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Resumo

Objetivo: A periodontite ¢ uma patologia resultante de uma complexa interagao
entre os microrganismos presentes na formagdo do biofilme e a resposta imune do
hospedeiro. O aumento no uso de antibidticos, associado ao seu uso inadequado tem
resultado em um crescimento consistente da resisténcia em bactérias anaerdbias. Diante
deste cenario, torna-se urgente a identificacdo de novas substancias naturais com
potencial antimicrobiano como tem se demonstrado nas chalconas. O presente estudo
avaliou a atividade antibacteriana de 15 hidroxichalconas frente as bactérias
periodontopatogénicas bem como sua atividade antibiofilme. Métodos: Para tal, os
compostos foram avaliados através dos testes de concentracao inibitoria minima (CIM) e
concentracgao inibitéria minima do biofilme (CIMB). Resultados: As amostras T3, Li-6,
Li-9, Li-40, Li-42 e LR-72 demonstraram boa atividade antibacteriana e antibiofilme para
a maioria das bactérias avaliadas, com CIM menor ou igual a 6,25 pg/mL, redugdo de
mais de 95% da biomassa do biofilme e inibi¢ao total da viabilidade celular entre 0,78 e
100 pg/mL. Entre as chalconas, a Li-6 destacou-se por se mostrar efetiva sobre todas as
bactérias, tanto nos testes de CIM como na atividade antibiofilme. Conclusao: Com isso,
consolidamos uma base para o desenvolvimento de novos estudos acerca dos efeitos

destas moléculas como agentes no combate e prevengao da periodontite.

Palavras-chave: Chalcona; Bactéria anaerobia; Periodontite; Atividade antibacteriana;
Atividade antibiofilme.
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Abstract

Objectives: Periodontitis is a pathology resulting from complex interaction
between the microorganisms present in the biofilm and the host's immune response.
Increased use of antibiotics, associated with their inappropriate use has increased the
resistance of anaerobic bacteria. Therefore, identifying new antimicrobial substances,
such as chalcones, is urgent. This study evaluates the antibacterial activity and the
antibiofilm activity of 15 hydroxychalcones against periodontopathogenic bacteria.
Methods: The compounds were evaluated by minimum inhibitory concentration (MIC)
and minimum inhibitory concentration of biofilm (MICB) tests. Results: Samples T3, Li-
6, Li-9, Li-40, Li-42, and LR-72 showed good antibacterial and antibiofilm activity for
most of the evaluated bacteria: MIC was lower than or equal to 6.25 pg/mL, biofilm
biomass was reduced by 95%, and cell viability was totally inhibited for sample
concentrations between 0.78 and 100 pg/mL. Among the tested chalcones, Li-6 stood out:
it was effective on all bacteria, as revealed by both MIC and MICB results. Conclusions:
Our results have consolidated a base for the development of new studies on the effects of

the tested molecules as agents to combat and to prevent periodontitis.

Keywords: Chalcone; Anaerobic bacteria; Periodontitis; Antibacterial activity;
Antibiofilm activity.
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1. Introducao

A microbiota bucal representa uma parcela importante da microbiota humana,
contendo de centenas a milhares de espécies bacterianas [1]. Na superficie dos dentes ¢
comum que ocorra a formacdo de biofilmes microbianos e algumas das bactérias
presentes nestas estruturas podem ser causadoras de complicagdes odontoldgicas, como
caries, problemas endodonticos e periodontais [1].

Dentre as patologias bucais, a periodontite afeta o ligamento periodontal € o 0sso
alveolar. E resultante de uma complexa interagio entre os microrganismos presentes na
formagao do biofilme, como Prevotella melaninogenica , Fusobacterium nucleatum e
Prevotella nigrescens, e a resposta imune do hospedeiro [2, 3]. Diversas bactérias sao
capazes de colonizar a area periodontal e produzir fatores de viruléncia, como enzimas e
toxinas, que auxiliam na evasdo do sistema imune e permitem o desenvolvimento da
periodontite [4].

As infecgdes periodontais, na maior parte dos casos, costumam ser tratadas com
desbridamento mecanico do biofilme, uso de enxaguatérios antissépticos e abordagem
cirargica. Em outros casos, pode ser necessaria a associa¢do de um antibidtico sistémico,
como amoxicilina, amoxicilina mais clavulanato, metronidazol e azitromicina [3]. O
aumento no uso de antibidticos associado ao uso inadequado tem resultado em um
crescimento consistente, nas ultimas trés décadas, da resisténcia em bactérias anaerdbias
[5]. Dentre os antibacterianos topicos ainda observa-se uma grande caréncia, visto que
muitos produtos sdo de dificil manuseio, rapida remog¢ao da bolsa periodontal e custo
elevado [6].

Diante deste cenario, torna-se urgente a identificagdo de novas substancias com
potencial antimicrobiano [7]. Para este fim o estudo de produtos naturais ¢ amplamente
realizado e, quando associado a elementos quimicos sintéticos e bioldgicos, podem gerar
novas moléculas farmacologicamente eficazes [8]. Dentre os compostos estudados, as
chalconas naturais e sintéticas tem se mostrado promissoras como agentes
antibacterianos, sendo a hibridizagdo de moléculas e o teste de combina¢des uma
tendéncia no estudo destas substancias [9].

As chalconas correspondem a uma familia de moléculas composta por cetonas o-
B-insaturadas que sdo capazes de exercer inumeras atividades como antimalarica[10],
antileishmania [11], anticancer [ 12], antiviral [13] e antibacteriana [ 14] . Diversos estudos

vém demonstrando o potencial antimicrobiano de chalconas [15, 16], dentre eles
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Koudokpon, et al. [17] identificaram dez chalconas e dihidrochalconas presentes nos
extratos de Uvaria chamae e confirmaram sua a¢do antimicrobiana.

Outro estudo identificou ainda a capacidade de algumas chalconas sintéticas
inibirem fatores de viruléncia e formag¢ao de biofilme em bactérias multirresistentes, além
de apresentarem efeito sinérgico quando associadas a antimicrobianos comerciais [18].
Chalconas catidnicas também foram relatadas como potencial terapéutico, tendo em vista
a boa atividade antimicrobiana associada a uma citotoxicidade insignificante [19]. Em
uma comparacao da atividade antibiofilme entre chalconas hidroxiladas e uma similar
sem o grupo hidroxila, Kunthalert, et al. [20] identificaram que a presenca do oxigénio
possui um papel essencial na acdo da molécula.

Fundamentado nas informagdes apresentadas, o presente trabalho teve como
objetivo avaliar a atividade antibacteriana de hidroxichalconas frente as bactérias

periodontopatogénicas no modo planctdnico e séssil.

2. Material e métodos
2.1 Sintese das hidroxichalconas

As chalconas foram obtidas por meio da reagdo de condensacdo alddlica de
Claisen-Schimidt seguindo os protocolos reportados anteriormente com pequenas
modificagdes [21]. A uma solugéo etanélica (10 mL) contendo 3-hidroxiacetofenona (1
mmol) sob agita¢do e banho de gelo, foi adicionado gota a gota uma solucdo aquosa de
NaOH a 60% (2 mL). Em seguida, os respectivos derivados benzaldeidicos (1,2 mmol)
foram adicionados solubilizados em 5 mL de etanol. A mistura reacional foi mantida sob
agitacdo em temperatura ambiente até ser observado a conversao completa dos reagentes
em produtos, acompanhada por cromatografia em camada delgada. O meio reacional foi
vertido em gelo triturado e acidificado at¢ pH 2 com solugdo de HCI (1 mol/L), ou
neutralizado para as piridinilchalconas Li-45 e Li-46. O precipitado formado foi filtrado,
lavado com agua destilada, seco a temperatura ambiente e recristalizado em uma mistura
de hexano e etanol (4:1) a quente, fornecendo as  seguintes
hidroxichalconas:1- (3- hidroxifenil)- 3- fenil- 2- propen- 1- ona (T3), 3- (4- clorofenil)-

1- (3- hidroxifenil)-2-propen-1-ona (Li-6), 1-(3-hidroxifenil)-3-(4-metilfenil)-2-propen-
l-ona (Li-7), 1-(3-hidroxifenil)-3-(4-metoxifenil)-2-propen-1-ona (Li-8), 3-(3,4-
diclorofenil)-1-(3-hidroxifenil)-2-propen-1-ona (Li-9), 3-(2-furanil)-1-(3-hidroxifenil)-
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2-propen-1-ona (Li-15), 1-(3-hidroxifenil)-3-(2-tiofenil)- 2-propen-1-ona (Li-16), 1-(3-
hidroxifenil)-3-(1-naftil)-2-propen-1-ona (Li-21), 3-(3-clorofenil)-1-(3-hidroxifenil)-2-
propen-1-ona (Li-40), 3-(2,4-diclorofenil)-1-(3-hidroxifenil)-2-propen-1-ona (Li-42), 1-
(3-hidroxifenil)-3-(3-piridinil)-2-propen-1-ona (Li-45), 1-(3-hidroxifenil)-3-(4-
piridinil)- 2-propen-1-ona (Li-46), 1-(3-hidroxifenil)-3-(4-nitrofenil)-2-propen-1-ona
(Li-58), e 3-(4-bromofenil)-1-(3-hidroxifenil)-2-propen-1-ona (LR-72) (Figura 1).

As estruturas das chalconas foram confirmadas por meio da analise dos espectros
de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN de 'H) e de Carbono treze
(RMN de '*C), obtidos em espectrometro Bruker Avance III operando a 600 MHz e 150

MHz, respectivamente.

2.2 Atividade antibacteriana
2.2.1 Bactérias avaliadas

Foram utilizadas bactérias provenientes da American Type Culture Collection
(ATCC) mantidos na colecdo de cultura do Laboratorio de Ensaios Antimicrobianos
(LEA), do Instituto de Ciéncias Biomédicas (ICBIM) da Universidade Federal de
Uberlandia (UFU), sob criopreservagdo a — 20°C. Os testes foram realizados com as
bactérias Prevotella nigrescens (ATCC 33563), Peptostreptococcus anaerobius (ATCC
27337), P. oralis (ATCC 33269), Actinomyces viscosus (ATCC 43146), Porphyromonas
asaccharolytica (ATCC 25260) e Fusobacterium nucleatum (ATCC 25586). Para o
controle da técnica foram utilizadas Bacteroides fragilis (ATCC 25285) e Bacterioides

thetaiotaomicron (ATCC 29741).
2.2.2 Determinacao da concentracdo inibitdria minima (CIM)

Foi utilizado o método de determinagdo da CIM por microdiluigdo em microplaca
preconizada pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2007) [22] com
adaptagdes para a interpretagdao dos resultados. Os testes foram realizados em triplicata.
A amostra foi solubilizada em dimetilsulféoxido - DMSO (Merck, Darmstadt, HE,
Alemanha) e caldo Schaedler (Difco Labs, Detroit, MI, USA) suplementado com hemina
5 mg/mL (Sigma, St. Louis, MO, USA) ¢ menadiona 1 mg/mL (Sigma). Em uma

microplaca estéril de 96 pogos (TPP Techno Plastic Products AG, Trasadinger,
6
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Schafthausen, Suica) foi depositado um total de 200 pL de caldo Schaedler (Difco),
amostra teste e suspensio bacteriana contendo 2x10° unidades formadoras de colénia por
mililitro (UFC/mL), de forma a se obter uma concentragao das amostras de 0,195 a 400

pg/mL. A concentragdo final de DMSO (Merck) ndo foi superior a 5%.

Foram realizados o controle de crescimento bacteriano e o controle de esterilidade
do caldo, das amostras ¢ do DMSO (Merck), além do controle da técnica com
metronidazol (Sigma) em concentragdes de 0,0115 a 5,9 ug/mL. A placa foi incubada a
36°C em camara de anaerobiose (10% CO2, 5- 10% de Hz e 85% de N>, Don Whitley
Scientific, West Yorkshire, Inglaterra) durante 72 horas. Para revela¢do do crescimento
bacteriano foi utilizado 30 pLL de uma solu¢do aquosa de resazurina (Sigma) a 0,02%. As
placas foram reincubadas durante 30 minutos, e analisadas de acordo com as variagdes
de cor entre azul (sem crescimento bacteriano) e rosa (com crescimento bacteriano). A

menor concentracdo de amostra cujo pogo permaneceu azul foi considerada a CIM.
2.2.3 Determinacao da concentracdo inibitdria minima do biofilme (CIMB)

A determinacdo da CIMB foi similar ao realizado para as células planctonicas
(CLSI, 2007) [22], sendo realizada com as bactérias que apresentaram os melhores
resultados da CIM. Em uma microplaca esterilizada de 96 pogos (TPP) foi colocado 200
uL de caldo Schaedler (Difco), hidroxichalcona teste e suspensdao bacteriana em
concentracdo e tempo definidos na padronizagdo da formagdo do biofilme (dados nao
apresentados), obtendo amostras de 0,195 a 400 pg/mL. Também foi realizado na CIMB
o uso de metronidazol (Sigma) em concentragdes de 0,0115 a 5,9 ug/mL frente as mesmas
bactérias avaliadas. Apds o periodo de incubacao de 120 horas (formagao do biofilme), o
meio foi aspirado, removendo as células nao aderidas. O biofilme foi fixado com metanol,
corado com solug¢do de cristal violeta (Sigma) a 0,2 % (wt/vol) e a formagdo do biofilme
foi mensurada através da adicao de 200 pL de 4cido acético a 33,3% nos pogos corados.
A leitura foi realizada a 595 nm utilizando um leitor de microplacas Epoch™ (BioTek,
Winooski, VT, USA) e a porcentagem de biofilme formado foi calculada através da

equacgdo utilizada por Shen, et al. [23]:

ODt — ODb

obc —opp <100

Porcentagem de biofilme (%) =
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ODt = densidade 6ptica do tratado com a amostra teste
ODb = densidade 6ptica do branco (controle de caldo)

ODc = densidade optica do controle (crescimento bacteriano)

Para avaliacdo da viabilidade celular do biofilme foi realizada a contagem de
microrganismos. Apos o periodo de incubagdo (120 horas) foi realizada cuidadosamente
a aspiragao do sobrenadante de todos os pogos. Em seguida, 200 uL de caldo Schaedler
(Difco) suplementado foram adicionados em cada pogo e a placa submetida a um banho
de ultrassom (Unique, Indaiatuba, SP, Brasil) durante 30 minutos na frequéncia de 38
Kilohertz (kHz) para o completo desprendimento do biofilme. Os pogos foram
homogeneizados e foram realizadas dilui¢des seriadas de 10° a 10”7. Em seguida, 50 uL
de cada poco, correspondente a cada dilui¢ao, foram transferidos para uma tnica placa de
agar sangue suplementada com hemina 5 pg/mL (Sigma) e menadiona 1 pg/mL (Sigma)
fracionada em 8 partes [24] e incubada em camara de anaerobiose a 37°C por 72 horas.

Ap0s a contagem das placas, os resultados formam expressos em Logio UFC/mL.

2.3 Analise estatistica

Para a andlise estatistica da atividade antibiofilme foi utilizado o teste ndo-paramétrico
Kruskal-Wallis e a andlise dois a dois foi realizada através da comparagao Dwass-Steel-
Critchlow-Fligner pairwise. Todos os testes foram realizados com um intervalo de
confianga de 95%, através do software The jamovi Project (versdo 1.6) e R Core Team

(versao 4.0), considerando significativo p<0,05.

3. Resultados

3.1 Preparo das Hidroxichalconas

A condensacdo alddlica de Claisen-Schimidt entre 3-hidroxiacetofenona e

derivados benzaldeidicos forneceu 15 hidroxichalconas com rendimentos satisfatorios de
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60 a 98% apds purificacdo por recristalizagdo (Figura 2). Estruturalmente, os analogos
chalconicos sintetizados possuem um anel fenélico com hidroxila na posi¢ao 3’ (Anel A)
e um anel benzénico (Anel B) substituido por 4-Cl (Li-6), 3,4-diCl (Li-9), 3-Cl (Li-40),
2,4-diCl (Li-42), 4-Br (LR-72), 4-CH;s (Li-7), 4-OCHj3 (Li-8), € 4-NO: (Li-58). Foram
sintetizados também andlogos de 3’-hidroxichalcona com o anel B benzénico permutado
por 2-furanila (Li-15), 2-tiofenila (Li-16), piridinilas (Li-45 e Li-46) e naftilas (Li-21 e
Li-22). As estruturas das hidroxichalconas foram confirmadas por espectros de RMN de

'H e de 13C, as quais foram ilustradas na Figura 1.

3.2 Concentragdo inibitoria minima (CIM)

Do total de 15 amostras de chalcona avaliadas, os melhores resultados foram para
T3, Li-6, Li-9, Li-40, Li-42, Li-58 e LR-72, com CIM iguais ou menores a 6,25 pug/mL
na maioria das bactérias testadas e ndo foi encontrado para nenhuma bactéria ensaiada

valores de CIM acima de 25 pg/mL. Os resultados estdo demonstrados na Tabela 1.

As amostras Li-15, Li-16, Li- 21, Li-22 e Li-46 resultaram em valores de CIM
iguais ou maiores que 12,5 ng/mL para todas as bactérias avaliadas. Li-16 ndo foi capaz
de inibir o crescimento de P. anaerobius (ATCC 27337) em qualquer concentragdo
testada, enquanto Li-22 obteve 0 mesmo comportamento para 5 das 6 bactérias testadas.
Li-7 obteve CIM de 6,25 pg/mL para trés das seis bactérias e Li-8 demonstrou o0 mesmo
valor apenas para P. anaerobius (ATCC 27337), obtendo CIM igual ou maior que 12,5
pg/mL para as demais bactérias. A amostra Li-45 obteve um bom resultado do MIC para
P. anaerobius (ATCC 27337), mas valores superiores para todas as outras bactérias

(Tabela 1).

O controle da técnica realizado com a acdo do metronidazol sobre B. fragilis
(ATCC 25285) e B. thetaiotaomicron (ATCC 29741) resultou em CIM de 0,7375 pg/mL

para ambas as bactérias (Tabela 1).
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3.3 Concentragdo inibitéria minima do biofilme (CIMB)

Para este ensaio os testes estatisticos foram aplicados na comparacdo entre as
médias (X) dos resultados de cada amostra sobre a bactéria analisada e entre as médias (X)
dos resultados em cada concentracdo para o mesmo microrganismo (p<0,05). Os
resultados completos da andlise estatisticas encontram-se nos materiais suplementares

(Documentos S1-S6).

As amostras T3, Li-6, Li-9, Li-40, Li-42 e LR-72 demonstraram bom potencial
antibiofilme. Dentre elas, Li-6 se destacou por apresentar resultados promissores nas duas
metodologias empregadas para andlise da atividade antibiofilme nas seis bactérias
avaliadas no presente estudo. Por outro lado, Li-58 obteve desempenho inferior as demais

amostras em alguns dos ensaios realizados (Figura 3 ¢ 4).

Nos testes realizados com P. nigrescens (ATCC 33563), Li-9 apresentou diferenca
significativa em relagdo a trés outras amostras (Li-6, Li-40 e Li-42) (Documento S1).
Através das concentragdes, Li-9 inibiu mais de 99% do biofilme com 1,56 pg/mL,
enquanto as demais exigiram de 3,12 a 6,25 pg/mL para inibir mais de 95% do biofilme
(Figura 3). Na viabilidade celular, Li-9 foi capaz de eliminar P. nigrescens (ATCC 33563)
a partir de 3,12 pg/mL ao passo que as demais amostras tiveram o mesmo efeito entre

12,5 pg/mL e 25 pg/mL (Figura 4).

Para P. anaerobius (ATCC 27337) a chalcona T3 (X = 45,6 + 57,2) apresentou
uma inibigao estatisticamente diferente das demais amostras, com excegdo de Li-42 (x =
74,0 + 28,8) (Documento S2). Todas foram capazes de inibir mais de 97% da formacao
do biofilme, porém Li-42 exigiu a concentragdo mais elevada (12,5 pg/mL), seguida por
T3 (6,25 pg/mL). Li-9 necessitou a menor concentracao (0,78 pg/mL) (Figura 3). Na
contagem de UFC/mL foram necessarias concentragdes de 100 e 200 pg/mL de Li-40 e
Li-58 para reduzir 100% da contagem, ao passo que as demais apresentaram o mesmo

desempenho com até 6,25 pg/mL (Figura 4).

Com P. oralis (ATCC 33269) Li-58 exigiu a maior concentracdo para exercer
efeito, tanto na porcentagem de inibi¢ao (96,5% na concentragdo de 100 pg/mL) como na
viabilidade celular, com auséncia de crescimento na concentracdo de 200 pg/mL (Figura

3 e 4; Documento S3).
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Nos testes com A. viscosus (ATCC 43146) nenhuma das chalcona reduziu mais
de 95% da formagao em concentragdo menor que 25 pg/mL, sendo Li-58 incapaz de inibir
em qualquer concentracdo avaliadas (Figura 3). Li-9 apresentou diferenca significativa
(p<0,05) em relacao as demais amostras na contagem de UFC/mL, sendo incapaz de
impedir o crescimento bacteriano em qualquer concentracao testada, bem como LR-72
(Documento S4). As demais amostras exerceram efeito entre 12,5 e 100 ug/mL (Figura

4).

Nos ensaios com P. asaccharolytica (ATCC 25260) Li-6 (x = 80,5 + 31,9)
apresentou diferenga estatistica em relagdo a Li-9 (X = 44,1 £ 54,6) (Documento S5). A
diferenga se confirmou através das concentracdes, em que Li-9 inibiu 98,3% com 25
pg/mL enquanto as demais amostras inibiram mais de 95% entre 3,12 pg/mL e 6,25
ug/mL (Figura 3). Na contagem de microrganismos, todas as chalconas impediram o

crescimento bacteriano entre 1,56 ¢ 6,25 pg/mL (Figura 4).

As amostras T3 e Li-58 apresentaram diferenca (p<0,05) em relacdo as demais
amostras testadas com F. nucleatum (ATCC 25586), Li-58 inibiu 98,3% apenas com 400
pg/mL, ao passo que T3 inibiu 100% com 6,25 pg/mL (Documento S6). As demais
amostras inibiram mais de 98% entre 1,56 pg/mL e 3,12 pg/mL (Figura 3). Os testes de
viabilidade celular apontaram uma média estatisticamente maior na contagem de Li-58,
inibindo o crescimento bacteriano apenas com 400 pg/mL enquanto as demais

apresentaram o mesmo efeito com 6,25 ug/mL (Figura 4; Documento S6).

4. Discussao

Segundo os dados obtidos por Boyanova, et al. [25], a resisténcia a multiplos
farmacos ¢ bastante imprevisivel dentro do grupo das bactérias anaerobias, sendo a busca
de novos antimicrobianos considerada uma esperanga no tratamento contra estes
microrganismos. De acordo com o levantamento realizado por Singh, et al. [26] as
chalconas tem se destacado em diversos estudos por seu efeito antimicrobiano e, por isso,
devem ter seu potencial mais explorado. Apo6s uma revisao da literatura, ndo foram
encontrados estudos que avaliassem a atividade antibacteriana e antibiofilme das
chalconas presentes neste trabalho frente as bactérias periodontopatogénicas avaliadas, o

que ensejou o presente estudo.
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A determinacdo da concentracdo inibitéria minima através do método de
microdilui¢do em caldo foi considerada por Alves, et al. [27] a melhor opg¢do para avaliar
a atividade antibacteriana. Os resultados da CIM obtidos nessa pesquisa vao de acordo
com os resultados encontrados na literatura a respeito de ensaios com outras chalconas,

obtendo valores semelhantes [28] ou inferiores [18, 29].

As amidas chalconas mais ativas dentre as avaliadas por EI-Messery, et al. [28]
apresentaram CIM entre 2,0 ¢ 10,0 pg/mL ao serem testadas com diversas bactérias
(Staphylococcus aureus TFO 3060, Bacillus subtilis IFO 3007, Micrococcus luteus IFO
3232, Escherichia coli IFO 3301 e Pseudomonas aeuroginosa IFO 3448). Ao analisarmos
as 15 amostras e as seis bactérias utilizadas no presente estudo, obtivemos 90 resultados
de CIM. Deste total, 29 resultaram em CIM similar ao observado pelos autores e 11

obtiveram valores inferiores a 2,0 pg/mL.

Cinquenta e quatro resultados apresentaram concentragdes inferiores ao obtido
por Shaik, et al. [29], que identificaram duas isobutilchalconas com atividade
antibacteriana (B. subtilis NCIM-2079 ¢ S. aureus NCIM-206) em concentracdo de 16
pg/mL. Este nimero foi ainda maior ao comparar com os dados de Usjak, et al. [18], em
que observou-se atividade antibacteriana (Acinetobacter baumannii ATCC 19606 e P.
aeruginosa ATCC 9027) na faixa de 100 e 175 pg/mL com o uso de quatro novas
chalconas (p-CF3, 2,6-diOCH3, 0-OCHj3 e p-F-0-CH3).

De maneira geral, substituicdes no anel B fenilico dos analogos chalconicos por
cloro (Li-6, Li-9, Li-40, e Li-42) ou bromo (LR-72) mantiveram ou potencializaram a
atividade antibacteriana de 2 a 4x quando comparada a chalcona T3 (anel B fenilico ndo
substituido) contra a maioria das bactérias avaliadas (Tabela 1). A substitui¢ao por p-NO>
no anel B (Li-58) levou a um incremento da atividade antibacteriana de 2 a 8x apenas
contra A. viscosus (ATCC 43146) e P. anaerobius (ATCC 27337), respectivamente.
Enquanto substitui¢des por 4-CHj3 (Li-7), 4-OCH3 (Li-8), assim como a permuta do anel
B fenilico por 2-furanila (Li-15), 2-tiofenila (Li-16), 3-piridinila (Li-45), 4-piridinila (Li-
46), 1-naftila (Li-21), e 2-naftila (Li-22) foram desfavoraveis a atividade antibacteriana,
uma vez que levou a obtencao de valores CIM superiores ao da T3, com excec¢do da Li-
45, a qual potencializou a atividade antibacteriana em 16% contra P. anaerobius (ATCC

27337).
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A partir dos resultados de El-Messery, et al. [28] e as afirmativas de Gibbons [30],
foram considerados em nosso estudo resultados de CIM de até¢ 10,0 pg/mL como
promissores para interesse farmacoldgico. As amostras T3, Li-6, Li-9, Li-40, Li-42, Li-
58 e LR-72 apresentaram resultados de CIM dentro da faixa adotada para mais da metade
dos microrganismos testados, sendo consideradas as hidroxichalconas mais promissoras.
Em decorréncia disto, as amostras supracitadas foram selecionadas para a realizacao dos
testes de atividade antibiofilme com os microrganismos sobre os quais demonstraram a
eficacia desejada. Portanto, a avaliacdo da capacidade de inibicdo do biofilme foi

realizada entre as sete amostras com uma CIM igual ou inferior a 6,25 pg/mL.

Sendo o controle do biofilme bucal identificado como um importante fator na
prevencgado da periodontite [31], € fundamental analisar a atividade dos compostos sobre
esta estrutura. Neste estudo foi analisada a capacidade de inibicdo da formagdo do
biofilme através da quantificagdo da biomassa formada (cristal violeta) e também a
viabilidade celular pela contagem de unidades formadoras de colonia por mililitro
(UFC/mL). A utilizagdo de cristal violeta ¢ uma das técnicas mais antigas empregadas
para este fim, mas uma grande limitacdo ¢ a incapacidade de distingdo entre células vivas
e mortas. Para superar este obstaculo, a associacdo da contagem em UFC/mL ¢ empregada
por diversos trabalhos, sendo esta a mais utilizada para a determinagdo da viabilidade

celular [32, 33].

Nassima e Riadh [34], que avaliaram a porcentagem de inibi¢do do biofilme na
presenca de alguns compostos fenolicos, consideraram forte potencial antiagregante para
inibicao de 88,64% e inibi¢do apreciavel em torno de 58,18% a 63,68%. Os autores
demonstraram que nenhum dos compostos foi capaz de inibir 100% da formagdo do
biofilme. Baseado nisso, € possivel afirmar que os resultados obtidos no presente estudo
foram bastante promissores, pois todas as chalconas foram capazes de inibir mais de 95%
da formagao do biofilme nas concentragdes testadas para todas as bactérias, com excec¢ao

da Li-58 que ndo obteve tal desempenho frente A. viscosus (ATCC 43146).

Dentre os trabalhos que avaliaram a atividade antibiofilme de chalconas,
encontramos grande variacdo entre as porcentagens de inibicao. Dentre as chalconas
avaliadas por Tutar, et al. [35] (1,3-bis-chalcones) foram observadas inibigdes entre 2,7%
e 97,5% para as bactérias avaliadas (B. subtilis ATCC 6633, Streptococcus pyogenes
ATCC19615, P. aeruginosa ATCC 27853 e Shigella boydii ATCC 9905). Pimenta, et al.
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[36] também indicaram extensa variagdo, sendo 87% a maior inibi¢do observada entre os
testes de (E)-chalconas com Enterococcus faecalis ATCC 19433, S. aureus ATCC 25923,
S. epidermidis ATCC 35547, Streptococcus mutans ATCC25175 e P. aeruginosa ATCC
27853. A partir disso, podemos afirmar que os resultados do presente estudo se mostraram

similares ou até mais promissores em relacdo a essas chalconas ja avaliadas.

As amostras testadas também obtiveram resultados promissores na reducao da
contagem de UFC/mL para a maioria das bactérias. Li-58 se diferenciou das demais,
sendo incapaz de reduzir a viabilidade de A. viscosus (ATCC 43146) e exigindo
concentragdes mais elevadas para a erradicacdo de P. oralis (ATCC 33269) e F.
nucleatum (ATCC 25586). Em nosso estudo, os resultados de CIMB corroboraram com
os de Rukayadi, et al. [37] em relacdo as concentragdes capazes de inibir de 90% a 100%
da viabilidade celular (testes com panduratina A, uma chalcona natural, testada em
isolados clinicos de Enterococcus), sendo diversas amostras capazes de exercer efeito em
concentragoes de até 12,5 ug/mL. Tendo em vista, ainda, que outros estudos consideraram
a reducdo parcial da contagem como promissora, o fato de grande parte dos testes terem
sido capazes de eliminar completamente o crescimento, indica o potencial destas

moléculas como agentes antibiofilme [38, 39].

Uma caracteristica observada em alguns dos ensaios realizados foi um aumento
da formacao de biofilme em concentragdes intermediarias se comparado com menores
concentragdes de amostra e com o controle. Este padrdo pode se dar por uma resposta
global ao estresse celular envolvendo, dentre outros mecanismos, fatores genéticos e de
sinalizagdo intracelular [40]. Tais caracteristicas se mostraram presentes em estudos na
literatura que expuseram bactérias a uma dose sub-CIM de antibiotico, resultando em uma

inducdo da formacao do biofilme [41, 42].

Tendo como base os resultados obtidos no presente estudo e as informacgdes
presentes na literatura, podemos assumir que seis das quinze amostras de hidroxichalcona
avaliadas obtiveram resultados promissores como agentes antibacterianos e antibiofilme

nos testes in vitro.
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5. Conclusao

Neste trabalho foram testadas 15 chalconas, sendo que sete demonstraram
promissora atividade antibacteriana. As amostras T3, Li-6, Li-9, Li-40, Li-42 ¢ LR-72
demonstraram forte potencial antibiofilme para a maioria das bactérias avaliadas. Dentre
as chalconas destacou-se a Li-6, que demonstrou potencial atividade antibacteriana e
antibiofilme para todas as bactérias anaerobias avaliadas. Assim, consolidamos uma base
para o desenvolvimento de novos estudos acerca dos efeitos destas moléculas como

agentes no combate e prevencao da periodontite.
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Tabela 1

Concentragdo inibitéria minima (CIM) das hidroxichalconas frente a bactérias periodontopatogénicas avaliadas neste estudo.

Prevotella Peptostreptococcus Prevotella Actinomyces  Porphyromonas  Fusobacterium  *Bacterioides *Bacterioides
nigrescens anaerobius oralis viscosus asaccharolytica nucleatum fragilis thetaiotaomicron
Amostras ATCC 33563 ATCC 27337 ATCC 33269 ATCC 43146 ATCC 25260 ATCC 25586 ATCC 25285 ATCC 29741
Concentracio inibitéria minima (pg/mL)
T3 12,5 6,25 3,12 12,5 6,25 3,12 - -
Li-6 3,12 3,12 1,56 6,25 1,56 0,78 - -
Li-7 12,5 6,25 6,25 25,0 6,25 12,5 - -
Li-8 50,0 6,25 12,5 200,0 50,0 200,0 - -
Li-9 3,12 1,56 0,78 3,12 3,12 12,5 - -
Li-15 400,0 50,0 400,0 100,0 200,0 400,0 - -
Li-16 25,0 >400,0 12,5 12,5 25,0 25,0 - -
Li-21 50,0 12,5 50,0 400,0 50,0 400,0 - -
Li-22 >400,0 25,0 >400,0 >400,0 >400,0 >400,0 - -
Li-40 6,25 25,0 6,25 6,25 6,25 3,12 - -
Li-42 6,25 1,56 1,56 3,12 1,56 12,5 - -
Li-45 50,0 0,39 50,0 100,0 100,0 50,0 - -
Li-46 200,0 100,0 12,5 400,0 12,5 400,0 - -
Li-58 12,5 0,78 6,25 6,25 12,5 6,25 - -
LR-72 3,12 6,25 1,56 3,12 6,25 3,12 - -
Metronidazol - - - - - - 0,7375 0,7375

- : Ensaios nao realizados; * Bactérias controle
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Material Suplementar S1

Analise estatistica

Prevotella nigrescens (ATCC 33563)

P. nigrescens ATCC 33563
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Figura S1.1 - Média da porcentagem de biofilme formado de P. nigrescens

(ATCC 33563) por amostra. O asterisco (*) indica diferenca estatistica
significativa (p<0,05) entre os grupos.
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P. nigrescens ATCC 33563
Média por concentragao
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Figura $1.2 - Média da porcentagem de biofilme formado de P. nigrescens

(ATCC 33563) por concentracao. O asterisco (*) indica diferenca estatistica
significativa (p<0,05) em comparacao ao controle.
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P. nigrescens ATCC 33563
Média por amostra
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Figura S1.3 - Média da viabilidade celular (Log10UFC/mL) de P. nigrescens
(ATCC 33563) por amostra.
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P. nigrescens ATCC 33563
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Figura S1.4 - Média da viabilidade celular (Log10UFC/mL) de P. nigrescens
(ATCC 33563) por concentracao. O asterisco (*) indica diferenca estatistica
significativa (p<0,05) em comparacao ao controle.
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Material Suplementar S2
Analise estatistica

Peptostreptococcus anaerobius (ATCC 27337)

P. anaerobius ATCC 27337
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Figura S2.1 - Média da porcentagem de biofilme formado de P. anaerobius
(ATCC 27337) por amostra. O asterisco (*) indica diferenca estatistica
significativa (p<0,05) entre os grupos.

30



P. anaerobius ATCC 27337
Média por concentragao
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Figura S2.2 - Média da porcentagem de biofilme formado de P. anaerobius
(ATCC 27337) por concentracao. O asterisco (*) indica diferenca estatistica
significativa (p<0,05) em comparacao ao controle.
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Figura S2.3 - Média da viabilidade celular (Log10UFC/mL) de P. anaerobius
(ATCC 27337) por amostra.
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Figura S2.4 - Média da viabilidade celular (Log10UFC/mL) de P. anaerobius
(ATCC 27337) por concentracao. O asterisco (*) indica diferenca estatistica
significativa (p<0,05) em comparacao ao controle
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Material Suplementar S3
Analise estatistica

Prevotella oralis (ATCC 33269)

P. oralis ATCC 33269
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Figura S3.1 - Média da porcentagem de biofilme formado de P. oralis (ATCC

33269) por amostra. O asterisco (*) indica diferenca estatistica significativa
(p<0,05) entre os grupos.
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Figura S3.2 - Média da porcentagem de biofilme formado de P. oralis (ATCC
33269) por concentracao. O asterisco (*) indica diferenca estatistica
significativa (p<0,05) em comparacao ao controle.
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Figura S3.3 - Média da viabilidade celular (Log10UFC/mL) de P. oralis (ATCC
33269) por amostra.
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Figura S3.4 - Média da viabilidade celular (Log10UFC/mL) de P. oralis (ATCC
33269) por concentragao. O asterisco (*) indica diferenca estatistica
significativa (p<0,05) em comparacao ao controle.
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Material Suplementar S4
Analise estatistica

Actinomyces viscosus (ATCC 43146)
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Figura S4.1 - Média da porcentagem de biofilme formado de A. viscosus

(ATCC 43146) por amostra. O asterisco (*) indica diferenca estatistica
significativa (p<0,05) entre os grupos.
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Figura S4.2 - Média da porcentagem de biofilme formado de A. viscosus
(ATCC 43146) por concentracao. O asterisco (*) indica diferenca estatistica
significativa (p<0,05) em comparacao ao controle.
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A. viscosus ATCC 43146
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Figura S4.3 - Média da viabilidade celular (Log1o0UFC/mL) de A. viscosus (ATCC
43146) por amostra. Um asterisco (*) indica diferenca estatistica significativa
(p<0,05) em comparacao com Li-9. Dois asteriscos (**) indicam diferenca
estatistica significativa (p<0,05) em compara¢ao com Li-40. Trés asteriscos
(***) indicam diferenca estatistica significativa (p<0,05) entre Li-6 e LR-72.
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A. viscosus ATCC 43146
Média por concentragao
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Figura S4.4 - Média da viabilidade celular (Log10UFC/mL) de A. viscosus (ATCC
43146) por concentracao.
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Material Suplementar S5
Analise estatistica

Porphyromonas asaccharolytica (ATCC 25260)
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Figura S5.1 - Média da porcentagem de biofilme formado de P.
asaccharolytica (ATCC 25260) por amostra. O asterisco (*) indica diferenca
estatistica significativa (p<0,05) entre os grupos.
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P. asaccharolytica ATCC 25260
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Figura S5.2 - Média da porcentagem de biofilme formado de P.
asaccharolytica (ATCC 25260) por concentragao. O asterisco (*) indica

diferenca estatistica significativa (p<0,05) em comparacao ao controle.
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Figura S5.3 - Média da viabilidade celular (Log10UFC/mL) de P. asaccharolytica
(ATCC 25260) por amostra.
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P. asaccharolytica ATCC 25260
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Figura S5.4 - Média da viabilidade celular (Log10UFC/mL) de P. asaccharolytica
(ATCC 25260) por concentracao. O asterisco (*) indica diferenca estatistica
significativa (p<0,05) em comparacao ao controle.
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Material Suplementar S6
Analise estatistica

Fusobacterium nucleatum (ATCC 25586)

F. nucleatum ATCC 25586
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Figura S6.1 - Média da porcentagem de biofilme formado de F. nucleatum
(ATCC 25586) por amostra. O asterisco (*) indica diferenca estatistica
significativa (p<0,05) entre os grupos.
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F. nucleatum ATCC 25586
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Figura S6.2 - Média da porcentagem de biofilme formado de F. nucleatum

(ATCC 25586) por concentracao. O asterisco (*) indica diferenca estatistica
significativa (p<0,05) em comparacao ao controle.
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F. nucleatum ATCC 25586
Média por amostra
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Figura S6.3 - Média da viabilidade celular (Log10UFC/mL) de F. nucleatum
(ATCC 25586) por amostra. O asterisco (*) indica diferenca estatistica
significativa (p<0,05) entre os grupos.
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Figura S6.4 - Média da viabilidade celular (Log10UFC/mL) de F. nucleatum
(ATCC 25586) por concentracao. O asterisco (*) indica diferenca estatistica
significativa (p<0,05) em comparacao ao controle.
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