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Santos JD. Atividade antifiingica do extrato bruto e fragfes de Streptococcus mutans
sobre Candida albicans em modelos de estudo in vivo [dissertacdo]. Sdo José dos
Campos (SP): Universidade Estadual Paulista (Unesp); Instituto de Ciéncia e
Tecnologia, 2018.

RESUMO

Estudos realizados in vitro tem demonstrado que Streptococcus mutans podem
produzir metabdlitos capazes de inibir Candida albicans, tornando interessante a
identificagcdo e desenvolvimento de novas substancias para o tratamento da
candidose bucal. Assim, o objetivo desse estudo foi extrair, fracionar e identificar as
substancias produzidas por S. mutans e avaliar seus efeitos sobre a patogenicidade
de C. albicans e na resposta imunolégica em modelos de estudo in vivo. As
substancias do sobrenadante da cultura de S. mutans foram extraidas com acetato
de etila e posteriormente fracionadas em coluna de silica derivatizada C-18 (150 g,
® = 3,5 cm) utilizando diferentes solu¢cdes de MeOH:H20 (36:64, 49:51, 60:40,
76:24, 100:0) como eluente, obtendo cinco diferentes fracdes (SM-F1, SM-F2, SM-
F3, SM-F4 e SM-F5). A identificagdo das substancias contidas no extrato bruto e
fracbes foi realizada por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas. Foram testados os efeitos do extrato bruto e fragbes do sobrenadante da
cultura de S. mutans sobre a candidose experimental induzida em modelo
invertebrado de Galleria mellonella e em camundongos imunossuprimidos. Para a
escolha da concentracdo a ser testada nos modelos in vivo foi realizada a
determinacao da Concentracao Inibitéria Minima do extrato bruto e fracées sobre C.
albicans. No modelo de infeccdo experimental com G. mellonella, os efeitos do
extrato e fracbes foram analisados pelos testes de curva de sobrevivéncia,
quantificacdo de UFC/mL de C. albicans na hemolinfa e determinacéo da densidade
hemocitaria das larvas de G. mellonella. O extrato, assim como as fracdes com
melhores resultados em modelo de invertebrado foram selecionados para o estudo
de candidose bucal em camundongos. Nesse modelo experimental, o
desenvolvimento de candidose foi avaliado pelos testes de recuperacdo e
determinacdo de UFC/mL de C. albicans da cavidade bucal, analise macroscopica e
microscopica do dorso da lingua. Os dados obtidos foram analisados
estatisticamente pelo Programa Graph Pad Prism 5.0, com nivel de significancia de
5%. Na determinacdo da concentragao inibitéria minima, apenas o extrato bruto e a
fragcdo SM-F2 demonstraram efeito sobre C. albicans, sendo 10 mg/mL e 15mg/mL,
respectivamente. No modelo de G. mellonella n&do houve aumento da sobrevida das
larvas com a utilizacdo profilatica do extrato, ocorrendo 100% de morte nas
primeiras 24 h em ambos os grupos com infeccdo. No entanto, ao realizarmos o
tratamento pds-infeccdo com o extrato bruto houve um aumento da sobrevida em
18,75 a 25%. Como nao houve efeito profilatico para o extrato bruto, as fracdes
foram administradas apenas terapeuticamente, verificando-se aumento da sobrevida
das larvas com as fragdo SM-F1 e SM-F2. Na contagem de UFC/mL de C. albicans
na hemolinfa das larvas, foi verificada diferenca estatisticamente significante apenas
com o extrato bruto e fracdo SM-F2 apds 12 h de infeccdo. Em relacdo a densidade
hemocitaria, os grupos tratados com extrato bruto e fracbes (SM-F1 e SM-F2)
apresentaram maior numero de hemdcitos circulantes na hemolinfa em relacdo ao



grupo apenas infectado com C. albicans. Portanto, as fracbes SM-F1 e SM-F2 foram
escolhidas para os testes em camundongos. Nesse modelo de estudo, verificou-se
que o extrato bruto, SM-1 e SM-F2 foram capazes de reduzir significamente o
namero de UFC/mL de Candida na cavidade bucal e as lesdes de candidose no
dorso da lingua, sendo esses efeitos mais proeminentes para SM-F2. Assim,
concluiu-se que as fracbes SM-F1 e SM-F2 do extrato de S. mutans contém
substancias antifiungicas com acéo terapéutica sobre a candidose experimental,
podendo ser alvos de novas estratégias terapéuticas para a candidose bucal.

Palavras-chave: Streptococcus mutans. Candida albicans. Candidose experimental.
Galleria mellonella. Camundongos imunossuprimidos.



Santos JD. Antifungal activity of crude extract and fractions of Streptococcus mutans
on Candida albicans in models of in vivo study [dissertation].Sdo José dos Campos
(SP): Sao Paulo State University (Unesp), Institute of Science and Technology; 2018.

ABSTRACT

In vitro studies have shown that Streptococcus mutans can produce metabolites
capable of inhibiting Candida albicans, becoming interesting the identification and
development of new substances for the treatment of oral candidiasis. Thus, the
objective of this study was to extract, fractionate and identify the substances
produced by S. mutans and evaluate their effects on the pathogenicity of C. albicans
and on the immune response in in vivo study models. Substances from the S.
mutans culture supernatant were extracted with ethyl acetate and subsequently
fractionated on a C-18 derivatized silica column (150 g, ® = 3.5 cm) using different
solutions of MeOH:H20 (36:64, 49:51, 60:40, 76:24, 100:0) as eluent, obtaining five
different fractions (SM-F1, SM-F2, SM-F3, SM-F4 and SM-F5). The identification of
the substances contained in the crude extract and fractions was performed by gas
chromatography coupled to mass spectrometry (GC-MS). The crude extract products
and the fractions of the supernatant of the S. mutans culture were assessed on
experimental candidiasis induced in invertebrate model of Galleria mellonella and in
immunosuppressed mice. For a choice of the concentration to be tested in the in vivo
models, a determination of the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) of the crude
extract and fractions on C. albicans was performed. In the model of experimental
infection with G. mellonella, the effects of extract and fractions were analyzed by the
survival curve test, quantification of CFU/mL of C. albicans in hemolymph and
determination of haemocyte density of G. mellonella larvae. The extract, as well as
fractions with better results in invertebrate model were selected for the study of oral
candidiasis in mice. In this experimental model, the development of candidiasis was
evaluated by the tests of recovery and determination of CFU/mL of C. albicans from
the mice’s oral cavity, macroscopic and microscopic examination of the tongue
dorsum. The data obtained were statistically analyzed by Graph Pad Prism 5.0, with
a significance level of 5%. In the determination of the minimal inhibitory
concentration, only the crude extract and the SM-F2 fraction showed effect on C.
albicans, with 10 mg/mL and 15 mg/mL, respectively. In the model of G. mellonella
there was no increase in the larvae survival with the prophylactic use of the extract,
occurring 100% of death in the first 24 h in both groups with infection. However,
when we performed the post infection treatment with the crude extract there was an
increase in survival from 18.75 to 25%. As there was no prophylactic effect for the
crude extract, the fractions were administered only therapeutically, verifying
increased survival of the larvae with the SM-F1 and SM-F2 fraction. In the CFU/mL
count of C. albicans on larval hemolymph, a statistically significant difference was
observed only with crude extract and SM-F2 fraction after 12 h of infection. In relation
to hemocyte density, the groups treated with crude extract and fractions (SM-F1 and
SM-F2) had a higher number of hemocytes circulating in the hemolymph compared
to the group only infected with C. albicans. Therefore, the fractions SM-F1 and SM-
F2 were chosen for the tests in mice. In this study model, it was verified that the
crude extract, SM-F1 and SM-F2 were able to significantly reduce the number of




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

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




1 INTRODUCAO

Candida spp. sdo fungos comensais que colonizam individuos saudaveis, no
entanto, em condi¢cdes especificas, se tornam patogénicos e podem causar
infeccbes sistémicas superficiais e graves. O aumento das infeccbes por Candida
tem acompanhado os avancos na medicina, como 0s procedimentos invasivos, 0
uso de drogas imunossupressoras para transplantes de 6rgados e a administracao
frequente de antibiéticos de amplo espectro (Wong et al., 2016). Candida albicans
representa a espécie mais patogénica do género Candida, e este fato esta
diretamente correlacionado com seus fatores de viruléncia, como a formacédo de
biofilme. Nos biofilmes, a matriz extracelular e o microambiente formado pelas
comunidades microbianas propiciam uma elevada resisténcia dos fungos as
moléculas de defesa do hospedeiro e aos agentes antimicrobianos (Borghi et al.,
2014). Katragkou et al. (2010) verificaram que o biofilme pode prejudicar a resposta
imunologica do hospedeiro por constituir uma barreira de difusdo para fagoécitos e
citocinas, levando a persisténcia da infecgao.

C. albicans pode ser encontrada em diferentes morfologias, como células
leveduriformes ou filamentosas (Shapiro et al., 2011), o crescimento filamentoso é
de particular interesse para a formacéo de biofilmes e para a patogénese do fungo
(Woolford et al, 2017). As formas filamentosas, tais como pseudo-hifas e hifas,
medeiam a adesédo dos fungos as células e tecidos epiteliais, promovendo a invaséo
e danos subsequentes ao hospedeiro (Sudbery et al., 2004, Laprade et al., 2017). A
capacidade de filamentacdo também faz parte da estratégia da levedura para
escapar dos fagécitos e vencer o sistema imunoldgico do hospedeiro (McKenzie et
al., 2010). Atualmente, ha um claro aumento na taxa de mortalidade causada por
esse fungo. Devido a algumas semelhancas entre células humanas e fungicas,
existem menos antifungicos disponiveis do que medicamentos antibacterianos. As
referidas questdes levam a uma necessidade urgente de novas moléculas que
possam agir sobre biofilmes de C. albicans e elevar o arsenal de agentes
antifngicos em caso de resisténcia (Leroy et al., 2016).

Além de causar candidose bucal, C. albicans pode provocar varias doencas

hY

polimicrobianas devido a sua capacidade em formar biofilmes multi-espécies
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(Bamford et al., 2009; Dutton et al., 2014; Barua et al., 2017). Entre as infeccdes
bucais, sabe-se que a estomatite protética é provocada por espécies de Candida
associadas a diferentes bactérias, incluindo S. aureus, E. coli e Klebsiella. A queilite
angular também € uma infeccdo oral de etiologia mista, na qual C. albicans esta
associada a S. aureus, Streptococcus, Enterococcus, E. coli, Klebsiella e
Pseudomonas. Na periodontite, Candida coexiste com outros micro-organismos do
biofilme dentéario, como Staphylococcus, bacilos entéricos, Pseudomonas e Varios
micro-organismos anaerébios (Thein et al., 2009). C. albicans também é encontrada
no biofilme supragengival, juntamente com S. mutans, S. oralis, S. mitis, S.
anginosus, Rothia, Actinomyces, Lactobacillus e Bifidobacterium (Filoche et al.,
2010), apresentando participacdo no desenvolvimento da carie dentéria (Klinke et
al., 2011; Gregoire et al., 2011).

Tem sido relatado que as interagdes entre 0s micro-organismos no biofilme
podem ser sinérgicas, neutras ou antagonicas (Peleg et al., 2010, Stacy et al., 2014),
portanto o tipo de interacfes ecoldgicas estabelecidas entre C. albicans e S. mutans
tem sido objeto de varios estudos (Jaroz at al., 2009; Falsetta et al., 2014; Gregoire
et al., 2011, Liu et al., 2017).

Streptococcus mutans apresentam capacidade de sintetizar polissacarideos
extracelulares (glucanos) a partir da sacarose pelas enzimas denominada
glicosiltransferase (GTF), que sintetiza glucanos extracelulares (Nagasawa et al.,
2017). Alguns estudos demonstraram que a formacdo de polissacarideos por S.
mutans pode favorecer o crescimento de C. albicans. Analises de microscopia
eletrbnica de varredura de biofilmes mistos, formados por S. mutans e C. albicans,
revelaram imagens de produtos extracelulares entre as células de leveduras e
cocos, sugerindo que glucanos produzidos localmente desempenham um papel
importante na mediacdo da co-adesao entre esses micro-organismos (Pereira-Cenci
et al., 2008; Metwalli et al., 2013). Além disso, foi determinado que todas as trés
enzimas glicosiltransferases produzidas por S. mutans possuem capacidade de se
ligar as superficies das células de C. albicans, sendo a enzima GtfB a que apresenta
maior grau de afinidade pelo fungo (Bowen e Koo, 2011). De acordo com Falsetta et
al. (2014), na presenca da sacarose, as GTFs adsorvidas nas células de C. albicans
produzem grandes quantidades de glucanos na superficie fangica. Estes glucanos

formados in situ fornecem sitios de ligacdo para S. mutans, enquanto que
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simultaneamente aumentam a adesdo fungica as superficies da hidroxiapatita.
Esses estudos demonstraram que S. mutans estabelecem relacdes de mutualismo
com C. albicans e que biofilmes formados por essas duas espécies podem aumentar
a severidade das infecc@es clinicas, como a céarie dentaria.

Por outro lado, durante a colonizacdo de S. mutans na cavidade bucal, um
dos principais mecanismos de viruléncia é a liberagdo de substancias
antimicrobianas, denominadas mutacinas. Essas substancias interferem na invaséao
e proliferacdo de outros micro-organismos do biofilme, estabelecendo relagbes
competitivas que conferem vantagem ecoldgica para as células de S. mutans (Kreth
et al., 2006; Kamiya et al., 2011).

Pereira-Cenci et al. (2008) analisaram a co-cultura de C. albicans e S.
mutans em modelos de biofilmes in vitro sobre discos de hidroxiapatita. Foi
demonstrado que as células de S. mutans aumentaram o crescimento de C. albicans
por estimular a co-adesdo, simultaneamente, das duas espécies. Entretanto, as
células de S. mutans suprimiram a formacao de hifas por C. albicans, sugerindo que
as interacfes entre essas espécies podem ser mediadas por moléculas de
sinalizacéo.

Algumas moléculas de sinalizacdo, envolvidas no quorum sensing
bacteriano com capacidade de suprimir a filamentacdo de C. albicans, ja foram
descritas em bactérias Gram-negativas, como Pseudomonas aeruginosa (Hogan et
al., 2004). A molécula N-3-oxo-Ci2 homoserina lactona (HSL) produzida por P.
aeruginosa inibiu completamente a formacao de hifas por C. albicans, sem alterar a
taxa de crescimento fangico das leveduras. Embora muitas bactérias Gram-
negativas produzam moléculas HSLs com grupos acilas de cadeias mais curtas (por
exemplo, C4 - HSL), a inibicdo da formacgéo de hifa por C. albicans é causada
especificamente por moléculas HSL de cadeia longa. Além disso, moléculas néo-
HSL, tais como o dodecanol e o farnesol, também s&o capazes de inibir a formacéo
de hifas de C. albicans (Davis-Hanna et al., 2008).

As moléculas de sinalizacdo produzidas por S. mutans também parecem
inibir a filamentacao de C. albicans. Jarosz et al. (2009) observaram que S. mutans
diminuiu a formacéo de tubos germinativos por C. albicans em co-culturas, mesmo
guando essas bactérias foram fisicamente separadas de C. albicans, indicando que

S. mutans secretam substancias no meio capazes de inibir sua filamentag&o. Joyner
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et al. (2010) atribuiram os efeitos inibitérios na formacdo de hifa a um peptideo
natural produzido por S. mutans, que recebeu o nome de mutanobactin.

Como citado nos estudos anteriores, essas interacdes entre S. mutans e C.
albicans tem sido bastante investigadas em modelos de estudo in vitro, entretanto os
efeitos das substancias produzidas por S. mutans sobre C. albicans ndo foram
testados em estudos in vivo, como por exemplo, em modelos de candidose
experimental. Nas Gltimas décadas, modelos in vivo de infec¢do experimental foram
desenvolvidos em animais invertebrados. Muitos estudos demonstraram que embora
os invertebrados estejam separados dos mamiferos por milh6es de anos de
evolugdo, muitos aspectos do sistema imune inato foram conservados entre essas
espécies (Arvanitis et al., 2013). Os modelos de invertebrados demonstram
inUmeras vantagens em relacdo aos modelos de mamiferos, como baixo custo na
criacdo, facilidade de manuseio, rapidez na obtencdo de resultados, além de nao
apresentarem restricdes éticas. Entre os varios modelos de infec¢cdo experimental
em invertebrados podemos citar a larva da mariposa Galleria mellonella, a mosca da
fruta Drosophila melanogaster e o nematodo Caenorhabditis elegans (Mylonakis et
al., 2008; Fuchs et al., 2010).

G. mellonella tem sido utilizada com sucesso como modelo para a
patogénese de Candida porque apresenta tamanho suficiente (aproximadamente 5
cm de comprimento) para inje¢cdo de um inéculo padronizado de C. albicans ou de
substancias com acao antifingica. Além disso, apresentam uma resposta inata bem
desenvolvida, constituida por componentes humorais e celulares. A resposta
humoral consiste em peptideos antimicrobianos (AMPs), como as defensinas, que
séo liberados por algumas células e érgaos internos de G. mellonella com finalidade
de destruir estruturas das células bacterianas e fungicas que penetram na hemolinfa.
Os mecanismos celulares compreendem a fagocitose e a nodulacdo (Arvanitis et al.,
2013). Mais especificamente, a resposta imune celular de G. mellonella é constituida
por seis tipos de hemacitos (prohemacitos, coaguldcitos, esferulécitos, oenocitdides,
plasmdcitos e granuldcitos) e seu principal mecanismo contra patégenos é a
fagocitose, mecanismo no qual os hemacitos circulantes na hemolinfa do inseto
reconhecem, engolfam e matam os patdgenos invasores. No entanto, quando o

namero de patdgenos excede um limiar ocorre a nodulagdo, processo em que 0S
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hemécitos se agregam e formam nddulos a fim de imobilizar e remover os
patégenos da circulacao (Vilcinskas et al., 2010).

A grande vantagem do uso de invertebrados como modelo de infeccéo
experimental € a possibilidade da realizacdo de estudos em grande escala, que
envolvem um numero elevado de animais por grupo experimental. Assim, o modelo
de G. mellonella serve como triagem para o estudo em animais vertebrados,
atendendo as questdes éticas e legais para a reducdo do uso de animais, como
ratos e camundongos, em pesquisa cientifica.

Uma vez que estudos in vitro demonstraram que S. mutans produzem
substancias capazes de inibir a filamentacdo de C. albicans, esse trabalho teve
como objetivo extrair, fracionar e identificar as substancias produzidos por S.
mutans, testando seus efeitos sobre a patogenicidade de C. albicans e a resposta
imunologica em modelos de G. mellonella. O extrato e as fracdes obtidas com maior
atividade antimicrobiana foram selecionados para testes em modelo de candidose

bucal em camundongos.
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2 OBJETIVO

2.1 Objetivo geral

Avaliar os efeitos antimicrobianos e imunomodulatérios das substancias
produzidas por S. mutans no tratamento da candidose em modelos de estudo in

Vivo.

2.1.1 Objetivos especificos

e Extrair, fracionar e identificar as substancias presentes no sobrenadante
da cultura de Streptococcus mutans;

e Verificar os efeitos das substancias de S. mutans sobre a patogenicidade
de C. albicans na candidose experimental em Galleria mellonella, por meio da
analise da curva de sobrevivéncia, quantificacdo de UFC/mL de C. albicans da
hemolinfa e determinacdo da densidade hemocitaria em larvas de G. mellonella;

e Selecionar as substancias com melhor efeito antimicrobiano sobre a
candidose experimental no modelo de Galleria mellonella, para avaliar sua acdo na
candidose bucal em modelo de camundongos imunossuprimidos, por meio da
recuperacdo de UFC/ml de C. albicans da cavidade bucal, analise macroscépica e

microscoépica do dorso da lingua.



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Micro-organismos

Para realizacdo desse trabalho foram utilizadas cepas padrdo de
Streptococcus mutans (UA 159) e de Candida albicans (ATCC 18804), mantidas em
freezer a -80 °C no Laboratério de Microbiologia e Imunologia do Instituto de Ciéncia
e Tecnologia de S&o José dos Campos/UNESP. Para ativacdo desses micro-
organismos, a cepa de S. mutans foi cultivada em agar Infuso Cérebro Coracao
(BHI, Himedia, Mumbai, india) por 48 h a 37 °C em microaerofilia (5% de CO>) e a
cepa de C. albicans foi cultivada em &gar Sabouraud Dextrose (Himedia
Laboratories, Munbai, india) por 48 h a 37 °C.

3.2 Comité de Etica

Esse trabalho foi submetido & Comissdo de Etica no Uso de Animais do
Instituto de Ciéncia e Tecnologia da Universidade Estadual Paulista/lUNESP do
Campus de Séo José dos Campos, cuja aprovacao ocorreu em 13 de maio de 2016
sob protocolo n° 005/2016-CEUA-ICT-UNESP (ANEXO A). Todos os procedimentos

foram realizados de acordo com a Lei 11.794, de 8 de Outubro de 2008.
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3.3 Preparo do extrato bruto e fragcdes do sobrenadante da cultura de S.

mutans

3.3.1 Preparo do sobrenadante da cultura de S. mutans

O preparo do sobrenadante de S. mutans foi realizado de acordo com
Barbosa et al. (2016). A cepa foi incubada em caldo BHI suplementado com 5% de
sacarose a 37 °C por 24 h, sob condi¢des de microaerofilia (5% de COz). ApGs este
periodo, as células microbianas foram centrifugadas a 5000 rpm por 10 min, o
sobrenadante foi desprezado e o sedimento ressuspenso em solucéo fisiolégica
tamponada com fosfato (PBS). Esse procedimento foi repetido novamente. A
contagem do numero de ceélulas da suspensdo foi realizada através de
espectrofotometro (B582, Micronal, Sdo Paulo, Brasil) no comprimento de onda de
398 nm e densidade optica de 0,560, obtendo-se uma concentracdo de 107
células/mL de S. mutans. Um volume de 1 mL da suspensdo padronizada foi
transferido para um tubo falcon contendo 6 mL de caldo BHI e incubado novamente
a 37 °C por 4 h, em estufa bacterioldgica sob condic6es de microaerofilia (5% de
CO2). Apos este periodo, o caldo foi centrifugado a 5000 rpm por 10 min e filtrado

em membrana com poros de diametro de 0,22 um (MFS, Dublin, EUA).

3.3.2 Extracéao e fracionamento do sobrenadante da cultura de S. mutans

Os compostos do sobrenadante filtrado da cultura de S. mutans foram
extraidos (extrato bruto do sobrenadante) e posteriormente fracionados. A extracao
foi realizada em parceria com o Instituto de Quimica da Unesp, campus de
Araragquara, com colaboracéo da Profa. Dulce Helena Siqueira Silva, integrante do
Nucleo de Bioensaios, Biossintese e Ecofisiologia de Produtos Naturais (NuBBe).

O sobrenadante foi submetido a extracdo com acetato de etila (3 vezes)

(Figura 1), em seguida o solvente organico foi removido sob vacuo em evaporador



rotatorio da Buchi R-114 (banho de aquecimento B-480), sob presséo reduzida com
auxilio de bomba de vacuo (D-91126 Schwabach da Heidolph Instruments) e
refrigeracdo a uma temperatura inferior a 3 °C (Marconi BTC-9090) (Figura 2). A
seguir, o extrato foi liofilizado e pesado, obtendo-se o extrato bruto.

A primeira etapa para obtengao do extrato bruto do sobrenadante da cultura
de S. mutans foi realizada em escala reduzida, obtendo-se dois extratos: um
proveniente da fase aquosa (fase da agua - caldo BHI) e outro proveniente da fase
organica (solvente - fase ativa). O extrato obtido da fase aquosa foi testado para
descartar a possibilidade de haver algum efeito sobre C. albicans, como ndo houve
acao sobre o fungo, nas demais extracdes ele foi descartado. A massa obtida na
extracdo de 375 mL de sobrenadante da cultura de S. mutans foi aproximadamente
2 g de extrato aquoso e 51 mg de extrato organico. Outra etapa de extracao foi
realizada, porém em maior escala. Neste segundo processo foi utilizado 500 mL do
sobrenadante, e a massa de extrato bruto organico obtida foi 110 mg. Mais duas
extracbes em escala ampliada foram realizadas para o fracionamento do extrato
bruto do sobrenadante da cultura de S. mutans (Quadro 1). As fracdes SM-F3 e SM-
F4 nao foram utilizadas nos testes posteriores, pois ndo havia quantidade suficiente
para realizacao dos ensaios experimentais.

A partir do perfil obtido por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com
Detector de Arranjo de Diodos (CLAE-DAD) do extrato bruto (Apéndice A, Figuras 3-
8), optou-se por submeté-lo ao fracionamento em coluna de silica derivatizada C-18
(150 g, ® = 3,5 cm) com diferentes solu¢des de MeOH:H20 como eluente (Figura 9)
determinadas a partir do cromatograma do perfil, obtendo 5 fracdes (Quadro 2).
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Figura 1 - Extracdo do sobrenadante da cultura de S. mutans com acetato de etila

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 2 - Remocéo do solvente organico sob vacuo em evaporador rotatorio da
Buchi R-114

Fonte: Elaborado pelo autor.



Quadro 1 - Rendimentos obtidos na extracdo do sobrenadante da cultura de S.

mutans
Massas (mg)
Sobrenadante 375 mL | 500 mL 6400 mL 6000 mL
Extrato Bruto (SM-EB) 51 110 205,9 356,6
Fracdo 1 (SM-F1) - - 969,3 927,6
Fracdo 2 (SM-F2) - - 210 281,8
Fracdo 3 (SM-F3) - - 22,7 30,7
Fracdo 4 (SM-F4) - - 6 4,8
Fracédo 5 (SM-F5) - - 397,2 -

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 9 - Fracionamento do sobrenadante da cultura de S. mutans

Legenda: Fracionamento do sobrenadante da cultura de S. mutans utilizando coluna de silica
derivada C-18 (150 g, ® = 3,5 cm) com diferentes solu¢cdes de MeOH:H2O (36:64, 49:51, 60:40,
76:24, 100:0) como eluente.
Fonte: Elaborado pelo autor.




Quadro 2 - Fracionamento do extrato bruto em coluna de silica derivatizada C-18
com diferentes solu¢cdes de MeOH:H20 como eluente

Fracao Propor¢do de MeOH:H,0O
SM-F1 36:64
SM-F2 49:51
SM-F3 60:40
SM-F4 76:24
SM-F5 100:0

Fonte: Elaborado pelo autor.

3.3.3 ldentificacdo das substancias presentes no extrato bruto e fracdes

obtidas do sobrenadante da cultura de S. mutans

Para a identificacdo das substancias do extrato bruto e das fragbes obtidas
foi realizada cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM,
Shimadzu, modelo GC-MS-QP2020) com autoinjetor AOC-20i (Apéndice B, Figuras
10-16). A coluna utilizada para as analises foi Supelco RTX-5MS (5% fenil
polimetilsiloxano) de 30 m x 0,25 mm x 0,25 pm.

Condicdes Cromatograficas:

Temperatura do injetor: 260 °C.

Modo de injecéo: split

Temperatura do detector: 260 °C

Vazéao do gas de arraste (He): 1,0 mL min?

Coluna: 80 °C (3 min)3-C/miy. 260 °C (10 min)

O espectrometro de massas utilizado nas analises de CG-EM é equipado
com fonte de ionizacédo por impacto eletronico (El), ajustada em 70 eV e uma faixa
de massas de aquisicdo de m/z 35-700. Para garantir uma maior estabilidade
térmica e maior volatilidade dos constituintes, bem como uma melhor resolucdo
cromatografica (Pellatti, Benvenuti, 2007) foi realizada uma etapa de derivagao
(sililacdo), durante o preparo das amostras. Sendo assim, 5 mg de SM-EB e SM-F1,
SM-F2 e o controle foram solubilizadas em 200 pyL de piridina, em seguida, foram
adicionados 200 pyL de N-metil-N-(trimetilsilil)- trifluoroacetamida (MSTFA - Sigma).
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As amostras foram mantidas a 37° C por 30 min. Ap6s 24 h de repouso a 5 °C
(geladeira), as mesmas foram filtradas em membranas PTFE (0,22 um) e foram

analisadas (Tomaz, 2011).

3.4 Determinacdo da Concentracao Inibitéria Minima do extrato e fragdes do

sobrenadante da cultura de S. mutans sobre C. albicans

Para determinagdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM), foi utilizado o
método de microdiluicAo em caldo realizado em placas de 96 pocos. Para isso, a
cepa de C. albicans foi cultivada em caldo YPD (1% de extrato de levedura, 2% de
peptona e 2% de dextrose) e incubadas a 30° C durante 16 h. Apds, as células
foram centrifugadas a 4000 rpm por 5 min e lavadas com solucdo salina tamponada
com fosfato (PBS). As células foram padronizadas a 1x103 células/mL em meio
RPMI utilizando hemocitdmetro. O extrato e fracdes foram diluidos e adicionados ao
meio RPMI com 2 vezes a concentragao final, as concentracdes testadas foram de 1
a 15 mg/mL. Cada pogo teve um volume final de 100 pl (50 pl do extrato/fracéo + 50
pl da suspensdo de Candida albicans). A placa foi incubada a 35° C por 48 h, a
constatacdo da CIM foi feita a olho nu e determinada no po¢o onde ndo houve
turvacdo do meio apés 24 h de incubacéo. Apds as 48 h, foi realizada a leitura no

espectrofotometro a 595 nm.

3.5 Efeitos do extrato bruto e fracdes da cultura de S. mutans sobre a

candidose experimental no modelo de Galleria mellonella

3.5.1 Grupos experimentais

Para o estudo neste modelo invertebrado foram utilizadas as metodologias

descritas por Mylonakis et al. (2005) e Fuchs et al. (2010). Os ensaios experimentais
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e 0 numero de larvas utilizadas por experimento estdo representados abaixo no
Quadro 3.

Quadro 3 - Grupos experimentais e numero de larvas de G. mellonella por

experimento

Grupos Experimentais Galleria mellonella
Curva de Contagem de Densidade
sobrevivéncia UFC/mL hemocitaria
Controle C. albicans e PBS 16 60 18
Interacdo C. albicans e extrato
bruto 10 mg/mL (Terapéutico) 16 60 18
Interacdo C. albicans e extrato
bruto 15 mg/mL (Terapéutico) 16 60 18
Interacdo C. albicans e extrato 16 i i
bruto 10 mg/mL (Profilatico)
Interacéo C. albicans e extrato 16 i i
bruto 15 mg/mL (Profilatico)
Interacdo C. albicans e fragdo
SM-F1 15 mg/mL (Terapéutico) 16 60 18
Interacéo C. albicans e fragéo
SM-F1 30 mg/mL (Terapéutico) 16 60 18
Interacdo C. albicans e fragéo
SM-F2 15mg/mL (Terapéutico) 16 60 18
Interacdo C. albicans e fragéo
SM-F2 30mg/mL (Terapéutico) 16 60 18
Interacdo C. albicans e fragéo
SM-F5 15 mg/mL (Terapéutico) 16 60 18
Interacdo C. albicans e fragéo
SM-F5 30 mg/mL (Terapéutico) 16 60 18
PBS apenas 16 - 18
Sem injecdo 16 - -
TOTAL 208 540 180

Fonte: Elaborado pelo autor.

Foram utilizadas no total 928 larvas de G. mellonella (Vanderhorst
Wholesale, St. Marys, OH, EUA) em estagio final da fase de larva com peso corporal
entre 250 a 300 mg na Universidade de Brown (EUA). Todas as larvas selecionadas
apresentavam cor clara e sem manchas e/ou pigmentos escuros em sua cuticula, o
que poderia indicar o0 comprometimento do animal por algum processo infeccioso,

influenciando no resultado do experimento. As larvas foram armazenadas no escuro



e utilizadas em um prazo maximo de 7 dias apés recebimento. Como nao obtivemos
guantidades suficientes das fracdes SM-F3 e SM-F4 para a realizacao dos testes em
G. mellonella foi avaliado o efeito apenas das fragcbes SM-F1, SM-F2 e SM-F5.

3.5.2 Preparo da suspenséao padronizada de Candida albicans

C. albicans foi cultivada a 30 °C com agitacao por 18 h em caldo YPD (1%
de extrato de levedura, 2% de peptona e 2% de dextrose). A seguir, as células foram
centrifugadas a 2000 rpm por 10 min, sendo o sobrenadante descartado. O depdsito
foi ressuspendido em PBS e homogeneizado em agitador de tubos (vortex) por 30 s.
Esta lavagem das células foi repetida por mais 2 vezes. As densidades celulares de
C. albicans foram ajustadas em 102 células/mL em camara de Neubauer (Laboroptik
GMBH, Bad Homburg, Alemanha)

3.5.3 Injecdo dos micro-organismos em G. mellonella

Um in6culo de 10 pL da suspenséo padronizada de C. albicans foi injetado
na hemolinfa de cada larva através da ultima prolegue esquerda (Figura 17). Foi
inoculado também 10 uL do extrato bruto ou fracBes do extrato bruto da cultura de S.
mutans na prolegue direita, que foram subdivididos em grupo profilatico e
terapéutico. No grupo profilatico, o extrato bruto foi injetado na ultima prolegue
direita da larva 24 h antes da inoculagdo das células de C. albicans, como nédo
houve resultados favoraveis a forma profilatica ndo foi testada para as fracdes. No
grupo terapéutico, o extrato bruto e fragcdes foram injetadas na ultima prolegue
direita da larva 30 min depois da inoculacao das células de C. albicans. Para o grupo
controle de C. albicans foi inoculado 10 pL da suspensdo do micro-organismo na
prolegue esquerda e o mesmo volume de PBS na prolegue direita.

Para cada ensaio, também foi incluido mais dois grupos controles, o primeiro

recebeu 0 mesmo namero de inje¢des recebidas pelos grupos experimentais. Cada



injecao deste grupo controle continha 10 pyL de solucgéo fisiologica (PBS) e o objetivo
foi avaliar se mortes de G. mellonella ocorreram em virtude da injuria traumatica
causada pelas injecdes ou pela técnica de manipulagdo do animal, ou seja, 0 grupo
controlou a técnica utilizada pelo operador. O segundo grupo foi composto por larvas
que nao receberam injecdo alguma. A finalidade deste ultimo grupo foi controlar a
remessa de G. mellonella utilizada no experimento. Em casos onde ao menos em
um dos grupos controle houve 2 larvas mortas, o ensaio foi desconsiderado e um
novo refeito.

Seringas Hamilton com capacidade de 10 pyL (Hamilton Inc, EUA) foram
utilizadas para as injecbes. Antes da inoculacdo, as seringas utilizadas para as
injecbes foram esterilizadas com acido peracético (Henkel - Ecolab GmbH,
Dusseldorf, Alemanha) de acordo com as instrugdes do fabricante. A limpeza da
agulha e da parte interna da seringa foram executadas a cada 5 injecdes. Para esta
limpeza a seringa foi lavada em uma sequéncia de 4 tubos de ensaio contendo
respectivamente: 1°) hipoclorito de soédio, 2°) alcool absoluto, 3°) a4gua destilada
estéril e 4°) PBS estéril. Em cada tubo, a agulha foi mergulhada e 7 movimentos no
émbolo da seringa para cima e para baixo foram executados. ApOs a injecao, as
larvas foram armazenadas em recipientes plasticos e mantidas no escuro em estufa
a 37 °C.

Figura 17 - Demonstracdo da injecdo de micro-organismo em G. mellonella

utilizando seringa de Hamilton

Fonte: Elaborado pelo autor.
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3.5.4 Determinacao da curva de sobrevivéncia de G. mellonella

Apoés as inoculagbes, as larvas foram armazenadas em placas de Petri e
incubadas a 37 °C em estufa bacteriolégica. O numero de G. mellonella mortas foi
anotado diariamente durante 7 dias. As larvas foram consideradas mortas quando
nao apresentaram nenhum movimento ao toque. A morte de todas as larvas do
grupo experimental ou a transicdo para a forma de pupa determinou o término do

experimento.

3.5.5 Estudo da cultura de tecidos - Contagem de UFC/mL

Para quantificar a presenca de C. albicans na infeccdo em G. mellonella,
foram realizados experimentos com a eutanasia de larvas nos tempos de 0, 4, 8 e 12
h apds a infeccéo, nos seguintes grupos experimentais: Interacdo extrato bruto de S.
mutans e C. albicans, Interacado fracdes de S. mutans e C. albicans e controle de C.
albicans.

Para cada grupo e tempo foi utilizado um pool de 5 larvas para coleta de
hemolinfa suficiente para realizacdo das diluicdes seriadas. Como o experimento foi
realizado em triplicata, para cada grupo foram utilizadas 60 larvas.

Em cada tempo, as larvas foram cortadas com bisturi no sentido céfalo
caudal e espremidas para retirada da hemolinfa, que foi colocada em um eppendorf
(Figura 18). A partir do pool da hemolinfa das larvas, foram feitas diluicbes seriadas
e semeaduras em placas de Petri contendo meio de cultura seletivo para C.
albicans, agar Sabouraud dextrose acrescido de 0,1 mg de cloranfenicol por mL de
meio (Vixmicina, S&o Paulo, Brasil). As placas foram incubadas a 37 °C por 48 h, e

apos este periodo, as coldnias foram contadas para o célculo de UFC/mL.
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Figura 18 - Técnica para a obtencédo da hemolinfa de G. mellonella

Legenda: A) larva posicionada para retirada da hemolinfa. Inciséo feita logo abaixo da dltima prolegue
esquerda e posteriormente seguindo a linha mediana da larva até sua regido caudal; B) hemolinfa
sendo retirada ap0s a inciséo; C) tubo eppendorf com hemolinfa.

Fonte: Elaborado pelo autor.

3.5.6 Densidade hemocitaria

Para este estudo foi utilizada a metodologia descrita por Mylonakis et al.
(2005). Para cada grupo experimental 3 larvas foram infectadas conforme descrito
no item anterior e incubadas a 37 °C durante 4 e 24 h. Para a coleta da hemolinfa as
larvas foram imobilizadas em placa de Petri gelada por cerca de 20 min, em seguida
foram cortadas com bisturi na parte ventral no sentido céfalocaudal e espremidas
para a retirada da hemolinfa que foi coletada em microtubos.

Para cada grupo foi utilizado um pool de 5 larvas para coleta de hemolinfa.
Como o experimento foi realizado em triplicata, para cada grupo foram utilizadas 15
larvas. A seguir, 20 pL de cada hemolinfa coletada foram diluidos em 180 pL de IPS
em microtubo gelado. Os hemdcitos foram identificados com base na morfologia
celular e quantificados usando um hemocitdémetro.
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3.6 Efeitos do extrato bruto e fracOes da cultura de S. mutans sobre a

candidose bucal em modelo de camundongo imunossuprimido

Foram selecionadas duas fracdes (SM-F1 e SM-F2) da cultura de S. mutans
gue obtiveram melhores resultados sobre o modelo de G. mellonella para a

realizacdo do estudo de candidose experimental em camundongos.

3.6.1 Animais experimentais

Foram utilizados 27 camundongos machos Swiss provenientes do Biotério
Central do Campus de Botucatu/UNESP. Os grupos experimentais foram divididos

da seguinte forma: infeccdo por C. albicans (n = 5), infeccdo por C. albicans e

tratamento com sobrenadante de S. mutans (n = 5), infeccdo por C. albicans e
tratamento com extrato bruto do sobrenadante de S. mutans (n = 5), infeccao por C.
albicans e tratamento com a fracdo SM-F1 do extrato bruto de S. mutans (n = 5),
infeccdo por C. albicans e tratamento com a fracdo SM-F2 do extrato bruto de S.
mutans (n = 5) e sem infeccdo (n = 2). Nesse modelo foi acrescentado o grupo
tratado com o sobrenadante, ja que no trabalho anterior que nos baseamos para a
realizacdo do presente estudo (Barbosa et al., 2016), foi realizado ensaios
experimentais utilizando apenas o sobrenadante no modelo de G. mellonella.

A linha do tempo com a distribuicdo dos dias e seus respectivos
experimentos para a inducdo da candidose bucal em camundongos esta

representada no Quadro 4.



Quadro 4 - Linha do tempo com a distribuicAo dos dias e seus respectivos

experimentos

Dias Experimento

1°dia | 12 imunossupressao

2° dia | Inoculagéo das suspensodes de Candida albicans

3°dia |22 imunossupressao

4° dia | Inoculacdo das suspensdes de Candida albicans

50 dia | Tratamento

70 dia Recuperacdo, eutanasia, analise macroscopica, preparo para analise
histologica

Fonte: Elaborado pelo autor.

3.6.2 Verificacdo de colonizacdo natural por Candida spp. na cavidade bucal

dos camundongos

Antes de iniciar a inducao de candidose bucal por C. albicans foi verificada a
colonizacéo natural por leveduras do género Candida na cavidade bucal de todos os
animais. Para isto foi coletado, com o auxilio de um swab estéril, material de toda a
cavidade bucal, principalmente do dorso da lingua. O swab foi imediatamente
semeado em placas com agar Sabouraud dextrose (Difco, Detroit, USA) acrescido
de 0,1 mg de cloranfenicol por mL de meio (Vixmicina, Sdo Paulo, Brasil). As placas
foram incubadas a 37 °C por 48 h. Foram utilizados somente animais com cultura

negativa para Candida spp. na cavidade bucal.

3.6.3 Imunossupressao e administracao de tetraciclina

Os animais foram imunossuprimidos com 2 injecdes intraperitoneais de
prednisolona (Depo-Medrol, Laboratérios Pfizer Ltda., Guarulhos, Brasil), ha dose de

100 mg/Kg de massa corporal, 1 dia antes de cada inoculagdo com C. albicans. Na




adgua de beber foi administrado cloridrato de tetraciclina (Terramicina, Pfizer) na
concentracdo de 0,83 mg/mL, iniciando 1 dia antes da infec¢do e mantido até o final
do experimento. A imunossupressao e administracéo de tetraciclina foram realizadas
de acordo com o modelo experimental desenvolvido por Takakura et al. (2003) e

descrito por Rossoni et al. (2015) com modificagdes.

3.6.4 Preparo da suspenséo de C. albicans

A cepa de C. albicans foi cultivada em agar Sabouraud dextrose (Difco,
Detroit, USA) a 37 °C por 24 h. O crescimento foi ressuspenso em PBS e
centrifugado a 2000 rpm durante 10 min. O sobrenadante foi descartado e o
procedimento foi repetido novamente. O sedimento foi ressuspenso em 6 mL de
PBS e padronizado em 10° células viaveis/mL em camara de Neubauer (Laboroptik
GMBH, Bad Homburg, Alemanha).

3.6.5 Inoculagdo da suspensédo de C. albicans na cavidade bucal dos
camundongos e tratamento com extrato bruto e fragcbes SM-F1 e SM-F2 da

cultura de S. mutans

Para a inoculagéo da suspensédo de C. albicans, os animais foram sedados
via intraperitoneal com inje¢des de ketamina (100 mg/Kg) e xilazina (10 mg/Kg). Os
camundongos foram infectados com auxilio de um swab estéril (Absorve, Cral, Sao
Paulo, SP, Brasil), previamente embebido na suspensao de C. albicans, padronizada
em 10° células/mL, que foi deixada por 30 min sobre o dorso da lingua dos
camundongos, um dia apds cada imunossupressdo. Para os grupos com tratamento,
0 sobrenadante, extrato e fracdes também foram inoculados na cavidade bucal dos
animais com auxilio de uma pipeta um dia apds a segunda inoculacdo de Candida.

Foi inoculado 0,2 mL do sobrenadante e 30 mg do extrato e fracbes que foram
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diluidos em 0,05 mL de PBS, sendo que o volume foi dividido em duas partes e
inoculados a cada 15 min.

3.6.6 Recuperacédo de C. albicans da cavidade bucal dos camundongos

Apos 2 dias do tratamento, foram coletadas amostras do dorso da lingua dos
animais com swab, os quais foram imediatamente colocados em tubos de ensaio
contendo 9,9 mL de PBS, e agitado durante 30 s, considerando-se que o0 swab
absorve aproximadamente 0,1 mL da cavidade oral dos camundongos, essa diluicdo
foi estimada como uma diluicéo inicial de 10-1. Foram realizadas diluigGes seriadas e
a seguir, 0,1 mL de cada diluicdo foi semeada em duplicata na superficie de placas
contendo agar Sabouraud dextrose (Difco, Detroit, USA) acrescido de 0,1 mg de
cloranfenicol por mL de meio (Vixmicina, Sdo Paulo, Brasil). As placas foram
incubadas a 37 °C por 48 h. Foram contadas col6nias tipicas de C. albicans em

placas que apresentaram de 30 a 300 colbnias para a determinagédo de UFC/mL.

3.6.7 Eutanasia dos animais

A eutanasia foi realizada 2 dias ap0s o tratamento. Esse procedimento foi
realizado administrando-se dose excessiva de anestésico intramuscularmente com
ketamina (100-150 mg/Kg) e xilazina (10-15 mg/Kg). ApOs anestesia, foi coletado
material do dorso da lingua para recuperagdo de C. albicans conforme descrito no
item anterior. A seguir, as linguas foram removidas para a realizagdo das analises

macroscopica e microscopica.



3.6.8 Andlise macroscopica da candidose no dorso da lingua dos

camundongos

Durante a realizacdo dos tratamentos experimentais e apos a eutanasia dos
animais, foram observadas lesGes caracteristicas de candidose pseudomembranosa
no dorso da lingua dos camundongos e foram atribuidos escores de 0-4 de acordo
com as lesdes: 0, normal; 1, placas brancas em menos de 20%; 2, placas brancas
variando de 21-90%; 3, placas brancas em mais de 91%; 4, placa branca espessa
como pseudomembranas em mais de 91% (Takakura et al. 2003 e Rossoni et al.
2015). As linguas retiradas foram observadas com o auxilio de lupa estereoscopica

(Zeiss), com aumento de 6,5; 8; 10 e 12,5 vezes.

3.6.9 Andlise microscopica da candidose no dorso da lingua dos

camundongos

Para a analise microscépica das lesdes, as linguas foram fixadas em formol
a 10% por 24 h e seccionadas em duas partes no sentido sagital. Apés inclusdo em
parafina, foram obtidos cortes seriados de 5 ym de espessura, que foram corados
pelas técnicas da Hematoxilina-Eosina (HE) e Acido Peri6dico de Schiff (PAS).

A presenca de candidose foi pesquisada em toda a superficie do dorso da
lingua e a descricdo dos cortes histolégicos foi realizada de acordo com a presenca
de leveduras e hifas, localizacdo e extensdo das lesdes e alteracbes dos tecidos
envolvidos. A presenca de leveduras e hifas foi quantificada de acordo com a
metodologia descrita por Junqueira et al. (2005), atribuindo-se 0s seguintes escores
para os campos histoldgicos: 0, auséncia de leveduras e hifas; 1, de 1 a 5; 2, de 6 a
15; 3, de 16 a 50; 4, mais de 50.

Foi realizada uma avaliacdo da intensidade das lesdes teciduais e atribuicao
de escores a resposta inflamatoria no tecido conjuntivo de acordo com Martins et al.
(2011). Foram observadas as seguintes alteracdes teciduais no dorso da lingua:

hiperplasia epitelial, desorganizacado da camada basal, exocitose, espongiose, perda
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das papilas filiformes, hiperqueratose, descamacdo, acantolise, perda da
estratificacdo e formacdo de microabscessos intraepitelial. Para o infiltrado
inflamatorio crénico, foram atribuidos os seguintes escores: 0 (auséncia de células
inflamatorias), 1 (infiltrado inflamatorio discreto), 2 (infiltrado inflamatdrio moderado)

e 3 (infiltrado inflamatoério acentuado).

3.7 Andlise estatistica

Para os experimentos de sobrevivéncia em G. mellonella foi realizada a
curva de sobrevivéncia utilizando o método Kaplan-Meier e o nivel de significancia
calculado através do teste Log-rank (Mantel-Cox). A analise dos dados da contagem
de UFC/mL de Candida presente na hemolinfa de G. mellonella e da recuperacédo
dos camundongos foi avaliada pela Analise de Variancia, Teste de Tukey ou t de
Student. Para avaliacdo dos escores obtidos na analise macroscopica e histologica
foram aplicados os testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whitney. Em todos os testes foi

utilizado o programa GraphPad Prism 5.0, com nivel de significancia de 5%.
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4 RESULTADOS

4.1 Identificacéo das substancias produzidas por S. mutans

O extrato bruto (SM-EB) e as fracdes SM-F1 e SM-F2, bem como o controle
(apenas caldo BHI), foram analisados em cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG-EM). Durante o preparo das amostras foi realizada
uma etapa de derivacdo (sililacdo), que consiste na substituicdo dos hidrogénios
ativos presentes nos grupos —OH, -SH, -NH e —COOH dos metabdlitos por grupos
trimetilsilil (TMS) (Figura 19), de forma a obter-se derivados com menor polaridade,

maior volatilidade e estabilidade térmica (Pellatti; Benvenuti, 2007).

Figura 19 - Mecanismo para a reacao de sililacao (exemplificada para um alcool)
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As Figuras 10-16 (Apéndice B) apresentam os cromatogramas obtidos por
CG-EM para SM-EB, SM-F1, SM-F2 em comparacdo com o cromatograma do

controle (apenas o caldo, sem o crescimento de S. mutans).



Ao analisar os cromatogramas é possivel verificar que o extrato de SM-EB e
do controle apresentam picos com 0os mesmos tempos de retencéo (Tr), sendo que
alguns picos apresentam variacdes significativas de intensidade, como é o caso do
pico em Tr = 7,138 min. J& a comparacao dos cromatogramas da fragdo SM-F1 e do
controle indicou a presenca de picos em SM-F1 (Tr = 53.123, 55.172, 55.457,
55.842, 56.229, 58.102 min) diferentes daqueles observados no controle. Em SM-F2
foi possivel verificar alguns picos com intensidades bem diferentes daquelas
observadas para alguns picos do controle, como os picos em Tr = 29.805, 42.460,
50.795, 52.832, 53.708, 56.405, 58.630 min.

A partir dos resultados de CG-EM foi possivel identificar os constituintes de
SM-EB, SM-F1, SM-F2 e do controle (Figuras 13 a 16 — Apéndice B), por meio de
analise e comparacao dos espectros de massas com dados das bibliotecas Wiley7 e
Nist através do software GCMS solutions Ver. 2.5 (Tabelas 1-4).

Apesar do alto nimero de picos em todos os cromatogramas, foi possivel
apenas a identificacdo de alguns, ja que a similaridade era muito baixa quando os
mesmos eram comparados com possiveis substancias descritas nas bases de
dados. Ndo ha um grande numero de substancias de extrato de micro-organismos
que foram identificadas e inseridas nessas bases de dados, e ainda, ha a
possibilidade de algumas dessas substancias serem inéditas, por isso ndo foi
possivel a identificacdo de um nimero maior de metabdlitos.

Na andlise do extrato bruto e fracdo SM-F2, foram encontradas 2
substancias que diferiram do grupo o qual nédo foi realizado o crescimento de S.

mutans (grupo controle). Ja na fracdo SM-F1 havia 5 diferentes substancias.

40



Tabela 1 - Identificacdo das substancias presentes no controle por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas

(CG-EM) e comparacédo dos indices de retencdo calculados com os da literatura

Pico Tr(mMin) Nome da substéncia Similaridade
2 7,140 Propanoic acid, 2-[(trimethylsilyl)oxy]-, trimethylsilyl ester 93%
5 13,105 Silane, trimethyl(2-phenylethoxy)- 93%
6 13,913 Benzoic acid trimethylsilyl ester 90%
7 15,621 Glycerol-tri-tms ether 93%
8 16,092 Benzeneacetic acid, trimethylsilyl ester 96%
10 18,131 Pyrimidine, 2,4-bis[(trimethylsilyl)oxy]- 92%
12 20,479 Silanamine, 1,1,1-trimethyl-N-(trimethylsilyl)-N-[2-[(trimethylsilyl)oxy]ethyl]- 87%
13 21,092 Benzenepropanoic acid, trimethylsilyl ester 95%
29 27,589 4-Hydroxyphenylethanol, di-TMS 90%
59 39,957 Pyridine, 2-methyl-3-(trimethylsilyloxy)-4,5-bis-[(trimethylsilyloxy)methyl]- 94%
60 40,405 Pyrrolo[1,2-a]pyrazine-1,4-dione, hexahydro-3-(2-methylpropyl)- 90%
71* 43,529 .beta.-D-Glucopyranose, 1,2,3,4,6-pentakis-O-(trimethylsilyl)- 96%
72 44,225 Xanthine-tri-tms 86%
73 44,327 Hexadecanoic acid, trimethylsilyl ester 91%
88 50,354 Octadecanoic acid, trimethylsilyl ester 85%
93 53,678 9-Octadecenamide, (2)- 92%
94 54,171 Pyrrolo[1,2-a]pyrazine-1,4-dione, hexahydro-3-(phenylmethyl)- 92%

105* 65,149 2,5-Piperazinedione, 3,6-bis(phenylmethyl)- 85%

106 66,345 L-Tryptophan, N,1-bis(trimethylsilyl)-, trimethylsilyl ester 86%

Literatura: Web Nist: http://webbook.nist.gov/chemistry/name-ser.html; TMS - grupo trimetilsilil. *Substancias destacadas em negrito sdo aquelas
diferentes quando comparadas com os demais grupos.
Fonte: Elaborado pelo autor.
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Tabela 2 - Identificacdo das substancias presentes no extrato bruto por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de

massas (CG-EM) e comparacao dos indices de retenc¢do calculados com os da literatura

Pico Tr(mMin) Nome da substancia Similaridade
2 7,138 Propanoic acid, 2-[(trimethylsilyl)oxy]-, trimethylsilyl ester 95%
4 13,102 Silane, trimethyl(2-phenylethoxy)- 93%
5 13,912 Benzoic acid trimethylsilyl ester 93%
6* 14,685 Octanoic acid, trimethylsilyl ester 91%
7 15,619 Glycerol-tri-tms ether 93%
8 16,088 Benzeneacetic acid, trimethylsilyl ester 97%
11 18,128 Pyrimidine, 2,4-bis[(trimethylsilyl)oxy]- 92%
13 20,478 Silanamine, 1,1,1-trimethyl-N-(trimethylsilyl)-N-[2-[(trimethylsilyl)oxy]ethyl]- 90%
14 21,088 Benzenepropanoic acid, trimethylsilyl ester 95%
29 27,583 4-Hydroxyphenylethanol, di-TMS 91%
68 39,953 Pyridine, 2-methyl-3-(trimethylsilyloxy)-4,5-bis-[(trimethylsilyloxy)methyl]- 94%
69 40,435 Pyrrolo[1,2-a]pyrazine-1,4-dione, hexahydro-3-(2-methylpropyl)- 90%
78 44,218 Xanthine-tri-tms 89%
79 44,317 Hexadecanoic acid, trimethylsilyl ester 90%
95 50,346 Octadecanoic acid, trimethylsilyl ester 87%

101 53,677 9-Octadecenamide, (2)- 93%

102 54,183 Pyrrolo[1,2-a]pyrazine-1,4-dione, hexahydro-3-(phenylmethyl)- 92%

104* 56,682 Uridine, 2',3',5'-tris-O-(trimethylsilyl)- 86%

117 66,338 L-Tryptophan, N,1-bis(trimethylsilyl)-, trimethylsilyl ester 85%

Literatura: Web Nist: http://webbook.nist.gov/chemistry/name-ser.html; TMS -

diferentes quando comparadas com o grupo controle.
Fonte: Elaborado pelo autor.

grupo trimetilsilil. *Substancias destacadas em negrito sdo aquelas

v



Tabela 3 - Identificacdo das substancias presentes na fragdo SM-F1 por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de

massas (CG-EM) e comparacao dos indices de reten¢do calculados com os da literatura

Pico Tr(mMin) Nome da substancia Similaridade
3 7,146 Propanoic acid, 2-[(trimethylsilyl)oxy]-, trimethylsilyl ester 94%
5 13,922 Benzoic acid trimethylsilyl ester 93%
6 15,629 Glycerol-tri-tms ether 93%
7 16,096 Benzeneacetic acid, trimethylsilyl ester 98%
o* 18,058 Propanoic acid, 2,3-bis[(trimethylsilyl)oxy]-, trimethylsilyl ester 94%
10 18,137 Pyrimidine, 2,4-bis[(trimethylsilyl)oxy]- 92%
12* 20,128 (3R)-3-Methyl-1,4-bis(trimethylsilyl)piperazine-2,5-dione 93%
13 20,488 Silanamine, 1,1,1-trimethyl-N-(trimethylsilyl)-N-[2-[(trimethylsilyl)oxy]ethyl]- 89%
14* 20,845 Pyrimidine, 5-methyl-2,4-bis[(trimethylsilyl)oxy]- 88%
15 21,099 Benzenepropanoic acid, trimethylsilyl ester 95%
30 27,595 4-Hydroxyphenylethanol, di-TMS 92%
55 39,965 Pyridine, 2-methyl-3-(trimethylsilyloxy)-4,5-bis-[(trimethylsilyloxy)methyl]- 94%
56 40,420 Pyrrolo[1,2-a]pyrazine-1,4-dione, hexahydro-3-(2-methylpropyl)- 90%

59* 41,499 Gulose, 2,3,4,5,6-pentakis-O-(trimethylsilyl)- 89%
62 44,236 9H-Purine, 9-(trimethylsilyl)-2,6-bis[(trimethylsilyl)oxy]- 90%
83 54,120 Pyrrolo[1,2-a]pyrazine-1,4-dione, hexahydro-3-(phenylmethyl)- 90%

84* 55,172 Oleamide, N-trimethylsilyl- 84%

Literatura: Web Nist: http://webbook.nist.gov/chemistry/name-ser.html; TMS - grupo trimetilsilil. *Substancias destacadas em negrito sdo aquelas
diferentes quando comparadas com o grupo controle.
Fonte: Elaborado pelo autor.
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Tabela 4 - Identificacdo das substancias presentes na fracdo SM-F2 por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de

massas (CG-EM) e comparacao dos indices de retenc¢do calculados com os da literatura

Pico TR Nome da substancia Similaridade
5 7,115 Propanoic acid, 2-[(trimethylsilyl)oxy]-, trimethylsilyl ester 94%
6 13,075 Silane, trimethyl(2-phenylethoxy)- 93%
7* 14,875 Nicotinic acid-TMS 92%
8 15,593 Glycerol-tri-tms ether 93%
41 40,352 Pyrrolo[1,2-a]pyrazine-1,4-dione, hexahydro-3-(2-methylpropyl)- 89%
54 44,295 Hexadecanoic acid, trimethylsilyl ester 88%
66 50,325 Octadecanoic acid, trimethylsilyl ester 86%
71* 52,574 Tryptophan 2TMS 86%
73 53,708 9-Octadecenamide, (2)- 93%
74 54,296 Pyrrolo[1,2-a]pyrazine-1,4-dione, hexahydro-3-(phenylmethyl)- 91%
76 58,630 1,2-Butadiene, 1,1,4-triphenyl-3-trimethylsilyl-4-trimethylsilyloxy- 83%
80 70,172 Tryptophan 2TMS 86%
81 70,574 L-Tryptophan, N,1-bis(trimethylsilyl)-, trimethylsilyl ester 84%

Literatura: Web Nist: http://webbook.nist.gov/chemistry/name-ser.html; TMS - grupo trimetilsilil. *Substancias destacadas em

diferentes quando comparadas com o grupo controle.
Fonte: Elaborado pelo autor.

negrito sdo aquelas
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4.2 Determinacdo da Concentracdo Inibitdria Minima do extrato bruto e
fracbes do sobrenadante da cultura de S. mutans sobre C. albicans

Para a escolha das concentracdes a serem utilizadas nos modelos in vivo foi
determinada a concentracao inibitdéria minima do extrato bruto e fracbes SM-F1, SM-
F2 e SM-F5. No teste de microdiluicdo em caldo, para determinar a concentracéo
inibitéria minima foram utilizadas concentracfes variando de 1 a 15 mg/mL do
extrato bruto e das fragbes SM-F1, SM-F2 e SM-F5. Apenas o extrato bruto e SM-F2
obtiveram atividade inibitéria até a concentracdo testada, sendo 10 mg/mL e

15mg/mL, respectivamente.

4.3 Efeitos do extrato bruto e fracdes da cultura de S. mutans sobre a

candidose experimental no modelo de Galleria mellonella

4.3.1 Determinacao da curva de sobrevivéncia de G. mellonella

Primeiramente foi analisado a toxicidade do extrato bruto sobre as larvas de
G. mellonella (Figura 20). Nao foi observado efeito citotéxico (p = 0,5334) em
nenhuma das concentracdes inoculadas. Também foi realizada avaliacdo da
susceptibilidade de G. mellonella a infeccdo por C. albicans em diferentes
concentracbes (102 a 107 células/larva), para a determinacdo da concentracdo a ser
adotada nos ensaios subsequentes. A concentracdo escolhida foi de 106
células/larva, causando 100% de morte das larvas durante as primeiras 24 h (Figura
21).

Em todos os grupos controles dos experimentos realizados a sobrevivéncia
foi de 100%, demonstrando que ndo houve interferéncia da remessa de G.

mellonella e nem da técnica empregada.
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Figura 20 - Curva de sobrevivéncia das larvas de G. mellonella inoculadas com o

extrato bruto nas concentragdes de 1, 2, 5, 10 e 15 mg/mL
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 21 - Curva de sobrevivéncia das larvas de G. mellonella infectadas por C.

albicans ATCC 18804 nas densidades celulares entre 103 a 107 células/larva
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Fonte: Elaborado pelo autor.



Foram avaliados os efeitos do extrato bruto nas concentracbes de 10 e 15
mg/mL administrado de forma profilatica, ou seja, 24 h antes da infeccado por C.
albicans e terapeuticamente, 30 min apos a infeccdo. Nao houve aumento da
sobrevida das larvas com a utilizacao profilatica do extrato (Figura 22A), ocorrendo
100% de morte nas primeiras 24 h em ambos os grupos com infec¢ao, indicando
que o extrato bruto ndo possui efeitos imunomodulatorios em G. mellonella. No
entanto, ao realizarmos o tratamento com o extrato bruto (Figura 22B) houve um
aumento da sobrevida em 18,75 e 25% para as larvas tratadas com 10 mg/mL (p =
0,0002) e 15 mg/mL (p = 0,0032) do extrato bruto, respectivamente, permanecendo
larvas viaveis até o final do experimento (168 h).

Como nédo houve efeito profilatico para o extrato bruto, as fracbes foram
administradas apenas terapeuticamente. Quando foi realizada a inoculacdo da
fracdo SM-F1 na concentracdo de 30 mg/mL e da fracdo SM-F2 nas concentracdes
de 15 e 30 mg/mL a sobrevida das larvas aumentou. No grupo tratado com a fracao
SM-F1 (30 mg/mL) houve aumento da sobrevida ao compararmos com O grupo
apenas com infecdo por C. albicans, porém 100% das larvas morreram em 144 h (p
= 0,0166), e com a inoculacdo da fracdo SM-F2, 12,5% (p<0,0001) e 25% (p =
0,0005) de G. mellonella (15 mg/mL e 30 mg/mL, respectivamente) permaneceram

vivas até o final do experimento. (Figura 23).
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Figura 22 - Curva de sobrevivéncia das larvas de G. mellonella para os diferentes

grupos experimentais
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0 ‘\> L] L] L] 1
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Legenda: A) Infeccdo por C. albicans e inoculagcdo do extrato bruto fornecido profilaticamente (p =
0,0138) nas concentracdes de 10 mg/mL e 15 mg/mL, B) Infeccdo por C. albicans e inoculacdo do
extrato bruto fornecido terapeuticamente (p < 0,0001) nas concentra¢des de 10 mg/mL e 15 mg/mL.
Fonte: Elaborado pelo autor.



Figura 23 - Curva de sobrevivéncia das larvas de G. mellonella infectadas por C.
albicans e inoculadas com as fracbes SM-F1, SM-F2 e SM-F5 fornecidas

terapeuticamente nas concentragdes de 10 mg/mL e 15 mg/mL (p<0.0001)
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Fonte: Elaborado pelo autor.

4.3.2 Estudo da cultura de tecidos - Contagem de UFC/mL

Para quantificar a presenca de C. albicans na infeccdo em G. mellonella foi
determinado o numero de unidades formadoras de colb6nias por mL recuperadas da
hemolinfa das larvas nos tempos de 0, 4, 8, 12 h apGs a infec¢do. Através dos
resultados obtidos verificou-se haver um comportamento semelhante no crescimento
de C. albicans em todos os grupos experimentais (Figura 24). Foi verificada
diferenca estatisticamente significante ao compararmos o grupo controle de C.
albicans com o grupo tratado com o extrato bruto e fracdo SM-F2 apenas no tempo
de 12 h (Tabela 5 - 8). O extrato bruto e a fracdo SM-F2 n&o foram capazes de inibir
C. albicans no inicio da infec¢do, mas apés 12 h em contato com os tratamentos
houve efeito inibitério significativo. Foi encontrada uma reducdo de 0,7 UFC/mL
(Logio) para o extrato bruto de 10 mg/mL e 1,5 UFC/mL (Logio) para a concentracao
de 15 mg/mL no tempo de 12 h. Enquanto para a fracdo SM-F2 a reducéao foi de
0,58 UFC/mL (Logio) e 0,90 UFC/mL (Logio) nas concentracdes de 15 mg/mL e 30
mg/mL. As fracbes SM-F1 e SM-F5 né&o inibiram significamente as células de C.

albicans em nenhum dos tempos testados.
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Figura 24 — Média e desvio-padrao da contagem de UFC/mL (Log 10) de C. albicans

para os diferentes grupos experimentais nos tempos de 0,4,8e 12 h
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Legenda: A) Infeccdo por C. albicans e tratamento com extrato bruto; B) Infec¢do por C. albicans e
tratamento com SM-F1; C) Infec¢do por C. albicans e tratamento com SM-F2; D) Infec¢@o por C.
albicans e tratamento com SM-F5. Verifica-se o comportamento semelhante dos grupos em relacédo
ao crescimento de C. albicans nos diferentes tempos da infeccdo. *Diferenca estatisticamente
significante entre os grupos (p < 0,05)

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Tabela 5 - Média e desvio-padrdo dos valores da contagem de UFC/mL (Logio) de

C. albicans obtidos nos ensaios experimentais realizados com o extrato bruto

Tempo Extrato Bruto Extrato Bruto

(h) Controle 10 mg/mL Valor de p* 15 mg/mL Valor de p**
0 5549+0,40 5,171+0,13 0,2029 5,160 + 0,48 0,3479
4 3,6561+0,23 3,664 +0,15 0,9374 3,309 + 0,33 0,2169
8 3,407 +0,36 3,504 + 0,39 0,7682 3,560 + 0,14 0,5316
12 3,766 £ 0,24 3,070+ 0,16 0,0143 2,273 +0,24 0,0017

*Valores de p obtidos na compara¢&o dos grupos Controle e Extrato Bruto 10 mg/mL. ** Valores de p
obtidos na comparacao dos grupos Controle e Extrato Bruto 15 mg/mL. (Teste t de Student, p < 0,05)
Fonte: Elaborado pelo autor.

Tabela 6 - Média e desvio-padrédo dos valores da contagem de UFC/mL (Logio) de

C. albicans obtidos nos ensaios experimentais realizados com a fracdo SM-F1

Tempo Fracdo SM-F1 Fracdo SM-F1

() Controle 15 mg/mL Valor de p* 30 mg/mL Valor de p**
0 5549+0,40 5,182+ 0,46 0,3657 5,077 £ 0,45 0,2508
4 3,6561+0,23  3,750+0,13 0,5576 3,617 + 0,09 0,8240
8 3,407+0,36 3,455+ 0,26 0,8590 3,374+ 0,18 0,8962
12 3,766 + 0,24 4,460 + 0,62 0,1462 4,640+ 0,71 0,1151

*Valores de p obtidos na comparacgéo dos grupos Controle e Fragdo SM-F1 15 mg/mL. ** Valores de
p obtidos na comparac¢éo dos grupos Controle e SM-F1 30 mg/mL. (Teste t de Student, p < 0,05)
Fonte: Elaborado pelo autor.

Tabela 7 - Média e desvio-padrdo dos valores da contagem de UFC/mL (Logio) de
C. albicans obtidos nos ensaios experimentais realizados com a fragdo SM-F2

Tempo Fracdo SM-F2 Fracdo SM-F2

(h) Controle 15 mg/mL Valor de p* 30 mg/mL Valor de p**
0 6,055+0,14 5,840+ 0,18 0,1913 5,867 £ 0,14 0,1843
4 3,967 £0,13 3,898 £ 0,10 0,5201 3,777 £ 0,17 0,2069
8 3,962+0,48 3,544+0,14 0,2269 3,313+ 0,42 0,1576
12 4,779+0,09 4,195+0,13 0,0038 3,874 £ 0,49 0,0038

*Valores de p obtidos na comparacdo dos grupos Controle e Fragdo SM-F2 15 mg/mL. ** Valores de
p obtidos na comparac¢éo dos grupos Controle e SM-F2 30 mg/mL. (Teste t de Student, p < 0,05)
Fonte: Elaborado pelo autor.



Tabela 8 - Média e desvio-padrdo dos valores da contagem de UFC/mL (Logio) de

C. albicans obtidos nos ensaios experimentais realizados com a fracdo SM-F5

Te(r;:)po Controle Frig?ﬁg?m'_% Valor de p* Frgg?;)g?mLFS Valor de p**
0 5549+0,40 4,975+£0,61 0,2509 4,908 + 0,17 0,0674
4 3,651+0,23 3,579x0,19 0,7001 3,571+0,43 0,7903
8 3,407 +0,36 3,642+0,14 0,3559 3,642 +0,14 0,3538
12 3,766 +0,24 3,756 £ 0,10 0,9505 3,295+ 0,35 0,1297

*Valores de p obtidos na comparacéo dos grupos Controle e Fragdo SM-F5 15 mg/mL. ** Valores de
p obtidos na comparacéo dos grupos Controle e SM-F5 30 mg/mL. (Teste t de Student, p < 0,05)
Fonte: Elaborado pelo autor.

4.3.3 Densidade hemocitaria

Na contagem total de hemdcitos, células de C. albicans foram injetadas em
G. mellonella, e posteriormente submetidas ao tratamento com o extrato bruto e
fracdes. Com o término do tratamento, foram aguardados os tempos 4 e 24 h para a
retirada da hemolinfa. Em todos os grupos tratados foi observado maior nUmero na
contagem de hemdcitos em relacdo ao grupo apenas infectado. Além disso, houve
diferenca estatisticamente significante para o grupo tratado com o extrato bruto (15
mg/mL) (p=0,0027) e fragdo SM-F1 (30 mg/mL) (p = 0,0208) comparado com 0
grupo controle de C. albicans, no tempo de 4 h, com um valor médio da contagem
de hemocitos de 36,75 x 108 células/mL para o grupo com infeccéo por C. albicans,
58,92 x 108 células/mL para o extrato bruto e a maior contagem com 67,83 x 10°
células/mL para a fracdo SM-F1.

Apbs 24 h foi observada diferenca estatistica do grupo PBS em relacdo ao
grupo com infeccdo por C. albicans e tratamento com a fragdo SM-F2 (15 mg/mL),
com maior contagem para o grupo PBS (41,080 x 10° células/mL), e valores
similares para os grupos C. albicans (30,580 x 10° células/mL) e SM-F2 (30,830 x
106 células/mL). Todas as larvas do grupo tratado com a fracdo SM-F5 (15 e 30
mg/mL) morreram antes de completar 24 h, ndo sendo possivel a realizacdo do
presente teste com essa fracao (Figura 25).

Também foi observado que com a inoculacdo de C. albicans houve reducao

no numero de hemdacitos em relagdo ao grupo apenas com PBS, em todos os



ensaios experimentais, indicando que C. albicans pode suprimir a densidade celular

nas larvas.

Figura 25 - Média e desvio padrdo da contagem total de hemacitos das larvas de G.

mellonella apos 4 h e 24 h de infec¢ao para os diferentes grupos experimentais
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Legenda: A) Infeccdo por C. albicans e tratamento com extrato bruto; B) Infeccdo por C. albicans e
tratamento com a fragdo SM-F1; C) Infeccdo por C. albicans e tratamento com a fracdo SM-F2; D)
Infeccdo por C. albicans e tratamento com a fracdo SM-F5, no tempo de 24 h ndo havia nenhuma
larva tratada viva *Diferenca estatisticamente significante entre os grupos (p < 0,05).

Fonte: Elaborado pelo autor.
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4.4 Efeitos do extrato bruto e fracdes SM-F1 e SM-F2 da cultura de S. mutans

sobre a candidose bucal em modelo de camundongo imunossuprimido

A partir dos resultados em modelo invertebrado de G. mellonella foram
realizados os testes em modelo de camundongo com o extrato bruto e fracbes SM-
F1 e SM-F2. Embora, a maior atividade antifingica em G. mellonella tenha sido
observada com o extrato bruto e fracdo SM-F2, a fracdo SM-F1 também teve efeito

na sobrevivéncia das larvas e por isso foi incluida nos testes em camundongos.

4.4.1 Recuperacédo de Candida da cavidade bucal dos camundongos

Foram analisados os dados de UFC/mL da recuperacédo de C. albicans da
cavidade bucal dos camundongos. Inicialmente, todos os dados foram submetidos a
andlise estatistica descritiva conforme demonstrado na Tabela 9. Nos animais do
grupo controle, apenas com a infecgéo, foram observadas recuperacao de 3,256 +
0,32 UFC/mL (Log1o), e verificou-se que a contagem de UFC/mL foi menor do que
todos os grupos com tratamento, sendo que a fracdo SM-F2 obteve a maior reducéo
com média de 2,343 + 0,41 UFC/mL, seguida pelo extrato bruto com recuperacéo
média de 2,415 + 0,21 UFC/mL (Logio). Esses dados sugerem que os tratamentos,
principalmente com a SM-F2, foram capazes de diminuir a colonizacdo de C.

albicans da cavidade bucal dos camundongos imunossuprimidos (Figura 26).
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Tabela 9 - Estatistica descritiva dos valores de UFC/mL (Log1o) obtidos na contagem
de C. albicans da cavidade bucal dos camundongos com candidose (grupos controle

e tratamentos)

55

Grupos Média Minimo Mediana Maximo  Valor de p*
Controle 3,256 + 0,32 2,944 3,079 3,643

Sobrenadante 2,543 +£ 0,40 1,954 2,653 2,987

Extrato Bruto 2,415+ 0,21 2,079 2,431 2,623 0,0363
Fracdo 1 2,653 + 0,83 1,699 2,898 3,435
Fracéo 2 2,343+ 0,41 1,602 2,491 2,613

*Valor de p obtido na comparagao dos grupos experimentais (Teste ANOVA, p< 0,05)
Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 26 — Contagem de UFC/mL apos recuperagcdo de C. albicans da cavidade

bucal dos camundongos imunossuprimidos
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SM-F1

SM-F2

UFC/mL (Log4o)

Legenda: Valores de p obtidos na comparacdo do grupo controle de C. albicans com 0s grupos com
tratamento. (Teste t de Student, p < 0,05)
Fonte: Elaborado pelo autor.



4.4.2 Andlise macroscopica da candidose no dorso da lingua dos

camundongos

A andlise macroscépica revelou que todos os grupos inoculados com
suspensdes de C. albicans apresentaram lesdes de candidose sobre o dorso da
lingua, confirmando que o modelo experimental de camundongo imunossuprimido
pode ser considerado um modelo adequado para o estudo da patogénese da
doenca e analise de novas terapias antimicrobianas. Na analise macroscopica das
linguas dos grupos com tratamentos houve melhora evidente da doenca,
demonstrada pela diminuicdo das lesdes no dorso da lingua dos animais. Essas
lesbes foram caracterizadas por regides esbranquicadas com areas de atrofia
papilar ou com presenca de pseudomembrana (Figuras 27-31). O valor da mediana
para o grupo controle foi maior do que para os demais grupos, com diferenca
estatisticamente significante ao compararmos o0 grupo controle com o tratamento
utilizando o extrato bruto e fragcdo SM-F2 (p = 0,0023) (Figura 31). Houve melhora
para o tratamento com o sobrenadante e com a fragdo SM-F1, sendo mais evidente

para este ultimo tratamento.
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Figura 27 — Aspecto macroscopico do dorso das linguas dos camundongos dos

grupos controle sem e com infeccéo por C. albicans

Legenda: A) lingua saudavel, sem candidose. A papila valada (—) separa a porgao faringea da
lingua. As papilas gigantes (») separam os dois tergos anteriores da lingua do tubérculo intermolar; e
B) grupo controle com inoculagéo de C. albicans e sem tratamento, demonstrando a presenca de
regides esbranquicadas (A ) e atrofia papilar (|).

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 28 — Aspecto macroscopico do dorso das linguas dos camundongos dos

grupos tratados com sobrenadante e extrato bruto

Legenda: A) Inoculagdo de C. albicans e tratamento com sobrenadante; e B) Inoculacdo de C.
albicans e tratamento com extrato bruto, demonstrando a presenca de regides esbranquicadas (A) e
atrofia papilar (|) em menor quantidade.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 29 — Aspecto macroscopico do dorso das linguas dos camundongos dos

grupos tratados com as fracbes SM-F1 e SM-F2

Legenda: A) Inoculacdo de C. albicans e tratamento com a fragdo SM-F1; e B) Inoculagcédo de C.
albicans e tratamento com fracdo SM-F2, demonstrando a presenca de regides esbranquigadas (A ) e
atrofia papilar (|) em menor quantidade.

Fonte: Elaborado pelo autor.



Figura 30 - Lesao de candidose no dorso da lingua do camundongo inoculado com

C. albicans, caracterizada por

pseudomembranas.

regides esbranquicadas e formacédo de

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 31 - Escore e mediana dos grupos experimentais obtidos na analise

macroscopica para cada animal (Kruskal - Wallis = 0,023).
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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4.4.3 Analise microscopica da candidose no dorso da lingua dos

camundongos

A analise microscopica foi realizada através da quantificagdo de hifas e
leveduras, alteracdes presentes no tecido epitelial do dorso da lingua dos
camundongos e pela extensédo do infiltrado inflamatorio no tecido conjuntivo.

A coloracdo com acido periédico-Schiff permitiu a visualizacdo de hifas e
leveduras, que na maioria dos cortes estavam limitadas na camada queratinizada do
epitélio, em alguns casos do grupo controle de C. albicans foi encontrada invasao do
epitélio, mas ndo no tecido conjuntivo (Figura 32). A presenca de hifas e leveduras
foi quantificada em 25 campos histologicos para cada animal, o grupo controle de C.
albicans obteve a maior contagem de hifas e leveduras do que os grupos tratados,
com diferenca significante entre este grupo e o tratamento com o extrato bruto e
fracdo SM-F2 (Figura 33). A mediana dos escores foi de 3 para o grupo sem
tratamento e de 0 para o extrato bruto e fracdo SM-F2. Também foi verificada
melhora com o sobrenadante e a fracdo SM-F1, os quais tiveram mediana dos

escores de 1.
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Figura 32 - Corte sagital do dorso da lingua dos camundongos

Legenda: A) grupo controle com inoculagdo de C. albicans e sem tratamento; B) Inoculagdo de C.
albicans e tratamento com sobrenadante; C) Inoculagdo de C. albicans e tratamento com extrato
bruto; D) Inoculagdo de C. albicans e tratamento com SM-F1 e E) Inoculacdo de C. albicans e
tratamento com SM-F2. Leveduras e hifas (]) na queratina. PAS.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 33 - Escores e mediana da contagem de hifas e leveduras nos 25 campos
histol6gicos analisados para o controle de C. albicans e os grupos com tratamento
(Kruskal-Wallis = 0,0086)
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Fonte: Elaborado pelo autor.

As alteracdes epiteliais foram mais evidentes em &reas de grande
concentracdo de hifas e leveduras na camada queratinizada, onde encontramos
grande parte das lesbes, sendo as mais frequentes a perda das papilas filiformes,
hiperqueratose, desorganizacdo da camada basal, exocitose e espongiose (Figura
34). Assim como em todos os testes anteriores em modelo de camundongo deste
estudo, a gravidade da doenca foi maior no grupo sem tratamento, mostrado pelo
alto nimero de alteracBes epiteliais do dorso das linguas dos camundongos
inoculados apenas com suspensdes de Candida e que nao foram tratados. No grupo
controle a mediana foi de 9, enquanto que variou de 3 a 5 nos tratamentos, com

menor valor para o extrato bruto e fracdo SM-F2 (Figura 35).
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Figura 34 - Corte sagital do dorso da lingua dos camundongos

Legenda: A) Grupo controle com inoculagdo de C. albicans e sem tratamento, com presenca de
microabcesso intraepitelial, exocitose, espongiose. Na lamina prépria observa-se infiltrado
inflamatério moderado; B) grupo inoculado com C. albicans e tratamento com sobrenadante,
mostrando presenca de exocitose, espongiose, perda da estratificacdo e descamacao epitelial; C)
tratamento com extrato bruto, com perda das papilas filiformes; D) Inoculagdo de C. albicans e
tratamento com SM-F1, mostrando perda das papilas filiformes, espongiose e hiperplasia epitelial; e
E) Inoculacéo de C. albicans e tratamento com SM-F2, com presenc¢a de hiperqueratose. HE

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 35 - Numero de alteracBes epiteliais e medianas observadas nas lesdes
microscoépicas de candidose no dorso da lingua dos camundongos conforme os

diferentes grupos (Kruskal — Wallis = 0,0051)
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Fonte: Elaborado pelo autor.

O infiltrado inflamatdrio foi avaliado conforme sua intensidade, grau leve,
moderado e severo. Nas laminas das linguas que ndo receberam tratamento (grupo
controle) foi observado infiltrado inflamatério severo e moderado, ja para os demais

grupos foi encontrado infiltrado variando do leve ao moderado (Figura 36).

Figura 36 - Escores e medianas da extensdo do infiltrado inflamatério no tecido
conjuntivo observadas nas lesdes microscépicas de candidose no dorso da lingua

dos camundongos conforme os diferentes grupos (Kruskal — Wallis = 0,0508)
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Fonte: Elaborado pelo autor.



5 DISCUSSAO

O tratamento de infec¢cBes fungicas é considerado dificil devido a limitada
disponibilidade de agentes antifiingicos e ao surgimento de cepas resistentes aos
farmacos. O desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos e abordagens
terapéuticas para essas infec¢cdes sdo, portanto, urgentemente necessarios. As
interacOes entre 0s micro-organismos tém sido bastante estudadas (Fox et al., 2014,
Dhamgaye et al., 2016) e sabe-se que nos biofilmes mistos, as bactérias podem
estar associadas com reducdo da viabilidade fangica, que pode ser atribuida a
secrecdo de moléculas antifungicas, a liberacdo direta de toxinas das bactérias para
as células fangicas ou pela deplecdo de nutrientes. Outro mecanismo de interacao
entre bactérias e fungos € a modificacdo nas condigcbes ambientais, como a
mudanca no pH, que pode influenciar a formacao de hifas por C. albicans (Peleg et
al., 2010).

O reconhecimento de que C. albicans € um importante patégeno,
especialmente em pacientes imunocomprometidos, levou ao desenvolvimento de
modelos experimentais adequados que permitem controlar e manipular os ensaios
necessarios, para obter conhecimento do processo da doenca (Samaranayake et al.,
2001; Junqueira et al., 2012).

O uso de modelos hospedeiros de invertebrados tem beneficios
significativos quando comparados aos mamiferos: ndo ha preocupacdes éticas ou
legais, ndo ha necessidade de instalagdes habitacionais, o0 manejo do animal é facil,
nenhuma anestesia € necessaria € 0 uso de grandes numeros de amostra no
mesmo grupo sdo possiveis. G. mellonella tem sido usada para estudar as
interacbes patdgeno-hospedeiro e avaliacdo de possiveis terapias antimicrobianas,
sendo um modelo alternativo para mamiferos, como camundongos e ratos (Junior et
al., 2013; Astvad et al., 2017). Em nosso estudo, G. mellonella foi utilizada para uma
triagem inicial e posteriormente foram escolhidos os melhores tratamentos para o0s
testes em modelo de candidose em camundongos imunossuprimidos, diminuindo
dessa forma a utilizacdo dos modelos vertebrados.

Em trabalho prévio do nosso grupo de pesquisa (Barbosa et al., 2016), foram

analisados os efeitos de S. mutans sobre o crescimento e patogenicidade de C.
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albicans por meio de estudos in vitro e em G. mellonella. Foram testados os efeitos
diretos das células de S. mutans, bem como os efeitos indiretos dos subprodutos
secretados por este micro-organismo, utilizando apenas o filtrado da cultura
bacteriana. No estudo in vitro foi observado uma reducdo das células viaveis do
biofilme e a inibicdo do crescimento das hifas quando C. albicans foi colocada em
contato com o filtrado da cultura de S. mutans. No estudo in vivo, a injecdo de
células de S. mutans ou filtrado da cultura de S. mutans em larvas de G. mellonella
infectadas com C. albicans aumentou a sobrevivéncia desses animais. Além disso,
uma reducdo na formacdo de hifas foi observada nos tecidos larvais quando C.
albicans foi associada ao filtrado de cultura de S. mutans. Esses achados sugerem
que S. mutans podem secretar subprodutos capazes de inibir a formacdo do
biofilme, a morfogénese e a patogenicidade de C. albicans, atenuando a candidose
experimental no modelo de G. mellonella.

Jarosz et al. (2009) investigaram a interacdo entre C. albicans e S. mutans
com base na producdo de moléculas secretadas. Eles testaram o efeito do
sobrenadante sobre a formacg&o de tubo germinativo de C. albicans em diferentes
fases do crescimento de S. mutans (culturas de 4, 6, 8 e 24h). Apenas o tempo de 4
h foi capaz de inibir a formacdo de tubo germinativo, indicando que S. mutans
secreta moléculas do quorum sensing durante os estagios iniciais de crescimento,
gue inibem a transi¢cdo morfoldgica do fungo.

Diante do exposto, o presente trabalho explorou os efeitos das substancias
produzidas por S. mutans sobre a candidose experimental em modelos in vivo,
obtendo-se o extrato bruto e fracdes do sobrenadante da cultura de S. mutans de 4
h de crescimento. Inicialmente, para a escolha da concentracdo do extrato bruto e
fragOes a ser utilizada nos testes em modelo de G. mellonella foi determinada a
concentracdo inibitoria minima. A CIM foi de 10 mg/mL e 15 mg/mL para extrato
bruto e fracdo SM-F2, respectivamente, ja as fracbes SM-F1 e SM-F5 néo foram
capazes de inibir o crescimento de C. albicans até a concentragao testada.

O extrato bruto foi administrado antes e apos a infeccédo de G. mellonella por
C. albicans, procurando-se avaliar seus efeitos profilaticos e terapéuticos. Na
administracdo do extrato de forma profilatica ndo houve melhora na sobrevivéncia
das larvas, ocorrendo 100% de morte nas primeiras 24 h, indicando que o extrato

nao foi capaz de estimular o sistema imune nesse modelo. A resposta imune
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induzida em G. mellonella pode ser usada em comparacdo com a resposta imune
inata de mamiferos, ambos os organismos tém estruturas/barreiras para obstruir
patdogenos invasores e respostas celulares contra micro-organismos. As células
fagocitarias agem sobre os patdégenos invasores uma vez que chegam ao
hospedeiro. Um possivel mecanismo para manipular essa resposta € estimulando a
resposta imune através de tratamento profilatico (Fuchs et al., 2016), porém o
extrato testado ndo obteve resultados favoraveis na modulagdo da resposta imune,
por esse motivo as fracfes foram entdo testadas somente de forma terapéutica.

Ao realizarmos o tratamento com o extrato bruto, apos a infeccao das larvas
por C. albicans, houve um aumento da sobrevida em 18,75 e 25% do grupo tratado
com 10 e 15 mg/mL, respectivamente, permanecendo larvas viaveis até o final do
experimento (168 h). Na inoculacéo da fragdo SM-F1 na concentracdo de 30 mg/mL
e da SM-F2 em ambas as concentracdes a sobrevida das larvas aumentou,
permanecendo 12,5 e 25% de G. mellonella vivas para o grupo SM-F2 (15 mg/mL e
30 mg/mL, respectivamente). Com a utilizacdo da SM-F1 (30 mg/mL) também houve
aumento da sobrevida ao compararmos com 0 grupo apenas com infe¢cdo por C.
albicans que teve morte de todas as larvas até 24 h, enquanto 100% das larvas
morreram no tempo de 144 h ao utilizar o tratamento com a fracdo. Ou seja, 0s
tratamentos prolongaram a taxa de sobrevivéncia de G. mellonella infectadas por C.
albicans, demonstrando que alguma substancia produzida por S. mutans pode ter
reduzido a patogenicidade desse fungo nesses animais.

Uma vez que neste estudo, as larvas de G. mellonella foram inoculadas com
uma quantidade conhecida de C. albicans por injecdo de células fungicas
diretamente na hemolinfa, também foram avaliados os efeitos dos tratamentos em
células de C. albicans em diferentes momentos da infeccdo. O niumero de células de
C. albicans recuperadas imediatamente apos a inoculacdo (0 h) ndo diferiu da carga
fungica inoculada, no entanto, uma reducdo no namero foi observada nos tempos
subsequentes apods a inoculacdo (4 e 8 h), sugerindo que o sistema imune larval foi
capaz de combater a infecgcdo com C. albicans, reduzindo a contagem de UFC/mL
nesses tempos de infecgdo. Porém, apds esse periodo, C. albicans teve um
aumento na sua contagem sugerindo que esses micro-organismos estavam
superando o sistema imunologico de G. mellonella, com uma maior proliferacdo as

12 h. Os resultados mostraram que 0 numero de micro-organismos recuperados da
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hemolinfa das larvas do grupo controle nas primeiras 8 h da infec¢do, nao diferiu
significamente do numero de ambos o0s grupos com tratamento. No entanto,
observou-se reducdo de células recuperadas apds 12 h para o tratamento com o
extrato bruto e fracdo SM-F2. Esses dados indicam que o extrato bruto e SM-F2 de
S. mutans contém substancias com atividade antifingica que ndo agem no inicio da
infeccdo, sendo necesséario um tempo para que seu efeito ocorra sobre as células de
C. albicans.

Além da contagem de UFC/mL de C. albicans na hemolinfa de G. mellonella,
a candidose experimental foi avaliada através da contagem total de hemdcitos
presente na hemolinfa das larvas. Foi verificado que todos o0s grupos tratados
aumentaram o numero na contagem de hemdcitos em relagcdo ao grupo apenas
infectado. O extrato bruto e a fracdo SM-F1 mostraram diferenca significante, o que
sugere que esses tratamentos foram capazes de estimular a resposta imune celular
das larvas nas primeiras 4 h, no entanto com o passar do tempo essa resposta
diminuiu até as 24 h do teste. Como foi visto anteriormente pela curva de
sobrevivéncia, ao realizar a inoculacdo do extrato bruto de forma profilatica, ndo
houve melhora na sobrevivéncia das larvas, indicando que essa resposta ocorre
apenas no inicio e ndo consegue se manter durante o decorrer da doenca.

Também foi observado que o grupo inoculado com C. albicans teve reducao
do nimero de hemdcitos em relacdo ao grupo controle de PBS, indicando que C.
albicans suprime a contagem dessas células. Segundo Rossoni et al. (2017) o nivel
das células dos hemacitos pode ser utilizado para determinar a patogenicidade dos
micro-organismos, as modulagdes da resposta imune e, consequentemente, verificar
o estado da saude e/ou doenca das larvas. Exame de alteracfes na densidade de
hemocitos feito por Bergin et al. (2003) indicaram que uma baixa taxa de
sobrevivéncia esta correlacionada com uma densidade de hemocitos reduzida,
enquanto que uma elevada taxa de sobrevivéncia esta correlacionada com uma
densidade préxima a das larvas de controle com PBS, o que coincide com nossos
resultados nos testes em G. mellonella.

Barbosa et al. (2016), ao utilizar o sobrenadante da cultura de S. mutans na
analise histolégica do corpo de gordura e outras estruturas internas de G. mellonella
infectadas com C. albicans, verificaram reducao significativa de hifas quando C.

albicans foi associado ao sobrenadante, o que confirmou as analises de microscopia
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eletrbnica de varredura e filamentacdo in vitro realizados inicialmente por esses
autores. Estes resultados mostram que S. mutans pode secretar subprodutos no
meio de cultura que sdo capazes de inibir a transicdo morfologica de C. albicans. A
diferenciacéo das hifas de C. albicans € crucial para a formacéo de biofilmes, como
€ para muitos outros aspectos de sua patogenicidade (Saville et al., 2003).

Graham et al. (2017) demonstraram que a bacteriocina EntV de E. faecalis
inibe potentemente o crescimento do biofilme de C. albicans, impedindo a mudanca
para a forma filamentosa. As implicacdes desta atividade inibitoria foram claramente
vistas na diminuicdo da viruléncia de células de C. albicans expostas a esse
peptideo em C. elegans, nos macréfagos e no modelo murino. EntV é uma
bacteriocina originalmente estudada por sua atividade bactericida contra micro-
organismos Gram-positivas, incluindo espécies de Lactococos e Estreptococos. A
atividade bactericida de EntV ndo se deve a lise e nem h& evidéncia de uma
proteina de imunidade, o mecanismo ainda permanece enigmético (Dundar et al.,
2015). Do mesmo modo, o mecanismo da atividade anti-hifa ndo € claro, embora
ainda ndo faca lisar células fangicas, o EntV exerce um verdadeiro efeito
antivirulento sobre este importante patégeno fangico. Sugere-se que a terapéutica
gue visa a viruléncia pode ser menos propensa a resisténcia microbiana (Graham et
al., 2017).

Em apoio a esta ideia, Pierce et al. (2015) testaram diversas moléculas
fornecidas pela biblioteca NOVACore (Chembridge Corporation) com efeito sobre
biofiime de C. albicans e propriedades inibidoras da morfogénese das hifas e
verificaram a n&o inducdo de resisténcia ap0s exposicao repetida ao composto da
familia diazaspirodecano (C24H32N4O). Uma vez que foi estabelecido que o
composto principal ndo afetou o crescimento sob condi¢cdes planctonicas, foi
realizado uma série de experimentos para avaliar o potencial para induzir resisténcia
apos a exposicao repetida a esta molécula. Nesses experimentos, as populacdes
experimentais de C. albicans foram expostas a concentracbes deste composto em
que inibe a filamentacdo e formacdo de biofilmes, mas n&o inibe o crescimento
planctbnico. A concentracdo nos primeiros 40 dias foi de 5 uM, que foi entdo
aumentada para 20 uM durante 20 dias adicionais. As culturas cultivadas sob
condi¢cdes de inducdo de filamentagdo foram monitoradas quanto a formacéo de

hifas antes das transferéncias diarias, e ndo havia evidéncias de que o composto

70



tivesse perdido qualquer atividade inibidora durante todo o periodo dos
experimentos. Além disso, quando as células das popula¢c6es microbianas evoluiram
na presenca do farmaco e recuperadas em diferentes pontos de tempo durante os
ensaios experimentais, foram entdo utilizadas para desenvolver novos biofilmes, e
nao foi observado alteracdo na concentragdo em que o composto testado foi capaz
de exercer sua atividade inibidora no biofilme. Assim, foi concluido que esta
estratégia de antiviruléncia é altamente improvavel promover o surgimento de
resisténcia.

A atividade antifungica do extrato e fragbes SM-F1 e SM-F2 foi confirmada
no modelo experimental de camundongo imunossuprimido, ao encontrarmos
diminuicdo da severidade das les6es com apenas uma aplicacdo dos tratamentos.
Nos animais do grupo controle, apenas com a infec¢do, foi observado maior
colonizacéao por C. albicans (3,256 + 0,32 UFC/mL (Logi0)) comparado com todos os
tratamentos, sendo que a fracdo SM-F2 obteve a maior reducdo com média de
2,343 £ 0,41 UFC/mL (Logio), seguida pelo extrato bruto com recuperacédo de 2,415
+ 0,21 UFC/mL (Log1o).

Assim como em nosso estudo, Graham et al. (2017) estudou os efeitos da
bacteriocina de E. faecalis, EntV, em modelo murino de candidose, o EntV reduziu,
mas nédo eliminou a coloniza¢do fangica. Em contraste, a invasao flngica do epitélio
e a inflamacéo, responsaveis pela patologia, estavam quase inteiramente ausentes.
Assim, na presenca de EntV, C. albicans reverte para uma interacdo comensal
benigna com o hospedeiro. Em contrapartida, o EntV n&o afeta o crescimento de
hifas estimulado pelo soro de mamifero, que € o principal fator indutor (Cruz et al.,
2013).

Pierce et al. (2015) investigaram o potencial de um total de 20.000
compostos, chegando ao C24H32N40 que foi testado terapeuticamente em modelo
murino de candidose hematogénica. Em consonancia com o seu efeito na morfologia
fungica, observagdes histologicas indicaram que o tratamento com o composto inibiu
a filamentacdo in vivo. Nos rins (0 O0rgdo alvo principal) dos animais tratados
continham células fungicas semelhantes a levedura ou parcialmente alongadas, em
oposicao a lesdes tipicas contendo células flamentosas, observadas em seccodes de

tecido obtidas de animais ndo tratados.
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Coincidindo com a recuperacdo de C. albicans no dorso das linguas dos
animais, os resultados macroscopicos e microscopicos evidenciaram o efeito dos
tratamentos pela diminuicdo de lesdes caracteristicas da doenca. Como visto
macroscopicamente, regibes esbranquicadas com areas de atrofia papilar ou com
presenca de pseudomembrana, principalmente no grupo controle, e diminuicdo mais
significativa dessas lesdes foi evidenciada com os tratamentos pelo extrato bruto e
SM-F2. Também houve melhora para o tratamento com o sobrenadante e com a
fracdo SM-F1, sendo mais marcante para este ultimo, jA que nas linguas dos
camundongos tratados com o sobrenadante ainda foi possivel visualizar placas
brancas extensas. Isso pode ser explicado pela menor concentracdo de substancias
no sobrenadante e, além disso, por ser liquido, a degluticAo pelos animais é
facilitada, o que provavelmente fez com que esse tratamento ficasse em contato
com as lesbes por um periodo menor. O preparo do extrato e fragcdes teve como
objetivo manter esses tratamentos mais viscosos, sendo realizada diluicdo em uma
guantidade pequena de liquido, 0 que consequentemente dificulta sua eliminacao
pelos animais, ficando em contato com as lesGes por um periodo superior.

Na analise microscopica foi visualizada maior colonizagdo de hifas e
leveduras no grupo controle de C. albicans do que nos grupos tratados, com
diferenca significante com tratamento pelo extrato bruto e fragdo SM-F2. A maior
mediana dos escores foi de 3 para o grupo sem tratamento e de 0 para o extrato
bruto e SM-F2, no entanto também foi verificada diminuicdo do fungo com a
utilizacao do sobrenadante e a fragcdo SM-F1, os quais tiveram mediana dos escores
de 1. A penetracdo no epitélio e presenca de hifas foi visualizada com maior
frequéncia nos animas sem tratamento, ja nos animais inoculados com extrato e
fracbes as leveduras presentes encontravam-se limitadas a camada cornea da
mucosa da lingua.

As alteracdes epiteliais foram mais evidentes em areas de grande
concentracéo de hifas e leveduras, onde encontramos maior parte das lesdes, sendo
as mais frequentes a perda das papilas filiformes, hiperqueratose, desorganizacao
da camada basal, exocitose e espongiose. Mas também foram quantificadas lesdes
encontradas com menor frequéncia como acantélise, hiperplasia epitelial,
descamacdao, perda da estratificacdo e formacéo de microabscessos intraepitelial.

Assim como em todos os testes anteriores em modelo de camundongo, a gravidade
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da doenca foi maior no grupo sem tratamento, mostrado pelo alto nimero de
alteracbes epiteliais do dorso das linguas desses camundongos, nesse grupo a
mediana foi de 9, variando de 3 a 5 nos tratamentos, com menor valor para o extrato
bruto e fracdo SM-F2.

Diante dos resultados promissores obtidos com os extratos da cultura de S.
mutans sobre C. albicans e inibicdo da candidose experimental, esse trabalho foi
estendido para a identificacdo das substancias presentes no extrato bruto e suas
fracOes.

Na literatura, existem alguns pesquisadores que também estdo buscando
caracterizar substancias produzidas por S. mutans que tenha atividade
antimicrobiana (Nicolas et al., 2011, Jarosz et al., 2009). Desse modo, Nicolas et al.
(2011) produziram e caracterizaram mutacinas adicionais e encontraram novas
substancias que apresentaram atividade contra patdgenos bacterianos. Duas
bacteriocinas de S. mutans, a mutacina F-59.1 produzida em meio liquido e a
mutacina D-123.1 obtida em meio semi-solido, foram isoladas e caracterizadas em
termos de massa molecular, sequéncia e espectros de atividade. As mutacinas
foram purificadas por cromatografia hidrofébica, as sequéncias dos aminoécidos
foram obtidas pela degradacdo de Edman e sua massa molecular foi determinada
por espectrometria de massa. Os espectros de atividade antibacteriana dessas
mutacinas indicaram um uso promissor no controle de numerosos agentes
microbianos.

Além de S. mutans, outras espécies de micro-organismos tém sido
investigadas em relacdo a possivel producdo de substdncias com acéo
antimicrobiana. Wahaab et al. (2017) isolaram 131 cepas de Actinomycetes, sendo
que 85% exibiram diferentes niveis de atividade antagbnica contra patdégenos,
através da utilizacdo do filtrado da cultura e extrato bruto do filtrado. Os extratos
tiveram maior atividade contra bactérias resistentes a multiplos farmacos, e assim
como em nosso trabalho o solvente acetato de etila foi o escolhido para extrair
metabdlitos das espécies estudadas. Na andlise por cromatografia em camada fina
de alto desempenho, a presenca de macrolideos, terpendides e quinolonas foi
identificada no extrato. Na analise GC-EM, varios compostos potentes, tais como

composto fendlico-2,6-di-tert-butilfenol, composto alcalino-1H, 5H, pyrrolo (1 '2": 3, 4)
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imidazol e composto de quinolona-1,4- benzenodiol, 2,5-bis (1,1-dimetiletil) foram
identificados.

Em todos os testes realizados no nosso estudo, a fracdo SM-F2 foi a que
obteve melhores resultados como tratamento para a candidose, tanto em modelo
invertebrado de G. mellonella, como no modelo experimental de camundongos
imunossuprimidos. Na andlise por CG-EM foram encontradas 2 substancias que
diferiram do grupo o qual ndo foi realizado o crescimento de S. mutans, ou seja
nesse meio havia apenas o caldo BHI, que é o meio utilizado no crescimento de S.
mutans. Dessa forma é possivel descartar os compostos sem atividade, que foram
extraidos do caldo, e encontrar as possiveis substancias que estdo tendo efeito
inibitério. Encontramos o &cido nicotinico e triptofano, que possivelmente estariam
agindo isoladamente ou em conjunto sobre o fungo.

O é&cido nicotinico possui um grande potencial anti-inflamatério, sendo
estudado para uso em tratamentos de doencas cardiacas (Kamanna, Kashyap,
2008). Também conhecido como niacina ou vitamina B3 € uma substancia
hidrossoluvel e que possui um papel importante no corpo humano. Possui papel na
manutencao do equilibrio da pele e sistema nervoso. O &cido nicotinico pode trazer
diversos beneficios, sobretudo atividades antimicrobianas, como foi verificada por
Daglia et al (1994), que encontraram efeito antagbnico dessa substancia isolada de
café, sobre a bactéria Staphylococcus aureus.

Wurtele et al. (2010) encontraram sensibilidade a nicotinamida, que
corresponde a amida do &cido nicotinico para um amplo espectro de espécies de
fungos. Todos os isolados clinicos de C. albicans testados, incluindo cepas
resistentes a azole e equinocandinas, foram sensiveis a nicotinamida. Isso é
clinicamente importante porque, entre as numerosas espécies que causam
candidose, C. albicans é a responsavel pela maioria dos casos (Pfaller et al., 2010) e
frequentemente desenvolve resisténcia aos azoles e equinocandinas (Perlin et al.,
2007). Também foram testadas cepas de Candida ndo albicans que apresentaram
varios graus de sensibilidade, como C. krusei que exibiram grande sensibilidade a
nicotinamida, sendo interessante ja que esta espécie € intrinsecamente resistente a
muitas drogas antifungicas (Pappas et al., 2009). Além disso, duas espécies
diferentes de Aspergillus, A. fumigatus e A. nidulans, também foram sensiveis, o que

€ de grande importancia ja que A. fumigatus causa a segunda micose invasiva mais
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comum em seres humanos (Dagenais et al., 2009). Esses dados suportam assim a
hip6tese de que o &cido nicotinico e seus derivados, como a nicotinamida, podem
ser Uteis para controlar varias infecgbes fungicas e fornecer uma base para o
desenvolvimento de novos agentes antifangicos.

O triptofano que também foi encontrado na fragdo SM-F2 é um aminoacido
requerido por todas as formas de vida para a sintese proteica e para outras fungdes
metabdlicas importantes, mas os animais ndo possuem a maquinaria enzimatica
capaz de sintetiza-la. Ao nivel dos produtores primarios, o triptofano € sintetizado a
partir de moléculas como o fosfoenolpiruvato em bactérias, fungos e plantas, e estes
organismos alimentam o fluxo de triptofano através da cadeia alimentar (Voet et al.,
2013). Foram realizadas extensas pesquisas nas ultimas décadas sobre o papel do
metabolismo do triptofano no SNC em condi¢c6es normais e patoldgicas (Raison et
al., 2010; Lovelace et al., 2016; Blank et al., 2017), mas o papel do triptofano e seus
metabdlitos no sistema imune foram pouco examinados. Nos ultimos anos, foi
estabelecida uma associacdo direta entre catabolismo de triptofano e reacbes
inflamatorias em uma vasta gama de doencas (Moffett et al., 2003).

Com a inoculagéo do extrato bruto, que obteve resultados similares a fracao
SM-F2 nas larvas e camundongos com candidose, houve melhora significante na
doenca, evidenciada pelo aumento da sobrevida das larvas e diminuicéo das lesdes
do dorso das linguas dos camundongos. Ao compararmos a identificacao feita por
CG-EM das substancias presentes no extrato bruto com o extrato apenas do caldo,
foi encontrada mais duas substancias que podem estar relacionadas com seu efeito
antifiingico, o &cido octandico e a uridina.

O &cido octandico, ou também denominado de acido caprilico € um acido de
cadeia curta de 8 carbonos, naturalmente presente no leite materno, leite bovino e
O0leo de coco (Sprong et al.,, 2001; Jensen, 2002; Marina et al., 2009). Foram
relatados efeitos antimicrobianos para o acido protonado (ligagdo de um proton),
provavelmente devido a sua capacidade de interagir com as por¢oes lipofilicas das
membranas das células microbianas e alterar a integridade da membrana celular
(Pohl et al., 2011). No estado protonado, uma vez que esse acido € uma molécula
lipofilica pequena e ndo carregada, suas propriedades promovem a rapida
penetracdo no biofilme e intercalagcdo nas membranas celulares microbianas. No

estudo de Rosenblatt et al. (2017) foi demonstrado erradicacdo completa de
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biofilmes em um periodo de 60 min com acidos caprilico e poligalacturénico isolados
e em associacao, contra biofilmes de patdgenos infecciosos hospitalares e de base
alimentar (Staphylococcus aureus resistente a meticilina, Pseudomonas aeruginosa
multirresistente, Candida albicans, Escherichia coli e Salmonella enteritidis). As
combinac¢des também inibiram sinergicamente o crescimento de micro-organismos
planctonicos. Foi avaliada toxicidade da combinacdo em testes in vitro em
fibroblastos, o que ndo evidenciou respostas citotoxicas.

O acido caprilico pode tornar-se ionizado (desprotonado) quando o pH
aumenta acima de 4,8 (de Gomes et al.,, 2011), numa formulacdo tdpica o acido
caprilico protonado, que retém a atividade antimicrobiana, pode estar presente
mantendo um pH abaixo desse valor. Isso esta dentro da faixa de pH natural
observada na pele humana (Lambers et al., 2006) e ja foi verificado que feridas
dérmicas exibem cicatrizagdo melhorada em pHs &cidos (Schreml et al., 2010). O
mel que tem pH entre 3,2-4,2 (Pieper, 2009), foi aplicado diretamente e usado no
tratamento de feridas, alguns ensaios clinicos relataram um aprimoramento da
cicatrizacdo (Lee et al., 2011). A cicatrizacéo de feridas também ja foi relatada como
auxiliada pela presenca de acido caprilico (Srivastava e Durgaprasad, 2008).

A uridina e seus derivados nucleotidicos desempenham um papel importante
nos processos bioquimicos e fisioldgicos, incluindo a sintese de DNA, RNA,
componentes da membrana e glicosilacdo (Fan et al., 2017). Além disso, a uridina
tem sido cada vez mais utilizada como precursora de drogas antitumorais e antivirais
na industria farmacéutica (Cheng et al., 2016).

Algumas das substancias encontradas na SM-F1 também j& possuem
efeitos antimicrobianos descritos na literatura. As substancias contidas apenas
nessa fracéo foram: acido propandico, (3R)-3-Methyl-1,4-
bis(trimethylsilyl)piperazine-2,5-dione, pirimidina, gulose e oleamida. O acido
propandico conhecido usualmente como acido propidnico ou acido propilico inibiu o
crescimento de S. aureus USA300 por uma diminuicdo no pH intracelular, também
exerceu atividades antimicrobianas contra C. albicans e E. coli (Wang et al., 2014).
As pirimidinas ocupam um lugar distinto e Unico na quimica medicinal devido a sua
presenca em diversos produtos naturais biologicamente ativos. Com vista a
atividades biol6gicas de amplo espectro, como atividades antialérgicas, antitumorais,

anti-inflamatérias e antiparasitario. Além disso, as pirimidinas sao potenciais
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inibidores da diidrofolato redutase (DHFR), um alvo promissor de drogas para o
desenvolvimento de agentes anti-infecciosos (Desai et al., 2014). A oleamida possui
acdo no sono, e em outras atividades neuroldgicas, incluindo regulacdo de
processos de memoaria, diminuicdo da temperatura corporal e atividade locomotora;
estimulando a liberacdo de Ca ++, modulacao ou ativagao de receptores e efeito na
percepc¢éo de dor (Hamed et al., 2015).

Até o momento ndo ha nenhum estudo na literatura que avaliou o efeito do
extrato bruto e fragcbes obtidas a partir da cultura de S. mutans em modelo
experimental invertebrado e de camundongos. O presente trabalho relata dados
inéditos, demostrando que o extrato e fragcbes exercem atividade terapéutica contra
infeccbes causadas por C. albicans, aumentando dessa forma o tempo de
sobrevivéncia das larvas e melhorando as les6es dos camundongos. Esse trabalho
também identificou substancias presentes no extrato bruto e nas fracdes SM-F1 e
SM-F2 como possiveis agentes antifungicos. Esses resultados certamente
contribuirdo para o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas para a
candidose, estimulando assim o isolamento dessas substancias, o que pode
futuramente levar ao desenvolvimento de novas drogas terapéuticas para infecgoes

fungicas.
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6 CONCLUSAO

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

O extrato bruto do sobrenadante da cultura de S.
mutans ndo teve acdo profildtica em modelo de G.
mellonella infectadas com C. albicans;

O extrato bruto e as fracbes SM-F1 e SM-F2
exerceram efeito terapéutico na candidose
experimental em modelo de G. mellonella e
camundongos imunossuprimidos;

O extrato bruto e fracdo SM-F2 apresentaram efeito
inibitério sobre C. albicans, demonstrado nas
reducbes de UFC/mL tanto no modelo de G.
mellonella quanto na recuperacao de C. albicans na
candidose em camundongo;

O maior efeito terapéutico na candidose experimental
em ambos os modelos estudados foi para a fracéo
SM-F2;

Foram identificados no extrato bruto as substancias
acido octandico e a uridina, e na fracdo SM-F2 o

acido nicotinico e triptofano.
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APENDICE A - Cromatogramas obtidos por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com Detector de Arranjo de Diodos

(CLAE-DAD)

Figura 3 - Cromatograma obtido por CLAE-DAD das fragbes SM-EB (preto), SM-F1 (vermelho), SM-F2 (azul), SM-F3 (verde),
SM-F4 (rosa), SM-F5 (pink)
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 4 - Cromatograma obtido por CLAE-DAD, ampliagédo da fracdo SM-F1
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Fonte: Elaborado pelo autor.

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

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

Figura 8 - Cromatograma obtido por CLAE-DAD, ampliagédo da fracdo SM-F5
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APENDICE B — Cromatogramas obtidos por Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM)

Figura 10 - Cromatograma obtido por CG-EM do SM-EB (azul) e controle (preto)
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Figura 11 - Cromatograma obtido por CG-EM da fragdo SM-F1 (vermelho) e controle (preto).
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Figura 12 - Cromatograma obtido por CG-EM da fragdo SM-F2 (rosa) e controle (preto).
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Figura 13 - Cromatograma obtido por CG-EM do controle.
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Figura 14 - Cromatograma obtido por CG-EM de SM-EB.
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Figura 15 - Cromatograma obtido por CG-EM da fracdo SM-F1

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 16 - Cromatograma obtido por CG-EM da fracdo SM-F2
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ANEXO A - Certificado do Comité de Etica

¥,
&%  UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

u nesp " JULI0 DE MESQUITA FILHO"

Campus de Sao José dos Campos
Instituto de Ciéncia e Tecnologia

CERTIFICADO ;
CEUA - Comissao de Etica no
Uso} de Animais

CERTIFICAMOS, que a proposta intitulada “Atividade

antimicrobiana de metabélitos produzidos por Streptococcus mutans sobre

Candida albicans em modelos de estudo in vivo * registrada com o n° 005 /2016-

CEUA-ICT-UNESP , sob a responsabilidade de JESSICA DIANE DOS SANTOS, tendo como

colaborador Felipe de Camargo Ribeiro e que envolve a utilizagdo de animais pertencentes ao

filo Chordata subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica, encontra-se de
acordo com 0s preceitos da Lei n° 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899 de 15 de
julho de 2009 e com as Normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagéo
Animal (CONCEA), e foi aprovada pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA -
ICT - CAMPUS DE SAO JOSE DOS CAMPOS-UNESP), em reuni&o de 13/05/2016.

Finalidade

( ) Ensino ( X ) Pesquisa Cientifica

Vigéncia da Autorizagao

01/10/2016 a 30/09/2017

Espécie/linhagem/raga

Camundongos/heterogénico Swiss

N° de Animais

40
Peso/ldade 30 grs / 60 dias
Sexo MACHO
QOrigem

Biotério Central — Campus de Botucatu-UNESP

Sé&o José dos Campos, 13 de maio de 2016

Av. Eng. Francisco José Longo, 777 — Jd. Sio Dimas

CEP 12201-97

- F. (12) 3947-9028 / 9076
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97



