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EFEITO IN VITRO DO DERIVADO
SEMISSINTETICO MC-D7, OBTIDO DE
UM BENZILISOTIOCIANATO ISOLADO
DA Moringa oleifera Lam, EM
BIOFILMES DE Streptococcus mutans

RESUMO

Estudos recentes observaram o efeito antitumoral, anti-
inflamatorio e antinociceptivo do derivado semissintético MC-
D7, obtido a partir do benzilisotiocianato isolado da flor Moringa
oleifera Lam. O efeito antimicrobiano do derivado ainda ndo foi
avaliado. O objetivo do presente estudo ¢ avaliar o efeito
inibitério do MC-D7 na adesdo e formagdo de crescimento de
biofilmes de Streptococcus mutans in vitro. A agdo do MC-D7 na
inibicdo da adesdo e formacdo de biofilme por S. mutans foi
testada pela técnica de quantificacdo de biomassa através de
coloracdo com cristal violeta. Adicionalmente, o modelo de
formagdo de biofilme em discos de hidroxiapatita foi utilizado
para avaliar o efeito do MC-D7 na adesdo de S. mutans e seu
efeito em biofilmes de 24 horas, 48 horas e 120 horas. Para o teste
inicial de inibi¢do de adesdo, o MC-D7 apresenta efeito inibitério
significativo (p < 0,05) quando placas de poliestireno (0,5 mg/mL
e 0,4 mg/mL) e discos de hidroxiapatita (0,5 mg/mL) sdo usados
como substratos ap6s 24 horas de formag@o de biofilme. MC-D7
tem efeito inibitorio na aderéncia de S. mutans nos dois substratos
utilizados, necessitando de mais estudos utilizando concentracdes
maiores do farmaco para avaliar seu efeito antimicrobiano.

Palavras-chave: Carie dentaria. Biofilme. Produtos naturais.
Fitoterapia. Streptococcus mutans.

IN VITRO EFFECT OF THE SEMI-
SYNTHETIC DERIVATIVE MC-D7
OBTAINED FROM A BENZYL-
ISOTHIOCYANATE OF Moringa oleifera
Lam ON streptococcus mutans BIOFILMS

ABSTRACT

Recent studies have observed the antitumor, anti-inflammatory
and antinociceptive effect of the semi-synthetic derivative MC-
D7, obtained from benzyl-isothiocyanate isolated from the
Moringa oleifera Lam flower. The antimicrobial effect of the
derivative has not yet been evaluated. The aim of the present
study is to evaluate the MC-D7 inhibitory effect on adhesion and
formation of Streptococcus mutans biofilms growth in vitro. The
action of MC-D7 in the inhibition of adhesion and biofilm
formation by S. mutans was tested by the biomass quantification
technique through staining with violet crystal. Additionally, the
biofilm formation model on hydroxyapatite discs was used to
assess the effect of MC-D7 on S. mutans adhesion and its effect
on 24 hours, 48 hours and 120 hours biofilms. For the initial
adhesion inhibition test, the MC-D7 shows significant inhibitory
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effect (p < 0.05) when both polystyrene plates (0.5 mg/mL and
0.4 mg/mL), and hydroxyapatite disks (0.5 mg/mL) as used as
substrates after 24 hours biofilm formation. MC-D7 has an
inhibitory effect on the adherence of S. mutans on two substrates
used, requiring further studies using larger concentrations of the
drug to evaluate its antimicrobial effect.

Key words: Dental caries. Biofilm. Natural products.

Phytotherapy. Streptococcus mutans.

1. INTRODUCAO

A adesdo das bactérias orais a pelicula
adquirida durante os eventos iniciais da formagao
da placa dentaria ¢ fundamental para o
aparecimento da carie dentaria, uma doenca
biofilme aglicar dependente, decorrente da
desmineralizacao dos  tecidos dentarios
(FEJERSKOV, 2004; NORONHA et al., 2016).
Os tratamentos disponiveis para pacientes que
sofrem de doengas bucais mediadas por biofilmes
envolvem a remog¢do mecanica € o uso do fio
dental (KLEIN et al., 2015), além do uso de
antissépticos e antimicrobianos (OBEROI et al.,
2015).

Porém, dados relacionados a ensaios in
vitro indicaram que as células bacterianas em
biofilmes estdo em estado fisioldgico diferente de
sua forma planctdnica e podem se tornar
substancialmente mais resistentes a acdo de
antibioticos (ASLAM et al., 2018).

Em relacdo aos antissépticos, o
digluconato de clorexidina ¢ considerado padrao
ouro na linhagem de enxaguantes bucais. Porém,
alguns efeitos adversos decorrentes do seu uso
tém sido observados na literatura (CIEPLIK et
al., 2019). Outro fato que preocupa o0s
pesquisadores ¢ que o surgimento de novos
medicamentos nao

acompanha 0s

microrganismos  resistentes, proporcionando

grande estimulo para o estabelecimento de
programas de administragdo de antibidticos
(ALLERBERGER et al., 2009), bem como a
busca por medidas antimicrobianas alternativas,
como peptideos antimicrobianos, compostos
naturais, plasma atmosférico ou terapias com luz
(CZAPLEWSKI et al., 2016; KARYGIANNI et
al., 2016; WAINWRIGHT et al., 2017).

Nesse sentido, os produtos naturais
surgiram como uma importante opgao terapéutica
para a prevengdo e tratamento de doengas
dependentes de  biofilme,  apresentando
vantagens, como propriedades biologicas,
disponibilidade na natureza e baixo custo
(ARADA; PEREZ, 2019). Neste contexto, a
Moringa oleifera Lam (familia Moringaceae),
tem se destacado por apresentar uma ampla gama
de utilizacdes (SAINI; SIVANESAN; KEUM,
2016). Um estudo recente observou o efeito
antiinflamatorio e antinociceptivo da molécula
semissintética N-[4-(4'-O-acetil-a-L-
ramnosiloxi)benzil]-2-(piridinil-4-
carbonil)hidrazina-1 -carbotioamida (MC-D7),
obtida a partir de 4-(4'-O-acetil-a-L-
ramnosiloxi)benzilisotiocianato  (MC-1), um
benzilisotiocianato isolado das flores da M.
oleifera Lam. (ALMEIDA et al., 2017; DOS
SANTOS et al.,, 2018). O derivado MC-D7

parece ndo apresentar citotoxicidade em culturas

de células humanas (ALMEIDA et al., 2017).
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Portanto, este estudo teve como objetivo
avaliar o efeito inibitério do MC-D7 na adesdo e
formacdo de crescimento de biofilmes de

Streptococcus mutans in vitro.

2. MATERIAL E METODOS

Este estudo foi aprovado pelo Comité de
Etica e Pesquisa da Faculdade de Medicina da
Universidade Federal do Ceara (protocolo n°
3.416.373) por utilizar saliva humana para

formacao da pelicula adquirida.

2.1 Grupos experimentais

MC-D7 foi obtido a partir de MC-1
isolado de flores de M. oleifera Lam, conforme
descrito anteriormente por nosso grupo de
pesquisa (ALMEIDA et al, 2017, DOS
SANTOS et al., 2018). O derivado MC-D7 foi
patenteado no Instituto Nacional de Propriedade
Industrial (BR10 2016 030480 6). O composto de
teste MC-D7 foi utilizado na concentragdo de 0,5
mg/mL. O diluente (solucdo Tween 80 1% e
NaCl 0,89%) e um grupo ndo tratado foram
utilizados como controle positivo. O grupo
digluconato de clorexidina 0,12% foi utilizado
como controle negativo de crescimento do

biofilme.

2.2 Preparacio do indculo

O microrganismo utilizado neste estudo
foi Streptococcus mutans UA159. As bactérias
foram semeadas em agar sangue por 48 horas a
37 °C e 5% de CO?. Posteriormente, 8 colonias

foram transferidas para meio caldo Triptona Soja

(TSB) (Difco, Detroit, MI, EUA) e extrato de
levedura (EL) suplementado com glicose a 1% e
foram incubadas por 18 horas conforme descrito

acima.

2.3 Formacao da pelicula adquirida

A saliva humana foi coletada de dois
doadores saudaveis por estimulagdo com filme
flexivel (ParafilmM, Pechiney Safety Laboratory
Products and Equipment, EUA). Tampao de
adsor¢do (KCI 50 mM, KPO4 1,0 mM, CaCl; 1,0
mM, MgCl, 0,1 mM, pH = 6,5) foi adicionado a
saliva na propor¢do de 1:1 e fluoreto de
fenilmetilsulfonil foi adicionado (proporgdo de
1:1000). Esta solucéo foi agitada em vortex e
depois clarificada por centrifugacdo (8500 rpm,
10 min, 4 °C) e filtrada com filtro de acetato de
celulose com tamanho de poro de 0,22 um
(Stericup, Millipore, EUA) (DUARTE et al,
2008). A saliva resultante foi utilizada para
permitir a formag¢do de pelicula salivar nas

experiéncias seguintes.

2.4 Inibicio da aderéncia e inibicio da
formacao de biofilme pelo método do Cristal

Violeta

Este teste foi realizado em placas de 96
pocos de fundo chato, de acordo com a
metodologia descrita por O’Toole e Kolter
(O’TOOLE; KOLTER, 1998). Para avaliar a
inibicdo da aderéncia, a solu¢do de saliva (100
pL) foi adicionada a cada pogo da placa contendo
mais 100 uL de cada solugdo testada e foi
mantida por 1 hora em agitador orbital com

atmosfera de 5% CO? a 37 °C. Ap6s a formagéo
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da pelicula adquirida na presenga das solugdes
testadas, os pogos foram esvaziados por
pipetagem e inoculados com 200 pL de caldo
TSB contendo extrato de levedura e sacarose a
10% e inoculados com S. mutans. Para o ensaio
de inibicdo da formagdo de biofilme, apenas a
solucdo de saliva filtrada (200 pL) foi adicionada
aos pocos durante a formagdo da pelicula
adquirida. Em seguida, os pocos foram
esvaziados por pipetagem ¢ inoculados com 100
uL da solugdo testada e 100 pul do caldo TSB
contendo extrato de levedura e sacarose a 1%
inoculado com S. mutans. Para ambos os testes, a
concentragdo final nos pogos foi de 1-2 x 10°
células bacterianas e as placas foram incubadas
por 24 horas, a 37 °C e 5% de CO?. Em seguida,
as placas foram lidas em espectrofotometro a 590

nm.

2.5 Avaliacdo da atividade do MC-D7 na
inibicdo da adesao de S. mutans em discos de

hidroxiapatita

Os resultados promissores encontrados
na inibi¢do de adesdo encontrados no
experimento anterior fizeram os autores testarem
se o0 MC-D7 teria o mesmo efeito em substratos
de hidroxiapatita. Para tanto, foram utilizados
discos de hidroxiapatita (63,58 mm?) como
substrato para adesdo de bactérias em placas de
24 pogos para simular uma situagdo mais
proxima da encontrada na cavidade oral humana.
(Figura 1A). Para suportar esses discos, foram
confeccionados dispositivos de aco inoxidavel
para simular as for¢as de gravidade encontradas
nos biofilmes dentarios (Figura 1B). Antes dos

testes, os discos de hidroxiapatita (HA) foram

submetidos a banho ultrassonico por 10 minutos
e em seguida autoclavados (121 ° C, 15 minutos).
Para avaliar o efeito do MC-D7 na aderéncia
inicial de S. mutans, a mistura de saliva foi
adicionada juntamente com 0s compostos
testados na propor¢do de 1:1 totalizando 2 mLs
de liquido em cada pogo durante a fase da
formagdo da pelicula adquirida. Para o grupo nao
tratado foi adicionada apenas saliva. A placa foi
incubada durante 1 hora a 37 °C num agitador
orbital (Figura 1C).

Em seguida, aos discos de HA revestidos
com saliva, foi adicionado caldo TSB com EL
com 1% de sacarose inoculado com S. mutans
nas placas de 24 pocos (Figura 1D). Os biofilmes
foram entdo formados nos discos de HA por 120
horas, sendo o meio de cultura substituido por
um novo a cada 24 horas. As placas foram
incubadas a 37 °C e 5% de CO?. Ao final de cada
periodo experimental, os biofilmes maduros
foram lavados em solu¢do de NaCl 0,89% e
posteriormente coletados com espatulas plasticas
descartaveis estéreis. As andlises foram
realizadas apds 24 horas, 48 horas ¢ 120 horas da
formacao do biofilme (Figura 1E).

Para contagem microbiologica, amostras
dos biofilmes formados foram coletadas em
tubos de microcentrifuga contendo 1 mL de
solucdo de NaCl 0,89%. O biofilme foi
dispensado em um sonicador (Digital Sonifer™
450 Sonicator, 50/60 Hz, 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 suspensoes
foram entdo diluidas em séries decimais, 1:10,
1:100, 1:1000, 1:10000, 1:100000 e plaqueadas

em meio BHI Agar. Em seguida, foram
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incubados a 37 °C por 48 horas, em atmosfera

parcial de 5% de CO? Apds o tempo de

Figura 1 - Avaliacdo experimental da atividade do MC-D7 na inibi¢do da adesdo de Streptococcus mutans em discos
de hidroxiapatita. (A) Discos de hidroxiapatita como substrato para adesdo de bactérias. (B) Discos sobre suporte -
dispositivos de ago inoxidavel foram confeccionados para simular as forgas de gravidade encontradas nos biofilmes

dentarios. (C) Formagéo adquirida de pelicula salivar. (D) Formagdo de biofilme. (E) Plaqueamento da amostra.
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Fonte: Autor (2023).

incubac@o, foi realizada a contagem de unidades
formadoras de colonias (UFC), e o numero de
UFC/mg de biofilme foi estabelecido apos
determinacdo do peso seco de cada amostra

(DUARTE et al., 2008).

2.6 Analise estatistica

Triplicatas de pelo menos trés
experimentos separados foram conduzidos em
cada um dos ensaios. Unidades formadoras de
colonias (UFC) para analise de biofilme apos 24
horas, 48 horas ¢ 120 horas de formagdo foram
transformadas em UFC logl0, com o objetivo de
reduzir a heterogeneidade de varidncia. Para o
teste de microdilui¢cdo em caldo, foi considerada

significativa reducdo de 80% ou mais no

5% de CO? a 370

(D) (=)

crescimento quando comparado ao controle. A
distribui¢do de normalidade foi verificada pelo
teste estatistico Kolmogorov-Smirnov. Para
analise das diferengas entre os grupos foi
realizado o teste ANOVA com pos-teste de
Tukey sendo considerado nivel de significancia
inferior a 0,05 (p < 0,05). As anélises foram
realizadas utilizando o IBM SPSS (Statistics for
Windows, Versao 20.0. Armonk Software, NY
ou GraphPad Prism 6, San Diego, CA, EUA).

3. RESULTADOS

Os resultados de inibi¢ao da aderéncia e
inibicdo da formagdo de biofilme pelo método de
coloragdo violeta  cristal = demonstraram

interferéncia significativa do MC-D7 na inibigao
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Absorbancia a 590 nm

teste Tukey).
Inibi¢do da aderéncia por Streptococcus mutans
0400 :
b
0,350
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0,250
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0,150
0,100
0,050 >
2 a
0.000 —_— [
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-0,050 0,5mg/mL 0,45mg/mL  Clorexidina
0.12%
Inibigdo da formagdo de biofilme por Streptococcus mutans

0,400 a a

Absorbancia a 590nm

da adesdo inicial da bactéria 0,0063 + 0,0058

(Figura 2A), apresentando resultados

semelhantes aos encontrados pelo digluconato de
clorexidina 0,12% grupo 0,002 + 0,0002. Por
outro lado, na avaliagdo da formagdo de biofilme
ndo houve diferenca estatistica entre todos os

grupos testados (Figura 2B).

Figura 2 - Grafico da atividade do MC-D7 na
inibicdo da adesdo de S. mutans (A) e na inibi¢ao da
formagdo do biofilme de S. mutans apos 24 horas da

formacao do biofilme, utilizando o método de

coloragdo Cristal Violeta. Os dados representam
valores médios ¢ as barras de erro representam o
desvio padrdo. Letras diferentes indicam diferenca
estatisticamente significativa. p < 0,05 (ANOVA; p6s

0,300

a a
0,200
0,100
b
0,000

MC-D70.5 MC-D70.45 Digluconato de
mg/mL mg/mL Clorexidina
0.12%

Diluente

Fonte: Autor (2023).

A avaliacdo da atividade do MC-D7 na

inibicdo da adesdo de S. mutans na superficie do

Sem tratamento

disco de Hidroxiapatita em biofilmes com 24
horas, 48 horas ¢ 120 horas pode ser observada
na  Figura 3. O MC-D7  reduziu
significativamente a viabilidade das bactérias
presentes nos biofilmes de 1,65 x 10% (+ 1,26 x
107) no grupo néo tratado a 1,79 x 107 (+ 1,93 x
106) no grupo 0,5 mg/mL MC-D7 somente apds
24 horas da formacdo do biofilme. Como
esperado, o tratamento com digluconato de
clorexidina 0,12% inibiu completamente a
formagdo do biofilme de S. mutans. A inibi¢do da
adesdo por S. mutans ndo foi observada em
biofilmes mais antigos e mais complexos com 48
e 120h nas condigoes testadas (Figuras 3B e 3C).
O efeito do MC-D7 no peso seco do biofilme
também pode ser encontrado na figura 3A-3C. A
concentragdo de 0,5 mg/mL  reduziu
significativamente o peso seco nas 24 horas e 48

horas de formacgédo do biofilme.

4. DISCUSSAO

No presente estudo foi avaliado o efeito
do derivado semissintético MC-D7 na inibi¢ao da
adesdao de S. mutans (utilizado durante a
formacao da pelicula adquirida) e na inibi¢do da
formagdo de biofilme (utilizado apds a formagao
da pelicula adquirida). Este ¢ o primeiro estudo
in vitro que avalia seu efeito na inibicao da
adesdo e formagdo de biofilme de Streptococcus
mutans.

Ao avaliar publicacdes que testam
antimicrobianos, devemos observar se estamos
estudando seus efeitos em culturas planctonicas
ou em biofilmes, pois as células bacterianas em
biofilmes podem se tornar substancialmente mais

resistentes 4 acdo de antissépticos e antibioticos
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(ASLAM et al., 2018). Além disso, tendo em
conta o problema crescente da resisténcia
bacteriana aos antimicrobianos convencionais,
seria valioso o uso de uma abordagem alternativa
a qual as bactérias ndo consigam ganhar

resisténcia.
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Figura 3 - Resultado microbiologico do tratamento com MC-D7 na inibi¢do da adesdo de S. mutans e
quantidade de peso seco de biofilme formado apds 24 horas (A), 48 horas (B) e 120 horas (C) de formagdo de
biofilme. Os dados representam valores médios e as barras de erro representam o desvio padrdo. Letras diferentes
indicam diferenga estatisticamente significativa (p<0,05). O * representa um valor de p <0,01.
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Fonte: Autor (2023).

Em nosso estudo optamos por utilizar um
composto isolado, pois sua capacidade de
reprodutibilidade nos permite testar suas
diferentes propriedades, diferentemente dos
extratos que podem ser afetados pela
sazonalidade (SONI; BRAR; GAUTTAM, 2015;
MABAPA; AYISI; MARIGA, 2018). A
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utilizacdo de produtos naturais para esse fim
seria uma alternativa viavel devido a grande
quantidade e diversidade disponivel na natureza,
também pelo seu baixo custo, acessibilidade e
facil manuseio. Porém, apesar da crenga popular
de que os produtos naturais ndo causam efeitos

colaterais, deve-se ter cuidado com a quantidade
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de produto utilizado in natura (BALBINO;
DIAS, 2010). No caso do MC-D7, pelo fato de
ser um composto semissintético derivado de um
produto natural puro, com seus componentes
sempre na mesma concentragdo, esse risco pode
ser minimizado.

Jwa (JWA, 2019) investigou o efeito
antimicrobiano e antibiofilme de extratos
aquosos e etanolicos de folhas de M. oleifera em
S.  mutans. Em seu estudo utilizou as
concentragdes de 6,25 pg/mL e 25 pg/mL e seus
resultados mostraram que os extratos possuem
atividade antimicrobiana e antibiofilme, sendo o
extrato etandlico mais eficaz, confirmando que as
folhas de M. oleifera podem ser candidatas
potenciais para prevenir a formacgdo de lesdes
cariosas. Embora Jaw (JWA, 2019) tenha testado
o ecfeito antimicrobiano de M. oleifera Lam.
contra biofilmes de S. mutans, apenas extratos
aquosos ¢ etanolicos foram testados e a limitacao
do fator sazonalidade deve ser levada em
consideragdo quando a reprodutibilidade dos
resultados for analisada.

O teste de coloragdo do cristal violeta é
um indicativo de formacdo de biofilme. Quando
da utilizagdo do MC-D7 durante a formacao da
pelicula adquirida, foi observada reducdo
significativa na formacdo de biofilme de S.
mutans apés 24h, nas concentragOes testadas de
MC-D7 de 0,5 mg/mL como encontrada para
digluconato de clorexidina 0,12%, demonstrando
potencial antiplaca desse farmaco, possivelmente
por bloquear os sitios de ligagdo de moléculas
presentes na pelicula adquirida. Padla e
colaboradores (PADLA et al., 2012) também
avaliaram em seus estudos, o efeito

antimicrobiano de dois compostos obtidos a

partir de isotiocianatos presentes em M. oleifera
Lam. Os resultados encontrados demonstraram
efeito em todas as bactérias Gram-positivas
testadas na concentracdo inibitdria mais baixa de
1 mg/mL por meio do teste de difusdo em éagar.

No presente estudo foram utilizados
discos de hidroxiapatita como substrato para
adesdo de S. mutans, para simular situacdo
semelhante a encontrada na cavidade oral.
Suportes metalicos foram utilizados para simular
as for¢as da gravidade enfrentadas pelas bactérias
presentes nos biofilmes dentais humanos. Para
este substrato foi observada reducdo significativa
na viabilidade microbiana e no peso seco com 24
horas de formagao, o que ndo ocorreu quando um
biofilme mais complexo ja estava estabelecido. O
efeito observado nas primeiras horas de formagao
do biofilme sugere que o MC-D7 parece
necessitar de manutengdo constante da
concentragdo do farmaco para que o efeito
desejado aconteca, o que ndo ocorreu em nosso
estudo. Além disso, houve uma reducao
significativa na quantidade de peso seco do
biofilme de S. mutans 24 horas e 48 horas
formado nos discos de hidroxiapatita apds o
tratamento com MC-D7, sugerindo que o
composto testado tem efeito na reducdo da
biomassa do biofilme cariogénico.

Finalmente, 0 MC-D7 demonstrou inibir
eficazmente a adesdo de S. mutans durante os
estagios iniciais de formacgao de biofilmes. O fato
deste composto ser derivado de um produto puro
e natural torna improvavel a interferéncia da
sazonalidade nesta formulagdo. Assim, maiores
concentragdes do medicamento, tratamento
alternativas  do

diario e  formulacdes

medicamento podem melhorar seu efeito
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antiplaca, tornando provavel sua aplicagdo em

enxaguantes bucais.

4. CONCLUSAO

A molécula semissintética MC-D7,
obtida a partir de um composto isolado de
Moringa oleifera Lam, demonstra efeito
inibitorio na adesdo e peso seco do biofilme de
Streptococcus mutans por 24 horas. Mais estudos
sdo necessarios para melhorar seu efeito

antiaderente.
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