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1. INTRODUCAO

O tratamento de infec¢des orais de origem fungica e/ou bacterianas ainda
representam um grande e desafiador problema de saude publica (DESSEN et al.,
2001; TENOVER e MCDONALD, 2005). A busca por novos farmacos é
importante devido a uma série de fatores, como a falta de seletividade das
drogas, que levam aos efeitos colaterais indesejados, a resisténcia microbiana &
farmacos convencionalmente utilizados, alta taxa de mutacdo bacteriana, entre
outros (SALEH et al., 2010). Além disso, a cavidade oral apresentam desafios
adicionais quanto ao seu tratamento, como por exemplo: a acdo diluidora da
saliva e as concentracdes sub-terapéuticas consequentes dessa acao; a dificil
administracdo local de antifungicos e/ou antibacterianos e o desafio clinico ja
enfrentado pelos profissionais.

Em suma, o aumento da incidéncia de casos de infec¢des fungicas e/ou
bacterianas orais e a crescente evidéncia de resisténcia dos microbianos
causadores de patologias orais de interesse clinico frente antifingicos/
antibacterianos atualmente comercializados, torna imprescindivel a descoberta de
novas alternativas medicamentosas. Essas alternativas devem ser mais eficazes,
menos toxicas e mais baratas a fim de atender essa parcela da populacéo.

As chalconas sdo moléculas caracterizadas como cetonas, encontradas em
plantas rasteiras ou arbéreas, que devido as suas possibilidades de substituicdo
em seus anéis aromaticos, podem resultar em multiplos compostos com
diferentes atividades biologicas. Sendo assim, o objetivo deste estudo foi avaliar
in vitro o potencial antimicrobiano de seis novos compostos derivados de
chalconas substituindo-se diferentes ligantes nos anéis aromaticos.

2. METODOLOGIA

Os compostos derivados de chalconas que foram utilizados no decorrer
desse trabalho foram sintetizados conforme descrito por PIZZUTI et al, 2009 e
identificados por técnicas de espectroscopia de RMN *H e *C, espectrometria de
massas e por difracdo de Raios-X.

Tabela 1 — Novos Derivados de Chalconas: estrutura quimica, peso
molecular, massa exata e concentracfes utilizadas no teste de sensibilidade
antimicrobiana
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Composto | Estrutura Peso Massa | Milimolar | Concentraca
molecular Exata | idade 0 (ug/mL)
_ (mM)

1 259,22 259,08 | 1,9 500

9 250

HD \ 0,48 125

M 0,23 62,5

- D’f/ 0,12 31,25

C1H)F3NO,

2 237,2 237,01 | 2,1 500

1 250

0,52 125

£ ELF: M043 0,26 62,5

0,13 31,25

3 279,24 279,03 | 1,7 500

0,89 250

0,44 125

0,22 62,5

0,11 31,25

4 263,17 263,05 | 1,9 500

0,95 250

0,47 125

0,23 62,5

0,11 31,25

5 279,24 279,03 | 1,7 500

0,89 250

0,44 125

0,22 62,5

0,11 31,25

6 246,21 246,01 | 2 500

1 250

0,50 125

0,25 62,5

0,12 31,25

Foram utilizadas treze cepas de carater patogénico: Staphylococcus aureus
ATCC19095, Pseudomonas aeruginosa ATCC9027, Enterococcus faecalis
ATCC4083, Escherichia coli ATCC29214, Candida albicans ATCC62342 e
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| isolados clinicos orais de espécies de C. albicans (3) e C. ndo-albicans_(2). s
ensaios de suscetibilidade foram realizados, sempre em triplicata, pela técnica de
microdiluicdo em caldo, utilizando uma versdo modificada dos documentos de
referéncia M27-A3 (CLSI, 2008) e M7-A7 (CLSI, 2006). Os produtos foram
diluidos em Dimetilsulféxido (DMSO) e, a partir da solucdo-méae, as
concentracdes foram obtidas por diluices seriadas de razdo 10. As cepas foram
reativadas 24h antes e suspensas em 5 mL de solucdo salina estéril até a
obtencado de uma turbidez correspondente a 0.5 na escala de McFarland (1,5 x 10
8UFC/mL). Em seguida, a suspensao foi ajustada para 10’ UFC/ mL, diluindo-se
essa suspensdo inicial em salina estérii em uma razdo de 1:100 e,
posteriormente, em uma razdo de 1:40 em meio de cultura. Os testes de
suscetibilidade foram realizados em microplacas plasticas estéreis de 96 pocos.
Cada micropoco da placa conteve 100uL do inoculo final mais 100uL de cada
concentracdo dos compostos. As colunas de controle positivo e negativo
contiveram respectivamente 100uL de in6culo mais 100uL de meio de cultura e
100pL da suspensdo do composto mais 100uL de meio de cultura. As
microplacas foram lidas em leitor de microplaca (MR-96A, Mindray Shenzhen,
China) a 590nm para fungos e a 630nm para bactérias (t=0),posteriormente
incubadas em estufa a 37°C por 24h (para bactérias) e 48h (para fungos) e
novamente lidas (t=1). A atividade antimicrobiana foi expressa em porcentagem
de atividade (% AE) através da férmula: % AE = 100 - (AE- AEB / AC — ACB) X
100 (STEIN et al., 2011). Onde: AE = Abs dos pocos testes apos incubacéo (t=1);
AEB = Abs dos pocos testes no t=0; AC = Abs do poco controle apés incubacéo
(100% crescimento); ACB = Abs do poco controle no t=0.0s pontos finais de IC50
foram determinados como a primeira concentracdo dos compostos que resultou
em reducdo do crescimento do in6culo em 50% em relacdo ao poco controle de
crescimento e a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) foi a menor concentracao
capaz de produzir 100% de inibicdo do crescimento das cepas em relagdo ao
poco controle positivo. Para a andlise estatistica dos dados coletados, foi utilizado
o programa GraphPad Prism 5 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, EUA),

| pelo qual os dados foram analisados através de regresséo nao linear.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os novos derivados de chalconas apresentaram os valores demonstrados
no Quadro 2. A avaliacdo da atividade antifingica e antimicrobiana foi realizada
de acordo com o protocolo NCCLS M27-A, atualizada em 2002 (M27-A2). Este
protocolo para a avaliagdo da atividade antifungica e antimicrobiana de
substancias puras tem como vantagens: a reprodutibilidade no laboratorio, custo e
sensibilidade (ARTHINGTON et al., 2002). E importante salientar que essa
técnica é 30 vezes mais sensivel do que as outras descritas na literatura, requer
uma pouca quantidade de cada amostra e pode ser utilizada para um grande
namero de amostras (OSTROSKI et al.,, 2008). Neste estudo, os compostos
apresentaram resultados semelhantes de MIC e MFC. Esta é uma grande
vantagem porque os medicamentos antifUngicos comerciais geralmente apenas
evitam o crescimento de fungos, por exemplo. E em pacientes imunodeprimidos,
apenas a inibicdo dos microrganismos em crescimento pode néo ser suficiente
para impedir a difusdo de Candida (ELEWSKI E OHIO, 1993).
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Tabela 2 — Resultados da avaliagao in vitro da agao antlmlcroblana dos
novos derivados de chalcona

E. E. S. P. R. C. parapsilosis C. C.
faecalis coli aureus | Aeruginosa | mucilaginosa lipolytica albicans
0,40 pg/mL - - - 173,4 pg/mL 674,2 ug/mL 7,81 pg/mL 2,29 pg/mL
[0,091 —1,76] 142,1 - 407,9 122,1-3723 - 0,037 -141,5
0,30 pg/mL - - 0,75 pg/mL | 1,15 pg/mL 425 pg/mL 17,35 pg/mL 18,38 pg/mL
0,066 — 1,36 0-1,019 0,010 -122,9 - 1,122 -268,2 | 9,11-37,07
0,37 pug/mL - - - 10,41 pg/mL 1,51 pg/mL 1,30 pg/mL 1,40 pg/mL
0,08 — 1,66 0,70 —152,9 0,58 — 3,92 - 121-1,62
0,17 pg/mL - - 0,13 pg/mL | 335,2 pg/mL 3,58 ug/mL - 0,56 pg/mL
0,048 — 0,65 0,02 -9,43 | 140,2 - 801,7 - 0,061 -5,19
1130 pg/mL - - 0,70 pg/mL | 0,41 pg/mL - 4,83 pg/mL 275,4 pg/mL
204,9 — 6234 0,11 -4,47 | 0,043 - 3,87 0,012 — 1919 188,6 — 402,3
0,23 pg/mL - - - 360 pg/mL - 1,052 pg/mL 1,90 pug/mL
0,034 - 1,64 55,28 — 2344 - 1,44 -2,51
4. CONCLUSOES
Conclui-se que o0s compostos testados demonstraram atividade

antimicrobiana. Isso demonstra que substancias derivadas de chalconas
apresentam potencial para uso em terapéutica de doencas infecciosas na
odontologia.
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