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RESUMO

Nos Ultimos anos, temos observado o crescente interesse das inddstrias farmacéuticas pelo
desenvolvimento de novas drogas antimicrobianas, principalmente aquelas derivadas de fontes
naturais, uma vez que o surgimento de novos medicamentos ndo acompanha o surgimento de
microrganismos resistentes. Diante disso, a espécie Moringa oleifera Lam. tem se destacado
por apresentar um amplo espectro de atividades biologicas, dentre elas, acdo anti-inflamatoria,
diurética, antimicrobiana, antioxidante, hipoglicemiante, hipolipidémica, anticancerigena e
anti-hipertensiva. Estudos recentes observaram o efeito antitumoral, anti-inflamatorio e
antinociceptivo do derivado semissintético MC-D7, obtido de um benzil-isotiocianato isolado
da flor da M. oleifera Lam.. O efeito antimicrobiano desse derivado ainda néo foi avaliado. O
objetivo do presente estudo € avaliar o efeito antimicrobiano do MC-D7, bem como seu efeito
na inibicdo de aderéncia e de formacéo de biofilme por Streptococcus mutans UA159 formados
in vitro. Para avaliacdo da atividade antimicrobiana do composto em células plancténicas foi
utilizado método de difusio em Agar e microdilui¢do em caldo. No que diz respeito & formacao
de biofilme, a acdo do MC-D7 na inibicao de aderéncia e na inibicdo da formacéo de biofilme
por S. mutans foi inicialmente testada pela técnica de quantificacdo da biomassa por meio de
coloragéo com cristal violeta com 24h de formacdo. Adicionalmente, o modelo de formagéo de
biofilme sobre discos de hidroxiapatita também foi utilizado para avaliar o efeito do MC-D7
na aderéncia inicial de biofilme por S. mutans durante 24h, 48h e 120h. Os resultados
demonstraram que o MC-D7 ndo apresentou efeito antimicrobiano nas concentracdes testadas
(0,5 mg/mL a 0,00248 mg/mL). Para o teste de inibicdo da aderéncia inicial, o MC-D7
presentou efeito inibitdrio significativo (p < 0,05) para placas de poliestireno nas concentracdes
0,5 mg/mL, 0,45 mg/mL e 0,4 mg/mL, e discos de hidroxiapatita na concentracdo de 0,5
mg/mL, com 24h de formacao de biofilme. Portanto, pode-se concluir que 0o MC-D7 apresentou
um efeito inibitorio na aderéncia de S. mutans nos dois substratos utilizados, sendo necessario
outros estudos utilizando maiores concentracdes da droga a fim de confirmar seu efeito

antimicrobiano.

Palavras-chave: Placa dental; Cérie dentaria; Moringa oleifera.



ABSTRACT

In recent years, we have observed the growing interest of the pharmaceutical industry for the
development of new antimicrobial drugs, especially those derived from natural sources, since
the emergence of new drugs does not accompany the emergence of resistant microorganisms.
Moringa oleifera Lam. has been shown a broad spectrum of biological activities, among them,
anti-inflammatory, diuretic, antimicrobial, antioxidant, hypoglycemic, hypolipidemic,
anticancer and antihypertensive action. Recent studies have observed the antitumor, anti-
inflammatory and antinociceptive effect of the MC-D7, a semisynthetic derivative obtained
from a benzylisothiocyanate isolated from the flower of M. oleifera Lam.. The antimicrobial
effect of this derivative has not yet been evaluated. The objective of the present study is to
evaluate the antimicrobial effect of MC-D7 as well as its effect on inhibition of adhesion and
biofilm formation by Streptococcus mutans UA159 formed in vitro. To evaluate the
antimicrobial activity of the compound in planktonic cells, a diffusion method was used in Agar
and broth microdilution. As regards biofilm formation, the action of MC-D7 on the inhibition
of adhesion and inhibition of biofilm formation by S. mutans was initially tested by the
technique of quantification of the biomass by means of violet crystal staining with 24h
formation. Additionally, the biofilm formation model on hydroxyapatite discs was also used to
evaluate the effect of MC-D7 on the initial adherence of biofilm by S. mutans for 24h, 48h and
120h. The results showed that MC-D7 showed no antimicrobial effect at the concentrations
tested (0,5 mg/mL to 0.0024 mg/mL). For the initial adhesion inhibition test, MC-D7 showed
a significant inhibitory effect (p < 0.05) for polystyrene plates at concentrations 0,5 mg/mL,
0.45 mg/mL and 0.4 mg/mL, and for hydroxylapatite disks at a concentration of 0,5 mg/mL,
with 24 hours of biofilm formation. Therefore, it can be concluded that MC-D7 had an
inhibitory effect on the adherence of S. mutans in the two substrates used, although other studies
were necessary using higher concentrations of the drug in order to confirm its antimicrobial

effect.

Key-words: Dental plaque; Dental caries; Moringa oleifera.
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1 INTRODUCAO

Os biofilmes bacterianos podem ser definidos como agregados de microrganismos,
nos quais as células sdo frequentemente incorporadas a uma matriz autoproduzida de
substancias poliméricas extracelulares que se tornam aderidas entre si e a uma superficie sélida
(FLEMMING et al., 2016). Na cavidade oral existe uma grande diversidade anatdbmica com
estruturas interdependentes que tornam o desenvolvimento dos biofilmes interessante, com 0s
dentes constituindo superficies favoraveis a formacdo e maturacdo desses biofilmes, tanto na
regido supragengival como na regido subgengival (MARSH, 1994).

Ao biofilme bacteriano formado naturalmente na superficie dos dentes, damos 0 nome
de placa dental. Essa placa apresenta composicao bacteriana e bioguimica que pode variar em
decorréncia de fatores intrinsecos e extrinsecos ao hospedeiro. Na verdade, 0s microrganismos
ndo se depositam ou aderem diretamente a superficie do esmalte dental, mas se ligam a uma
fina camada acelular composta por proteinas salivares e outras macromoléculas que recobrem
as superficies dentarias denominadas de pelicula adquirida (MARSH, 2010).

A adesdo das bactérias orais a esta pelicula durante os eventos iniciais da formacao da
placa dentéria é fundamental para o surgimento da cérie dentaria, que € um problema de satde
comum entre criangas e adolescentes, podendo ser encontrada frequentemente na prética clinica
diaria e continua sendo um dos mais importantes problemas de salde publica no pais, apesar de
sua prevaléncia ter diminuido em todo o mundo (BRASIL, 2012; MARCENES et al., 2013).

O biofilme dental é colonizado por uma comunidade bacteriana complexa, porém
existem evidéncias de que a presenca de Streptococcus mutans esteja diretamente relacionada
a estagios iniciais da formacao de lesbes de carie em humanos (LOESCHE, 1986; MATTOS-
GRANER; KLEIN; SMITH, 2014). Esse microrganismo, mesmo quando presente em baixo
namero, parece desempenhar um papel principal na orquestracdo da montagem inicial da matriz
do biofilme cariogénico permitindo que, em seguida, outras bactérias residentes relevantes se
tornem dominantes a medida que o biofilme amadurece. Assim, 0s S. mutans continuam sendo
organismos indicadores adequados para explorar propriedades de viruléncia cariogénica, bem
como podem ser utilizados para estudo de novos agentes antimicrobianos (PHILIP; SUNEJA,
WALSH, 2018).

Os S. mutans possuem a habilidade de degradar rapidamente carboidratos fermentaveis
advindos da dieta, promovendo a formacao de acido (acidogénicos), além da sua capacidade de
tolerar ambientes com baixo pH (aciduricos) (KLEIN et al., 2015). Além disso, apresentam

também alta afinidade pela superficie dentaria mediada pela presenca de polissacarideos
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extracelulares e adesinas que contribuem para a sua patogenicidade (KOO; FALSETTA,
KLEIN, 2013). Desta forma, na presenca de sacarose, S. mutans passam a sintetizar enzimas
glicosiltransferases (GTFs B, C e D) cuja agdo integrada é essencial para adesdo celular ao
dente (COLBY; RUSSELL, 1997).

Os tratamentos disponiveis para pacientes que sofrem de doencas orais mediadas por
biofilmes envolvem a remocdo mecénica, 0 uso de antissépticos e antimicrobianos (DE
FREITAS et al., 2017). No entanto, dados relacionados a ensaios in vitro tém indicado que
células bacterianas em biofilmes estdo em um estado fisioldgico diferente da sua forma
planctonica e podem se tornar substancialmente mais resistentes & agdo de antibioticos
(ARAUJO et al., 2014). Isso se da devido a alguns fatores, dentre eles, a deficiente penetracio
e difusdo dos antibioticos atraves da matriz polissacaridica estavel, a adsorcéo dos antibioticos
na matriz exopolimérica, a producdo de enzimas inativadoras dos antibidticos, a resposta
fisioldgica dos microrganismos ao ambiente quimico heterogéneo existente nos biofilmes e um
aumento da expressdo de bombas de efluxo presentes na célula (COSTA; JUNIOR, 2017).

Em relacdo aos antissépticos utilizados no controle de doencas relacionadas a presenca
de biofilme na cavidade oral, o digluconato de clorexidina cuja estrutura pode ser observada na
Figura 1, tem efetiva acdo contra placa bacteriana, gengivite e é biocompativel com os tecidos
bucais, sendo considerado padrao-ouro na linhagem dos antissépticos bucais. Apds o bochecho
com clorexidina, a mesma exerce agdo na cavidade oral por aproximadamente 12 horas,
inibindo a colonizacdo e aderéncia dos microrganismos nos elementos dentarios. No entanto,
tem sido observado na literatura alguns efeitos adversos do uso do digluconato de clorexidina,
tais como alteracdo na coloracdo dos elementos dentérios, restauracdes, proteses e lingua,
formacdo de célculo supragengival, perda do paladar, queimaduras no tecido mole, dor,
xerostomia, e gosto residual desagradavel na boca (PEGORARO et al., 2014).

Figura 1 — Estrutura quimica do digluconato de clorexidina.
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Devido a esses efeitos adversos do digluconato de clorexidina, cada vez mais tem
surgido o interesse de desenvolver substancias que sejam capazes de substituir o uso da mesma,
e aliado ao surgimento de resisténcia aos antimicrobianos, as industrias farmacéuticas estdo
buscando o desenvolvimento de novas drogas antimicrobianas, visto que o surgimento de novos
medicamentos ndo acompanha a velocidade de surgimento de microrganismos resistentes, fato
esse que é motivo de preocupacdo entre os pesquisadores. A maioria dos antibioticos
disponiveis atualmente sdo derivados de estruturas basicas introduzidas entre a década de 1930
e o final da década de 1960, e as novas geracdes de antibidticos sdo, em sua grande maioria,
resultados de modificagdes quimicas periféricas desses arcabougos antigos. Nesse contexto, o
interesse da industria farmacéutica pelo desenvolvimento de medicamentos a partir de produtos
naturais, principalmente aqueles de origem vegetal, estd crescendo em todo o mundo
(MORALEZ; CALDAS, 2010).

Cerca de 75% da populagdo mundial utiliza as plantas medicinais no tratamento de
enfermidades devido as caracteristicas desejaveis associadas ao uso, como eficacia e baixo
custo. Elas tém sido utilizadas na assisténcia primaria a saude com excelentes resultados em
muitos paises da América Latina, Europa e extensamente na Asia, em razdo da presenca de
substancias ativas como taninos, alcaloides, compostos fenolicos, 6leos essenciais e vitaminas
(MORALEZ; CALDAS, 2010; WHO, 2013)

Nesse contexto, Moringa oleifera Lam., uma planta pertencente a familia
Moringaceae, tem se destacado por apresentar um amplo campo de utilidades, como por
exemplo, potenciais aplicacdes em medicamentos, preparaces alimenticias funcionais,
purificacdo de agua e producdo de biodiesel (SAINI; SIVANESAN; KEUM, 2016). Dentre as
atividades biolégicas de M. oleifera Lam., se destacam a capacidade hepatoprotetora,
antiespasmadica, anti-inflamatdria, diurética, antimicrobiana, antioxidante, hipoglicemiante,
hipolipidémica, anticancerigena e anti-hipertensiva (ALMEIDA et al., 2017).

Essa planta é nativa do Nordeste da India, mas tornou-se naturalizada em areas
tropicais e subtropicais do todo 0 mundo devido sua capacidade de crescer em solo Umido e
guente, terras secas e solos menos féerteis (ALMEIDA et al., 2017). Na figura 2, pode ser

observado as flores da M. oleifera Lam..
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Figura 2 — Aspectos das flores da Moringa oleifera Lam..

Fonte: Silva, 2018.

Recentemente, Dos Santos e colaboradores (2018) observaram o efeito anti-
inflamatorio e antinociceptivo de moléculas semissintéticas obtidas de um benzil-isotiocianato
isolado da flor de M. oleifera Lam., que foi patenteado no Instituto Nacional de Propriedade
Industrial do Brasil como MC-D7 (BR10 2016 030480 6). O composto também ndo apresentou
citotoxicidade em culturas de células humanas (ALMEIDA et al., 2017). Apesar desses
resultados positivos encontrados, ndo ha estudos na literatura avaliando o potencial
antimicrobiano do MC-D7 contra microrganismos orais.

Dessa forma, este estudo teve por objetivo avaliar o efeito antimicrobiano do MC-D7
em culturas plancténicas de S. mutans, bem como seu efeito em biofilmes de S. mutans

formados em placas e poliestireno e discos de hidroxiapatita.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Biofilme e cérie dentaria

Os biofilmes podem ser definidos como um conjunto de microrganismos firmemente
aderidos a uma superficie, e englobados por uma matriz polissacarideos extracelulares (PEC)
produzidos pelos préoprios microrganismos (FLEMMING et al., 2016). As bactérias inseridas
nos biofilmes passam a exibir caracteristicas fisiologicas distintas comparadas as mesmas,
quando crescidas em forma plancténica, o que resulta no aumento da resisténcia dos biofilmes
aos agentes antimicrobianos (SVENSATER et al., 2001).

A cavidade oral humana é colonizada por diversas bactérias, tendo mais de 700
espécies identificadas em amostras de biofilme oral (AAS et al., 2005). Sendo composta por
diferentes estruturas anatdbmicas, como dentes, lingua, bochechas, sulco gengival e outras, essa
cavidade propicia um ambiente diversificado para a colonizacao bacteriana (DEWHIRST et al.,
2010; KOLENBRANDER et al., 2010), e o biofilme formado sobre a superficie dos dentes
pode ser chamado de placa dentaria (MARSH; HEAD; DEVINE, 2015).

O primeiro passo para o desenvolvimento do biofilme sobre a superficie dos dentes, é
a formacdo da pelicula adquirida, que ocorre imediatamente apds a erupgdo ou a remocao
mecanica do biofilme dentério por meio da escovacgdo. Essa pelicula é uma estrutura rica em
proteinas e glicoproteinas, como estatinas, mucinas, aglutininas, alfa-amilase e prolinas,
oriundas da saliva e do fluido crevicular gengival. Essa pelicula, ao aderir a superficie dental,
modifica a carga dessa superficie favorecendo a adesdo de microrganismos. Trata-se de uma
interacdo direta entre moléculas bacterianas e receptores da pelicula que favorecem uma
colonizagdo priméaria (KOLENBRANDER et al., 2010; MARSH, 2010).

Inicialmente, apenas algumas espécies bacterianas sdo capazes de aderir a pelicula
adquirida e sdo mantidas proximas a superficie de forma reversivel, através de forcas fisico-
quimicas. As bactérias colonizadoras iniciais, principalmente estreptococos como
Streptococcus mitis e Streptococcus oralis, apresentam adesinas que podem se ligar a receptores
complementares na pelicula adquirida para tornar essa adesdo irreversivel favorecendo a
proliferacdo dessas espécies pioneiras. O metabolismo dos primeiros colonizadores modifica o
ambiente local tornando-o0 mais anaerébico ap6s seu consumo de oxigénio. A medida que o
biofilme se desenvolve, as adesinas na superficie celular de colonizadores secundarios mais
exigentes, tais como anaerobios obrigatdrios, ligam-se a receptores de bactérias ja ligadas por

um processo denominado, coesdo ou coagregacgéo, e a composicao do biofilme torna-se mais
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diversificada e complexa. As bactérias aderidas produzem polimeros extracelulares que formam
a matriz da placa e favorecem a fixacdo do biofilme. Essa matriz de PEC também apresenta
funcdo de armazenar nutrientes e agua, além de proteger as bactérias da resposta imune do
hospedeiro e agentes antimicrobianos (KOLENBRANDER et al., 2010; MASH, 2010). A
figura abaixo representa um esquema organizacional referente a estruturacdo em biofilmes das

bactérias que residem em ambiente oral (Figura 3).

Figura 3 - Colonizacdo bacteriana da pelicula adquirida.
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A composicao de espécies em um determinado local de um biofilme oral estabelecido
é caracterizada por um grau de estabilidade ou equilibrio entre as espécies componentes. Essa
estabilidade reflete um estado altamente dindmico em que as proporc¢des individuais das
espécies estdo em equilibrio gracas as muitas interacdes sinérgicas e antagbnicas. Devido a
alguma mudanca substancial em determinado pardmetro critico nesse local, essa estabilidade
pode ser quebrada, resultando em um aumento do numero de componentes anteriormente
menores da comunidade, podendo apresentar como consequéncia, o desenvolvimento de uma
doenca na cavidade oral (MARSH, 2010; BOWEN, 2016)

A carie dentaria pode ser definida como uma doenca biofilme-agtcar dependente em
que ocorre uma mudanca ecolégica no ambiente do biofilme dentario, ocasionada e mantida
pelo acesso frequente a carboidratos fermentaveis advindos da dieta (TENUTA; CURY, 2010;

SHEIHAM; JAMES, 2015). A transicdo do ambiente promove a substituicdo de
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microrganismos de baixa cariogenicidade por microrganismos de alta cariogenicidade, que séo
capazes de sobreviver em meio &cido, e de produzir &cidos, através desses carboidratos
causando um desequilibrio entre os processos de desmineralizacdo e remineralizacdo, levando
a perda de mineral nos tecidos duros dentarios podendo resultar clinicamente em uma lesao
cariosa (FEJERSKOV; KIDD, 2008).

Apesar da prevaléncia de cérie ter diminuido em todo o mundo, essa doenga ainda é
um problema de salde bucal entre criancas e adolescentes podendo ser encontrada
frequentemente na pratica clinica diaria sendo considerada ainda, a principal responsavel pela
perda dentéria entre adultos e idosos (BRASIL, 2012; MARCENES et al., 2013).

Existem evidéncias considerdveis de que a presenga de Streptococcus mutans esteja
diretamente relacionada aos estagios iniciais da formacdo das lesdes de carie em humanos
(LOESCHE, 1986; MATTOS-GRANER, KLEIN, SMITH, 2014). Isso se da devido a sua
presenca em altos niveis imediatamente antes do surgimento das lesGes, a sua habilidade em
rapidamente degradar carboidratos fermentaveis promovendo a formagao abundante de &cido,
além da sua capacidade de tolerar ambientes com baixo pH. Adicionalmente, S. mutans tem
alta afinidade pela superficie dentaria mediada pela presenca de adesinas e polissacarideos
extracelulares que contribuem para a sua patogenicidade (SENADHEERA et al., 2005).

Além do que foi citado acima, os S. mutans, na presenca de sacarose, passam a
sintetizar enzimas GTFs (GtfB, GtfC e GtfD). As GTFs quebram a molécula de sacarose em
glicose e frutose. A GtfB sintetiza principalmente glucano insolivel em &gua, a GtfC sintetiza
glucanos sollveis e insollveis em agua, e a GtfD sintetiza glucanos soltveis em agua. Os
glucanos sintetizados promovem adesdo e coesao de células bacterianas, levando a formacéao
de microcol6nias e modulando os processos iniciais de formagédo de um biofilme cariogénico
(KOO et al., 2010; NGUYEN et al., 2014).

2.3 Moringa oleifera Lam.

Moringa oleifera Lam. é uma planta originaria da India, pertencente a familia
Moringaceae, composta por apenas um género (Moringa) e quatorze espécies. Trata-se de uma
planta perene, de crescimento rapido que pode frutificar no seu primeiro ano de vida. Pode ser
encontrada em diversos paises tropicais de baixa altitude e se encontra amplamente distribuida
nos paises da Asia, Oriente médio e da Africa, podendo ser encontrada também na América
Central e América do Sul (SILVA et al., 2018). No Brasil, essa espécie foi introduzia por volta

de 1950, podendo ser encontrada na regido Nordeste, principalmente nos Estados do Maranhéo,
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Piaui e Ceara e é conhecida também como “Lirio Branco” e “Quiabo de Quina” (SILVA et al.,
2018).

O uso dessa planta é bastante diversificado, sendo considerada uma das arvores
cultivadas mais Uteis para o ser humano, ja que praticamente todas as suas partes (folhas, flores,
frutos, caule, semente e raizes) podem ser utilizadas (SILVA et al., 2018). No ramo alimenticio
e nutricional, suas folhas sdo uma grande fonte de nutrientes, destacando-se as vitaminas A, B,
C e E, flavonoides, potassio (K*) e calcio (Ca®") (ALMEIDA et al., 2017). A partir de suas
folhas, é desenvolvida uma farinha que é utilizada para combater a desnutri¢éo, em especial das
criangas. Além das folhas, também podem servir de alimento tanto as vagens verdes, que pode
ser consumidas cozidas, como as sementes maduras, que podem ser torradas (CHAWLA,
SAXENA; SESHADRI, 1988; SILVA et al., 2018)

Moringa oleifera Lam. também possui uso industrial pois a partir de suas sementes, é
obtido um 6leo que é utilizado para lubrificacdo de reldgios e outras maquinas, bem como na
producdo de perfumes (MORTON, 1991). Outro uso de Moringa oleifera Lam. é na purificagéo
da agua uma vez que suas sementes podem ser utilizadas como um coagulante natural, retirando
a coloracdo e a turbidez da agua e tornando-a viavel pra consumo sem alterar o pH ou o sabor
da mesma (MUNIZ; DUARTE; OLIVEIRA, 2015).

Como uso medicinal, M. oleifera Lam esta relacionada a diversas atividades bioldgicas
tais como apresentar potencial antiulcerativo, hipocolesterolémica, hipotensora vascular,
bradicardica, antifungica, antitumoral, antibacteriana, anti-inflamatoria, antiespasmadica,
diurética, capacidade hepatoprotetora, antioxidante, hipoglicemiante, hipolipidémica,
anticancerigena e anti-hipertensiva (FERREIRA et al., 2009; CHEENPRACHA et al., 2010;
ALMEIDA et al., 2017).

Nas folhas, sementes, flores e frutos de M. oleifera Lam., s&o encontrados
polissacarideos fendlicos, os glucosinolatos, também chamados de glucomoringinas. Esses
compostos sofrem hidrdlise através da enzima mirosinase formando glucosinolatos, que sdo
precursores de isotiocianatos (CHEENPRACHA et al., 2010). Almeida e colaboradores, em
2017, avaliaram moléculas semissintéticas obtidas de um benzil-isotiocianato isolado da flor da
M.oleifera Lam., dentre os quais se destaca o derivado N-[4-(4’-O-acetil-o-L-
raminosiloxi)benzil]-2-(piridinil-4-carbonil)hidrazina-1-carbotioamida ~ (MC-D7), cuja
estrutura quimica pode ser observada na figura 4. Em seus estudos, eles observaram que o MC-
D7 apresentou resultados satisfatorios para ensaios de citotoxicidade contra as linhas celulares

tumorais SF-295, HL-60, HCT-116 e PC-3. Posteriormente, foi observado que 0 mesmo,
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reduziu a nocicepc¢éo e a inflamacéo induzida pela formalina na articulagdo temporomandibular
(ATM) de ratos (DOS SANTOS et al., 2018).

Figura 4 — Estrutura quimica do N-[4-(4’-O-acetil-a-L-raminosiloxi)benzil]-2-(piridinil-4-carbonil)hidrazina-1-
carbotioamida (MC-D7).
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Fonte: Almeida et al., 2017.

Em relacdo a atividade antitumoral de M. oleifera Lam., existem alguns estudos in
vitro na literatura avaliando esse potencial, e os resultados existentes sugerem que a mesma
apresenta propriedades potencialmente anticancerigenas. Um dos primeiros estudos avaliando
tal efeito, foi realizado com compostos obtidos a partir do um extrato etandlico desenvolvido a
partir de sementes dessa planta, mostrando que os compostos de isotiocianato sao potentes
inibidores de tumor (GUEVARA et al., 1999). Os extratos de diclorometano derivado de folhas
da Moringa oleifera Lam. também apresentam atividade anticancerigena in vitro contra
carcinoma hepatocelular humano, adenocarcinoma colorretal e adenocarcinoma de mama, sem
efeitos tdxicos nos fibroblastos humanos (CHAROENSIN, 2014). Estas propriedades
anticancerigenas podem ser atribuidas aos compostos bioativos presentes nestes extratos.

A atividade anti-inflamatdria de M. oleifera Lam. foi relatada em alguns estudos, como
o de CACERES et al., (1992), em que foi utilizado extrato de raizes desta espécie., e foi
observada uma reducdo do desenvolvimento de edema na pata de ratos, com resultados
semelhantes aos obtidos pela fenilbutazona. Muitos compostos bioativos como a quercetina,
outros flavonoides e &cidos fenolicos, parecem estar envolvidos na atividade anti-inflamatoria
desta planta (CACERES et al., 1992).

Em relacdo ao efeito antimicrobiano dessa planta, varios estudos in vitro
demonstraram atividade inibitdria de extratos obtidos a partir de raizes, folhas, flores, vagens e
sementes em bactérias Gram-positivas (Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus e
Staphylococcus epidermidis) e Gram-negativas (Salmonella enterica, Pseudomonas
aeruginosa, Klebsiella pneumoniae e, Escherichia coli) (NIKKON et al., 2003; BUKAR; UBA,
OYEY], 2010). Acredita-se que o potencial antimicrobiano dessa planta esteja associado ao
biocomposto benzilisotiocianato, que inibe o crescimento bacteriano, interrompendo 0s
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mecanismos de sintese de membrana e enzimas. Além disso, a atividade antibacteriana dos
extratos de Moringa oleifera Lam. também é atribuida ao acido galico e aos taninos, saponinas,

e compostos fendlicos, como os flavonoides, que tém atividade inibitéria (PADLA et al., 2012).
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3 OBJETIVOS
Objetivo Geral

Avaliar in vitro o efeito do composto MC-D7 na inibicdo de aderéncia e de formacéo de

biofilme por Streptococcus mutans UA159.

Objetivos Especificos

e Estabelecer se MC-D7 apresenta efeito inibitorio ou bactericida sobre suspensdes de S.
mutans UA159;

e Auvaliar o efeito de MC-D7, na aderéncia inicial e na formacdo de biofilmes de
Streptococcus mutans UA159 formados in vitro em placas de poliestireno e discos de

hidroxiapatita.
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4 METODOLOGIA
4.1 Droga utilizada

A droga utilizada neste estudo foi o composto MC-D7 (BR10 2016 030480 6),
molécula semissintética derivada a partir do produto natural 4-[(4’-O-acetil-a-L-
raminosiloxi)benzil]isotiocianato (MC-1), sintetizada no Laboratorio de Biotecnologia e
Sintese Organica em parceria com o Laboratorio de Fitoquimica, do Departamento de Quimica
Organica e Inorganica da Universidade Federal do Ceara (UFC), sob coordenacdo do professor
Francisco Geraldo Barbosa. A droga foi diluida na concentracéo padrao inicial de 1 mg/mL em
solucgéo de NaCl (0,89%) contendo 1% de Tween 80. A partir dessa concentragéo padréo, foram
feitas diluicOes seriadas de 0,9 a 0,0048 que foram utilizados nos ensaios experimentais. A
atividade de acesso ao Patrimonio Genético foi cadastrada no Sistema Nacional de Gestdo do
Patriménio Genético (SisGen), em atendimento ao previsto na Lei n°® 13.123/2015 e seus
regulamentos (nimero de cadastro AL3AE61 — ANEXO A).

4.1.1 Sintese do derivado MC-D7 (N-[4-(4’-O-acetil-a-L-raminosiloxi)benzil]-2-(piridinil-4-
carbonil)hidrazina-1-carbotioamida) a partir de MC-1 [4-(4°-O-acetil-o-L-

raminosildxi)benzilisotiocianato]

O produto natural 4-(4’-O-acetil-a-L-raminosiloxi)benzilisotiocianato (MC-1) foi
obtido a partir de flores de Moringa oleifera Lamarck (291 g) oriundas do horto de plantas
medicinais Prof. José de Abreu Matos da UFC, Campus do Pici, que, apds coletadas, foram
secas em uma estufa a uma temperatura de 60 °C por 24h, para a total eliminacdo de 4gua. Em
seguida o material foi extraido com cloroférmio (1 L) durante 48h e o solvente foi removido
sob presséo reduzida em um evaporador rotativo, para a obtencdo do respectivo extrato.

Apos filtracdo, o solvente foi removido por vacuo produzindo 3,78 g de extrato de
cloroférmio (MFC). O MFC foi submetido a cromatografia em coluna sobre coluna de silica
gel (70-270 Mesh), utilizando hexano (1,1 L), acetato de etilo (0,8 L) e metanol (0,5 L) como
eluentes. A subfracdo eluida com acetato de etilo (1,97 g) foi cromatografada em coluna de
silica gel (70-270 Mesh) utilizando misturas de hexano/EtOAc com polaridade crescente. Este
procedimento produziu uma subfracdo enriquecida com o composto 1 (862 mg), que foi
submetido a cromatografia flash utilizando CH2CI2/EtOAc (7:3 a 5:5) e proporcionou o
composto puro (600 mg; 15,87% de rendimento). 4-(4'-O-acetil-a-L-ramnosiloxi)
benzilisotiocianato (MC-1) (ALMEIDA et al., 2017).

28



Para a obtencdo de N-[4-(4’-O-acetil-o-L-raminosiloxi)benzil]-2-(piridinil-4-
carbonil)hidrazina-1-carbotioamida, 0 produto natural 4-[(4°-O-acetil-a-L-
raminosildxi)benzil]isotiocianato foi colocado em um bal&o de fundo redondo 10mL e a ele foi
adicionado 30,0 mgem 2 mL THF anidro e seguido da adi¢do de 24 mg de isoniazida. A mistura
da reacdo foi mantida sob agitacdo a temperatura ambiente até a formacgé&o do produto da reacéo,
analisado por Cromatografia em camada delgada. O solvente foi removido sob presséo reduzida
e o produto reacional foi purificado por cromatografia em coluna. O rendimento do produto
purificado foi de 78% (ALMEIDA et al., 2017).

4.2 Cepa padrao e condigdes de cultura

A bactéria utilizada nesta pesquisa foi o Streptococcus mutans UA159 (ATCC,
Manassas, Virginia, EUA). Para seu cultivo, 08 col6nias obtidas a partir do crescimento de um
estoque em BHI Agar (Infusdo de cérebro e coracdo), suplementado com 5% de sangue de
carneiro estéril, foram inoculadas em 9 mL de caldo Tryptic Soy Broth (TSB) - (Difco, Detroit,
Michigan, EUA) suplementado com extrato de levedura e 1ImL de glicose a 10% por 18h, em

estufa a 37°C, sob condigBes de microaerofilia (5% de CO2) (Forma™ 310 Direct-Heat,

Thermo Scientific™, Waltham, Massachusetts, EUA).

4.3 Avaliacdo da atividade antimicrobiana em culturas planctonicas
4.3.1 Método de difusdo em Agar

Para realizacéo desse teste, 0 MC-D?7 foi diluido em solucéo de NaCl a 0,89% contendo
1% de Tween 80 nas concentragdes abaixo: 1 mg/mL, 0,9 mg/mL 0,8 mg/mL, 0,7 mg/mL, 0,6
mg/mL, 0,5 mg/mL, 0,4 mg/mL, 0,3 mg/mL, 0,2 mg/mL, 0,1 mg/mL, 0,01 mg/mL e 0,001
mg/mL. As concentracdes citadas acima sdo representadas na figura 2 (C1 a C12). Foram
utilizados discos de papel de filtro impregnados com 5 pL de MC-D7 em todas as
concentracgdes citadas anteriormente.

Apds as 18 horas de crescimento de S. mutans em caldo TSB com adicdo de extrato
de levedura (EL), 1 mL foi colocado em placa de BHI Agar sendo devidamente espalhada com
o0 auxilio de uma alca Drigalsk descartavel estéril. Em seguida, os discos de papel de filtro
impregnados com o MC-D7 nas concentragdes citadas, foram posicionados na placa e
incubados por 48h a 37° C, com atmosfera parcial de 5% de CO; (CLSI, 2014).
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A atividade antibacteriana do MC-D7 foi verificada pela comparacdo de suas zonas
de inibicdo de crescimento tendo o Digluconato de Clorexidina 0,12% (CHX) como controle

positivo e o diluente da substancia teste como controle negativo.

Figura 5 — Esquema ilustrativo de teste de Difus&o em Agar.

Fonte: Elaborado pelo autor.

4.3.2 Teste de microdiluicdo em caldo

Apds 18h de crescimento o caldo de cultura de S. mutans UA159 foi ajustado a fim de
obter uma cultura na concentracio de 1-2 x 10° células. Esse calculo foi obtido por
espectrofotometria baseados nos dados prévios de uma curva de crescimento bacteriano para
esse microrganismo (dados ndo apresentados) e o teste de microdiluicdo em caldo foi realizado
em placas de poliestireno de 96 pogos de fundo em “U” (CLSI, 2014).

Para o referido teste, foram realizadas dilui¢Ges seriadas na base dois para obtencédo de
diferentes concentraces finais (0,25 a 0,0024 mg/mL). Cada pogo da placa foi preenchido com
100 pL do meio de cultivo adicionado de bactéria na proporcao de 1:20 e 100 pL do MC-D7
nas diferentes concentracGes testadas. Pocos contendo 100 puL meio de cultivo sem bactéria e
100 pL de MC-D7 nas diferentes concentragbes foram utilizados como controles.

Adicionalmente, foram feitos controles positivos e negativos do crescimento bacteriano

30



utilizando respectivamente meios de cultivos inoculados e ndo inoculados. O esquema da placa
preparada pode ser visualizado na figura 6.

As placas foram incubadas a 37 °C com 5% CO2 por 24 h. Apds incubagdo, foi
realizada a medida de turbidez de cada poco com o auxilio do espectrofotdmetro (Biotrak 11
Place, American Biosciences, Cambridge, Inglaterra) a 620 nm. Foi considerado a CIM
(Concentragdo Minima Inibitoria), a menor concentracdo de MC-D7 capaz de inibir
visualmente o crescimento bacteriano (CLSI,2014). Apdés a medicdo feita com o
espectrofotbmetro, 0s pogos que apresentaram inibicdo foram plaqueados, a fim de obter a

CBM (Concentracdo Bactericida Minima).

Figura 6 — Esquema ilustrativo do teste de Microdilui¢do em caldo.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

4.4 Avaliacdo da atividade do MC-D7 na inibicdo de aderéncia e da formacao de biofilme

por S. mutans

Para a avaliacdo do efeito do MC-D7 sobre a aderéncia inicial e sobre a formagéo de
biofilme de S. mutans UA159, foram testadas as concentrac6es de 0,5 mg/mL, 0,45 mg/mL e
0,4 mg/mL de MC-D7 pelo método de coloracdo do biofilme de 24h com cristal de violeta.
Esse ensaio foi realizado tendo como substrato placas de poliestireno de 96 pocos de fundo
chato.
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4.4.1 Grupos experimentais

Os grupos experimentais foram distribuidos de acordo com o quadro 1.

Quadro 1 — Descricdo dos grupos experimentais utilizados para o teste de CV.

Cédigo Descricdo
C1 MC-D7 na concentracdo de 0,5 mg/mL
C2 MC-D7 na concentragdo de 0,45 mg/mL
C3 MC-D7 na concentracdo de 0,4 mg/mL
CHX Digluconato de Clorexidina 0,12% - Controle positivo
TWEEN | Tween 80 (1%) e Solugdo salina 0,89% - Diluente da droga
ST N&o foi tratado com nenhuma droga - Controle negativo

Fonte: Elaborado pelo autor.

4.4.2 Formacao da pelicula adquirida

A pelicula adquirida foi formada a partir de saliva humana clarificada diluida em
tampado de adsorcdo. A saliva foi coletada de 1 doador saudavel (em jejum de 12 h e sem escovar
os dentes) por estimulagdo com filme flexivel (Parafilm M® Pechiney Plastic Packaging,
Akron, Ohio, EUA). O tampéo de adsor¢do (KCI 50 mM, KPQO4 1,0 mM, CaCl>2H.0 1,0 mM,
MgCl26H.0 0,1 mM, pH = 6,5) foi adicionado a saliva na propor¢édo de 1:1 e o fluoreto de
fenilmetilsulfénico — PMSF, na proporcdo de 1:1000. Apds leve agitacdo, a solucdo foi
clarificada por centrifugacdo (Centrifuga refrigerada - NT 815, Novatécnica, Piracicaba, SP,
Brasil) a 8.500 rpm durante 10 minutos a 4°C e filtrada a vacuo com um filtro de poro 0,22 pm
(Stericup Millipore, St. Louis, MO, EUA) (DUARTE et al., 2006).

4.4.3 MC-D7 na inibigdo de aderéncia de S. mutans

Para avaliacdo do efeito do MC-D7 sobre a inibi¢do da aderéncia de S. mutans a
pelicula adquirida, a droga foi adicionada durante a etapa de formag&o da pelicula adquirida.
Para tanto, a saliva artificial foi adicionada juntamente com os diferentes compostos testados
(C1,C2,C3, TWEEN e CHX) na proporgéo de 1:1 em um volume final de 200 uL. Em seguida,
as placas foram incubadas em estufa durante 1h a 37°C sobre uma mesa agitadora orbital (Te-
145 Tecnal, Piracicaba, SP, Brasil). Decorrido o tempo de formag&o da pelicula adquirida, os

pocos foram esvaziados por pipetagem e inoculados com caldo TSB contendo extrato de
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levedura e sacarose a 10% adicionados de S. mutans de maneira que a concentragéo final nos
pocos era de 1-2 x 10° células bacterianas. As placas foram entdo incubadas por 24h, em estufa

a 37°C, sob pressao parcial de 5% de COo,
4.4.4 MC-DT7 na inibicéo de formacao de biofilme por S. mutans

Para avaliagéo do efeito do MC-D7 sobre a inibicdo da formacdo de biofilmes de S.
mutans in vitro, a droga foi adicionada apds a etapa de formacdo da pelicula adquirida. Para
tanto, a pelicula adquirida foi formada pela adicdo de 200 uL de saliva artificial nos pocos da
placa de poliestireno e incubacdo em estufa durante 1h a 37 °C sobre uma mesa agitadora orbital
(Te-145 Tecnal, Piracicaba, SP, Brasil). Decorrido o tempo de formacédo da pelicula adquirida,
0s pogos foram esvaziados por pipetagem e inoculados com 100 uL dos compostos testados
(C1, C2, C3, TWEEN e CHX) e 100 uL do caldo TSB contendo extrato de levedura e sacarose
a 10% adicionados de S. mutans de maneira que a concentracdo final nos pocos era de 1-2 x
10° células bacterianas. As placas foram entdo incubadas por 24h, em estufa a 37 °C, sob

pressdo parcial de 5% de CO2.
4.4.5 Quantificacdo da biomassa pelo método de Coloracéo com Violeta de Cristal

O método de quantificacdo por coloracdo com Cristal Violeta foi realizado de acordo
com a metodologia descrita por O’Toole e Kolter, 1998, com algumas modificacdes. ApGs as
24 horas de incubagdo a 37 °C, 5% de CO», as placas foram lavadas trés vezes com agua
destilada estéril e em seguida foi adicionado 200 pL de alcool metilico P.A a fim de fixar o
biofilme. Apos a retirada do alcool, 200 pL de cristal violeta a 0,1% foram adicionados por 10
minutos. Esse processo foi realizado para permitir uma quantificacdo indireta da formacéo de
biofilme através da coloracdo com cristal violeta. Em seguida, o processo de lavagem foi
repetido e a placa colocada, sob temperatura ambiente, para secagem. Para a dissolucdo do
corante preso ao biofilme, foram adicionados 200 pL de &cido acético 33% por 10 minutos. A
suspensdo obtida foi transferida para outra placa de 96 pocos estéril, e a medida da absorbancia
de cada poco foi realizada com o auxilio do espectrofotometro (Biotrak 11 Place, American

Biosciences, Cambridge, Inglaterra) a 590 nm.

4.5 Avaliacdo da atividade do MC-D7 na inibicdo de aderéncia de S. mutans em

hidroxiapatita
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4.5.1 Preparo dos espécimes

Discos de hidroxiapatita (63,58 mm?) foram utilizados como substrato para a aderéncia
das bactérias nesta etapa a fim de simular uma situacdo mais proxima a da encontrada na
cavidade bucal dos humanos. Para suporte desses discos, foram confeccionados dispositivos de
aco inoxidavel a fim de simular as forcas de gravidade encontradas nos biofilmes dentais. Antes
dos testes, os discos de Hidroxiapatita (HA) foram submetidos a um banho ultrassonico durante
10 minutos para remover o pé de hidroxiapatita e em seguida foram autoclavados a 121 °C,

durante 15 minutos. Os grupos experimentais desta etapa estdo descritos no quadro 2.

Quadro 2 — Descricdo dos grupos experimentais utilizados para avaliacdo da aderéncia inicial sobre biofilmes

de S. mutans formados sobre discos de HA.

Cadigo Descricao

C1 MC-D7 na concentragéo de 0,5 mg/mL

C2 MC-D7 na concentragdo de 0,25 mg/mL

CHX Digluconato de Clorexidina 0,12% - Controle positivo

TWEEN | Tween 80 (1%) e Solucéo salina 0,89% - Diluente da droga

ST N&o seré tratado com nenhuma droga - Controle negativo

Fonte: Elaborado pelo autor.
4.5.2 Formagéo da pelicula adquirida sobre discos de Hidroxiapatita

A saliva artificial foi formada como descrito anteriormente. Para a formacdo da
pelicula adquirida foram utilizadas placas de poliestireno de 24 pocos e os discos de HA foram
posicionados verticalmente com a ajuda de um dispositivo metalico (Figura 7). Para avaliacdo
do efeito do MC-D7 sobre a aderéncia inicial do S. mutans, a saliva foi adicionada juntamente
aos compostos testados (C1, C2, CHX e TWEEN) na proporcdo de 1:1 totalizando 2 mL de
liquido em cada pogo a fim de garantir que toda a superficie do disco de HA ficasse imerso.
Para o grupo ST, foi adicionado apenas saliva. Em seguida, a placa foi incubada em estufa
durante 1h a 37°C sobre uma mesa agitadora orbital, imediatamente antes da inoculacdo das

amostras.
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Figura 7 — Imagem ilustrativa de dispositivo metalico e disco de hidroxiapatita utilizado no experimento.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
A) Suporte de aco com disco de Hidroxiapatita posicionado. B) Discos de Hidroxiapatita posicionado na placa
de 24 pocos.

4.5.3 Formacao dos biofilmes in vitro sobre discos de HA

Para a inoculacao dos discos foi utilizado 100 puL de um caldo de cultura de S. mutans
UA159 com 18h de crescimento, 45 mL de meio de cultivo (TSB + EL) e 5SmL de sacarose a
10%. Esse caldo foi agitado e 2 mL da suspensao foram adicionados a uma nova placa de 24
pocos estéril. Foram feitos controles de contaminacdo do experimento ndo inoculados.
Decorrido o tempo de formacdo da pelicula adquirida, os discos foram transferidos para essa
nova placa contendo meio de cultivo e bactéria. As placas foram incubadas em estufa a 37 °C,
e 5% de CO., durante 5 dias em repouso. A cada 24h o meio de cultivo foi trocado sem adigéo
de novo in6culo. As placas foram retiradas da estufa apds 24h, 48h oul20h de formacdo do
biofilme. Os discos de todos os grupos foram lavados 3 vezes em solu¢do de NaCl a 0,89%, a
fim de remover o biofilme fracamente aderido e em seguida foram coletados com espatulas

plasticas descartaveis estéreis para subsequente analise.
4.5.4 Anélise da composicdo microbiana dos biofilmes

Para a contagem microbioldgica, as amostras dos biofilmes formados foram coletados
em tubos de microcentrifuga contendo 1 mL de solu¢do de NaCl a 0,89%. O biofilme foi
dispenso em sonicador (Sonicador Digital Sonifer™ 450, 50/60Hz, 4A, Branson Ultrasonics
Corporation, Danbury, EUA) com 3 pulsos de 10 segundos a 6 watts com intervalo de 1 minuto
entre eles em gelo. As suspens@es foram entdo diluidas em série decimal de 1:10, 1:100, 1:1000,

1:10000, 1:100000 e plaqueadas em placas de BHI Agar. Em seguida, foram incubadas na
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temperatura de 37 °C, por 48 horas, em atmosfera parcial de 5% de CO.. Decorrido o tempo de
incubacdo, a contagem das unidades formadoras de colénia (UFC) foi realizada, e o nimero de
UFC/mg de peso seco de biofilme foi estabelecido ap6s a determinagdo do peso seco de cada
amostra (DUARTE et al., 2006).

4.5.5 Determinagéo do peso seco do biofilme

Para a determinacéo do peso seco do biofilme de cada tratamento, etanol a -20°C foi
adicionado a amostra (3 vezes do volume do puro), e estes foram armazenados na geladeira -
20°C por 18h. No dia seguinte, foi realizada a centrifugacdo (3500 rpm durante 10 minutos a
4°C), os sobrenadantes foram descartados, e os “pellets” resultantes foram lavados com 1 mL
de etanol frio e transferidos para microtubos de 1,5 mL pré-pesados (um para cada unidade
experimental). Em seguida, o conteddo foi novamente centrifugado, o excesso de alcool foi
cuidadosamente removido por pipetagem, e o0s microtubos foram colocados em uma

dessecadora a vacuo por 48h ap6s o que, foram pesados novamente (DUARTE et al., 2006).
4.6 Andlise estatistica

Todos os experimentos foram realizados em triplicata com os respectivos resultados
categorizados em Microsoft Excel (Versdo 2012 para Windows). As unidades formadoras de
coldnias (UFC) para as andlises de biofilme apds 24h, 48h e 120h de formacdo foram
transformadas em UFC logl10, com o objetivo de reduzir a heterogeneidade de variancia. A
distribuicdo de normalidade foi verificada no teste estatistico Kolmogorov-Smirnov. Para a
analise de diferencas entre os grupos foi realizado teste de ANOVA com pos-teste de Tukey

com nivel de significancia de 5% (p <0,05).
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5 RESULTADOS
5.1 Avaliacéo da atividade antimicrobiana em culturas planctdnicas

Para o teste de difusdo em Agar, foi observada a formagédo de halo apenas para a
concentra¢do de 1 mg/mL do MC-D7, que apresentou um halo de 9 mm, porém o halo se
apresentava translicido e difuso demonstrando um efeito antimicrobiano insipiente, e para o
digluconato de clorexidina a 0,12%, foi observado um halo de 7 mm, como observado na figura
8:

Figura 8 - Método de difusdo em disco tratado com MC-D7 e digluconato de clorexidina 0,12%.

Fonte: Elaborada pelo autor.
O halo formado para a concentracdo de 1 mg/mL do MC-D7 (halo superior) foi de 9 mm e para o digluconato
de clorexidina (halo central), foi de 7 mm. O segundo disco central representa o grupo sem tratamento e nos

demais discos, estdo as demais concentracdes do MC-D7, onde ndo foi observado inibigdo bacteriana.

Para a avaliacdo do efeito antimicrobiano sobre o crescimento planctonico, o MC-D7
ndo apresentou efeito bacteriostatico e/ou bactericida para S. mutans nas concentraces
testadas. Todos os pogos contendo 0 MC-D7 apresentaram turvacdo. Ap6s a medigdo com
espectrofotémetro, foi observado uma pequena inibigdo numérica do crescimento de S. mutans

para a concentracdo de 0,5 mg/mL e 0,25 mg/mL (Figura 9) mas ap6s o plaqueamento dos
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pocos foi observado crescimento bacteriano nas duas concentragdes mencionadas,

demonstrando que a droga néo apresenta efeito bactericida (Figura 9).

Figura 9 — Gréfico do efeito inibitério do MC-D7 apds 24h de crescimento de S. mutans, testado em diferentes

concentragdes.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

5.2 Avaliacdo da atividade do MC-D7 na inibicdo de aderéncia e da formacéo de biofilme

por S. mutans

Nos ensaios de atividade bioldgica sobre a formacdo de biofilmes de S. mutans,
avaliados pelo método de coloragdo com cristal violeta, a droga testada demonstrou
interferéncia significativa na inibicdo da aderéncia de biofilme com 24 h de formacéao (Figura
10), apresentando resultados similares aos encontrados pelo grupo CHX. Por outro lado, na
avaliacéo da formac&o de biofilme, ndo houve diferenca estatistica entre os grupos (Figura 11).
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Figura 10 — Grafico da atividade do MC-D7 na inibicao de aderéncia de S. mutans apds 24h de formacédo de
biofilme, pelo método de coloragdo com CV.

MC-D7 na inibicdo da aderéncia de S. mutans - Método CV
0,500
0,400
§ 0,300
(=)
uwmy
3
2 0,200
o
=
3
= 0,100
“ J- :
MC-DT MC.D7 MC-DT CHX
0,5mg/ml 0,45mg/ml 0,4mg/ml
-0,100
Tratamentos

Fonte: Elaborado pelo autor.
Os dados representam valores médios e as barras de erro representam o desvio padrdo. Letras distintas indicam
diferenca estatisticamente significante (p < 0,05).

Figura 11 — Grafico da atividade do MC-D7 na inibigdo de formacgdo de biofilme de S. mutans apés 24h de
formacéo, pelo método de coloragdo com CV.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
Os dados representam valores médios e as barras de erro representam o desvio padrdo. Letras diferentes indicam
diferenca estatisticamente significante (p <0,05).
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5.3 Avaliacdo da atividade do MC-D7 na inibicdo de aderéncia de S. mutans em

hidroxiapatita

Para a avaliacdo da atividade do MC-D7 na inibicao de aderéncia de S. mutans com
24h, ndo houve diferenca estatistica significativa entre os grupos ST, TWEEN e MC-D7 0,25
mg/mL. Além disso, como esperado, o tratamento com digluconato de clorexidina 0,12% inibiu
completamente a formacéo de biofilme de S. mutans no modelo testado. O tratamento com MC-
D7 na concentracdo de 0,5 mg/mL reduziu significativamente a viabilidade das bactérias
presentes nos biofilmes, quando comparado com os grupos ST, TWEEN e MC-D7 0,25 mg/mL
e diferiu estatisticamente do grupo CHX.

Figura 12 - Resultado microbiolégico do tratamento com MC-D7 na inibigdo da aderéncia de S. mutans ap0s
24h de formagao de biofilme.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
Os dados representam valores médios e as barras de erro representam o desvio padréo. Letras diferentes indicam
diferenca estatisticamente significante (p <0,05).

Para a avaliagdo da atividade do MC-D7 na inibicdo de aderéncia de S. mutans,
formados sobre discos de hidroxiapatita, com 48h e 120h, ndo houve diferenca significativa
entre os grupos ST, TWEEN, MC-D7 0,5 mg/mL, e 0,25 mg/mL, e o tratamento diario com
digluconato de clorexidina 0,12% inibiu completamente a formacao de biofilme de S. mutans
no modelo testado (Figuras 13 e 14).
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Figura 13 - Resultado microbiol6gico do tratamento com MC-D7 na inibigdo da aderéncia de S. mutans apds

48h de formacdo de biofilme.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

* - valor de p < 0,01.

Figura 14 - Resultado microbiol6gico do tratamento com MC-D7 na inibi¢do da aderéncia de S. mutans ap6s

120h de formacéo de biofilme.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

* - valorde p <0,01.
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5.4 Peso seco do biofilme

Os valores do peso seco de biofilme de S. mutans apds 24, 48 e 120 horas de formacao
estdo demonstrados na figura 15. O tratamento com MC-D7 durante a formacédo da pelicula
adquirida promoveu reducéo estatisticamente significativa no peso seco do biofilme formado
apos 24h, quando a concentragéo de 0,5 mg/mL foi utilizada, diferindo dos grupos MC-D7 0,25
mg/mL, TWEEN e ST. O grupo tratado com digluconato de clorexidina 0,12% apresentou a
menor quantidade de biofilme formado, diferindo de todos os grupos.

O peso seco de biofilme formado sobre discos de hidroxiapatita com 48h de formacao,
ndo foi alterado pela presenca do MC-D7 na concentracdo de 0,5 mg/mL e 0,25 mg/mL mas
ambos diferiram dos outros grupos controles. Os grupos TWEEN e ST nédo diferiram
estatisticamente, e o grupo tratado com CHX apresentou 0 menor peso seco, diferindo dos
demais. J4, apés 120h de formacdo de biofilme apenas o grupo tratado com digluconato de
clorexidina 0,12% apresentou uma reducdo significativa no peso seco do biofilme formado e
0s grupos MC-D7 0,5 mg/mL, MC-D7 0,25 mg/mL, TWEEN e ST ndo apresentaram

diferencgas estatisticas entre si.

Figura 15 — Quantidade de peso seco de biofilme formado ap6s 24, 48 e 120 horas de formag&o.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Letras minusculas representam diferencas estatisticas dentro do tempo de 24h. Letras mailsculas representam
diferengas estatisticas dentro do tempo de 48h.

* Valor de p < 0,05.
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6 DISCUSSAO

Como a adesdo bacteriana a pelicula adquirida € um dos estagios primarios da
formacdo da placa dental, que pode levar ao desenvolvimento de lesGes cariosas, € razoavel
supor que evitar a adesdo bacteriana a pelicula e/ou inibir a formacdo do biofilme, seria um
bom método para prevenir essa doenca nos estagios iniciais.

Atualmente, o digluconato de clorexidina 0,12% ¢é amplamente utilizado na
odontologia devido ao seu potencial antimicrobiano e antiplaca, e é considerado padrdo-ouro
como antisséptico bucal. No entanto, tem sido observado na literatura que 0 mesmo apresenta
efeitos adversos tais como alteracdo na coloracdo dos elementos dentarios, restauracdes,
préteses e lingua, formacdo de calculo supragengival, perda do paladar, queimaduras no tecido
mole, dor, xerostomia, e gosto residual desagradavel na boca (PEGORARO et al., 2014).
Devido a esses efeitos adversos do digluconato de clorexidina, cada vez mais tem surgido o
interesse de desenvolver substancias que sejam capazes de substituir o uso da mesma.

No presente estudo, foi avaliado o efeito de um derivado semissintético obtido de
Moringa oleifera Lam. na inibigdo da aderéncia de S., quando utilizado no momento da
formacdo da pelicula adquirida; e na inibicdo de formacao do biofilme, quando utilizado ap6s
a formacdo da mesma, e foi observado que o MC-D7 apresentou um efeito inibitorio na
aderéncia de S. mutans em placas de poliestireno e discos de hidroxiapatita, com 24h de
formacédo de biofilme.

Estudos disponiveis na literatura ja demonstraram que o MC-D7 apresenta efeito
antitumoral, anti-inflamatério e antinociceptivo (ALMEIDA et al., 2017; DOS SANTOS et al.,
2018), e este é o primeiro estudo in vitro que avalia seu efeito na inibicdo de aderéncia e na
inibicdo de formacao de biofilmes por Streptococcus mutans, formados in vitro. A grande parte
dos estudos encontrados na literatura que avaliam o efeito antimicrobiano de M. oleifera Lam.
contra S. mutans, utilizam o método de Difusdo em Agar (AMABYE, TADESSE, 2016;
ELGAMILY etal., 2016; PATEL et al., 2014), mesmo método utilizado neste estudo.

Patel e colaboradores (2014) e Amabye e Tadesse (2016) avaliaram o efeito
antimicrobiano de extratos etanélicos derivados de folhas de M. oleifera Lam., nas
concentracdes de 50 mg/mL e 60 mg/mL, sobre cepas de S. mutans e ambos observaram um
halo de inibicdo de 6 mm, confirmando o que foi encontrado no presente estudo, onde foi
observado um halo de inibigdo quando o MC-D7 foi utilizado na concentracdo de 0,5 mg/mL,
demostrando um possivel efeito inibitorio do derivado de Moringa oleifera Lam.. Elgamily e
colaboradores (2016) avaliaram o potencial antimicrobiano de extratos produzidos a partir de
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folhas da Moringa oleifera Lam., na concentracdo de 100 mg/mL e de um enxaguante e creme
dental desenvolvidos a partir desses extratos contra S. mutans, utilizando o método de difuséo
em Agar e também observaram um potencial antimicrobiano dessas substancias. Apesar dos
resultados encontrados utilizando extratos derivados da Moringa oleifera Lam., a sazonalidade
é um fator que deve ser levado em consideracdo quando do uso dos mesmos, visto que
condigdes encontradas em um determinado momento podem ser alteradas por fatores externos
como a temperatura, altitude, época estacional, podendo ocosionar mudancas em suas
propriedades, (PINTO; BERTOLUCCI, 2002).

O teste de coloracdo com cristal violeta € indicativo da formac&o de biofilme. Quando
0 MC-D7 foi utilizado durante a formac&o da pelicula adquirida, foi observado uma reducao
significativa na formacdo de biofilme de S. mutans ap6s 24h, nas concentracdes de MC-D7
testadas de 0,5 mg/mL, 0,45 mg/mL e 0,4 mg/mL. Essa reducéo foi similar a do digluconato de
clorexidina 0,12%, demonstrando um potencial antiplaca dessa droga, possivelmente por
blogueio dos sitios de ligacdo das moléculas presentes na pelicula adquirida. Padla e
colaboradores (2012) também avaliaram em seus estudos, o efeito antimicrobiano de 2
compostos obtidos a partir de isotiocianatos presentes na M. oleifera Lam. Os resultados
encontrados demonstraram efeito sobre todas as bactérias Gram-positivas testadas
(Sthaphylococcus aureus, Sthaphylococcus. epidermidis, Bacillus subtilis) na menor
concentragdo inibitoria de 1 mg/mL por meio do teste de difusdo em Agar, tendo uma boa
atividade antimicrobiana contra S. aureus confirmada através do teste de microdiluicdo em
caldo, boa a moderada atividade contra S. epidermidis, e moderada atividade contra B. subtilis.
No entanto, para os testes de Concentragdo Bactericida Minima, foi observada a necessidade
de uma maior concentracdo dos compostos para que o efeito bactericida ocorresse, o que
corrobora com os achados em nosso estudo uma vez que o efeito antimicrobiano do MC-D7
parece ser dose dependente e ndo foi encontrado nas concentracfes testadas (PADLA et al.,
2012).

Moura e colaboradores (2017) avaliaram o potencial antibiofilme de uma lectina
extraida de sementes da M. oleifera Lam. (WSMoL), contra biofilmes de Serratia marcescens
e Bacillus sp. Com seus resultados, esses autores observaram que o WSMoL foi capaz de
controlar a formacdo de biofilme de S. marcescens na concentragdo de 2,6 pg/mL e evitou a
formagéo de biofilme de Bacillus sp em concentragcdo maior, bem como foi capaz de romper

biofilmes pré-formados de Bacillus sp e penetrar nos biofilmes de S. marcescens.
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No presente estudo, discos de hidroxiapatiata foram utilizados como substrato para
aderéncia de S. mutans, a fim de simular uma situacdo similar & encontrada na cavidade bucal.
Os suportes metalicos foram utilizados para simular as forcas da gravidade enfrentadas pelas
bactérias presentes nos biofilmes dentais humanos. Para esse substrato, foi observado uma
pequena reducdo na viabilidade microbiana com 24h de formagdo, o que ndo ocorreu apos 48h
e 120h de formagdo, quando um biofilme mais complexo ja estava estabelecido. O efeito
observado nas primeiras horas da formacao do biofilme sugere que o MC-D7 parece necessitar
da manutencdo constante da concentracdo da droga para que o efeito desejado pudesse
acontecer, 0 que nao ocorreu em nosso estudo. Novos estudos com tratamentos didrios dos
biofilmes com MC-D7 podem alcancar resultados ainda mais promissores.

Dufour, Stahl e Baysse (2015) mencionaram a possibilidade dos isotiocianatos
exercerem papel de protecdo nas plantas contra agressdes externas, servindo como bactericida
e fungicida, exercendo essa funcdo por meio de inibicdo de transcricdo génica e respiragao
celular e formacédo de espécies reativas de oxigénio (ROS), assim preservando a vida da planta.

Nesse estudo, houve uma reducéo significativa da quantidade de peso seco de biofilme
de S. mutans formado sobre discos de hidroxiapatita, apds 24h do tratamento com MC-D?7,
demonstrando que a droga utilizada apresentou uma acao antiplaca que pode ser empregada na
elaboracdo de produtos odontolégicos tais como enxaguatorios bucais.

O uso de produtos naturais para esse fim seria uma alternativa viavel devido a grande
quantidade e diversidade disponivel dos mesmos na natureza, também por seu baixo custo,
acessibilidade e facil manipulacéo. Porém, apesar da crenca popular de que 0s produtos naturais
ndo causam efeitos colaterais, deve-se ter cuidado com a quantidade utilizada do produto in
natura (BALBINO; DIAS, 2010). No caso do MC-D7, o fato de se tratar de um composto
semissintético derivado de um produto natural puro, apresentando seus componentes sempre na
mesma concentracao, esse risco pode ser minimizado. Dessa forma, nos parametros testados o
MC-D7 apresentou efeito inibitério na aderéncia de S. mutans nos dois substrato testados,
sendo necessario outros estudos utilizando maiores concentragdes da droga a fim de confirmar

seu efeito antimicrobiano.

45



7 CONCLUSAO

Com base nos resultados desse estudo in vitro podemos concluir que:

- O MC-D7 néo apresentou efeito antimicrobiano em culturas de S. mutans nas concentracées
testadas;

- O MC-D7 na concentragdo de 0,5 mg/mL apresentou efeito na inibicdo de aderéncia de S.
mutans a placas de poliestireno e discos de hidroxiapatita durante a formagao dos biofilmes de
24h.,
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