamente 90% da biomassa total do biofilme e desempenha o papel de uma
barreira fisica protetora para as células. Sua espessura e composicao quimica podem
dificultar a penetracdo de antimicrobianos nas camadas mais profundas dos biofilmes,
conferindo as células uma maior tolerancia aos tratamentos. Os componentes
identificados em vermelho foram marcados utilizando o Sypro Ruby Biofilm Matrix
Stain. Essa sonda fluorescente € comumente empregada para corar 0s elementos

proteicos presentes na matriz de biofilmes. Este corante é capaz de marcar diversas



46

classes de proteinas, incluindo glicoproteinas, fosfoproteinas, lipoproteinas, proteinas
de ligacao de calcio, proteinas fibrilares, entre outras.

Na Figura 5 (A), é possivel visualizar os danos aos componentes da matriz
extracelular do biofilme simples de C. albicans devido a desestruturacdo do
emaranhado formado pela matriz, quando comparado ao grupo controle (D). A
Nistatina, possibilitou uma alteracédo morfolégica parecida com a fracdo AcOEt (Figura
5 — E). Observa-se também menor espessura do biofilme apo6s tratamento com as

fracOes.

Figura 5 - Avaliagdo dos danos aos componentes proteicos da matriz extracelular do
biofilme simples de C. albicans apds os tratamentos. Componentes visualizados em
vermelho foram marcados com Sypro Ruby Biofilm Matrix Stain

Legenda: A: Imagem da matriz extracelular apos tratamento com AcOEt/Hex; B: Imagem da
matriz extracelular apods tratamento com AcOEt; C: Imagem da matriz extracelular em contato
com DMSO; D: Imagem da matriz extracelular sem tratamento (Grupo Controle); E: Imagem
da matriz extracelular apés tratamento com Nistatina. Imagens captadas com objetiva de 10x
de aumento.

Fonte: Arquivo pessoal do autor.

No biofilme misto foi visualizado uma desorganizacdo da matriz extracelular
apos o tratamento com as fragBes, bem como reducdo da espessura do biofilme
(Figura 6 — A e B). Os grupos, Nistatina (E) e Solucdo Antibidtica (F), estdo mais
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semelhantes ao grupo controle sem tratamento (D). Nos dois tipos de biofilmes,
simples e misto, o grupo tratado com DMSO apresentaram preservacao da matriz
extracelular (Figura 5 e 6 — C). Ainda, é possivel visualizar que a matriz do biofilme
misto de C. albicans e S. mutans é mais espessa quando comparada ao biofilme

simples de C. albicans (Figura 5 e 6).

Figura 6 - Avaliagdo dos danos aos componentes proteicos da matriz extracelular do
biofilme misto de C. albicans e S. mutans apés os tratamentos. Componentes visualizados
em vermelho foram marcados com Sypro Ruby Biofilm Matrix Stain

Legenda: A: Imagem da matriz extracelular apos tratamento com AcOEt/Hex; B: Imagem da
matriz extracelular apds tratamento com AcOEt; C: Imagem da matriz extracelular em contato
com DMSO; D: Imagem da matriz extracelular sem tratamento (Grupo Controle); E: Imagem
da matriz extracelular apds tratamento com Nistatina; F: Imagem da matriz extracelular apés
tratamento com Sol. Antibiética. Imagens captadas com objetiva de 10x de aumento.

Fonte: Arquivo pessoal do autor.
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6 DISCUSSAO

O biofilme formado por bactérias e fungos desempenha papel importante no
surgimento e desenvolvimento de véarias doencas. Além disso, as infec¢gbes cronicas
associadas ao biofilme s&o de dificil tratamento, uma vez que os biofilmes
polimicrobianos podem reduzir a eficacia do medicamento por razdes principalmente
atribuidas a presenga da matriz extracelular’. Este problema global culminou na
realizagdo de pesquisas com o intuito de encontrar alternativas para se combater
infeccBes microbianas crénicas. Observou-se que metabdlitos bioativos vegetais com
atividade antibiofilme sdo recursos potenciais para diminuir esse problema. Assim, o
objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito antimicrobiano das fragbes de C.
moschata contra C. albicans e S. mutans. A hipétese nula desse projeto foi
parcialmente aceita, uma vez que os resultados mostraram que as fracbes foram
capazes de reduzir o numero de UFC/mL de células plancténicas de C. albicans, mas
ndo reduziram o numero das células planctbnicas de S. mutans. Em relagdo ao
biofilme simples de C. albicans e misto de C. albicans e S. mutans foi visto uma
diminuicao nos valores de UFC/mL, entretanto, o metabolismo celular ndo foi alterado.
Nas imagens obtidas por meio de Microscopia de Fluorescéncia Confocal observou-
se diminuicdo da viabilidade celular e danos na matriz extracelular nos dois tipos de
biofilme quando comparados ao grupo controle.

Para utilizacdo de plantas medicinais como terapia para doencas bucais é
importante investigar quais sdo 0s compostos bioativos presentes no produto natural.
Estudos s@o necessarios para caracterizar amostras e definir quais sdo as moléculas
gque atuam no combate aos mais diversos micro-organismos. Com isso, a
caracterizacdo quimica das fracbes do extrato de C. moschata foi realizada atravées
do método de HPLC-PAD. De acordo com os resultados, foram encontrados o0s
seguintes componentes: estirilpironas, flavonoides glicosados e alcaloides, estando
de acordo com outros estudos®.7576,

As plantas do género Cryptocarya sdo uma rica fonte de 6leos essenciais,
extratos brutos, e compostos isolados que possuem uma variedade de efeitos
farmacoldgicos, incluindo atividades anti-inflamatérias, antimicrobianas,
antioxidativas, antidiabéticas e antivirais. Em uma revisdo sobre a fitoquimica e
atividades farmacoldgicas de plantas do género Cryptocarya, aproximadamente 50

espécies, foi relatado o isolamento de 389 metabdlitos secundarios. Os mais
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encontrados foram: alcaloides, flavonoides e a-pironas. Exemplos desses metabolitos
sdo a goniotalamina e o criptofoliane, considerados compostos bioativos?°.

Em relacdo as células plancténicas, os resultados mostraram que as fragdes
reduziram o numero de UFC/mL de C. albicans. Por outro lado, ndo foram capazes de
inibir o crescimento de S. mutans. S. mutans é considerado o principal agente
etiologico da carie dentaria, mas esta presente no biofilme formado sobre proteses
dentérias. Essa bactéria é capaz de produzir grandes quantidades de metabdlitos
acidos, como &cido lactico, resultando em microambientes de baixo pH’’. Em funcéo
disso, S. mutans é altamente resistente a ambientes de baixo pH’8, podendo explicar
a resisténcia desse micro-organismo, em células plancténicas, frente as frac6es
estudadas.

Diferente das células plancténicas, que ficam em suspenséo, o biofilme maduro
possui uma estrutura mais robusta, o que influencia na viruléncia e sobrevivéncia dos
micro-organismos. Os biofiimes sdo envoltos em uma matriz extracelular
tridimensional de substancias poliméricas, como exopolissacarideos, proteinas e
acidos nucléicos. Essa matriz permite a adesdo, coesdo microbiana, favorece o
crescimento, aumenta a estabilidade mecéanica do biofilme e dificulta a difusdo de
agentes antimicrobianos’®-®3 aumentando sua viruléncia. De acordo com o Instituto
Nacional de Saude (NIH, EUA), cerca de 80% de todas as infec¢cdes microbianas sao
causadas por biofilmes®+. Assim, a atividade anti-biofilme das fracdes de C. moschata
também foi avaliada.

No biofilme de C. albicans ocorre a transicao da forma de leveduras para hifas
e pseudo-hifas, fato que também aumenta sua patogenicidade. Os resultados do
presente estudo mostraram reducao do nimero de UFC/mL do biofilme simples de C.
albicans apos tratamento com as fracdes Acetato/Hexano 1:1 e Acetato de etila 100%
C. moschata. Esse resultado esta condizente com estudos anteriores???, os quais
observaram que o extrato bruto da C. moschata reduziu significativamente o nimero
de UFC/mL do biofilme simples de C. albicans. Além disso, em modelo in vivo, 0
extrato bruto da planta causou diminui¢do do biofilme de C. albicans, semelhante ao
grupo controle positivo (Nistatina), apés tratamento de candidiase induzida na lingua
de camundongos??. Ainda, andlise histopatolégica comprovou a biocompatibilidade do
extrato, uma vez que ndo causou danos celulares na lingua dos animais?2. Todavia, é
importante ressaltar que os estudos prévios foram realizados com o extrato bruto da

planta, e ndo com as fracdes. Esses resultados corroboram com os valores de
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fluorescéncia obtidos no teste AlamarBlue, no qual verificou-se reducdo do
metabolismo celular do biofilme simples de C. albicans.

Diferentes estudos foram encontrados na literatura sobre a atividade de fragcoes
de plantas medicinais contra C. albicans. Porém, nenhum estudo em relagdo as
fracbes de C. moschata foi encontrado. Assim, somente comparacfes indiretas
podem ser realizadas. Owusu-Boadi et al.?> avaliaram a acdo das fracbes de Musa
paradisiaca em C. albicans e os resultados demonstraram efeitos inibitorios da
densidade celular de C. albicans, comparados aos efeitos da Nistatina. Em uma
pesquisa avaliando o potencial antimicrobiano de 42 diferentes extratos, Oleos
vegetais aquosos e fracdes verificou-se que as fracdes de hexano do caule e das
folhas de Ixora coccinea, a fracdo de metanol das flores de Cassia fistula e a fracao
cloroférmica das folhas de C. fistula foram efetivas contra C. albicans®. Em outro
estudo, a atividade antimicrobiana de um flavonoide denominado astragalina em
células planctonicas de C. albicans foi avaliada. Os resultados mostraram acao
antifingica do composto estudado?”.

A cavidade oral possui uma diversidade de micro-organismos que podem ser
patogénicos se o hospedeiro entrar em supressdo imunoldgica ou na presenca de
alteracdes no ambiente bucal, como é o caso de C. albicans e S. mutans. H&
evidéncias na literatura de que biofilmes multiespécies contendo ambos 0s micro-
organismos podem afetar negativamente o hospedeiro e promover infeccdes®. A
associacdo entre bactérias e fungos pode ser antagbnica ou cooperativa. E
cooperativo quando micro-organismos fornecem substratos e/ou metabdlitos para
estimular o crescimento do outro. Por exemplo, C. albicans ndo metaboliza
eficientemente a sacarose, mas é favorecida por produtos degradados da sacarose
por S. mutans (glicose e frutose). Em contrapartida, a presenca de C. albicans no
biofilme altera o ambiente fisico, favorecendo o aumento de exopolissacarideos e,
consequentemente, o acimulo e formacgdo de colénias de S. mutans®. Biofiimes
formados por C. albicans e S. mutans podem levar a uma maior formacao de hifas,
ocasionando maior invasdo tecidual. Isso resulta em aumento na viruléncia e
patogenicidade do fungo, levando a respostas imunoldgicas intensificadas e danos
teciduais®®. Ainda, sabe-se que as glucosiltransferases de S. mutans (Gtfs) sédo
depositadas na superficie das células de C. albicans. Ao quebrar a sacarose, essas
enzimas produzem glucanos na parede celular do fungo, promovendo maior adesao

entre 0s dois micro-organismos®%°9, Em funcdo desses aspectos, a atividade
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antimicrobiana das fracées de C. moschata foi avaliada sobre biofilme misto de C.
albicans e S. mutans.

Os resultados do presente estudo em biofilme misto mostraram reducédo
significativa do niumero de UFC/mL de C. albicans e S. mutans apds tratamento com
as fracOes, diferente do que ocorreu para as células plancténicas de S. mutans. Esse
fato poderia ser explicado em funcdo da maior concentracdo das fracbes de C.
moschata utilizadas para os ensaios em biofilme. Nao foram encontrados na literatura
estudos que utilizem extrato ou fracbes de C. moschata em biofilme misto de C.
albicans e S. mutans. Por esta razdo, apenas comparacoes indiretas podem ser
realizadas. Em uma pesquisa que avaliou o efeito antimicrobiano de extratos de
algumas plantas (Pfaffia paniculata, Hamamelis virginiana, Stryphnodendron
barbatiman e Gymnema sylvestre) em biofilme misto de C. albicans e S. mutans, foi
verificado que os extratos tiveram acdo antimicrobiana sobre os dois micro-
organismos®?. Garcia et al.®® avaliaram a a¢do de microparticulas de quitosana
carregadas com Oleos essenciais sobre biofilme misto e observaram maior reducéo
de células planctdnicas de C. albicans do que S. mutans, entretanto, no biofilme
maduro de ambas as espécies, houve reducéo da atividade metabdlica, estando de
acordo com os resultados do presente estudo.

Por outro lado, em relacdo ao teste AlamarBlue, os resultados de fluorescéncia
mostraram que n&do houve diminuicdo do metabolismo celular do biofilme misto
submetido ao tratamento com as fracdes. Esses resultados podem ser considerados
inconclusivos devido a deposicao da planta no fundo do poc¢o da placa. Isso pode ter
influenciado nas propriedades Opticas, como a densidade Optica, a qual pode interferir
na transmissao de luz ou até mesmo na autofluorescéncia. Esses aspectos devem ser
considerados quando séo usados métodos colorimétricos ou fluorimétricos, como o
AlamarBlue, uma vez que a deposigao de elementos da planta pode interferir na leitura
do teste ou até mesmo interagir com o reagente, podendo alterar os resultados®*.
Ainda, durante a leitura do metabolismo celular em biofilme misto, ndo ha
diferenciacéo entre as células de C. albicans e S. mutans. Assim, a interacdo entre as
espécies pode ocasionar maior proliferagdo de uma delas e, mesmo com reducado da
atividade metabdlica da outra, os valores de fluorescéncia ndo sédo reduzidos. De
acordo com Lobo et al.8 os biofilmes mistos de S. mutans e C. albicans sdo mais

complexos, estruturados e exibem matriz extracelular mais organizada, tornando as



52

espécies mais tolerantes aos estresses ambientais. Ainda, a interacdo de S. mutans
e C. albicans pode beneficiar ambas as espécies em biofilmes.

Os meétodos quantitativos, como a contagem de UFC/mL e ensaios
colorimétricos, sdo amplamente utilizados por serem simples e rapidos. No entanto,
esses meétodos apresentam algumas limitacbes, como a falta de precisdo da
contagem de UFC/mL, uma vez que 0S micro-organismos sao destacados com
esforco fisico, o qual pode destruir a biomassa do biofilme, alterando, assim, as
contagens microbianas®. Os resultados dos métodos colorimétricos podem ser
influenciados pela substancia antimicrobiana avaliada, dependendo da sua
pigmentacdo®. Além disso, esses métodos sdo incapazes de fornecer quaisquer
informacgdes sobre a arquitetura tridimensional do biofilme.

Sendo assim, a viabilidade celular também foi avaliada qualitativamente em
Microscopia Confocal a Laser, que € uma das técnicas mais sensiveis e especificas
para visualizacdo e andlise da estrutura do biofilme®. As imagens mostraram que o0s
tratamentos com as fragBes reduziram o numero de células vivas (em verde) com
predominancia de células mortas (em vermelho), tanto para o biofilme simples de C.
albicans como para o misto. Esses resultados estdo compativeis com os obtidos pela
contagem de UFC/mL.

Uma das estratégias eficazes para o tratamento de biofilmes é a sua remocéao
através do uso de enzimas capazes de destruir matriz extracelular. A destruicao de
seus componentes pode levar a perda da integridade estrutural do biofilme®. Por
exemplo, a Nistatina possui como mecanismo de acdo a ligacdo aos esterdis da
membrana celular, alterando a permeabilidade da membrana, o que resulta na morte
celular®’. Assim, os componentes da matriz extracelular foram marcados para anélise
estrutural dos biofilmes ap0s os tratamentos utilizando a Microscopia de Fluorescéncia
a Laser. Tanto para o biofilme simples de C. albicans quanto para o biofilme misto,
observou-se diminuicdo do numero de componentes marcados bem como da
espessura dos biofilmes tratados com as fracdes de C. moschata, estando de acordo
com os demais resultados.

Os resultados mais promissores foram obtidos apds tratamento com
AcOEt/Hex. O efeito antimicrobiano dessa fragcao pode estar relacionado aos seus
componentes. A goniotalamina € um composto bioativo incluido no grupo das
estirilpironas. Esse componente é conhecido por seu efeito anticancerigeno,

genotoxicidade e antiproliferativo por induzir apoptose celular. Somado a isso, foi
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também comprovado seu efeito antimicrobiano contra fungos e bactérias®-103, Além
disso, seu potencial anti-helmintico também foi comprovado®*. Em relacdo ao poder
antimicrobiano da goniotalamina, Martins et al.1% avaliaram a atividade antifingica da
(R)-goniotalamina (composto natural) e (S)-goniotalamina (composto sintético) contra
seis espécies de Candida. Os resultados mostraram efeito inibitorio tanto da adeséo
como da progressao dos biofilmes apds exposicdo aos tratamentos. Além disso, 0s
biofilmes tratados com goniotalamina foram menos densos e apresentaram menor
namero de hifas quando comparados aos grupos sem tratamento. O mecanismo de
acao desse componente pode estar relacionado a inibicdo da adeséao fungica, etapa
inicial para a formacao do biofilme. De maneira geral, as estirilpironas sao substancias
biologicamente ativas que possuem atividades anticancerigenas, antioxidantes,
antifingicas e antivirais. Os flavonoides sdo componentes que podem estar
relacionados ao efeito antimicrobiano da fracdo AcOEt. Sabe-se que os flavonoides
possuem  diferentes  propriedades farmacologicas, incluindo  atividades
antimicrobianas e antioxidantes?%1%, Um possivel mecanismo de acdo dos
flavonoides pode estar relacionado a inibicdo da sintese de proteinas, favorecendo a
permeabilizacdo da membrana e causando morte celulart?’.

Alguns estudos foram realizados para avaliar a atividade antimicrobiana de
compostos naturais associados aos medicamentos sintéticos%®10 e resultados
promissores foram observados. Ainda, para que uma nova terapia seja proposta,
estudos em animais e ensaios clinicos precisam ser realizados. Assim, estudos
futuros séo necessarios objetivando avaliar a eficacia das fracdes em associacdo com
medicamentos sintéticos, bem como para que esses compostos sejam usados

clinicamente com seguranca.
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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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