Efeito antibiofilm do extrato de Cranberry num modelo
validado de biofilm in vitro

David Simoes Martins 1, Maria del Carmen Sanchez 1, Honorato Ribeiro-Vidal 1,
Begoia Bartolomé 2, Mariano Sanz 1, David Herrera 1.

1 - Grupo de investigacao ETEP (Etiologia y Terapéutica de las Enfermedades Periodontales), Departamento de Especialidades
Clinicas Odontoldgicas, Facultad de Odontologia, Universidad Complutense, Madrid, Espanha.
2- Instituto de Investigacion en Ciencias de la Alimentacion (CIAL), CSIC-UAM, Madrid, Espanha.

180

Objetivos

Avaliar a capacidade antibiofilm do extrato de Cranberry frente aos patdgenos periodontais Porphyromonas gingivalis,
Aggregactibacter actinomycetemcomitans e Fusobacterium nucleatum, num modelo validado de biofilm in vitro.

Passo 1 - 6 espécies bacterianas
criopreservadas a -80°C.

Analise estatistica | UFC/mL vidveis

Efeito antibiofilm

Bactérias viaveis tempo real (qPCR).

biofilms tratados

| % células vivas/mortas

Teste de ANOVA “

Significacao
estatistica em p<0,05

» Aincorporacao das seis espécies bacterianas no biofilm foi
reduzida significativamente pela acdo do extrato de Cranberry
(200 pg/mL), nas seis primeiras horas de desenvolvimento do

modelo validado de biofilm in vitro.

»  Observaram-se reducgoes significativas na contagem dos
patdgenos periodontais P. gingivalis (97,3%),

A. actinomycetemcomitans (84,0%) e

F. nucleatum (75,7%) nos biofilms tratados com o extrato, sem
afetar a viabilidade bacteriana (p<0,001).

Biofilms de controlo negativo (PBS) [A,B] apds 6h.

Analise dos biofilms
por CLSM.

!

Passo 2 - Cultivo das espécies bacterianas
criopreservadas em placas Agar sangue, em
anaerobiose, a 37°C, durante 72h.

Passo 8 - Extracdo de ADN dos biofilms tratados e realizacao
da técnica da reacao em cadeia da polimerase quantitativa em

Passo 9 - Anélise dos biofilms tratados mediante microscépio (200 ug/mL) [C], seguida de incubacdo em condicdes anaerdbias, a 37°C,
confocal de varredura a laser (CLSM).

Materiais e métodos

]

Passo 4 - Cultivos bacterianos puros
em meio liquido brain-heart infusion
(BHI) suplementado.

Passo 5 - Medicao da densidade
otica (DO) por espectrofotometria.

Passo 3 - Verificacdo dos cultivos
puros das 6 espécies bacterianas.

X3 A B C

Concentracado no pré-inéculo misto
[unidades formadoras de coldnias por
mililitro (UFC/mL)] ajustado por DO:

- S. oralis: 103

- A. naeslundii, V. parvula: 10°

+

- F. nucleatum, P. gingivalis 'y
A. actinomycetemcomitans: 109

Passo 7 - Inoculacao do modelo de biofilm com solucao salina tamponada com

fosfato (PBS) [A], dimetilsulféxido (DMSO) a 4% [B] e solucéo de Cranberry Passo 6 - Preparagéo do modelo de

biofilm (1) (pré-inéculo misto com as 6
durante 6h bacterias, em meio BHI suplementado).
Resultados
UFC/mL viaveis (média = DP)
Bactérias Biofilm Controlo Tratamento com o agente antimicrobiano correspondente
iofi
(PBS) Extrato de Cranberry DM 49
(200 pg/mL) S0ad%
S. oralis 1,2x105 = 2,5x104 1,3x103 £ 5,3x102 * 5,5x102+ 2,6x102*
A. naeslundii 4,8x104 + 3,1x104 7,8x104 = 7,6x104 6,4x104 = 1,9x104
V. parvula 2,3x104 = 1,5x104 2,1x103 £ 2.2x103 * 2,0x104+ 7,3x103

A. actinomycetemcomitans 7,5x105 £ 2,8x10° 1,2x105 = 9,5x104 * 3,8x105 £ 1,4x105*

P. gingivalis 4,0x104 = 2,9x104 1,1x103 = 1,1x103* 1,0x104+ 9,9x103 *

F. nucleatum 1,1x105 = 3,8x104 2,7x104 £ 2,0x104* 59x104+2,0x104*

Legenda: UFC/mL vidveis - unidades formadoras de coldnias por mililitro de células vivas; DP - desvio padrao; PBS - solugéo salina
tamponada com fosfato; DMSO - dimetilsulféxido; * p<0,05 quando comparado com o controlo negativo (exposicao a PBS).

Biofilms tratados com Cranberry [C,D] apds 6h. Biofilms tratados com DMSQO a 4% [E,F] apds 6h.
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Conclusoes

O extracto de Cranberry reduziu significativamente a adesao bacteriana dos patdgenos periodontais
P. gingivalis, A. actinomycetemcomitans e F. nucleatum, nas seis primeiras horas de desenvolvimento do biofilm in vitro, sem afetar a
viabilidade bacteriana. Desta forma, este extrato podera ser benéfico como coadjuvante no tratamento das doencas periodontales.
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