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Fugisaki LRO. Atividade antifungica de metabdlitos produzidos por Streptococcus
mutans sobre Candida albicans [tese]. Sdo José dos Campos (SP): Universidade
Estadual Paulista (Unesp), Instituto de Ciéncia e Tecnologia; 2019.

RESUMO

A formacédo de biofilmes e producéo de hifas por Candida albicans s&o importantes
fatores de viruléncia, principalmente, para a aderéncia & mucosa e invasao tecidual. A
busca por metabdlitos secundarios produzidos por S. mutans € de suma importancia,
pois podera fornecer novas estratégias terapéuticas no combate as infeccbes por
Candida, possibilitando o desenvolvimento de medicamentos capazes de inibir os
mecanismos de patogenicidade das espécies desse género. Desse modo, 0 objetivo
desse estudo foi obter o extrato bruto e fragdes a partir do sobrenadante da cultura de
4 h de S. mutans (UA159) e avaliar seus efeitos sobre os mecanismos de
patogenicidade de C. albicans (ATCC18804) por meio de estudos in vitro. Apds o
cultivo de S. mutans, o extrato bruto foi obtido via particéo liquido-liquido com acetato
de etila (3x) e posteriormente fracionado em coluna de silica derivatizada C-18 eluida
com gradiente MeOH:H-0, fornecendo cinco fragbes (SM-F1, SM-F2, SM-F3, SM-F4 e
SM-F5). A identificacdo das substancias contidas no extrato bruto e fracdes foi
realizada utilizando cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-
EM), sendo encontradas as seguintes substancias: acido octanoico e uridina no extrato
bruto, acido propandico, (3R)-3-Methyl-1,4-bis(trimethylsilyl)piperazine-2,5- dione,
pirimidina, gulose e oleamida na SM-F1 e &cido nicotinico e triptofano na SM- F2. O
extrato bruto e as fracBes foram submetidos aos ensaios de bioatividade sobre a
formacao de hifas de C. albicans e analisados por microscopia Optica e microscopia
eletrénica de varredura (MEV). O extrato bruto e a fracdo SM-F2, que resultou em maior
inibicdo das hifas, foram investigados na expressao de genes de C. albicans envolvidos
no mecanismo de filamentacdo (CPH1, EFG1, HWP1l, UME6 e YWP1) por PCR
guantitativo em tempo real (RT-qPCR). Além disso, o potencial de inibicdo do extrato
bruto, fragdes SM-F1 e SM-F2 foi avaliado sobre a formacgé&o de biofilmes de

C. albicans, analisados pela quantificacdo de ceélulas viaveis (UFC/mL) e MEV. Os
resultados demonstraram inibi¢&do significativa na formacéo de hifas de C. albicans pelo
extrato bruto e principalmente, pela SM-F2, com alteracdes significativas na expressao
de todos os genes analisados. O extrato bruto e SM-F2 regularam negativamente a
expressao dos genes CPH1, EFG1, HWP1 e UMEG6, em contrapartida, regularam
positivamente a expressao do gene YWP1, envolvido no mecanismo de disperséo das
leveduras. Nas analises de UFC/mL, os resultados demonstraram reducdo nas
contagens de C. albicans nos biofilmes formados quando em contato com o extrato
bruto, fracbes SM-F1 e SM-F2 em todas as concentragfes testadas, sendo que o
extrato bruto reduziu totalmente as células de C. albicans na concentra¢do 15 mg/mL.
Os resultados do nosso estudo demonstraram que 0 extrato bruto e fragbes de S.
mutans apresentaram efeitos inibitérios sobre importantes mecanismos de viruléncia
de C. albicans, fornecendo evidéncias que S. mutans produz substancias com acao
antifingica, tornando-o promissor na busca de novos compostos antimicrobianos para
prevencéo e tratamento das candidoses humanas.

Palavras-chave: Streptococcus mutans. Candida albicans. Bioprospeccao.



Fugisaki LRO. Antifungal activity of metabolites produced by Streptococcus mutans
on Candida albicans [doctorate thesis]. Sdo José dos Campos (SP): Sédo Paulo
State University (Unesp), Institute of Science and Technology; 2019.

ABSTRACT

The biofilm formation and hyphae production by Candida albicans are important
virulence factors, mainly for mucosal adhesion and tissue invasion. The search for
secondary metabolites produced by S. mutans is of great importance, since it may
provide new therapeutic strategies against Candida infections, enabling the
development of drugs that inhibit the mechanisms of pathogenicity of the species of
this genus. Thus, the objective of this study was to obtain the crude extract and
fractions from the supernatant of the 4 h culture of S. mutans (UA159) and evaluate
their effects on the mechanisms of pathogenicity of C. albicans (ATCC18804)
through in vitro studies. After culture of S. mutans, the crude extract was obtained
via liquid-liquid partition with ethyl acetate (3x) and then fractionated on a C-18
derivatized silica column eluted with MeOH:H>O gradient, providing five 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 following substances were found:
octanoic acid and uridine in crude extract, propanoic acid, (3R) -3-methyl -1,4-bis
(trimethylsilyl) piperazine-2,5-dione, pyrimidine, gulose and oleamide in SM-F1 and
nicotinic acid and tryptophan in SM-F2. The crude extract and fractions were
submitted to bioactivity assays on hyphae formation by C. albicans and analyzed by
optical microscopy and scanning electron microscopy (SEM). The crude extract and
SM-F2 fraction, which resulted in highest inhibition of hyphae, were investigated in
the expression of C. albicans genes involved in the filamentation mechanism (CPH1,
EFG1, HWP1, UME6 and YWP1) by quantitative real-time PCR (RT-gPCR). In
addition, the potential of inhibition of the crude extract, SM-F1 and SM-F2 fractions
in biofilms of C. albicans were evaluated by the quantification of viable cells
(CFU/mL) and SEM. The data obtained were statistically analyzed by Graph Pad
Prism 5.0, with a significance level of 5%. The results demonstrated a significant
inhibition on C. albicans hyphae formation by the crude extract and mainly by SM-
F2, with significant alterations in the expression of all genes analyzed. The crude
extract and SM-F2 negatively regulated the expression of the CPH1, EFG1, HWP1
and UMESG genes, in contrast, positively regulated the expression of the YWP1 gene,
involved in the mechanism of yeast dispersion. In the CFU/mL analyzes, the results
showed a reduction in the counts of C. albicans in the biofilms formed when in
contact with the crude extract, SM-F1 and SM-F2 fractions in all tested
concentrations and the crude extract totally reduced C. albicans cells at 15 mg/mL
concentration. The results of our study demonstrated that the crude extract and
fractions of S. mutans presented inhibitory effects on important mechanisms of
virulence of C. albicans, providing evidence that S. mutans produces substances
with antifungal action, making it promising in the search for new compounds
antimicrobials for the prevention and treatment of human candidoses.

Keywords: Streptococcus mutans. Candida albicans. Bioprospecting.
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1 INTRODUCAO

A cavidade bucal é colonizada por diferentes espécies microbianas que
normalmente encontram-se organizadas em biofilmes (Jarosz et al.,, 2009). Os
biofilmes consistem em comunidades estruturadas de células microbianas, as quais
estdo aderidas as superficies de organismos vivos e/ou objetos inanimados (Jiang et
al., 2015) e embebidas em uma matriz extracelular tridimensional. Essa matriz
proporciona um esqueleto essencial para o desenvolvimento do biofilme, promovendo
adesdao e coesao microbiana a superficie (Koo, 2013).

Streptococcus mutans é um importante patégeno oral que esta presente na
maioria da populacdo mundial (Becker et al., 2002; Mitchell, 2003). Um dos principais
fatores de viruléncia desse micro-organismo consiste em sua capacidade de formar
biofilme na superficie do dente (Zhang et al., 2009), representando a primeira e
principal etapa no desenvolvimento da carie dentaria (Assaf, 2015).

Nos biofilmes, a comunidade bacteriana controla diversos processos
fisioldgicos através de um mecanismo chamado quorum sensing (QS) (Syvitski et al.,
2007; Zhang et al., 2009), no qual as bactérias utilizam estratégias de comunicagao
intercelular a fim de coordenar o comportamento coletivo. Assim, pequenas
moléculas, denominadas auto-indutores, séo sintetizadas pelas bactérias, secretadas
no ambiente extracelular e quando presentes em quantidade suficiente coordenam a
transcricdo de diversos genes, 0s quais regulam os fatores de viruléncia, a sintese de
moléculas antimicrobianas e a formacdo do biofilme. A concentracdo dessas
moléculas aumenta proporcionalmente ao aumento da densidade celular,
maximizando, portanto, a ligacdo dessas moléculas as proteinas reguladoras
transcricionais (Stead et al., 1996; Van Delden, Iglewski, 1998; Willians, 2003; Monzon
et al., 2016).

E sabido que o mecanismo de QS em S. mutans é responsavel por regular
inUmeras atividades fisiolégicas como competéncia genética, producdo de
bacteriocinas, respostas ao estresse e formagéo do biofilme (Zhang et al., 2009). A
capacidade das bactérias em utilizar mecanismos de QS na comunicagdo umas com

as outras e no seu funcionamento como um grupo, proporciona beneficios
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significativos durante a colonizacdo do hospedeiro, auxiliando na defesa contra
competidores e favorecendo sua adaptacdo em ambientes hostis (Syvitski et al.,
2007). Foi demonstrado que para manter seu nicho, S. mutans inibe outras espécies
microbianas através de competicdo, produzindo um peptideo regulador chamado
mutacina (Kreth et al., 2006). Estudos genéticos com diferentes isolados de S. mutans
mostraram uma enorme diversidade de genes relacionados com a comunicagao
interespécies (Bekal-Si Ali et al., 2002; Klein et al., 2006) e producdo de mutacina
(Kamiya et al., 2008).

A elucidacdo dos mecanismos de interacdo entre diferentes espécies
microbianas inseridas na mesma comunidade € extremamente importante para a
compreensao das doencas infecciosas e para o desenvolvimento de novos
medicamentos antimicrobianos (Peleg et al., 2010). Além disso, estudos envolvendo
a obtencdo de novos metabdlitos provenientes de extratos microbianos vém sendo
cada vez mais estudados, uma vez que bactérias e fungos produzem uma gama de
moléculas bioativas quimicamente relevantes no ambiente extracelular, sendo alvos
de estudo devido a seus impactos diretos em outros micro-organismos, bem como no
hospedeiro (Strom et al., 2002; Shekh, Roy, 2012; Atiphasaworn et al., 2017; Jeong et
al., 2017). Alguns exemplos de moléculas originalmente isoladas de micro-
organismos e com relevancia clinica sdo nistatina, epotilona B, ciclosporina e
rifampicina (Martins et al., 2012; Shaw, 1989; Starks et al., 2003; Vézina et al., 1975).

Interacbes entre bactérias e fungos sdo comuns em humanos e podem
influenciar a transicéo entre estado de salude e doenca, dentro de um nicho especifico
no hospedeiro. Candida albicans é o patégeno fungico oportunista mais comumente
encontrado nas superficies mucosas dos seres humanos, podendo causar infec¢des
severas e recorrentes na mucosa, como também infeccdes sistémicas fatais (Mayer
et al., 2013; Tsui et al., 2016; Hwang et al., 2017). Tal capacidade esta associada a
formacdo de biofilme, frequentemente envolvendo interacbes com bactérias que
podem aumentar o seu acumulo e viruléncia (Falsetta et al., 2014; Hwang et al., 2017).
Além disso, a patogenicidade de C. albicans é favorecida pela producéo de um arsenal
de fatores de viruléncia, sendo a capacidade em alterar sua morfologia de levedura

para hifa fundamental na causa
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de doencas (Nobile, Johnson, 2015; Gulati, Nobile, 2016; Tsui et al., 2016). Estudos
demonstram que mutantes com deficiéncia na formagéo de hifas s&o menos virulentos
(Loeb et al., 1999; Whiteway et al., 2004), pois as formas filamentosas possuem maior
capacidade de aderir, penetrar e colonizar os 6rgdos e tecidos do hospedeiro,
enquanto a forma leveduriforme desempenha importante papel na disseminacao
atraveés da corrente sanguinea (Loeb et al., 1999; Hazan et al., 2002; Altenburg et al.,
2008). Todas as morfologias desempenham importantes funcdes na formacao do
biofilme de C. albicans, que sdo comunidades fungicas clinicamente relevantes
dificeis de tratar, principalmente em pacientes imunocomprometidos (Ramage et al.,
2005; Altenburg et al., 2008; Li, Nielsen, 2017).

Essa levedura comensal é comumente encontrada na cavidade bucal dos
seres humanos, sendo isolada em aproximadamente 62% dos individuos saudaveis.
Neste nicho, sabe-se que C. albicans co-adere a estreptococos comensais
(estreptococos do grupo viridans), os quais promovem o transporte fungico,
conduzindo a infeccdo da mucosa oral (Xu et al., 2014; Hwang et al., 2017). Desse
modo, varios estudos clinicos relatam que C. albicans é frequentemente encontrada
em biofilmes contendo alto nimero de S. mutans, formados nas superficies dentarias
de criancas com cérie precoce da infancia (de Carvalho et al., 2006; Xiao et al., 2016;
Hwang et al., 2017).

Uma variedade de estimulos ambientais do hospedeiro é conhecida por
induzir a transicao levedura-hifa, tais como temperatura (37°C), soro, horménios e pH
(Brown, 2002; Childers, Kadosh, 2015). Estas condi¢des ativam rotas transcricionais,
resultando na expressao de genes especificos das hifas (Biswas et al., 2007; Childers,
Kadosh, 2015). Apés a fase de adesao, segue-se a maturacdo do biofilme, conferida
pela expressdo do gene EFG1, o qual é um regulador transcricional envolvido na
morfogénese, responsavel por modular a diferenciacao das hifas e estar envolvido na
maturacdo do biofilme (Blankenship, Mitchell, 2006; Nobile et al., 2008; Barros et al.,
2018a). Outros dois importantes reguladores trancricionais especificos dessas
estruturas sdo os genes CPH1 e UMEG6. A expressao deste Ultimo consiste em um
fator imprescindivel para que ocorra a extensdo das hifas (Banerjee et al., 2008;
Childers, Kadosh, 2015). O gene HWP1 codifica a principal proteina de parede celular
das hifas (proteina 1), a qual
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desempenha importante papel de adesina, promovendo a ligacdo de Candida as
células epiteliais do hospedeiro, bem como interacdo com moléculas bacterianas,
contribuindo para uma colonizacdo eficiente dentro de uma comunidade
polimicrobiana (Tsuchimori et al., 2000; Orsi et al., 2014). Foi demonstrado que cepas
mutantes para este gene foram avirulentas quando comparadas a cepa controle
selvagem (Tsuchimori et al., 2000; Sundstrom et al., 2002; Orsi et al., 2014). Ja o gene
YWP1 codifica uma glicoproteina da parede celular de C. albicans presente nas
leveduras e ausente nas hifas. Porém, a expressdo desse gene confere uma
capacidade anti-adesiva a parede, com possivel acdo na dispersao das leveduras.
Desse modo, leveduras que ndo possuem esse gene sao mais adesivas e formam um
biofilme mais espesso (Granger, 2012).

A interacdo entre bactérias e fungos em biofilmes mistos tem sido associada
com a reducao da viabilidade fungica, que pode ser atribuida a secrecao de moléculas
antifingicas por bactérias, pela liberacdo direta de toxinas das bactérias para as
células fungicas ou pela deplecao de nutrientes. Outro mecanismo de interacao entre
bactérias e fungos é a modificacdo nas condicbes ambientais, como a mudanca no
pH, que pode influenciar a formacéao de hifas por C. albicans. Além destas interacdes
antagonicas, interacdes mutuamente benéficas em biofilmes mistos também tém sido
observadas, nas quais as diferentes espécies podem fornecer protecdo uma para
outra contra o0 sistema imunoldégico ou aos agentes antimicrobianos (Peleg et al.,
2010). Gregoire (2011) demonstrou que a interacdo entre C. albicans e S. mutans na
presenca de sacarose pode ser mediada pela glicosiltransferase, enzima sintetizada
por S. mutans para formacgao dos glucanos, os quais possibilitam a aderéncia de S.
mutans a superficie do esmalte dentario. Esses autores verificaram por microscopia
de fluorescéncia que a glicosiltransferase produzida por S. mutans foi capaz de se
aderir a superficie celular de C. albicans e formar glucanos. Desse modo, o glucano
presente na superficie da levedura aumentou a capacidade de aderéncia entre S.
mutans e C. albicans.

Pereira-Cenci et al. (2008) estudaram a interagédo entre C. albicans e S.
mutans em biofilmes formados in vitro sobre diferentes substratos e verificaram que
S. mutans suprimiu a formacéo de hifas por C. albicans. Jarosz et al. (2009) avaliaram

a interacdo entre S. mutans e C. albicans em relacdo a producgéo de
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moléculas do quorum sensing e verificaram que o sobrenadante da cultura de 4 h de
S. mutans inibiu a formacao de tubo germinativo de C. albicans, indicando que S.
mutans produz moléculas durante os estagios iniciais de seu crescimento, capazes de
atuar sobre a viruléncia fungica. Joyner et al. (2010) atribuiram a capacidade inibitoria
sobre as hifas ao metabdlito mutanobactin A. De acordo com esses autores, tal
composto une-se a um grupo seleto de outras duas biomoléculas produzidas por S.
mutans, capazes de redirecionar o dimorfismo levedura-hifa de C. albicans,
caracterizadas como peptideo estimulador de competéncia (Jarosz et al., 2009) e
acido trans-2-decendico (Vilchez et al., 2010), respectivamente. A formacao das hifas
parece ser um dos pontos criticos para formacdo de biofilme de C. albicans, pois
estudos demonstraram que mutagdes nos genes relacionados com a formagéo
dessas estruturas resultaram em graves defeitos na formagéo do biofilme (Nobile,
Mitchell, 2005, 2006; Fuchs et al., 2010).

Outra biomolécula produzida por S. mutans, a mutacina 1140, mostrou-se
promissora como droga antibacteriana (Hillman et al., 1998; Escano et al., 2014),
apresentando amplo espectro de acédo contra bactérias gram-positivas (Chen et al.,
2013; Ghobrial et al., 2017; Ongey et al., 2017; Premnath et al., 2018).

Em estudo realizado por nosso grupo (Barbosa et al., 2016), foi demonstrado
gue o sobrenadante da cultura de S. mutans resultou em efeitos inibitérios sobre C.
albicans, interferindo na sua capacidade de filamentacéo e formacéo de biofilme. Tais
autores demonstraram que a inoculacéo das células e do sobrenadante de S. mutans
em Galleria mellonella, infectada por C. albicans, diminuiu o desenvolvimento da
candidose experimental. J& a inoculacdo apenas do sobrenadante da cultura de S.
mutans apresentou efeito inibitério sobre a formacédo de hifas nos tecidos de G.
mellonella. Esses achados sugerem que S. mutans secretam subprodutos no meio de
cultura com agéo antifungica.

O tratamento da candidose bucal tornou-se muito dificil devido ao surgimento
de cepas resistentes aos antifungicos convencionais e a baixa disponibilidade de
novos farmacos para as infec¢des fungicas. Diante disso, o desenvolvimento de novas
opcOes terapéuticas para a candidose bucal € extremamente necessario e constitui
um grande desafio para a area médica- odontologica. Uma das possiveis alternativas

terapéuticas que tem sido investigada
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€ a busca por novos agentes antifungicos a partir de substancias naturais produzidas
pelos proprios micro-organismos (Peleg et al., 2010; Barbosa et al., 2016). Sendo
assim, sao necessarios esfor¢os cujo foco seja encontrar novos agentes terapéuticos
0S quais sejam capazes de solucionar as infec¢cdes mediadas por C. albicans. Diante
disso, investigacdes envolvendo agentes antifungicos alternativos, especialmente os

antivirulentos e antibiofilmes tém atraido consideravel interesse de pesquisa.
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5 CONCLUSAO

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

a)

b)

d)

a técnica utilizada para a obtencéo do extrato bruto foi eficiente para a
extracdo dos compostos do sobrenadante da cultura de S. mutans,
confirmando que S. mutans secretam compostos antifungicos;

o extrato bruto e as fracdbes SM-F1 e SM-F2 apresentaram acao
antifingica sobre C. albicans nos ensaios de filamentacédo, formacédo de
biofilme e expresséo génica;

entre as fragBes, a SM-F2 apresentou maior atividade inibitoria sobre

C. albicans;

foram identificadas as seguintes substancias: acido octandico e uridina
no extrato bruto, acido propandico, (3R)-3-Methyl-1,4-
bis(trimethylsilyl)piperazine-2,5-dione, pirimidina, gulose e oleamida na
SM-F1 e é&cido nicotinico e triptofano na SM-F2. Atividades
antibacteriana e antifingica para estas substancias foram encontradas

na literatura.
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