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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.
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2 PROPOSICAO

O objetivo deste estudo foi avaliar as atividades antimicrobiana e antibiofilme in
vitro dos extratos brutos e fracdes de Casearia sylvestris contra dois dos patdgenos

orais relacionados a carie dentaria.

2.1 Objetivos Especificos

1. Avaliar a atividade antimicrobiana e antibiofilme (S. mutans) dos extratos
brutos;

2. Avaliar a atividade antimicrobiana (S. mutans) das fragdes;

3. Avaliar atividade antimicrobiana e antibiofilme (C. albicans) dos extratos
brutos;

4. Avaliar o efeito de extratos selecionados na atividade de GtfB;

5. Avaliar o desprendimento apés a adesao de S. mutans a pelicula salivar e a
matriz inicial de glucanos tratada com extratos selecionados;

6. Verificar a citotoxicidade de extratos selecionados.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Cérie Dentéria

A carie dentaria € uma doenca crénica multifatorial que se caracteriza pela
degradacdo do material mineral das estruturas dentarias, chamado de
desmineralizacdo 3!. Essa doenca é resultado da interagdo de microrganismos
especificos com constituintes da dieta em biofilmes dentais (conhecidos como placa),
fortemente aderidos a superficie dentaria 6. Varios modelos foram desenvolvidos 31-34
para evidenciar a multifatoriedade da carie, assim, essa doenca ocorrera quando
houver interacdo entre todos os fatores, gerando condi¢des favoraveis para que o
biofilme se torne cariogénico (Figura 1).

Figura 1- Fatores envolvidos no desenvolvimento da carie

Perfil socio-demografico.

Resumo dos fatores de risco que se encontram relacionados ao desenvolvimento da carie
dental. Em verde estéo fatores pessoais, em roxo, fatores ambientais da cavidade bucal e em
azul, os fatores diretamente implicados na doenca.

Fonte: Adaptado de Selwitz et al. 3% P54,

Nesse sentido, é indispensavel que a remocdo mecéanica deste biofilme seja
realizada através dos meios mecanicos e quimicos, que serdo abordados
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detalhadamente no item 3.6 Controle do Biofilme Cariogénico. Porém, apesar deste
conhecimento, essa doenca persiste como um problema mundial e é o principal fator
relacionado com a perda da dentigéo 3 4.

A cérie dentaria ndo tratada em dentes permanentes foi a condicdo mais
prevalente de todas as descritas para Global Burden of Disease, afetando cerca de
2,5 bilhdes de pessoas no mundo, enquanto 573 milhdes de criangas eram afetadas
por lesGes cariosas ndo tratada em dentes deciduos °. Esses nimeros provavelmente
continuardo aumentando, como resultado do crescimento e envelhecimento da
populacdo, bem como do consumo crescente de aglcares e exposicao inadequada a
fluoretos 5 3.

Em 2010, os custos de tratamento direto devido a condi¢cfes orais, incluido a
carie dentarie, foram estimados em US$ 298 bilhdes em todo o mundo,
correspondendo a uma média de 4,6% das despesas de salide globais 2. Os custos
indiretos devido a condi¢des orais em todo o mundo totalizaram US$ 144 bilhdes
anuais, correspondendo a perdas econbmicas dentro do alcance das 10 causas
globais mais frequentes de morte 3¢, O impacto econdmico global direto e indireto das
condicdes bucais pode ascender a mais de US$ 442 bilhdes 3. Os valores gastos
sugerem que a cobertura universal para cuidados de saude bucal com base em
cuidados dentarios convencionais pode ser muito cara para enfrentar a alta
prevaléncia de condicfes bucais e as medidas paliativas tém um valor limitado para

minimizar o impacto causado entre as populacdes °.

3.2 Biofilme Dental

Grande parte dos ecossistemas microbianos contém uma extensa variedade
de microrganismos geneticamente distintos e, a cavidade bucal humana nao é
diferente. Neste habitat existem aproximadamente 700 espécies bacterianas e, entre
100 e 200 espécies diferentes estdo presentes na boca saudavel de qualquer
individuo ¥7. Ainda sdo encontrados 74 géneros de fungos, sendo Candida spp o
principal 38 39,

Microrganismos orais em sua forma livre (planctbnica, ndo aderidos a uma
superficie) sao transportados pelo fluxo salivar para fora da boca e pelo trato digestivo,
ainda, sao continuamente submetidos a desafios na cavidade oral, como variacdes de
oxigénio e disponibilidade de nutrientes, alteracbes de pH e as propriedades

antimicrobianas da saliva; portanto, a organizacdo de microrganismo orais em
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biofilmes desempenha um papel essencial na sua sobrevivéncia 4°. A placa dentéaria
humana € um dos sistemas de biofilme mais complexos da natureza, pois esta
constantemente exposto a desafios ambientais e, portanto, pode servir como um
modelo geral para o estudo da biologia de biofilmes 1.

O termo biofilme foi descrito em 1978 4> e em geral é definido como
comunidades altamente estruturadas de células microbianas que sdo firmemente
aderidas entre si e a superficies e enredadas por uma matriz tridimensional (3D) de
substancias poliméricas extracelulares, como polissacarideos, proteinas e acidos
nucléicos, esta estrutura 3D é conhecida como matriz extracelular 434,

O desenvolvimento de biofilmes em superficies procede como uma sucessao
de eventos de adesdo e multiplicacdo microbiana. A interacdo entre a saliva e os
dentes leva a formacédo de uma pelicula salivar em suas superficies, essa pelicula é
composta por 99% de 4gua e 1% de compostos organicos e inorganicos, entre eles:
lipidios, amino&cidos, minerais, glicoproteinas (mucinas, amilases, proteinas ricas em
prolina, glicoproteinas salivares, fosfoproteinas, imunoglobulinas A e G), enzimas de
origem microbiana e do hospedeiro (lisozimas, peroxidases) e até produtos
bacterianos (glucosiltranferases, DNA extracelular ou eDNA, &cidos lipoteicdicos ou
LTA, peptideoglicanos) 4648, Apés a formacéo da pelicula salivar, ocorre adeséo de
baixa afinidade de microrganismos colonizadores priméarios (majoritariamente:
Streptococcus sanguinis, Streptococcus mitis, Streptococcus gordonii, Actinomyces
spp) a essa pelicula, geralmente em presenca de proteina ou outros componentes
organicos 4952,

Streptococcus mutans também pode estar presente nesta comunidade
colonizadora inicial, embora em namero variavel, dependendo da dieta do hospedeiro
53,54 Em condicdes ambientais adequadas, os colonizadores primarios podem entéo
multiplicar-se no substrato dando origem a microcolénias (um conjunto de células
estruturadas tridimensionalmente) que sintetizam a matriz do biofilme. Como as
condi¢gbes ambientais mudam dentro do biofilme jovem e o substrato fica coberto por
microrganismos, 0s colonizadores secundarios sdo entdo capazes de se aderir
facilmente aos primarios ou a outros microrganismos (e a matriz extracelular
sintetizada por eles) para se co-aderirem aos primarios criando uma estruturagdo
entre eles; entdo o biofilme comeca a se transformar em uma comunidade

multiespécie 7 %°. Atingida a maturacéo do biofilme formado, os microrganismos que
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o compde podem se desprender e colonizar outras superficies da cavidade bucal
(Figura 2) 40. %5,

Figura 2 - Desenvolvimento de biofilmes multiespécies
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Coagregacao no desenvolvimento de biofilmes multiespécies. (a) Colonizagédo primaria de
hidroxiapatita coberta por pelicula salivar; (b) crescimento e divisdo celular; em amarelo, a
producdo de polissacarideos extracelulares (EPS) que conduz ao desenvolvimento de
microcol6nias; (c) coadesdo de células individuais, grupos de células coagregadas e grupos
de células iguais; e (d) maturacdo e formagdo de mosaicos clonais dentro do biofilme
multiespécies.

Fonte: Adaptado de Rickard et al.>® P-5,

3.3 Matriz Extracelular do Biofilme

A matriz extracelular é produzida por alguns microrganismos especificos,
auxilia na formacédo e maturacdo do biofilme, fornece suporte e protecdo as células
microbianas 4044 56.57 A matriz impede a entrada de substratos para o metabolismo
de microrganismos bem como de ions da saliva e também saida de metabdlitos do
biofilme; ainda, os acidos produzidos pelos microrganismos podem ficar retidos em
nichos acidicos dentro do biofilme porque a matriz impede a neutralizacdo dos acidos

pela saliva, resultando na inducédo do processo de dissolucdo do esmalte &,
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A composicao e estrutura da matriz do biofilme podem ser tdo variaveis quanto
0s constituintes microbianos, séo influenciados pelas condigbes ambientais locais e
podem mudar com o tempo 4+ %6, Exopolissacarideos (EPS) e outros constituintes
salivares e bacterianos, como proteinas, lipidios, lipopolissacarideos, LTA e eDNA
foram identificados nas matrizes de biofilmes bacterianos e podem contribuir para sua
organizacéao estrutural e propriedades de difuséo 7-57.59.60-62 A matriz é essencial para

a existéncia do biofilme e expressdo completa da viruléncia por patégenos 3.

3.3.1 Exopolissacarideos

EPS sdo componentes-chave da matriz em biofilmes orais cariogénicos e sdo
reconhecidos como fatores de viruléncia envolvidos na patogénese da céarie dentaria,
fornecem estabilidade mecéanica para o biofilme, mediando a aderéncia a superficie
dentaria 7 ¢1. Uma dieta rica em sacarose influéncia drasticamente o desenvolvimento
do biofilme cariogénico, pois fornece substrato (sacarose e amido) para a producéo
de EPS na superficie da pelicula & 7 64 Glucosiltransferases (Gtfs) e
frutosiltransferases (Ftfs), exoenzimas de S. mutans, sintetizam EPS quando sacarose
e amido estdo disponiveis 7 14,

Os polimeros formados na superficie fornecem locais de ligagéo para posterior
colonizacdo e acumulo de S. mutans (através de varias proteinas de ligacdo ao
glucano associadas a membrana) e outros organismos > ¢ incluindo fungos .
Assim, um produto bacteriano na pelicula e nas superficies microbianas fornece a
base inicial da matriz rica em EPS (e locais de ligagdo) ’, influenciando
dramaticamente a trajetoria de formacado de biofilme virulento. A sacarose também
pode ser fermentada para produzir acidos dentro de biofilmes, criando nichos acidicos;
outros carboidratos fermentaveis como glicose, frutose e maltose também podem ser
convertidos em acidos, mas raramente servem como substrato para a sintese de EPS
7, 68_

Com o passar do tempo, esses EPS ajudam a construir a matriz 3D que envolve
e suporta as células, formando um ambiente altamente coesivo com difuséo limitada
e nichos acidicos 58 1. 69 A acidificacdo da matriz rica em EPS insolUveis favorece o
crescimento dos microrganismos aciduricos (tolerantes ao estresse acido) e essa
condicao associada a reducéo de pH na interface dente-biofilme resulta no processo

de desmineralizacdo do esmalte dentario, levando ao inicio clinico da cavitagdo " /%
71
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3.3.2 DNA extracelular e acidos lipoteicdicos

eDNA e LTA séo encontrados na matriz extracelular em grandes quantidades
68, 72-74 Dentro da matriz de biofilmes cariogénicos os nichos séo altamente acidos
com valores de pH no intervalo de 4,5-5,5 48 58 e, na presenca de um pH &acido, eDNA
e LTA interagem com EPS na formacéao de biofilmes e podem afetar a viruléncia de
S. mutans 2.

eDNA é produzido por S. mutans através da autdlise, um processo de
destruicdo celular programado % 7 76 ou pode ser secretado via microvesiculas ou
vesiculas de membrana ’’. LTA pode ser liberado para a matriz durante a lise celular
e remodelacdo da parede celular. Ambas as biomoléculas, eDNA e LTA, podem
conferir uma carga negativa a matriz, podendo influenciar suas propriedades de
difuséo 6% 78 79 e assim afetar a atividade de antimicrobianos catidnicos ou agentes
antibiofilme 58,

Assim, eDNA e LTA tém funcbes importantes juntamente com EPS na
construcdo da matriz extracelular 6> 8982 e promocédo da aderéncia bacteriana as

superficies 53 72, 81,83,

3.4 Streptococcus mutans

S. mutans sdo cocos Gram-positivos e anaerdbios facultativos 8. Essa
espécie desempenha um papel fundamental na modulacéo da transi¢cao de forma néo
patogénica para biofilmes altamente cariogénicos 8, embora organismos adicionais
também possam estar associados %!, Isso ocorre porque S. mutans é capaz de
prosperar e competir no complexo microbioma do biofilme e contribuir para a
patogénese da carie dental por que: (i) utiliza sacarose da dieta para sintetizar
rapidamente os EPS através de glucosiltransferases e uma frutosiltransferase, (ii)
adere tenazmente a superficies revestidas com glucanos, e (ii) é altamente
acidogénico e acidrico 7% 8,

Ainda, a capacidade de producdo de mutacina pode favorecer a instalagcéo e
colonizacdo de S. mutans no biofilme dentario aumentando o risco de cérie 8. Porém,
nem todas as cepas dessa espécie sdo capazes de produzir mutacinas ou biofilme
com matriz rica em EPS 8. S. mutans possui dois mecanismos de aderéncia a
superficie dentaria, o principal ocorre na presenca de sacarose e é guiado pelas
exoenzimas Gtfs, que sintetizam EPS e estd diretamente relacionada com a

cariogenicidade do biofilme 22 63, O segundo mecanismo de aderéncia ocorre
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independente de sacarose via adesinas (i.e., SpaP, Wap, Agl/ll) que se ligam a
receptores na pelicula.

S. mutans expressa pelo menos trés Gtfs (GtfB, GtfC e GtfD), as quais utilizam
sacarose (e hidrolisados de amido) para sintese de glucanos soluveis (GtfD e GtfC) e
insoltveis (GtfB e GtfC) em agua ” %6. Todas as Gtfs contribuem para a formacéo de
um biofilme virulento, pois além de sintetizarem glucanos, essas enzimas fazem a
ligacdo dos mesmos as superficies 7. O gene gtfB (e seu produto GtfB) é um
reconhecido fator de viruléncia associado a patogénese da carie dentaria em roedores
e humanos 8. Ao ser comparada com as outras Gtfs, a GtfB se liga com maior avidez
aos microrganismos orais (C. albicans, Actinomyces viscosus, Lactobacillus casei, S.
mutans) devido a presenca de um terminal com varios grupos carboxila, que promove
um agrupamento denso de células, o que reforca a coeséo da placa microbiana " 14
67, Na presenca de sacarose e amido, GtfB e a-amilase adsorvidas a superficies (como
parte da pelicula), agindo em conjunto, aumentam a sintese de glucanos
estruturalmente distintos, que fornecem sitios nas superficies apatiticas para aumento
de aderéncia microbiana *3.

A GtfC encontra-se principalmente como parte da pelicula salivar adquirida e
produz glucanos insollveis e sollveis ’. Esta afinidade se deve aos dominios
hidrofébicos que originam interacbes com macromoléculas salivares especificas
encontradas na pelicula, incluindo peroxidase, lisozima e a-amilase ” 4 89, GtfD
também se encontra na pelicula adquirida, mas em menor quantidade e produz um
polissacarideo soluvel, facilmente metabolizavel, que atua como um iniciador para
GtfB 7. As Gtfs também se ligam a muitas bactérias orais, mesmo aquelas que nao
sintetizam as Gtfs 14 90.°1 convertendo-as assim em produtores de glucanos . Ainda,
Gtfs adsorvem-se as células do fungo C. albicans, convertendo-a em de fato produtor
de a-glucanos, pois as Gtfs estdo ativamente produzindo esses EPS na presenca de

sacarose 97,

3.5 Candida albicans

Embora as bactérias compreendam o grupo mais predominante de
microrganismos da microbiota oral, muitos fungos também colonizam a cavidade
bucal de individuos saudaveis 2. C. albicans é o organismo fiingico mais comumente

detectado na cavidade bucal humana 1% 16, este fungo coloniza superficies mucosas
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e protéticas e sdo 0s microrganismos associados as alteracfes patologicas da
mucosa oral sob préteses (estomatite protética) 2.

Similar ao que ja foi descrito no item 3.2 Biofilme Dental, o biofilme fungico se inicia
pela adeséo de células plancténicas as superficies bibdticas (mucosa oral) e/ou abiotica
(prétese), seguido de proliferacéo de células de levedura na superficie do substrato e
0 inicio do desenvolvimento de hifas, pois este fungo é polimorfico. Entéo, o biofilme
torna-se maduro, nesta fase o crescimento em forma de levedura é reprimido, o
crescimento de hifas se eleva e a matriz extracelular encobre o biofilme 9 %94, Esse
aumento do crescimento de hifas via de € critica para que haja formacé&o significativa
de biomassa de biofilme .

C. albicans também adere as superficies dentarias, produz EPS, forma biofilmes e
é altamente acidogénica e tolerante a acidos 17 21, Além disso, se associa a uma
variedade de espécies bacterianas patogénicas % %/, o que pode levar a formacéo de
comunidades microbianas complexas % %°.

As associacdes fungico-bacterianas podem ser antagbnicas ou cooperativas
100, 101 E cooperativa quando, uma vez juntos dentro de biofilmes, esses organismos
fornecem substratos/metabdlitos ou fatores de crescimento um do outro. Essa
associacdo ocorre entre C. albicans-S. mutans e €é mediada pelas Gtfs
(principalmente GtfB) quando ha recursos adequados de sacarose %" 102, A presenca
de C. albicans no biofilme misto modifica drasticamente o ambiente fisico, provoca
aumento da producéo de EPS 18 e induz ativacdo de genes gtfs de S. mutans. Esta
interacdo aumenta a capacidade de ambos os organismos colonizarem os dentes e
potencializa a viruléncia do biofilme cariogénico . Essas caracteristicas tornam

biofilmes formados por C. albicans e S. mutans mais dificil de controlar 193. 104,

3.6 Controle Do Biofilme Cariogénico

O método para controle do biofilme cariogénico mais utilizado é a sua remocao
mecanica através da higiene oral com escovas dentais (recomendado um minimo de
trés vezes por dia) e fio dental (recomendado uma vez no dia) 19107, Adjunto aos
meios mecanicos, o uso do flior em suas varias preparacdes é o pilar da prevencao
da céarie 1%, O flior exerce seu efeito principal reduzindo a desmineralizacdo e
aumentando a remineralizacdo das lesGes precoce %, no entanto, ndo oferece

protecdo completa contra a doenca céarie 0.
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O flior administrado topicamente em varios veiculos produziu grandes
reducdes na prevaléncia e incidéncia de cérie dentaria, em parte devido ao seu
potencial de remineralizacdo. Mas, quando o desafio microbiano é alto e/ou faltam
componentes salivares, a remineralizacdo resultante é insuficiente para deter ou
reverter o processo de carie 111,

Em associacdo aos meios mecéanicos e a fluorterapia, os agentes quimicos
como clorexidina, triclosan e 6leos essenciais sdo também utilizados para controle do
biofilme cariogénico 2. A clorexidina é considerada padrdo-ouro na odontologia, é
um agente antimicrobiano de amplo espectro que suprime 0s niveis de estreptococos
do grupo mutans na saliva, mas é menos eficaz contra biofiimes maduros ?2. Sua
ineficacia em biofilmes maduros ocorre porque EPS da matriz possuem carga
negativa e, portanto, afetam a penetracdo da clorexidina que tem carga positiva
(substancia cationica) para dentro do biofiime %8 113 esse comprometimento na
penetracdo afeta a atividade antimicrobiana de clorexidina em biofilmes 58 113,

Ainda, a ma alimentacédo tem um impacto na saude bucal e na saude geral, e 0
manejo do consumo de acucar refinado tem sido usado por muitos anos para controle
da ecologia bucal e protecdo contra a céarie. No entanto, o controle da formacéo de
biofilme patogénico através da modificacdo da dieta é pouco realista, pois a sacarose
e 0 amido compdem a base da dieta da sociedade moderna, e, a combinacao destes
carboidratos resulta em uma elevacéo da cariogenicidade da sacarose 114116,

As limitacdes das modalidades terapéuticas para o controle/modulacdo da
formacao de biofilme dental/oral resultaram no aumento pela busca de abordagens
nao convencionais. Ainda, outras raz0es aumentaram este interesse em novas
modalidades, como a resisténcia microbiana, toxicidade a curto e longo prazo, efeitos
adversos e colaterais, altos custos para o usuario final, entre outros 4.

As abordagens que estdo sob investigacdo incluem: (i) Modulacdo do
microbioma bucal, manipulando o ambiente oral para favorecer seletivamente o
crescimento de espécies benéficas a custa de espécies cariogénicas que causam
disbiose (ao invés de mata-las) usando prébidticos e probidticos 17; (ii) Estratégias
gue rompem a matriz de EPS dos biofilmes orais, e (iii) Uso de componentes bioativos
de liberacdo de farmacos que sdo desencadeados em ambientes de baixo pH,
afetando o processo de carie com alta eficacia, toxicidade minima e efeitos

terapéuticos de longo prazo 8,
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Estas abordagens permitiiam o desenvolvimento de terapias para alvos
direcionados e aumentaria a gama de produtos preventivos de cérie, tornando a
prevencado menos dependente do fldor. Ainda, como a cérie € causada por metabolitos
microbianos, a reducdo da quantidade e da patogenicidade da placa dental pode

funcionar sinergicamente com o flior e com outros agentes microbianos ja conhecidos
119

3.6.1 Produtos naturais para terapias antibiofilme

Ao longo dos tempos, a humanidade se beneficiou de medicamentos naturais
para tratar ou prevenir um amplo espectro de doencas. Segundo a Organizacao
Mundial de Saude, o uso de plantas medicinais se disseminou ndo s6 nos paises em
desenvolvimento, mas também nos industrializados, como forma complementar do
tratamento e prevencédo de doencas 2. Em muitos paises, os extratos de plantas tém
sido tradicionalmente usados para o tratamento de lesdes da mucosa bucal e doencas
periodontais, sem qualquer validacéo cientifica ?1. Os extratos vegetais constituem
ricas fontes de novos compostos com ampla variedade de atividades farmacolégicas
com potencial para o desenvolvimento de farmacos para o tratamento de doencas
humanas 122 123, Até o momento, um nimero muito alto de condi¢des que afetam a
saude bucal pode ser evitado, melhorado e/ou tratado com o0 uso de medicamentos
ou féormulas a base de produtos naturais ?4; e ha uma gama de medicamentos,
enxaguatorios bucais e dentifricios derivados de produtos naturais disponiveis no
mercado ou sob prescricdo médica 124,

No geral, o numero de intervencgdes fitoterapicas na odontologia é bastante
limitado quando comparado a medicamentos sintéticos, o que também é verdade para
outras areas das ciéncias biomédicas 2*. No entanto, a andlise da distribuicdo global
de ensaios clinicos randomizados de intervencdes fitoterapicas/produtos naturais na
odontologia revela um aumento de cerca de 143% no numero de estudos concluidos
de 2013 a 2015, destacando o crescente interesse dos pesquisadores e da industria
no desenvolvimento de novas terapias baseadas em produtos naturais 4.

Para serem utilizadas como alternativas anti-caries, € desejavel que as terapias
a base de compostos naturais tenham um ou mais dos seguintes efeitos: (1) Bloqueio
da aderéncia das Gtfs a pelicula; (2) Inibicdo da sintese de EPS nas superficies; (3)
Influéncia da estrutura da matriz EPS; (4) inibicdo da aderéncia bacteriana

colonizagéo; (5) Perturbagdo da produgcdo de &cido e mecanismos de adaptacdo
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acida; (6) Supresséo do crescimento de patdgenos orais (7) Modificacdo da ecologia
e bioquimica do biofilme e (8) Promoc¢do/manutencdo de uma microbiota saudavel,
evitando disbiose 17125,

Ainda, tem sido sugerido que modular a alimentacdo com prebioticos poderia
ajudar na manutencdo de uma microbiota saudavel, pois a sua ingestdo permite
mudancas especificas na composicao e/ou atividade da microflora residente que
conferem beneficios ao bem-estar e a salide do hospedeiro 126, No entanto, ha dados
experimentais muito limitados sobre as possiveis funcdes benéficas de potenciais
prebibticos para a saude bucal. Um exemplo bem estabelecido € a arginina, algumas
bactérias transformam este aminoacido em aménia, que é liberada extracelularmente
elevando o pH, e consequentemente, neutraliza os acidos formados !?’. Ensaios
clinicos demonstraram que a adicdo de arginina ao creme dental melhora
significativamente os indices de salde da céarie ?2. Infelizmente, existem dados
experimentais muito limitados sobre as possiveis fungBes benéficas de outros
potenciais prebidticos para a saude bucal, havendo necessidade de explorar novas
moléculas naturais que exercam acao prebidtica.

O uso de moléculas destinadas a reduzir a expressado de viruléncia de S.
mutans, promovendo o desarmamento de suas propriedades de viruléncia, sem
ameacar sua existéncia, € uma abordagem atraente, pois oferece uma presséo
seletiva reduzida para a resisténcia a drogas e também evita alteracdes dramaticas

da microbiota residente 129 130,

3.7 Casearia sylvestris

Comumente difundida nas Américas, a C. sylvestris Swartz (Flacourtiaceae)
€ encontrada em diversos paises, como Antilhas, Argentina, Brasil, Bolivia, Cuba,
México, Peru e Porto Rico 3% 132, No Brasil, é distribuida praticamente por toda a
extensao do territorio, desde o Amazonas (regido do rio Tapajos) até o Rio Grande do
Sul 133134 e também pode ser encontrada em paises Asiaticos 22,

Anatomicamente, esta planta apresenta tronco tortuoso, casca de coloragao
acinzentada a acastanhada, rugosa e com pequenas fendas superficiais . As folhas
sao alternas lanceoladas até ovaladas ou elipticas, dispostas no mesmo plano do
ramo, alternadamente. Possui entre 6-12 cm de comprimento por 3-5 cm de largura.
E assimétrica na base e apresenta de cinco a oito nervuras laterais (Figura 3). S&o

brilhantes e dotadas de pequenas glandulas de 6leo, visiveis contra a luz 134 135, As
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flores sdo pequenas, verdes, actinomorficas e hermafroditas, e produz odor
imperceptivel, néctar de facil acesso e exposicdo dos Orgdos sexuais. A planta
floresce em junho e agosto e seus frutos amadurecem de setembro a novembro. Estes
frutos sédo capsulas septicidas com sementes envolvidas por aril vermelho (Figura 4)
134,135 Em condicdes adequadas, C. sylvestris é capaz de florescer e frutificar no
segundo ano de vida, quando atinge cerca de 1 metro de estatura (Figura 5) 132. Com
uma taxa moderada de crescimento, a planta vive pelo menos 20 anos. Sua
propagacéao natural e artificial geralmente ocorre através de sementes e sua madeira

€ usada como combustivel e também € adequada para construir cercas, postes,

estacas, carpintaria rustica e ferramentas de cabo 134,

Figura 3 - Exemplar de C. sylvestris mostrando detalhe das folhas

Fonte: Foto de autoria do Prof. Dr. Alberto José Cavalheiro (IQ- UNESP, Araraquara).
Reproducgéo autorizada.
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Figura 4 - Exemplar de C. sylvestris mostrando detalhe das flores e frutos

Fonte: Foto de autoria do Prof. Dr. Alberto José Cavalheiro (IQ- UNESP, Araraquara).
Reproducgéo autorizada.

Figura 5- C. sylvestris

Fonte: Foto de autoria do Prof. Dr. Alberto José Cavalheiro (IQ- UNESP, Araraquara).
Reproducéo autorizada.

No Brasil, C. Sylvestris foi explorada por comunidades nativas e passou a ser
popularmente conhecida como "guacatonga”, palavra originaria da lingua tupi-guarani.
Outros nomes populares séo "erva-de-lagarto”, "lingua-de-tiu", "cafezinho-do-mato”,
"corta-lengua”, “erva bugre” e “café selvagem” 132 136 Os extratos de suas folhas
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apresentam atividade anti-inflamatoria, antiulcerogénica, cicatrizante, citotoxica em
linhagens de células tumorais, antiofidica, bem como s&o utilizados para o tratamento
de herpes 121 137141 Ainda, é descrito na literatura agdo antimicrobiana contra
patbgenos como fungos (Aspergilus niger, Saccharomyces cerevisiae, Candida
albicans, Candida tropicalis) 142144 e bactérias (Bacillus subtilis, Bacillus cereus,
Staphyloccoccus aureus, Enterococcus faecalis, Salmonella enterica) 144146, Em
relacdo a toxicidade de C. sylvestris, estudos in vivo em camundongos, mostraram
toxicidade aguda da planta (DL50=1790 mg/kg via intraperitonial em camundongos e
DL50 = 1840 mg/kg via oral em ratos) 21 147,

A composicdo fitoquimica dessa planta é variada, estudos com extratos de
folnas de C. sylvestris var. sylvestris (Mata-Atlantica) e var. lingua (Cerrado)
mostraram que esta planta tem perfil quimico com maior expressao de diterpenos e
de flavonoides, respectivamente 3°. Andlises quimicas identificaram e isolaram
compostos flavonoides glicosilados e uma catequina de amostras de C. sylvestris, 0s
compostos foram identificados da seguinte forma: (+) -catechin, quercetin-3-O-a-L-
rhamnopyranosyl-(1—6)-B-D  glucopyranoside  (rutin), isorhamnetin-3-O-a-L-
rhamnopyranosyl-(1—2)-3-D-glucopyranoside (isorhamnetin-3-O-neo-hesperidoside,
isorhamnetin-3-O-a-L-rhamnopyranosyl-(1—6)-3 -D-glucopyranoside (narcissin) e
isorhamnetin-3-0O-a-L-rhamnopyranosyl-(1—2)-a -L-arabinopyranoside 48, Até o
momento, foram identificados e isolados monoterpenos e sesquiterpenos °, nor-
isoprendides %9, triterpenos, acido cafeico, acido clorogénico, éacido vanilico,
flavonoides 152, neoligninas %2, 4cido elagico e derivados de &cido galico *4 e dleos
essenciais como b-cariofileno, biciclogermacreno, a-humulene, germacrene B 52, Um
estudo analisando a fracdo de éter etilico de um extrato aquoso a frio das folhas,
isolaram as seguintes agliconas de flavonoides: quercetina, 4-0-metiléter do canferol
e isoramnetina, cumarinas e flavonoides glicosilados 1°*. Ainda sdo descritos mais de
30 diterpenos do tipo clerodano isolados de C. sylvestris, dentre eles: as casearinas
A-X, a caseargrewiina F e as casearvestrinas A-C 137 143, 150, 155, 156 = Embora C.
sylvestris apresente este grande arsenal farmacolégico 23, pouco esta elucidado
guanto a sua atividade contra microrganismos patogénicos encontrados na cavidade
bucal 2627,

Na odontologia, produtos contendo C. sylvestris como principio ativo sao

comercializados, como o ANAPYON, indicado como antisséptico e desodorante nas

inflamacgdes bucais, laringites, estomatites e gengivites, também indicado para
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tratamento de aftas, mau halito e amigdalites °” e um dentifricio a base dessa planta,
fabricado pelo Laboratério Panizza '°8. Dessa forma, ha indicios de um potencial
anticariogénico desta planta. No entanto, ndo ha esclarecimento quanto aos
mecanismos envolvidos na acdo antimicrobiana ou antibiofilme destes produtos nem
de que bioma brasileiro tais produtos naturais possuem maior eficacia. Portanto, a
investigacdo da acao antimicrobiana e antibiofilme dos extratos brutos e fracdes de C.
sylvestris de diferentes biomas poderé fornecer subsidios para o desenvolvimento de
terapias direcionadas a fatores que possam diminuir a cariogenicidade por meio de

alvos direcionados.
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4 MATERIAL E METODO

4.1 Extratos Brutos e FracOes de C. sylvestris de Biomas Distintos do Brasil
Para atividade de acesso ao Patriménio Genético/CTA, a planta utilizada foi
cadastrada no SisGen (Cadastro n° A0O0892A; ANEXO A). Assim, foram realizadas 3
coletas (originando 3 lotes) de amostras de folhas 134 individuos de C. sylvestris
oriundos de 12 populacdes de diferentes regides do Brasil, contemplando diferentes
formacdes dos biomas Mata Atlantica, Cerrado, Caatinga, Pampa e Pantanal no
periodo entre junho e setembro de 2012 e 2013 (Quadro 1). Dependendo da
disponibilidade de material vegetal, coletou-se de 10 a 20 folhas, essas foram
desidratadas a 40°C em estufa de ar circulante e armazenadas em sacos plasticos
hermeticamente fechados a temperatura ambiente. Em seguida, o material vegetal foi
individualmente triturado e pesado para posterior etapa extrativa. Para tanto, 5 g das
amostras de cada uma das 12 popula¢cbes foram extraidas trés vezes utilizando-se
por¢cdes de 30, 15 e 10 mL de um solvente extrator composto por uma mistura de
agua, etanol e alcool isopropilico (J. T. Baker, EUA) na proporcédo de 5:3:2, com o
auxilio de banho de ultrassom. Entre cada rodada de extracdo as amostras foram
centrifugadas (5000 x g por 5 minutos) e em seguida filtradas °. Por fim, os extratos
foram combinados e liofilizados, resultando em 12 extratos brutos liofilizados, os quais
foram armazenados em microtubos de 0,6 mg/mL (APENDICE A). Finalmente, os
extratos foram solubilizados em 6 mg/mL com 84,15% de etanol (EtOH-Sigma-Aldrich
Co. St. Louis, MO) e 15% de dimetilsulfoxido (DMSO- Sigma-Aldrich Co. St. Louis,
MO). Os diluentes dos extratos foram previamente testados para verificar em qual
concentracdo de trabalho ndo afetam o crescimento microbiano (APENDICES B e C).

4.1.1 Fracionamento dos extratos brutos

Prepararam-se cartuchos de extracdo em fase solida (EFS) contendo 1 g de
uma mistura de silica gel 40-63 pm, 60 A (Merck, Alemanha) e carvdo ativado
(LABSYNTH, Brasil; 500 mg de cada um). As colunas foram previamente
condicionadas com hexano/acetato de etila 95:5 (J.T.Baker, grade HPLC, ambos) e
em seguida cerca de 150 mg das amostras foram aplicadas. Cada fracéo foi eluida
com porc¢des de 10 mL de hexano/acetato de etila 95:5 (fracdo Hex), acetato de etila
100% (fracao AcOet) e metanol 100% (fragcdo MeOH), respectivamente. A seguir, 0S

solventes foram evaporados com auxilio de um concentrador de amostras (Speed Vac



35

modelo SPD, Thermo Scientific) 3°, obtendo-se desta forma as fracGes secas para os
testes propostos neste estudo (APENDICE D). As fracdes foram solubilizadas a 1
mg/mL com 28% de EtOH e 5% de DMSO e 1x PBS (1x phosphate buffered saline,
pH 7,4).

4.1.2 Caracterizagdo quimica dos extratos brutos

As andlises cromatograficas usaram um equipamento UHPLC-DAD (Ultimate
3000 RS, Dionex) equipado com um desgaseificador, bomba quaternaria, amostrador
automatico, detector de arranjo fotodiodo UV e forno, segundo a metodologia . A
separacéo foi conseguida utilizando uma coluna analitica C18 (Phenomenex Kinetex
150 x 2,1 mm, 2,6 um, 100A) protegida por uma pré-coluna compativel. As condicdes
cromatograficas foram: vazdo de 400 pL/min, temperatura da coluna de 35 °C e
volume de injecdo de 2 pL. A fase mével consistiu de agua (A) e acetonitrila (B) usando
0 seguinte gradiente linear de eluicdo: 10-25% de B de 0 a 15 min, 25-90% de B até
35 min, mantendo 90% de B até 40 min e retornando as condi¢des iniciais, 10% de B
ao longo de 2 min, e mantendo por mais 3 min para recondicionamento da coluna. Os

dados espectrais de absorcéo foram coletados dentro de 45 min de 200-800 nm.



Quadro 1 - Amostras de C. sylvestris coletadas em diferentes biomas brasileiros

Populagéo? Cadigo | Morfologia? Bioma Tipo Climatico Exposicéo
Temperatura | Umidade solar
Araraquara/SP ARA/SP L Cerrado Quente Seco Alta
Sé&o Roque de Minas/MG | SRM/MG | L Cerrado Quente Seco Alta
Cariri/CE CAR/CE |L Ecotone (Cerrado/Caatinga) Quente Seco Alta
Luis Antdnio/SP LUI/SP L Ecotone (Cerrado/Mata Atlantica) Quente Seco Alta
Mogi-Guagu/SP MOG/SP | | Ecotone (Cerrado/Mata Atlantica) Quente Seco Alta
Rio Grande/RS RIO/RS I Pampa (Cerrado / Mata Atlantica)® | Calor ameno | Seco Alta
Céaceres/MT CAC/MT || Pantanal (Cerrado/area imida)® Quente Seco Alta
Campinas/SP CAM/SP |1 Cerrado (Ciliary Forest) Calor ameno | Seco Baixa
Guaramiranga/CE GUA/ICE |S Mata Atlantica Quente Umido Baixa
Pacoti/CE PAC/ICE | S Mata Atlantica Quente Umido Baixa
Floriandpolis/SC FLO/SC S Mata Atlantica Quente Umido Baixa
Presidente Venceslau/SP | PRE/SP S Mata Atlantica (area remanescente) | Quente Umido Baixa

1Cinco ou seis individuos amostrados; 2Morfologia baseada em classificac&o botanica; L: var.

3Essas localidades tém alta disponibilidade de agua.

Fonte: Comunicacgéo pessoal da Dra. Paula Carolina Pires Bueno. Dados ndo publicados.
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lingua; S: var. sylvestris; I: morfologia intermediaria;
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4.2 Cepas e Crescimento Microbianos

As cepas de S. mutans UA159 e C. albicans SC5314 foram utilizadas para
analise antimicrobiana e preparacao de biofilmes de espécie Unica. As cepas foram
cultivadas em placas de agar sangue (5% sangue de cordeiro — Laborclin) e incubadas
(48 h, 37°C e 5% COg2; Thermo Scientific, Waltham, USA). Cinco a dez coldnias de
cada microrganismo foram inoculadas em 10 mL de meio de cultura: 2,5% triptona
com 1,5% de extrato de levedura (TYE,; Difco) contendo 1% de glicose (Synth) e
incubado (37 °C e 5% COz2). Apos 16 h, uma diluicdo de 1:20 de cada cultura inicial
foi realizada em meio TYE com 1% de glicose, e o crescimento dos microrganismos
foi acompanhado longitudinalmente por leituras em espectofotbmetro (220
Bioespectro, Parana, BR) até o meio da fase exponencial de crescimento, sendo: a
densidade 6ptica ou DOs4onm 0,729 (20,247) e unidades formadoras de col6nia por
mililitro (UFC/mL) 1,37E+09 (x6,16E+08) para S. mutans e DOs4onm 0,967 (£0,034) e
UFC/mL 1,96E+08 (+3,63E+06) para C. albicans SC5314. O inoculo foi preparado
com uma populacéo definida (2x108 UFC/mL para ambas as cepas), em TYE com 1%

de sacarose para biofilmes e 1% de glicose para andlise antimicrobiana.

4.3 Ensaios de Atividade Antimicrobiana

Os ensaios antimicrobianos foram realizados utilizando uma concentracao
Gnica de 0,50 mg/mL de extratos e 0,25 mg/mL de fracBes. As concentracdes foram
selecionadas devido ao rendimento dos extratos e fracdes e baseadas na literatura,
gue considera que experimentos com quantidades superiores a 1 mg/mL para extratos
ou 0,1 mg/mL para compostos isolados deve ser evitado 15° 160, Nesta concentracéo
de trabalho, o veiculo foi 7% EtOH e 1,25% DMSO para os extratos brutos e fracées.
Em microplacas de 96 pocos (Kasvi), cada extrato ou fragdo ou veiculo foram
adicionados ao indculo preparado para atingir 1x106 UFC/mL e as microplacas foram
incubadas (24 h, 37°C e 5% CO32). Devido ao rendimento das fracbes e para que
houvesse volume para todas as ocasides, as mesmas foram testadas em um volume
final de 100 uL ao invés de 200 uL em cada pog¢o. Os controles foram o veiculo (EtOH
e DMSO; para verificar se os diluentes afetam o crescimento microbiano), o controle
de crescimento microbiano (sem tratamento) e o controle sem tratamento e sem
in6culo microbiano (controle de esterilidade do meio de cultura). Ainda, foram
incluidos controles por tratamento sem inoculagdo microbiana (para verficar se 0s

tratamentos per se causariam ou nédo alteracdo ao meio de cultura; Quadros 2 e 3).
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Cada tratamento foi realizado pelo menos em triplicata em quatro ocasides distintas.
Devido ao rendimento das fragdes, as mesmas foram testadas em um volume final de
100 pL da placa de 96 pocos. ApOs o periodo de incubacao, realizou-se inspecao
visual dos pocos (turbidez: crescimento microbiano, limpido: sem crescimento) e a
DOse2nm foi medida num leitor de placas ELISA (Biochrom Ez, Cambourne, UK). No
entanto, tanto os dados de inspecao visual como as leituras de DO foram
inconsistentes nas repeticbes do mesmo experimento e em diferentes experimentos
(inclusive nos controles de tratamentos sem indculo microbiano); portanto, esses
dados no foram mostrados. E relatado que tentativas de determinar a turvagio das
culturas com um leitor de microplacas apresentaram falhas quando utilizado para
compostos naturais (como observado por inspec¢do visual), pois, com alguns
organismos de teste, as células aglomeraram-se no fundo do poco e, com outros
organismos, as células permanecem em suspensdo 1. Ainda, a precipitacdo de
compostos presentes em extratos pode gerar turbidez dos pocos, dificultando a
interpretacdo dos dados 161, Assim, essas duas analises néo refletiram a real atividade
antimicrobiana dos tratamentos (especialmente extratos). Entdo, uma aliquota de
cada poco foi utilizada para uma diluicdo em série 1:10 (10 a 10-°), em solucéo salina
a 0,89% (NaCl; Synth), para determinar o UFC/mL por plaqueamento em placas de
agar sangue. Apo6s a incubacéo (48 h, 37°C e 5% CO3), as colbnias foram contadas
para obter UFC/mL e calcular o log e a porcentagem de inibicdo do crescimento

microbiano para cada extrato e fracdo, comparado ao controle veiculo.

Quadro 2 - Volumes adicionados de cada tratamento para determinacgéo de atividade
antimicrobiana e antibiofilme dos extratos brutos

Grupos Volumes utilizados para tratamento dos pocos
16,67 pL dos extratos + 83,33 pL de meio + 100 uL do
Extratos brutos indculo preparado
16,67 L de estoque veiculo (425 uL de EtOH + 75 yL de
Controle Veiculo DMSO) + 83,33 pL de meio + 100 yL do inéculo preparado
Controle de crescimento microbiano 100 pL do inéculo preparado + 100 uL meio
Controle de esterilidade do meio de
cultura 200 uL meio
Controle por tratamento (sem
inoculac@o microbiana) 16,67 UL dos extratos + 83,33 yL de meio

Fonte: Elaboragéo prépria.
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Quadro 3 - Volumes adicionados de cada tratamento para determinacéo de atividade
antimicrobiana das fragdes

Grupos Volumes utilizados para tratamento dos pogos
25 yL das fragdes + 25 uL de meio + 50 pL do indculo
Fracbes preparado
25 uL de estoque veiculo (425 pL de EtOH + 75 L de
Controle Veiculo DMSO) + 25 L de meio + 50 yL do inéculo preparado
Controle de crescimento microbiano 50 yL do inéculo preparado + 50 uL meio
Controle de esterilidade do meio de
cultura 100 yL meio
Controle por tratamento (sem inoculacao
microbiana) 25 L das fragdes + 75 pL de meio

Fonte: Elaboracao prépria.

4.4 Ensaios de Atividade Antibiofilme

Para analises antibiofilme, também se utilizou a concentracdo Unica de 0,50
mg/mL de cada extrato por ser um estudo de prospeccao inicial. Para a formacéo de
biofilmes, as cepas foram cultivadas até o meio da fase exponencial de crescimento,
descrita acima. O in6culo de biofilme foi preparado para obtencéo de 1x10% UFC/mL
o meio de cultura TYE com 1% sacarose e adicionado em microplacas de 96 pocos
com cada extrato ou veiculo, seguido por incubacédo (24 h, 37°C e 5% COz2; Quadro
2). Cada tratamento foi realizado pelo menos em triplicata em quatro ocasides
distintas.

ApoOs o periodo de incubacéo, realizou-se inspecéo visual dos pocos (turbidez:
crescimento microbiano, limpido: sem crescimento) e, as microplacas foram
colocadas num agitador orbital (5 min, 37°C e 75 rpm; Quimis, Sado Paulo, BR). Em
seguida, o meio de cultura foi removido e os biofilmes remanescentes foram lavados

trés vezes com NaCl a 0,89% para remover as células ndo aderidas.

4.4.1 Biomassa de biofilmes apés os tratamentos

Os biofilmes lavados foram mantidos na placa e 50 pL de solucdo aquosa de
cristal violeta a 1% foi adicionado a cada poco. As placas foram incubadas a
temperatura ambiente por 35 min, os pocos corados foram lavados com agua MilliQ e
secos ao ar durante 60-90 min. Em seguida, os poc¢os corados por cristal violeta foram
eluidos com 200 pL EtOH a 99% e a placa incubada no agitador orbital (5 min, 37°C
e 75 rpm; Quimis, S&do Paulo, BR). Uma aliquota de 150 pL de cada poco foi

transferida para outra microplaca e a DOs7onm foi medida no leitor de placas de ELISA.
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4.4.2 Populac&o microbiana dos biofilmes ap6s tratamentos

Os biofiimes lavados foram retirados da placa com o auxilio de uma
pipeta/ponteira (Eppendorf) e 200 pL de NaCl a 0,89%, e transferidos individualmente
para microtubos estéreis. Cada poco foi lavado com mais 200 uL de solucao salina,
que foram transferidos para o tubo correspondente j& contendo 200 uL de suspenséo
de biofilme. Este processo foi realizado até atingir um total de suspencéo de cada
biofilme de 1 mL. Uma aliquota de cada microtubo foi utilizada para diluicdo em série
1:10 (10° a 10°). Entdo, aliquotas de cada uma das diluicées foram semeadas em
duplicata em placas de agar sangue e incubadas (48 h, 37 °C e 5% CO3) para a
contagem de colbnias e calculo do numero do log e a porcentagem de UFC/mL de

cada extrato, comparado ao controle veiculo.

4.5 Efeito de Extratos Selecionados na Formacéao Inicial da Matriz de Glucanos
(Atividade de GtfB) e no Desprendimento de S. mutans ap6s a Adeséo a Pelicula

Salivar e a Matriz Inicial de Glucanos

4.5.1 Purificagdo do GtfB

A enzima GtfB foi purificada a partir do sobrenadante de cultura de
Streptococcus milleri KSB8, esta cepa foi modificada pela introdugéo do gene gtf de
S. mutans em um plasmidio para produzir GtfB, seguindo a metodologia publicada ¢
162 Os procedimentos de purificagdo foram realizados utilizando tampdes contendo
dois inibidores da protease como conservantes. Os inibidores foram PMSF
(concentracgéo final 0,1 mM) e azida sodica (NaNs, concentracéo final de 0,02%). GtfB
foi purificada utilizando uma coluna de cromatografia contendo esferas de
hidroxiapatita (seguindo metodologia detalhada por Venkitaraman et al.’6. Apés a
purificacdo, a enzima foi verificada em gel de acrilamida (SDS-PAGE) e corada com

nitrato de prata. Aliquotas da enzima foram armazenadas a -80 °C até o uso.

4.5.2 Formacdo de pelicula salivar sobre superficie de hidroxiapatita
Utilizaram-se esferas de hidroxiapatita (HA) (Macro-Prep Hydroxapatite
Ceramica Tipo | 80 um; BioRad) como superficie de formacédo de pelicula, para
mimetizar o esmalte dentario. Estas esferas foram revestidas com saliva para
formacéo de pelicula adquirida (sHA), seguindo um protocolo anterior 163, A saliva total

estimulada foi obtida a partir de 1 voluntario saudavel, diluida 1:1 com tampéao de
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adsorcao [tampao AB: Tampao AB — 0,05M KCI; 0,02M KPOg; 0,02M CacClz; 0,02M
MgCl2,1 mM de PMSF (fluoreto de fenilmetilsulfonilo - Sigma), em DD-H20, pH 6,5] e
centrifugada (4000 rpm, 20 min e 4°C - Eppendorf, Centrifuga 5810R) e esterilizada
por filtracdo (0,22 um filtro de membrana de polietersulfona de baixa ligacdo de
proteina) 6. O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica Institucional (CAAE:
68161417.0.0000.5416; ANEXO B).

Aliquotas de 500 pL de saliva foram adicionadas a microtubos contendo esferas
de HA pré-lavadas e esterilizadas, seguido de incubacéo (40 min, 37°C e 24 rpm). Em
seguida, o sobrenadante de saliva foi removido e o conteldo de cada tubo foi
submetido a lavagens com tampéao AB (com PMSF e NaNs). As amostras de pelicula
salivar sobre superficie de hidroxiapatita (sHA) estavam prontas para serem usadas

nas etapas descritas a seguir.

4.5.3 Formacao inicial da matriz de glucanos e tratamentos para avaliar a
inibicdo da sintese de glucanos via GtfB

Para esta analise, utilizaram-se os extratos promissores (FLO/SC, GUA/CE,
PAC/CE e PRE/SP) para atividade antibiofilme e antimicrobiana contra S. mutans. As
amostras de sHA foram obtidas como descrito acima. Entdo, 500 uL de enzima GtfB
foram adicionados a cada tubo seguido de incubac&o (40 min, 37°C e 24 rpm) e 3
lavagens com tampé&o AB (com PMSF e NaNs). Em seguida, 500 pL de extratos (0,50
mg/mL) ou controles foram adicionados. Os tubos foram incubados (30 min, 37°C e
24 rpm) e lavados 3 vezes com tampao AB (com PMSF e NaN3s). Em seguida, 500 uL
de substrato de sacarose (100 mM de sacarose; 20 uM de dextrano 10,200; 0,01% de
NaNs3) foram adicionados a cada tubo seguido de incubacédo (4 h, 24 rpm e 37°C).
Para interromper a sintese de glucanos e para precipitar os glucanos formados, 500
ML de EtOH a 99% foi adicionado em cada tubo e estes foram incubados (18 h e 20°C).
Depois disso, foram lavados com EtOH a 70% para remover 0 excesso de sacarose
nao incorporado aos glucanos sintetizados. Os tubos foram transferidos para um
concentrador de amostras (Speed Vac Concentrator RVC 2-18 CD Plus, Christ) para
secagem durante 3 h. Entdo, foi adicionado 200 yL de NaOH 1N e os tubos foram
incubados (2 h, 37°C e 300 rpm) para solubilizacdo dos glucanos. Apés, este volume
foi transferido para um novo tubo e mais 200 yL de NaOH 1N foram adicionados aos
tubos contendo as esferas tratadas e foram novamente incubados (2 h, 37°C e 300

rpm). Em seguida, este volume foi transferido paras os tubos correspondentes para
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obter um volume final de 400 pL. A quantificacdo dos glucanos formados foi realizada

via ensaio fenol e acido sulftrico usando glicose como curva padréo 4.

4.5.4 Desprendimento de S. mutans apds a adeséo a pelicula salivar e glucanos
tratados com extratos selecionados

Os microrganismos foram cultivados até o meio da fase exponencial de
crescimento, como descrito no item 4.2 Cepas e Crescimento Microbianos. Quando
as culturas atingiram a DO desejada, foram centrifugadas (4000 x g por 20 min;
Eppendorf, Centrifuga 5810R), lavadas com NaCl 0,89%, este processo foi realizado
2 vezes e ao final, as culturas foram ressuspensas em NaCl 0,89% no mesmo volume
inicial. As culturas foram sonicadas com sonda (30 seg, 7 watts por 3 vezes; Sonicador
modelo Q125, QSonica, Newtown, USA). A DOssonm foi verificada para ajustar a

concentragdo para 2x10% UFC/mL.

4.5.4.1 Adesdo de S. mutans a pelicula salivar (SHA)

Amostras de sHA foram obtidas como descrito acima (item 4.5.2). Em seguida,
500 uL dos extratos FLO/SC, GUA/CE, PAC/CE e PRE/SP (0,50 mg/mL) ou controles
foram individualmente adicionados a cada tubo. Os microtubos com os tratamentos
foram incubados (30 min, 37°C e 24 rpm) e lavados 3 vezes com tampao AB (com
PMSF e NaNs). Em seguida, 500 pL de cultura de microrganismos (2x10® UFC/mL)
foram adicionados a cada tubo. Apos a incubacao (1 h, 37°C e 24 rpm), os tubos foram
lavados 3 vezes com tampao AB (com PMSF e NaN3s) para remover as células nao
aderidas. Cada amostra foi ressuspensa com 1000 yL de tamp&o AB (com PMSF e
NaNs) e sonicado com sonda (30 seg, 7 watts por 1 vez) para remover as células
aderidas a sHA. Uma aliquota de cada suspenséo foi utilizada para uma diluicdo em
série 1:10 (10°a 10%) em NaCl a 0,89% para determinar o nimero de UFC/mL através
de plagueamento em placas de agar sangue (48 h, 37°C e 5% CO2). Esta analise
verifica se os extratos utilizados sédo capazes de inibir a aderéncia de microrganismos
a pelicula salivar, mas principalmente, se as células do microrganismo que se
aderiram a pelicula tratadada podem ser removidas da superficie mais facilmente pelo

estimulo mecénico, interrompendo assim o primeiro estagio de formacao do biofilme.
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4.5.4.2 Adesdo de S. mutans a matriz inicial de glucanos (gsHA)

Amostras de sHA foram obtidas como descrito acima (item 4.5.2). Em seguida,
500 uL de enzima GtfB foi adicionado a cada tubo, seguido por incubacao (40 min,
37°C e 24 rpm) e lavagem com tampao de AB (com PMSF e NaNs) por 3 vezes. Ap0s,
500 pL de substrato de sacarose contendo os extratos (0,50 mg/mL) ou controles
foram adicionados a cada tubo e as amostras foram entéo incubadas (4 h, 37°C e 24
rpm). Apos a incubacao, 3 lavagens foram realizadas com tampéo AB (com PMSF e
NaNs) para remover o excesso de sacarose nao incorporado aos glucanos
sintetizados. Posteriormente, 500 uL de cultura do microrganismo (2x10° células/mL)
foram adicionados a cada tubo, seguido de incubacéo (1 h, 37°C e 24 rpm) e 3
lavagens com tampao AB (com PMSF e NaNz) para remover 0s microrganismos nao
aderidos. Cada amostra foi ressuspendida com 1000 mL de tampéao de AB (com PMSF
e NaNs) e sonicadas com sonda (30 seg, 7 watts por 1 vez) para remover as células
ndo aderidas a sHA. Entdo, uma aliquota de cada suspensédo foi usada para uma
diluicdo em série 1:10 (10° a 1073) para determinar o nimero de UFC/mL por
plagueamento em placas de agar de sangue (48 h, 37°C e 5% CO32). Esta analise
verifica se os extratos utilizados sédo capazes de inibir a aderéncia de microrganismos
a matriz inicial de glucanos, mas principalmente, se as células do microrganismo que
se aderiram aos glucanos tratados podem ser removidas pelo estimulo mecénico mais
facilmente da superficie, interrompendo assim o estagio inicial de formacdo do

biofilme.
4.6 Citotoxicidade dos Extratos Selecionados

4.6.1 Cultura celular

Foram realizadas culturas de células com a linhagens de queratindcitos bucais
espontaneamente imortalizados (NOK-si) 16°, cultivadas em meio Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium (DMEM, GIBCO, Grand Island, NY, EUA) com 2 mM de glutamina,
contendo 10% de soro fetal bovino (SFB, GIBCO, Grand Island, NY, EUA), penicilina
G (10.000 pg/mL), estreptomicina (10.000 upg/mL) e anfotericina (25 pg/mL)
(Invitrogen) em incubadora (CO2 a 5%, 37°C). As células foram cultivadas até
atingirem a confluéncia (90%), lavadas com tampao fosfato PBS 1X (NaCl 140 mM,
KCI 3,0 mM, Na2HPO4 4,30 mM, KH2PO4 1,40 mM), removidas com solugéo de tripsina
(0,05%)/EDTA (0,53 mM) (Invitrogen) e entdo submetidas a centrifugacéo a 400 x ¢
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por 5 min. As células foram ressuspendidas em meio de cultura e replaqueadas. O
meio foi trocado a cada dois ou trés dias. Para os experimentos foram usadas células
entre a 32 e 82 passagem. As células foram contadas em camara de Neubauer e
plaqueadas em pocos de microplacas de 96 pocos (2,0x 10* células/pogo). A placa foi
incubada (24 h, 37°C e 5% CO>).

4.6.2 Ensaio de viabilidade celular = MTT

A citotoxidade resultante da presenca de tratamentos [extratos e controles
veiculo, controle de morte (0,11% Triton X-100) e controle sem tratamento (controle
de viabilidade celular)] sobre as células em monocamada foi determinada pelo ensaio
colorimétrico de viabilidade celular MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)2,5-difeniltetrazolio
brometo] (Sigma). Este ensaio foi empregado para cultura de células em
monocamadas, 1 h ap6s o contato com o0s extratos e controles, suplementado com
SFB 10%, penicilina G (10.000 pg/mL), estreptomicina (10.000 pg/mL) e anfotericina
(25 pug/mL). Apds o periodo de incubacgéao, as células foram lavadas com 500 pL de
PBS (pH 7,4), e incubadas por 4 h a 37°C com 250 uL de solucdo de MTT (5,0 mg/mL).
Em seguida os cristais de formazam foram solubilizados em 250 yL de 2-propanol
adicionados a cada poco. As medidas espectrofotométricas foram realizadas em
comprimento de onda de 562 nm (Reader 400 EZ — Biochrom). Foram realizadas 2
ocasifes experimentais com 4 replicatas por ocasidao (n=8). Os dados obtidos foram
convertidos em porcentagem de células viaveis em relagdo ao controle sem

tratamento (controle de viabilidade celular).
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4.7 Andlise Estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o software GraphPad
Prism7 (GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, EUA), utilizando um nivel de
significancia de 5%. Os dados foram analisados pelo teste de normalidade de Shapiro-
Wilk. Os dados dos extratos para atividade antimicrobiana, antibiofilme na atividade
de GtfB, para desprendimento de S. mutans apds adesao a pelicula salivar e a matriz
inicial de glucanos e para citotoxicidade apresentaram distribuicdo ndo normal e foram
avaliados pelo teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido do teste de
comparacao multipla de Dunn. Além disso, os resultados de atividade antimicrobiana
para as fracbes apresentaram distribuicdo dos dados normal e foram analisados por
ANOVA two-way, considerando os fatores bioma e fracdo, seguido pelo teste de

comparacoes multiplas de Tukey.
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5 RESULTADOS

5.1 Caracterizagdo Quimica de Extratos Brutos de C. sylvestris de Distintos

Biomas Brasileiros

Em um estudo anterior, desenvolveu-se um meétodo analitico utilizando
cromatografia liquida e quimiometria para avaliar e diferenciar duas variedades de C.
sylvestris Swartz (Salicaceae) do Estado de Sao Paulo (Brasil) com base nos perfis
secundéarios de metabdlitos. Anteriormente, os estudos analiticos diziam respeito
apenas a analise de diterpenos do tipo clerodano e, posteriormente, este método
também foi aplicado para descrever a composicao de flavonoides das variedades C.
sylvestris e analisar os extratos da composicao de folhas de outros estados brasileiros
148 Entdo, uma estratégia foi empregada para simultaneamente extrair e detectar o
maior numero de compostos de ambas as classes quimicas. Assim, dois picos foram
selecionados a partir dos cromatogramas resultantes e incluiram tanto os compostos
fendlicos (mais precisamente, flavonoides glicosilados, detectados a 254 nm) quanto
os diterpenos do tipo clerodano, detectados a 235 nm 0,

Os resultados mostraram que as variedades apresentaram uma distribuicao de
acordo com seus ecossistemas originais, sugerindo uma forte correlacdo com o0s
principais metabdlitos encontrados em cada grupo de espécies. Além das diferencas
morfoldgicas inerentes, também foi possivel observar diferencas na composi¢do do
metabdlito secundario dentro de cada grupo, dependendo do local onde as amostras
foram coletadas 3. Assim, extratos de C. sylvestris var. sylvestris (PAC/CE, FLO/SC,
PRE/SP e GUA/CE), utilizados no presente estudo, apresentam menor teor de
diterpenos do tipo clerodano e maior teor de flavonoides glicosilados. Os extratos de
morfologia intermediaria (CAM/SP, MOG/SP, RIO/RS e CAC/MT) apresentam maior
teor de flavonoides glicosilados e pequeno teor de diterpenos do tipo clerodano,
enguanto extratos de var. lingua (CAR/CE, LUI/SP, SRM/MG e ARA/SP) apresentam

0 maior teor maior de flavonoides glicosilados (Figura 6).
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Figura 6- Quantificacéo de diterpenos do tipo clerodano e flavonoides glicosilados por
extratos de C. sylvestris de distintos biomas brasileiros
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As letras S, | e L indicam as variedades sylvestris, intermediaria e lingua, respectivamente.

Fonte: Comunicagéo pessoal da Dra. Paula Carolina Pires Bueno. Dados n&o publicados.

5.2 Atividade Antimicrobiana

Os dados de UFC/mL foram convertidos para logio e subsequentemente em
porcentagem em relacdo ao veiculo controle (V). Isto foi realizado para avaliar quais
extratos na concentracao testada inibiram >50% das contagens de células viaveis por
cepas testadas (ICso ou >3 logs) 1%6. Reducdes significativas na populacédo microbiana
de S. mutans foram observadas para FLO/SC (reducdo de 53,84%), GUA/CE
(reducéo de 65,91%) e PRE/SP (reducao de 48,93%) versus (vs.) o veiculo controle
(p <0,0001; Figura 7A). Houve também uma reducdo significativa na populacdo
microbiana de C. albicans quando tratada com PAC/CE (reducéao de 50,3%) e PRE/SP
(reducéo de 52,98%) vs. V (p =0,0001; Figura 7B). Esses extratos pertencem a var.

sylvestris e contemplam o bioma Mata Atlantica.
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Figura 7- Atividade antimicrobiana de 12 extratos de C. sylvestris de distintos biomas
brasileiros contra S. mutans (A) e C. albicans (B)
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Os dados descritos sdo as medianas, representadas pelos tracos e os intervalos interquartis,
representados pelas caixas. As barras de erro indicam os valores maximos e minimos. A
porcentagem de viabilidade celular foi obtida considerando o controle veiculo (V) como 100%.
Os asteriscos indicam diferencas estatisticamente significativas de um extrato especifico vs.
controle veiculo (V), onde: ****p<0,0001; ***p<0,001; **<p<0,01 e *p<0,05 (teste de Kruskal-
Wallis, seguido pelo teste de multiplas comparacdes de Dunn). O controle de crescimento de
cada espécie € representado por Sm para S. mutans e Ca para C. albicans. As cores das
barras do gréfico representam a variedade a que pertencem os extratos, sendo, em cor cinza
escuro: var. sylvestris; cinza claro: var. intermediéria e branco: var. lingua.

Fonte: Elaboragéo prépria.

A atividade antimicrobiana contra S. mutans foi também avaliada para as 36
fracOes dos extratos, sendo 3 tipos de fracdo por extrato (MeOH, AcOEt e Hex). As
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fracOes acetato de etila de todos os extratos reduziram a populacdo microbiana de S.
mutans (vs. V; p <0,0001), exceto PAC/CE (p >0,05). As fracdes acetato de etila
ARA/SP, CAR/CE e SRM/MG causaram maior reducao na viabilidade da populagéo
de S. mutans (82,91%, 92,76% e 100%, respectivamente, vs. V) em comparacao as
demais fracdes acetato de etila (Figura 8). Os extratos a que pertencem estas fracdes
sao da var. lingua e contemplam os biomas Cerrado e Ecotone (Cerrado/Caatinga),
ainda, embora expressam maior teor de flavonoides glicosilados, o acetato de etila €
um solvente com polaridade 6tima para extrair os diterpenos, principalmentes as
casearinas e portanto, os flavonoides ficam retidos no cartucho de extracao e a fracéo
resultante apresenta entédo, maior teor de diterpenos do tipo clerodano em relacao aos
flavonoides glicosilados.

Figura 8- Atividade antimicrobiana das 3 fracfes distintas de C. sylvestris de distintos
biomas brasileiros contra S. mutans
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Os dados descritos sdo as médias e as barras de erro correspondem ao desvio padrao. A
porcentagem de viabilidade celular foi obtida considerando o controle veiculo (V) como 100%.
Houve diferenca estatisticamente significativa entre a fracdo acetato de etila (AcOet) vs.
controle veiculo (V) para todas, exceto PAC/CE (two-way ANOVA entre os fatores bioma e
fracdo mostrou que a interacao entre os fatores é significativa por fator (p <0,0001; bioma p
<0,0001; fracéo p<0,0001, seguido pelo teste de comparages multiplas de Tukey; p >0,050).

Fonte: Elaboragéo prépria.
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5.3 Atividade Antibiofilme

Os dados de biofilme foram convertidos em porcentagens e os extratos que
reduziram a biomassa do biofilme e/ou as contagens de microrganismos viaveis em
média mais de 50% foram considerados promissores para testes contra mecanismos
de viruléncia especificos. Quando comparado ao controle veiculo, a maior reducéo de
biomassa de S. mutans foi observada em biofilmes tratados com os extratos GUA/CE
(reducéo de 95,87%) PAC/CE (91% de reducao) e PRE/SP (reducéo de 99,76%) (p
<0,0001; Figura 9A). Reducdes significativas na contagem viavel da populacéo de S.
mutans foram observadas para ARA/SP, CAM/SP, FLO/SC, GUA/CE, MOG/SP,
PAC/CE, PRE/SP e SRM/MG (vs. V; p <0,0001). No entanto, biologicamente, a
reducdes mais significativas foram para os biofilmes tratados com GUA/CE, PAC/CE
e PRE/SP, que apresentaram reducdo média de 100% nas contagens de células
viaveis.

Os biofilmes de C. albicans tratados com PAC/CE (reducéo de 66,36%),
PRE/SP (reducéo de 52,51%), RIO/RS (reducéo de 59,12%) e SRM/MG (reducéo de
55,8%) mostraram reducéo das contagens de células viaveis de C. albicans (vs. V; p
<0,0095, Figura 9D), mas quéao importante foi essa reducéo precisa ser investigada
devido a alta variabilidade. Os dados de biomassa também apresentaram alta
variabilidade e ndo foram identificadas diferencas entre tratamentos com extratos e
controle veiculo (Figura 9B). Estes resultados ndo eram esperados e podem ser
atribuidos a diferenca morfolégica entre 0os microrganismos eucariéticos e
procarioticos testados e os fatores de viruléncia de C. albicans. Nota-se que 0s
extratos apresentram maior efeito sobre biofilmes de S. mutans do que contra os de
C. albicans, confirmando a diferenca na acdo dos extratos entre esses
microrganismos, uma vez que um é uma bactéria Gram-positiva, enquanto o outro é

um fungo.
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Figura 9- Atividade antibiofilme de 12 extratos de C. sylvestris de distintos biomas
brasileiros contra S. mutans e C. albicans
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Os dados de biomassa obtidos pelo método do cristal violeta sdo mostrados em A e B para
S. mutans e C. albicans, respectivamente. Os dados de populacédo microbiana sdo mostrados
em C e D para S. mutans e C. albicans, respectivamente. Os dados descritos sdo as
medianas, representadas pelos tragos e os intervalos interquartis sdo representados pelas
caixas. As barras de erro indicam os valores maximos e minimos. A porcentagem de
viabilidade celular e biomassa foram obtidas considerando o controle veiculo (V) como 100%.
Os asteriscos indicam diferencas estatisticamente significativas de um extrato especifico vs.
controle veiculo (V), onde: ****p <0,0001; ***p <0,001; **p <0,01 e *p <0,05 (teste de Kruskal-
Wallis, seguido pelo teste de compara¢ces multiplas de Dunn). O controle de crescimento de
cada espécie é representado por Sm para S. mutans e Ca para C. albicans. As cores das
barras do gréfico representam a variedade a que pertencem os extratos, sendo, em cor cinza
escuro: var. sylvestris; em cinza claro: var. intermediaria e; em branco: var. lingua.

Fonte: Elaboracao prépria

5.4 Efeito de Extratos Selecionados na Atividade de GtfB
O efeito dos extratos na atividade de GtfB de S. mutans foi avaliado para

tratamentos com os extratos FLO/SC, GUA/CE, PAC/CE e PRE/SP, pois esses quatro

extratos apresentaram melhores resultados para a andlise antimicrobiana e
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antibiofilme. Os dados de 3 experimentos em triplicata, com trés leituras por replicata
estéo representados na Figura 10. Os extratos FLO/SC, GUA/CE e PRE/CE reduziram
a quantidade de glucanos formados por GtfB (vs. V; p <0,0136), porém, PAC/CE nédo
afetou a quantidade de glucanos (p =0,6032).

Figura 10- Efeito dos extratos FLO/SC, GUA/CE, PAC/CE e PRE/SP na atividade de GtfB
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Os dados descritos sdo as medianas, representadas pelos tragos e os intervalos interquartis,
representados pelas caixas. As barras de erro indicam os valores maximos e minimos.Os
asteriscos indicam diferencas estatisticamente significativas de um extrato especifico vs.
controle veiculo (V), onde: **p <0,0136 e ***p =0,0002 (teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo
teste de comparagfes multiplas de Dunn). Apenas o extrato PAC/CE néo afetou a atividade
de GtfB (p =0,6032). As cores das barras do grafico representam a variedade a que pertencem
0s extratos, sendo, em cor cinza escuro: var. sylvestris.

Fonte: Elaboracédo prépria

5.5 Desprendimento de S. mutans Apds Adesao a Pelicula Salivar e a Matriz

Inicial de Glucanos Tratada com Extratos Selecionados

A quantificagéo de células de S. mutans, que foram removidas pelo estimulo
mecanico apos adesdo das mesmas a pelicula salivar e aos glucanos, foi avaliada
para tratamentos com os extratos FLO/SC, GUA/CE, PAC/CE e PRE/SP, pois esses
guatro extratos apresentaram melhores resultados para a analise antimicrobiana e
antibiofilme. Os dados desta andlise sdo apresentados na Figura 11. Nenhum extrato
promoveu reducao significativa da remocao de células aderidas a pelicula (vs. V; p
>0,05; Figura 11A); assim, esses extratos hdo modificam a pelicula per se. Entretanto,

um maior numero de células de S. mutans foi removido apdés adesdo a matriz de
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glucanos quando tratados por esses extratos (vs. V; p <0,0031; Figura 11B). Portanto,
0S quatro extratos poderiam modificar os glucanos formados na superficie de
hidroxiapatita com pelicula e essa modificacdo poderia enfraquecer a adeséo de S.
mutans a matriz inicial de glucanos, facilitando a remo¢&o mecéanica das células.

Figura 11- Desprendimento de S. mutans apds adeséo a pelicula salivar e & matriz
inicial de glucanos tratada com extratos selecionados
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Os dados de desprendimento ap6s adesao de S. mutans a pelicula salivar e aos glucanos tratados sédo
mostrados em A e B, respectivamente. N&o houve diferenca entre o controle veiculo (V) e os extratos
testados para ambas as andlises. A porcentagem de UFC/mL foi obtida considerando o controle veiculo
(V) como 100%. Note-se que estes extratos promoveram ades&o a matriz inicial de glucano. Os dados
descritos séo as medianas, representadas pelos tracos e os intervalos interquartis, representados pelas
caixas. As barras de erro indicam os valores maximos e minimos. Os asteriscos denotam uma diferenca
estatisticamente significativa de um extrato especifico versus controle de veiculo (V), onde ****p
=0,0001 e **p<0,0031 (teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de comparacao mdultipla de Dunn).
O controle de crescimento é representado por Sm (S. mutans). As cores das barras do grafico
representam a variedade a que pertencem os extratos, sendo, a cor cinza escuro a var. sylvestris.

Fonte: Elaboragao propria
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5.6 Citotoxicidade de Extratos Selecionados

Os dados de viabilidade celular (linhagem NOK-si) mostraram que a exposi¢cao
dessas células durante 1 h aos extratos testados e ao controle veiculo causa morte
celular, em comparag&o com o controle de viabilidade (Figura 12). Porém, ndo houve
diferenca quando os extratos foram comparados com o controle veiculo (p> 0,9999).
Entretanto, ressalta-se que para uma formulacéo a ser utilizada na cavidade bucal, o
tempo de exposicdo possivelmente serd menor, bem como a mucosa bucal € um

tecido com organizacgdo tridimensional e ndo células em monocamada.

Figura 12- Citotoxicidade dos extratos selecionados
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Os dados descritos sdo as medianas, representadas pelos tragos e os intervalos interquartis,
representados pelas caixas. As barras de erro indicam os valores maximos e minimos. O
“Cont V” indica controle de viabilidade celular e o “Cont M”, o controle de morte celular. A
porcentagem de viabilidade celular foi obtida considerando o controle de viabilidade celular
como 100%. Os asteriscos denotam uma diferenca estatisticamente significativa de um
extrato especifico versus controle de viabilidade celular (Cont M), onde ****p <0,0001, ***p
=0,0004; **p =0,0088 e *p =<0,0204 (teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de
comparagfes multiplas de Dunn). As cores das barras do grafico representam a variedade
dos extratos, sendo, em cinza escuro: var. sylvestris; em cinza claro: var. intermediaria; e em
branco: var. lingua.

Fonte: Elaboracgéo prépria
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6 DISCUSSAO

Os resultados obtidos neste estudo indicam que extratos e fracdes especificos
de C. sylvestris exibem potentes efeitos antimicrobianos e antibiofilme contra dois dos
principais microrganismos relacionados a patogénese da céarie dentaria. Esta é a
primeira triagem sistematica de C. sylvestris contra microrganismos cariogénicos e, a
composicado fitoquimica marcada pela presenca de diterpenos do tipo clerodano e
flavonoides glicosilados pode apresentar propriedades para controle de biofilme
cariogénico e seu potencial deve ser explorado. Além disso, a origem natural desses
extratos permite que sejam mais facilmente aceitos para o controle em longo prazo de
doencas mediadas por biofilme, como a cérie, além ser menos dispendiosos 67,

O modelo de biofilme monoespécies usado neste estudo tem sido
recomendado para triagens iniciais de novos agentes anticarie 1% e embora néo imite
a complexidade da microbiota das superficies de esmalte/dentina, expressa uma
viruléncia critica caracteristica do biofilme, a matriz polissacaridica 18 16°, Vantagens
importantes deste modelo incluem: a alta reprodutibilidade da formacéao de biofilme;
permite triagem de alto rendimento de multiplos compostos e concentracdes em um
Gnico experimento 170171 e: as etapas de tratamento podem ser consistentemente
controladas 1% 173,

Além disso, biofilmes utilizando um Gnico microrganismo sdo vantajosos para a
analise dos mecanismos de acdo de agentes terapéuticos, especialmente nos
processos mediados por glucanos envolvidos na formacdo da matriz polissacaridica
no biofilme de S. mutans %° ou na formacgédo de hifas, um fator de viruléncia muito
importante de C. albicans, pois, torna o biofilme mais consistente e forma uma base
adequada para a fixacdo de outros microrganismos, incluindo bactérias 6. Este fungo
também foi escolhido para a triagem inicial de extratos, pois € um dos microrganismos
frequentemente detectado em biofilmes (placa dentéria) de criancas % acometidas por
carie da infancia e fornece um aumento de sitios de ligacdo para Gtfs derivados de S.
mutans ©7.

Os resultados dos testes antimicrobianos e antibiofilme (biomassa e UFC/mL)
indicam que extratos da var. sylvestris e bioma Mata Atlantica (FLO/SC, GUA/CE,
PAC/CE e PRE/SP) efetuaram as redu¢fes mais significativas para S. mutans. Ainda,
PAC/CE e PRE/CE mostraram concomitante reducdo de C. albicans tanto em

biofilmes - %UFC/mL (logio) como em sua forma livre. Os efeitos inibitorios destes
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extratos podem ser atribuidos a sua composicéo fitoquimica, a presenca simultanea
de flavonoides glicosilados e de diterpenos do tipo clerodano nestes extratos pode ser
particularmente vantajosa, pois pertencem as classes de compostos eficazes contra
fatores de viruléncia de microrganismos cariogénicos 4176 Além disso, os demais
extratos testados contém predominantemente compostos fendlicos e nenhum
produziu efeitos inibitérios significativos. Assim, € provavel que a atividade biologica
dos extratos de C. sylvestris ndo poderia ser atribuida apenas a uma das classes de
compostos, mas sim a um potencial sinergismo entre estas que promove efeitos contra
diversos alvos. Ainda, é reconhecido que a terapia combinada entre terpendides,
como tt-farnesol, e flavonoides especificos (miricetina e apigenina) exibe bioatividade
contra S. mutans, perturbando os mecanismos de viruléncia 17417,

Embora ndo tenhamos identificado os componentes bioativos para cada
extrato, um estudo fitoquimico anterior forneceu informac6es importantes sobre os
componentes fendlicos a partir das folhas do extrato ARA/SP, seguindo 0 mesmo
método de extracdo dos extratos testados aqui 3 148, Catorze flavonoides glicosilados
e uma catequina foram isolados e identificados, os compostos foram identificados da
seguinte forma: (+) -catechin, quercetin-3-O-a-L-rhamnopyranosyl-(1—6)-3-D
glucopyranoside (rutin), isorhamnetin-3-O-a-L-rhamnopyranosyl-(1—2)-3-D-
glucopyranoside (isorhamnetin-3-O-neo-hesperidoside, isorhamnetin-3-O-a-L-
rhamnopyranosyl-(1—6)- -D-glucopyranoside (narcissin) e isorhamnetin-3-O-a-L-
rhamnopyranosyl-(1—2)-a -L-arabinopyranoside 4. OQutras andlises fitoquimicas
identificaram taninos (substancia fenélica) em C. sylvestris 177: 178 e um estudo prévio
30 com amostras ARA/SP, CAM/SP, MOG/SP e PRE/SP selecionou dois picos a partir
dos cromatogramas e incluiu os diterpenos do tipo clerodano (casearinas), detectados
a 235 nm . Qutras investigacGes quimicas isolaram 41 diterpenos de clerodano
incluindo casearinas 137 142,150, 155,156, 179 ' casearvestrins 142,

O foco deste estudo nao foi isolar os compostos bioativos e identificar os
potenciais alvos de acao dos extratos e fragdes analisadas, mas sim em realizar uma
triagem sistematica para identicar quais possuem atividade biol6gica importante para
controle/prevencéo de biofilme cariogénico. No entanto, o conhecimento sobre quais
compostos bioativos sdo encontrados em extratos e fragdes de C. sylvestris e seus
possiveis mecanismos de acdo auxilia na interpretacdo dos resultados e fornece
bases para abordagens direcionadas, que devem ser mais amplamente exploradas

em estudos futuros. Flavonoides podem se complexar com proteinas extracelulares
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soliveis assim como com paredes celulares bacterianas 89 e terpendides pode
promover ruptura das membranas pelas caracteristicas lipofilicas ', Estes efeitos
podem estar relacionados com a reducédo >50% de UFC/mL (logio) de S. mutans
qguando tratado pelos extratos. Mais investigacdes sdo necessarias para corroborar
estes efeitos de C. sylvestris.

Os dados de %UFC/mL (logio) ap0s tratamento com as fragdes acetato de etila
de ARA/SP, CAR/CE e SRM/MG mostram uma reducao significativa da populacéo de
células viadveis de S. mutans >80%, em contraste com as demais fracdes. Apesar das
fracOes acetato de etila serem fracionadas de extratos brutos com maior teor de
flavonoides glicosilados, o método extrativo utilizado resulta em fragdes com maior
teor de diterpenos em relacédo aos flavonoides, pois o acetato de etila € um 6timo
solvente para extrair diterpenos clerodanicos (especificamente casearinas) devido a
sua polariadade, assim, mesmo em extratos com pouco teor de diterpenos, o contetido
que estiver presente, sera extraido, variando apenas o rendimento entre cada fracéo
resultante. A capacidade de terpenos atingirem as propriedades de viruléncia
cariogénica € reconhecida e poderia ser responsavel pelo efeito bactericida
encontrado 4 175, Assim, devem agora ser consideradas para futuros estudos em
relacdo a atividade contra biofilmes orais e na atividade de Gtfs, além da suma
importancia do isolamento e identificacdo de compostos bioativos das fracoes.

Entre os cartoze compostos fendlicos identificados em ARA/SP 20, para dois
deles (catequinas e quercetinas) foram descritos efeitos in vitro contra enzimas Gtfs
de S. mutans 81182 e na formacdo de glucanos sollveis e insolUveis em biofilmes
dessa espécie 183184 Além disso, quercetina tem atividade inibitéria contra a producéo
de &cido bacteriano 185 186 Esta acdo na atividade de Gtfs, descrita para os fendis que
também sdo encontrados em C. sylvestris, podem ser indiretamente responsaveis
pela diminuicdo da biomassa observada nas analises antibiofilme para S. mutans, pois
o efeito na atividade de Gtfs pode reduzir a quantidade de EPS e provocar a reducéo
da biomassa do biofiime. Esta cascata de eventos limitaria os locais de ligacéo
disponiveis para a adesao e a co-agregacao bacteriana, interferindo na etapa inicial
da formacédo do biofilme. Outro efeito na atividade de Gtfs seria a modificagdo de
glucanos produzidos, em que o tipo de ligagao glicosidica poderia ser afetado.

No presente estudo, FLO/SC, GUA/CE e PRE/SP afetaram a atividade de GtfB
e diminuiram a quantidade de glucanos produzidos. Ainda, os FLO/SC, PAC/CE e
PRE/SP podem ter afetado a qualidade dos glucanos formados por GtfB, pois um
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maior nimero de células de S. mutans foram removidas apds adeséo aos glucanos
quando esses extratos estavam presentes durante a sintese. Portanto, os quatro
extratos poderiam modificar os glucanos formados na superficie de hidroxiapatita com
pelicula e essa modificacdo poderia enfraquecer a adesao de S. mutans a matriz inicial
de glucanos. Este comportamento é desejavel clinicamente, pois facilita a remocéo
mecanica das células quando do uso de formula¢do com estes extratos. Em contraste,
esses guatro extratos ndo modificaram a pelicula salivar, pois nenhum extrato
promoveu aumento significativo da remocéao de células aderidas a pelicula.

Os diterpenos do tipo clerodano sdo metabdlitos secundarios da classe dos
terpenos, essa classe de compostos foi identificada como responsavel pela atividade
sobre C. albicans. Terpenos atuam na permeabilidade de células fungicas provocando
mudancas nas propriedades das membranas e suas funcdes 18710 podendo
desencadear mudancas na morfologia celular e inibir o crescimento deste fungo. Os
taninos sdo descritos como um composto bioativo de C. sylvestris /7 178 e alguns
estudos demonstram sua capacidade em inibir in vitro o crescimento de levedura e
atuacdo na membrana celular fungica, através da precipitacdo de proteinas °,
portanto, taninos podem estar relacionados com os resultados obtidos apods
tratamentos de C. albicans com PAC/CE e PRE/SP. Além disso, embora RIO/RS e
SRM/MG tenham apresentado reducao estatisticamente significativa da populacdo do
biofilme de C. albicans, o quanto esta reducéo é biologicamente relevante, precisa ser
investigada. Em RIO/RS e SRM/MG, quantificaram-se predominantemente
flavonoides glicosilados, isto sugere que estes compostos atuem com maior eficacia
gquando em associagdo com os diterpenos, como em PAC/CE e PRE/SP,
provavelmente devido a uma acdo de algum componente (S) que aumenta a
estabilidade ou biodisponibilidade do outro ou aumentando o seu metabolismo 12,

Particularmente, os extratos de C. sylvestris foram mais ativos contra S. mutans
guando comparados aos efeitos contra C. albicans, tanto nas analises antimicrobianas
como antibiofilme. Este fungo possui diversos fatores de viruléncia, como polimorfismo
(influenciado por moléculas sensiveis ao quorum sensing - tirosol de levedura a hifa e
tt- farnesol de hifa a levedura), formacao de biofilme e controle da competicdo de
nutrientes 193 194, Estes sdo os principais fatores associados a resisténcia e tolerancia
as drogas e podem causar efeito menos pronunciado dos extratos para este
microrganismo. Ainda, de forma inesperada, a biomassa de C. albicans apds os

tratamentos apresentou alta variabilidade, este comportamento pode estar
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relacionado tanto aos fatores intrinsecos do microrganismo como a variabilidade da
atividade dentro do mesmo extrato 19,

Embora os dados de viabilidade celular de queratinécitos indiguem morte
celular apds exposicao de 1 h aos extratos testados, ressalta-se que para formulagdes
de uso tépico na cavidade bucal, o tempo de exposi¢cdo possivelmente serd menor.
Além disso, a metodologia do MTT tem suas limitagdes, a mucosa bucal é um tecido
com organizacao tridimensional e ndo com células em monocamada e, portanto,
estudos de toxicidade devem ser realizados utilizando modelos animais ou mesmo
mais de um ensaio poderia ser usado para determinar a viabilidade celular em estudos
in vitro, pois isso aumentaria a confiabilidade dos resultados obtidos 1. Além disso,
uma reducdo na citotoxicidade desses extratos pode ser alcancada isolando-se a
fracdo ativa do extrato bruto, que deve ser melhor avaliada, e/ou diminuindo a
concentracédo de EtOH e DMSO (com base no veiculo).

E necessaria prudéncia ao interpretar os dados apresentados para evitar a
superavaliacdo dos efeitos para controle de biofilmes cariogéncicos. O teor de
flavonoides e diterpenos poderdo ser padronizados nos extratos e fracdes
promissores, superando problemas de variacdo composicional associados a extracdo
fitoquimica e influéncias geograficas ou sazonais e futuramente ser utilizados em
estudos usando modelos de biofilme polimicrobiano cultivado em superficie de
esmalte/dentina. Cabe ressaltar que, quando em condi¢cdes adequadas, C. sylvestris
floresce e frutifica ja no segundo ano de vida 32 e vive pelo menos 20 anos 134, o que
favoreceria seu cultivo para fins terapéuticos. Ainda, sua madeira pode ser usada
como combustivel e para construcdes diversas 34. Assim, o cultivo controlado de C.
sylvestris poderia contribuir para o desenvolvimento de novos agentes para controle
de biofilme cariogénico a partir dos extratos brutos e fracdes, o que reduz o custo final

quando comparado a compostos purificados.



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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APENDICE A — Rendimento dos extratos brutos (peso em mg) e volumes de diluentes
adicionados para diluir os extratos brutos de C. sylvestris. Ao adicionar esses volumes
os estoques ficaram com 84,15% de etanol (EtOH) e 15% de dimetilsulfoxido (DMSO).

Peso do extrato (mgQ)

Volume de Diluente (L)

EtOH 99% DMSO 100%
2,9 410,55 72,45
3 425 75
3,1 439,45 77,55
3,2 453,33 80

Fonte: Elaboragé&o proépria.
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APENDICE B - Concentra¢des de EtOH e DMSO, sem adi¢éo dos extratos, para determinacdo de atividade antimicrobiana do veiculo
(V) para S. mutans UA159 e C. albicans SC5314.

Grupos Volumes utilizados para tratamento dos po¢os
V (EtOH 14%+DMSO 2,5%) 33,33 uL de estoque veiculo + 66, 67 uL de meio + 100 yuL. de mo
Vdil 1:2 (EtOH 7%+DMSO 1,25%) 16,67 uL estoque veiculo + 83,33 uL de meio + 100 yL de mo

Vdil 1:3,5 (EtOH 4%+DMSO 0,7125%) 9,5 uL de estoque veiculo + 83,33 uL de meio + 100 L mo
Vdill: 4 (EtOH 3,5 %+DMSO 0,625%) 8,33 uL de estoque veiculo + 91,67 uL de meio + 100 yL mo

EtOH 14% 28,8 uL de EtOH 99% + 71,2 pL de meio+ 100 yL de mo
EtOH 7% 14,4 uL de EtOH 99% + 85,86 uL de meio + 100 uyL mo
EtOH 4% 8,08 uL de EtOH 99% + 91,92 uL de meio + 100 uL mo
EtOH 3,5% 7,2 uL de EtOH 99% + 92,8 pL de meio+ 100 yL mo
DMSO 2,5% 5,05 uL de DMSO 100% + 94,95 uL de meio+ 100 yL mo
DMSO 1,25% 2,5 yL de DMSO 100% + 97,5 uL de meio+ 100 uyL mo
Microrganismo (mo) 100 yL mo + 100 pL meio

Fonte: Elaboracao prépria.
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APENDICE C - Gréfico gerado pelas analises do veiculo (EtOH e DMSO) contra S.
mutans UA159 (A) e C. albicans SC5314 (B) para testar extratos e fracdes.
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Fonte: Elaboragéo prépria.
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APENDICE D - Rendimentos das fracBes (peso em mg) e volumes de diluentes
adicionados para diluir as fracdes de C. sylvestris. Ao adicionar esses volumes 0s
estoques ficaram com 28% de etanol (EtOH) e 5% de dimetilsulfoxido (DMSO).

Volume de Diluente (pL)

Peso (mg) EtOH 99% | DMSO 100% | 1x PBS, pH 7,4
0,25 70,75 12,5 166,75
0,3 84,9 15 200,1
0,33 93,39 16,5 220,11
0,37 104,71 18,5 246,79
0,40 113,2 20 266,81
0,43 121,69 21,5 286,81
0,47 133,01 23,5 313,49
0,5 1415 25 333,5
0,6 169,8 30 400,2
0,7 198,1 35 466,9

1 283 50 667

Fonte:

Elaboragéo prépria.
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ANEXO B

Aprovacdo do projeto pelo comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos da
Faculdade de Odontologia de Araraquara — FOAr/UNESP.

UNESP - FACULDADE DE
ODONTOLOGIA - CAMPUS Wﬂp
ARARAQUARA
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Avaliacdo de atividades antimicrobiana e anti-biofilme de extratos e fragdes de
espécies vegetais sobre microrganismos patogénicos orais

Pesquisador: MARLISE INEZ KLEIN

Area Tematica:

Verséo: 1

CAAE: 68161417.0.0000.5416

Instituicdo Proponente: Faculdade de Odontologia de Araraquara - UNESP
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 2.070.910

Apresentacgao do Projeto:

Projeto intitulado "Avaliagéo de atividades antimicrobiana e anti-biofilme de extratos e fragdes de espécies
vegetais sobre microrganismos patogénicos orais". O estudo apresenta trés etapas: 1- Avaliacdo do
potencial antimicrobiano (antibacteriano e antifiingico) de extratos brutos e de fragdes espécies vegetais via
determinacédo de concentragao inibitéria minima (CIM) e concentracdo bactericida e fungicida minima
(CBM/CFM); 2- Anélise do potencial anti-biofilme dos extratos e de fragdes via método cristal violeta para
determinagdo de biomassa e contagem de populagdo microbiana dos biofilmes tratados; 3- Avaliagdo da
capacidade dos extratos e de fracdes de inibir etapas iniciais na formacéo de biofilmes; especificamente, o
efeito dos tratamentos na formacéo de glucanos na pelicula salivar sobre superficie de hidroxiapatita e na
adesao de microrganismos a pelicula salivar e a matriz inicial (glucanos) sobre superficie de hidroxiapatita.

Objetivo da Pesquisa:
O objetivo é avaliar as atividades antimicrobianas e anti-biofilme in vitro de extratos vegetais e suas fragdes
contra patégenos orais, em culturas plancténicas e biofilmes.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:
Riscos: Ndo existem riscos sociais ou fisicos significantes para a doagéo de saliva. O unico risco é que o
voluntario podera engolir o pedago de filme de parafina. Se isso acontecer, o filme se

Enderegco: HUMAITA 1680
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dissolvera no estbmago do mesmo modo como uma goma de mascar se dissolve. Ainda, existe o
inconveniente realizar doagdo mais de uma vez durante o periodo da pesquisa (2 anos). O voluntario pode
se recusar e se retirar da pesquisa a qualquer momento, por qualquer razéo.

Beneficios: O voluntario ndo se beneficiara por participar neste estudo. No entanto, os dados desse estudo
permitirdo alguns avancos cientificos, e ajudardo no desenvolvimento de novas terapias.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Nao foi citado o nimero de participantes no resumo. No arquivo "projetofapespsabrinamestrado.pdf', ndo foi
descrito o volume de saliva que sera coletado, o nimero de voluntéarios e a frequéncia que sera realizada a
coleta. Assim como a idade dos participantes e o género. Entretanto, essa informacdes esta presentes no
arquivo "PB_INFORMAGCOES_BASICA

Consideragdes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

Todos os documentos necessarios foram enviados. O TCLE apresenta-se claro e objetivo, descrevendo
todos os aspectos que julgo serem necessarios.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgdes:

N&o existem pendéncias.

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Protocolo APROVADO em reunido de 18 de Maio de 2017.

O pesquisador devera encaminhar relatérios parciais a cada 01 (um) ano até o prazo final da pesquisa,
quando devera encaminhar o relatério final.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informacdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 10/05/2017 Aceito
do Projeto ROJETO 917687.pdf 15:21:30
Cronograma Cronograma_Sabrina2017.pdf 10/05/2017 |MARLISE INEZ Aceito

11:14:56  |KLEIN
Declaragao de Autorizacao_para_uso_de_clinica_para_| 10/05/2017 |MARLISE INEZ Aceito
Pesquisadores coleta_de_saliva.pdf 11:14:01 KLEIN
Declaracéo de Autorizacao_para_utilizacao_de_laborat| 10/05/2017 | MARLISE INEZ Aceito
Pesquisadores orio.pdf 11:13:47 |KLEIN
Declaracéo de Previsao_de_ressarcimento_de_gastos.| 10/05/2017 | MARLISE INEZ Aceito
Pesquisadores pdf 14:43:32 KLEIN
Declaracéo de Termo_de_Ciencia.pdf 10/05/2017 |MARLISE INEZ Aceito
Pesquisadores 11:13:12 |KLEIN
Declaracao de Termo_de_cumprimento_das_normas 10/05/2017 |MARLISE INEZ Aceito
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Pesquisadores _do_CEP.pdf 11:12:51 |MARLISE INEZ Aceito

TCLE/Termosde |TCLE_Projeto_Sabrina_2017.pdf 10/05/2017 |MARLISE INEZ Aceito

Assentimento / 11:12:30 [KLEIN

Justificativa de

Auséncia

Orgamento ORCAMENTO_FINANCEIRO_Sabrina2 | 10/05/2017 |MARLISE INEZ Aceito
017.pdf 11:12:16__ [KLEIN

Projeto Detalhado / | projetofapespsabrinamestrado.pdf 10/05/2017 |MARLISE INEZ Aceito

Brochura 11:10:59 |KLEIN

Investigador

Folha de Rosto FolhadeRosto_Plataforma_Brasil.pdf 10/05/2017 |MARLISE INEZ Aceito

11:10:16__ [KLEIN

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:

Nao

ARARAQUARA, 18 de Maio de 2017

Assinado por:

Ligia Antunes Pereira Pinelli
(Coordenador)
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