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RESUMO

A endodontia compreende o estudo conservador e radical da polpa dentdria, localizada no
interior do sistema de canais radiculares. Quando microrganismos da cavidade oral invadem
esse sistema, a polpa dentdria entra em necrose tecidual, necessitando sua remogao, limpeza e
modelagem dos condutos, para posterior obturacdo, reduzindo assim o0s patdgenos e
permitindo que a defesa do organismo atue, impedindo a progressdo e/ou induzindo a
regressao da doenca. Os microrganismos frequentes em infeccdes endoddnticas sao:
Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus e Candida albicans
entre outros. Com o uso indiscriminado dos antibiéticos surgiram varias cepas com resisténcia
aos antibidticos atuais, o que justifica a busca de novos antibiéticos. Estes sdo produzidos em
quantidades reduzidas por diferentes fontes, entre estas os vegetais e os microrganismos. Para
minimizar o extrativismo da flora, hd a alternativa de utilizar microrganismos endofiticos,
pois estes podem produzir metabdlitos similares aos de sua hospedeira. O fungo
endofitico Paecilomyces lilacinus foi 1isolado da planta amazodnica Duguetia flagellaris
(Anonnaceae), e foi cultivado em meio liquido: batata, dextrose e extrato de levedura durante
16 dias, a 28 °C de modo estdtico. Depois foi filtrado, separando a parte liquida da sélida
(micélio). O meio liquido fermentado foi submetido a extragdo em fase sélida (SPE),
utilizando acetato de etila/metanol 1:1 e metanol 100%, enquanto que o micélio foi extraido
em 3 gradientes. Os dois primeiros igual da SPE e finalizado com etanol 100%. Os extratos
foram submetidos a evaporacdo rotativa, seguida de liofilizacdo e depois foi realizado ensaio
de antibiose por difusdao em 4gar e microdiluicao. Todos os cinco extratos apresentaram bons
resultados. Para C. albicans e E. faecalis a dosagem minima inibitéria (MID) dos melhores
extratos (G2 e G4) foi 62,5 ug/mL. Para S. aureus e P. aeruginosa o MID foi menor que
7,81ug/mL para G4. Estes resultados levaram ao fracionamento dos extratos, as analises em
cromatografia em camada delgada (CCD), a novos ensaios de microdilui¢do, bioautografia e
descontaminagcdo dos cones de guta percha. Todos os dados obtidos corroboram com a
presenca de no minimo seis diferentes moléculas com essas atividades. O fracionamento
melhorou o MID para C. albicans com 15,62 ug/mL e para os outros extratos ndo apresentou
melhora significativa. A autobiografia com as melhores fracdes e seus extratos de origem
evidenciaram bons resultados para C. albicans, S. aureos e P. aeruginosa. A descontaminagdo
dos cones de guta percha foi conduzida com controle de tetraciclina, amplicilina, nistatina e
hipoclorito e apresentou resultado semelhante aos controles, contudo melhores que o descrito
na literatura. Os extratos e fracOes de P.lilacinus apresentam resultados promissores da
inibicdo de crescimento bacteriano e fungico, podendo ser fonte de compostos para aplicacao
na odontologia ou em outras areas da saude.

Palavras chave: endodontia, fungos endofiticos, antibiose.



ABSTRACT

Endodontics comprises the conservative and radical study of dental pulp, located within the
root canals system. Once that oral microorganisms invade this system, the dental pulp enters
in tissue necrosis, necessitating its removal, cleaning and shaping of the canals for posterior
fillings, thereby reducing pathogens and allowing the body's defense to act, by preventing the
progression and / or inducing regression of the disease. The common microorganisms in
endodontic infections, which were wused in this study are: Enterococcus faecalis,
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus and Candida albicans. With the widespread
use of antibiotics, several strains with resistance to current antibiotics has appeared, what
justifies the search for new drugs of the genre. These are produced in small quantities by
different sources, among them, plants and microorganisms. To minimize the extraction of
flora, there is the alternative of using the endophytic microorganisms, since they may produce
similar metabolites of those from its host. The endophytic fungus Paecilomyces lilacinus was
isolated from the Amazonian plant Duguetia flagellaris (Anonnaceae), and it was cultured in
broth: potato, dextrose and yeast extract for 16 days, at 28°C in a static mode. Then it was
filtered, by separating the liquid portion (broth with secondary metabolites) from the solid one
(mycelium). The broth was submitted to SPE extraction by using ethyl acetate / methanol 1:1
and methanol 100%, while the mycelium was extracted in 3 gradients. The first two gradients
were equal of the SPE, and the last one was finished with 100% ethanol. The extracts were
submitted to rotary evaporation, followed by lyophilization, and subsequently the antibiosis
test by agar diffusion and microdilution was made. All the five extracts presented good
results. For C. albicans and E. faecalis, the MID for the best extracts was (G2 and G4) with
62.5 mg / mL. For S. aureus and P. aeruginosa, it was (G4) less than 7.81 mg / mL. These
results led to the fractionation of the extracts, to analyzes in CCD, to new tests of
microdilution, bioautographic and decontamination of Gutta-Percha cones. All the obtained
data corroborate the presence of at least six different molecules with these activities. The
fractionation improved the MID for C. albicans with 15.62 mg / mL and to the other extracts
presented no significant improvement. The bioautography with the best fractions and their
extracts of origin showed good results for C. albicans, S. aureus and P. aeruginosa. The
decontamination of Gutta-Percha cones was conducted with control of tetracycline,
ampicillin, nystatin and sodium hypochlorite, presenting similar result to the controls. The
extracts and fractions of P.lilacinus presented promising results of the inhibition of bacterial
and fungal growth, and can be a source of compounds for use in dentistry or other health
areas.

Keys-words: endodontic, endophytic fungi, antibiosis.
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1 INTRODUCAO

A endodontia compreende o estudo conservador e radical do sistema de canais
radiculares e a regido periapical. O tratamento endoddntico € indicado em duas situacdes
basicas: inflamacao pulpar irreversivel e necrose pulpar com ou sem lesdo periapical, seja ela
causada por agentes bioldgicos, quimicos ou fisicos (QUEIROZ, 2013). Com o estudo de
Kakehashi et al (1965), foi comprovada a correlacdo entre microrganismos e degeneragdes
pulpares, tendo esses microrganismos papel decisivo no desenvolvimento das patologias
pulpares e periapicais. O objetivo do tratamento endodontico € eliminar ou reduzir a
quantidadete de microrganismos vidveis dentro do sistema de canais radiculares, para permitir
que o organismo possa iniciar o processo de reparacdo, caso alteragdes periapicais tenham
iniciado (MAGALHAES, 2006; TODA, 2010).

No organismo, uma infeccdo oportunista pode ser eliminada pelos mecanismos de
defesa do hospedeiro, sendo necessario auxilio de antibidticos em alguns casos. Porém a
logistica da vascularizacdo do sistema de canais radiculares € diferenciada, sendo a circulagcdo
terminal que dificulta o transporte de células de defesa e substancias ativas dos antibidticos,
logo os antimicrobianos atuam apenas impedindo a disseminacdo da infec¢do, contudo ndo
eliminam os microrganismos dentro do canal radicular, permanecendo o processo infeccioso.
Para que a infeccdo seja sanada, € necessdria a atuacdo do endodontista dentro do canal
radicular, utilizando mecanismos de limpeza, sejam instrumentos endoddnticos e substancias
quimicas com atividade antimicrobiana que atuem onde os instrumentos nao conseguem
devido a questdes anatdmicas (LEONARDO & LEAL, 1998). Mesmo com esse
conhecimento, ainda ocorre a prescricdo indiscriminada de antimicrobianos ocasionando a
resisténcia de alguns patégenos pelo processo de sele¢ao natural (TORTAMANO et al, 2008;
OLIVEIRA et al, 2010).

Com o avanco da resisténcia microbiana das doencas infecciosas na populacdo mundial,
surge a necessidade de descobrir novos principios ativos com acdo farmacoldgica frente a
esses microrganismos. Novos produtos devem ser desenvolvidos para suprir a demanda do
mercado, buscando na biodiversidade e na medicina popular fontes de novas pesquisas. O uso
empirico de plantas denominadas medicinais, mas sem comprovacao cientifica sugere novas
pesquisas de recursos bioldgicos com intuito de identificar principios ativos de uso comercial
nas industrias alimenticia, cosmética, quimica e farmacéutica. (BACON & WHITE JR, 2000;
AZEVEDO, 2003; STROBEL & DAISY, 2003; FIGUEIREDO, 2006; CHOMCHEON et al,
2008: MACIAS-RUBALCAVA et al, 2008; CUI et al, 2012). Pasteur descobriu a
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fermentacdo provocada por células vivas, com isso surgiram pesquisas sobre microrganismos
como fonte de produtos bioativos (STROBEL & DAISY, 2003). Em seguida Fleming
descobre a penicilina (oriunda do fungo Penicillium notatum), que salvou milhares de
militares na Segunda Guerra Mundial, inciando uma nova era de progressos para a médicina e
para a humananidade, a era dos antibidticos.

Nas plantas, podem ser encontrados microrganismos no seu exterior (epifiticos) e no seu
interior (endofiticos) que a utilizam com habitat natural, estes microrganismos podem
produzir metabdlitos secunddrios semelhantes aos produzidos pela planta que os albergam,
com a vantagem de serem reproduzidos facilmente em laboratério otimizando o tempo e
reduzindo custo para obten¢do do principio ativo desejado, além de preservar a flora (LIN et
al 2007; YIN & SUN 2011; YOU et al, 2012). Desde a década de 80 plantas usadas por
grupos tradicionais (indios, ribeirinhos, quilombolas e etc...) tem suas aplica¢des investigadas
como interessante fonte de biativos, assim como seus microrganismos endofiticos, que podem
produzir os mesmos metabélitos ou atuar em sinergia (CHOMCHEON, 2008; MACIAS-
RUBALCAVA et al, 2008; KUSARI, PANDEY & SPITELLER, 2012).

Entre os relatos da literatura que demostram essa possibilidade cruzada de
microrganismos endofiticos produzirem as mesmas substancias ou substincias similares as da
planta hospedeira podemos citar o mais conhecido, que é do Taxol. Onde primeiro foi
descoberto uma nova espécie Taxus andreane, que possuia a mesma capacidade de producgdo
do Taxol. Estudos posteriores demostraram que outros microrganismos endofiticos
(Pestalotiopsis microspora, Fusariu solani e outros) apresentavam a mesma habilidade que a
planta hospedeira de produzir o Taxol, a continuidade das investigacOes evidenciou que
Pestalotiopsis microspora era o melhor produtor e que essa producdo diferenciava-se na
biossintese. A descoberta de que varios microrganismos de géneros diferentes isolados Taxus
spp. tem a capacidade de produzir Taxol sugerem a posibilidade que ao longo da co-evolucdo
destes enddfitos com a planta hospedeira tenha ocorrido uma transferencia de genes da planta
hospedeira (¢ o mais aceitdvel) para os microrganismos ou vice-versa. Essa capacidade
chamada de Transferéncia Génica Horizontal, t€ém sido investigada desde entdo e outros dois
trabalhos merecem ser destacados aqui, ambos trabalhos brasileiros que foram pioneiros
dentro do pais (STROBEL et al, 2003; SOUZA, 2006).

O primeiro relato de Geris e Rodrigues-filho (2002, 2003a, 2003b) que isolaram pela
primeira vez, de um Penicilium endofitico varias substancias da classe dos meroterpenos,
dentre estas algumas inéditas. Os meroterpenos sdo uma classe de substancias que possuem

uma biogénese mista, envolvendo uma parte terpenoidica e outra policetidica. Essa classe de
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substancias tem sido isolada de plantas da familia Meliaceae e foi justamente de uma espécie
desta familia, Melia azedarach, que os autores isolaram o fungo Penicillium brasilianum.
Anterior a eles essa classe havia sido descrita apenas para algumas plantas da familia
Meliaceae e para um Penicillium de origem marinha. Este relato fortalece a ideia de uma
Transferencia Génica Horizontal com estes grupos de organismos.

O segundo relato € de Guimaraes e Colaboradores (2013) que descrevem a diversidade
de microrganismos endofiticos de Cladocolea micrantha, uma das plantas conhecidas como
erva-de-passarinho na regido Amazodnica e cujo estudo quimico levou ao isolamento de
lignanas, inéditas para fungos, mas comum entre as susbtancias isoladas da familia
Loranthaceae. Mais uma vez parece que os microrganismos ‘“adquiriram” a mesma
capacidade de suas hospedeiras. Sdo resultados de pesquisas como estas e a necessidade de
novos produtos naturais para o controle de infec¢des que nos impulsam a buscar novas fontes.
Com isso, o objetivo do presente estudo propde avaliar a atividade biolégica do fungo
endofitico Paecilomyces lilacinus (Thom) Samson 1974 em inibir o crescimento de patégenos

presentes em infec¢do endodontica.
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2  REVISAO DE LITERATURA

2.1 Endodontia

Endodontia € a especialidade da odontologia que estuda a polpa dental, o sistema de
canais radiculares (Figura 1) e os tecidos periapicais, sua aplicabilidade € conhecida
popularmente como tratamento de canal. O tratamento endoddntico consiste na eliminagao
dos microrganismos do sistema de canais radiculares e a prevencao de reinfeccao (PIZZO et
al 2006), visando o restabelecimento da func¢io do dente. Tal procedimento € realizado através
da limpeza e modelagem do canal radicular, por meio do emprego de instrumentos
endododnticos, de substincias ou solu¢des quimicas auxiliares, da irrigacdo-aspiragdo, e do
selamento dessa cavidade endoddntica, que outrora fora ocupado pela polpa dental,
impedindo o inicio ou progressdo da infeccdo (LOPES & SIQUEIRA JR, 2004;
TORABINEJAD et al, 2010).

Figura 1: Vista do molar superior com o sistema
de canais radiculares. Fonte: KRAVER, 2010.

Durante a desinfeccao mecanica, realizada com instrumentos endoddnticos (manuais e
rotatorios), € utilizada uma substidncia quimica auxiliar, sendo mais comum o uso do
hipoclorito de sddio ou clorexidina; essas substancias tem a funcdo de suspender os detritos
oriundos da instrumentagdo (para que esses possam ser aspirados com facilidade), além de

penetrar nos tibulos dentindrios, que sdo locais inacessiveis para instrumentos mecanicos
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porém com espaco suficiente para os microrganismos colonizarem, elas também atuam na
descontamina¢do dos cones de Guta Percha pois sofre deformacdo se for esterilizado em
autoclave (SOUZA et al, 2003). Quando o tratamento nao pode ser concluido em uma tnica
sessdo, uma medicagdo intracanal deve ser empregada, sendo as mais comuns: hidréxido de
célcio, tricresolformalina, para-clorofenol, solugcdo otoldgica (contendo corticoides e
antibidticos), com veiculos aquosos e viscosos. Essas substancias podem ser combinadas ou
ndo, dependendo da sua indicacdo. Para a obturacdo do sistema de canais radiculares, sao
utilizadas substancias com atividade antimicrobiana comprovada, a fim de eliminar os
microrganismos que ndo foram eliminados durante o tratamento (PEDROSO, 2000). A
obturacdo dos canais radiculares representa a ultima etapa do tratamento endoddntico, tendo
como objetivo o selamento mais hermético possivel, preenchendo tridimensionalmente a
cavidade pulpar com um material s6lido, Guta-Percha, e outro plastico, cimento endodontico
(BORTOLINI, 2006; TOMAZINHO & OLICSHEVIS; PECORA et al, 2002; QUEIROZ,
2011).

Antony van Leewenhoek foi o primeiro autor a cogitar a possibilidade de
microrganismos dentro do canal radicular em 1697, mesmo com auséncia de recursos
tecnologicos. Miller, em 1894, conseguiu realizar o isolamento de bactérias presentes nos
canais radiculares, e encontrou as seguintes morfologias: cocos, bacilos e espirilos, mesmo
com as limitagdes da época (FLEURY & DEBELIAN, 1998). Inclusive com esses estudos,
antigamente, a presenca de microrganismos nas doengas pulpares e periapicais ndo era
comprovada cientificamente, até 1965, ano em que Kakehashi et al publicou um estudo
classico comprovando a influéncia de microrganismos no desenvolvimento de alteracdes
pulpares, onde a polpa dental de ratos convencionais e germ free foram expostas a0 meio
bucal. Os ratos convencionais apresentaram necrose pulpar associada a alteragdes periapicais;
em contraste os ratos “livres de germes” nao apresentaram sinais de necrose pulpar, evoluindo
para reparacao com formacao de ponte de dentina apds 28 dias de exposi¢do ao meio bucal.

A presenca de microrganismos tem sido relatada, mesmo apds o preparo biomecanico
bem realizado do sistema de canais radiculares, a persisténcia microbiana e crescimento nos
tibulos dentindrios, canais laterais e ramificacOes apicais também foram relatadas. Os
microrganismos residuais, juntamente com os presentes na cavidade oral, caso a cavidade de
acesso ndo tenha sido selada adequadamente, tem facilidade para repovoar os canais vazios,
podendo ocasionar lesdo periapical ou persisténcia da mesma (LOPES & SIQUEIRA, 2010;
GALLINA et al, 2006). Alguns fatores contribuem para essa situagdo: complexidade

anatomica do sistema de canais radiculares, limitacdes ao acesso de instrumentos, substancia
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quimica auxiliar e medicagdo intracanal. A vulnerabilidade das espécies envolvidas também
favorece a reinfeccdo (VIVACQUA-GOMES et al, 2005; CHIVATXARANUKUL et al,
2008).

Além da complexidade anatomica dos canais radiculares, o diametro dos tubulos
dentindrios tem grande influéncia na manuten¢do da infec¢do, pois ele chega a ser trés vezes
maior que E. Faecalis, e sete vezes menor que um glébulo vermelho. Esses tamanhos
favorecem a penetracdo dos microrganismos nos tibulos dentindrios (Figura 2), impedindo
que os instrumentos endoddnticos, solucdes quimicas auxiliares e medicagdes intracanal
possam atuar. Contudo essa infeccdo persiste somente se tiver substrato necessdrio para

manutenc¢do da viabilidade das bactérias e possivelmente fungos (GOMES, 2000).

Figura 2: Luz do canal radicular e tibulos
dentindrios contaminados com Enterococcus
faecalis em microscépio eletrdnico de varredura.
Fonte: BERBER, 2005.

As infec¢des endodonticas sdo classificadas em primdrias e secundarias de acordo com
o momento que elas acontecem. A infec¢do endodontica priméria ocorre quando ha o
primeiro contato de microrganismos com a polpa, evoluindo para necrose pulpar. Nessa fase,
a microbiota € polimicrobiana, envolvendo diversos microrganismos e devido as condig¢des
dentro do canal radicular, as bactérias anaerdbias estritas constituem a microbiota majoritaria
(TAVARES et al, 2011). A infeccdo secunddria ocorre quando oS microrganismos
patogénicos ddo continuidade ou recolonizam o sistema de canais radiculares apds a
intervengdo profissional realizada com deficiéncia, existe uma subclassificacio que ¢é
denomidada persistente, na qual os microrganismos conseguem resistir a terapia endodontica
bem conduzida, sendo caracterizada pela reduzida quantidade de espécies microbianas e na
maioria das vezes ter uma dnica cultura associada (MAGALHAES, 2006; FERRARI e al,

2007; MURAD et al, 2014). Este fato ocorre porque um dos contaminantes possui um arsenal
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enzimadtico capaz de degradar os antibidticos administrados, o que a genética chama de RAMs
(Resisténcia Adquerida a Medicamentos) e que qualquer organismo vivo pode apresentar
dependendo do seu potencial genético, mas que para os microrganismos merece um olhar
especial, devido a presenca dos plasmidios (sequéncias génicas extracromossomal) que
podem infectar outras células (j4 desrito para bactérias e fungos) transmitindo a capacidade de
resisténcia aos antibidticos.

Ao contrério das infec¢des endodonticas primadrias, que tem diversos microrganismos,
sendo predominantemente os bacilos Gram negativos e anaerdbios, as infeccoes endoddnticas
secunddrias sdo compostas por uma ou poucas espécies de microrganismos (STUART et al,
2006). Dentre esses, a espécie Enterococcus faecalis é a que tem demonstrado interesse
clinico. Esta € uma bactéria gram-positiva, anaerdbia facultativa (VIVACQUA-GOMES et al,
2005), normalmente encontrada em humanos e animais no trato gastrointestinal, sem causar
danos ao hospedeiro. Esse microrganismo € mais encontrado em casos de insucesso no
tratamento endododntico e estdo relacionados a infecgdes persistentes (BODRUMLU et al,
2006), pois tem resisténcia a antimicrobianos e a capacidade de se adaptar a mudangas e
agentes agressivos (ABINADER, 2005; TOMAZINHO et al, 2007; ARIAS-MOLIZ et al,
2009; DARRAG, 2013), tais como ambientes com pH extremamente alcalino (como
ocasionado pela medicacdo intracanal: hidréxido de célcio) (CHIVATXARANUKUL et al,
2008; RADCLIFFE et al, 2004) e concentragdes de sal (STUART et al, 2006), além de
minima comensalidade com outras bactérias (BERBER et al, 2006).

Outro microrganismo que tem relevancia na endodontia é Staphylococcus aureus,
mesmo ndo possuindo um papel significativo em infeccdes orais, ele estd presente na
microbiota mista de abscessos odontogénicos, sendo associado a doencas mais severas:
celulites, osteomielites, trombose do seio cavernoso, septicemia, mediastinite (MOURA et al,
2010). Caso o paciente esteja imunodeprimido, as bactérias penetram no sistema linfatico e
reticulo endotelial, produzindo bacteremia em diversas 4reas do corpo. E uma bactéria Gram-
positiva, anaerdbia facultativa, que foi identificada como resistente a algumas solucdes
irrigadoras utilizadas em endodontia (SENA, 2009; ALVES et al, 2012).

A bactéria Gram-negativa Psedomonas aeruginosa tem forma de bastonete, e &
frequentemente associada a infec¢des periodontais, podendo ser encontradas em infecc¢des
endodonticas secunddrias, porém ha relatos da presenca desse microrganismo em infecc¢oes
primarias. Essa espécie tem a capacidade de formar biofilme, e com isso sdo resistentes a
antibidticos, solucdes anti-sépticas (clorexidina 0,12%) e solu¢des quimicas auxiliares em

altas concentracdes (hipoclorito de s6dio a 5,25%). Devido a presenca dessas caracteristicas,
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P. aeruginosa tem sido apontada como uma possivel causa de insucesso da terapia
endodontica (OYAMA et al, 2009; PHEE et al, 2013).

Além das bactérias, os fungos também tem sido relatados na infec¢do endodontica,
sendo espécies de Candida as mais encontradas. A levedura C. albicans é um fungo
endogeno, que habita a microbiota bucal de pessoas sauddveis, sendo considerado um
patégeno oportunista quando ha desequilibrio na imunidade do hospedeiro, tem a capacidade
de viver como comensais em locais distintos do organismo (boca e canal vaginal), passando
por processo de adaptagcdo nas variacdes de pH neutro do sistema sanguineo, até um pH acido
do canal vaginal, tem a capacidade de formar biofilme, tornando-se mais resistente a
antifingicos nessa condicdo. Acredita-se que essa levedura € mais encontrada nos casos de
infec¢des secunddarias (RADCLIFFE et al, 2004) devido a resisténcia as solu¢des quimicas
auxiliares e medicacdo intracanal (FERRARI et al, 2007), porém os autores Moller (1996),
Debelian et al (1997), Lana et al (2001), Sen et al (1995), Baumgartner et al (2000) e
Siqueira et al (2002) relataram a presenca de C. albicans em dentes com infeccdo endodontica
primdria, utilizando métodos de cultura, microscépio eletronico de varredura e reacdo em
cadeia polimerase (PCR) (BAUMGARTNER et al, 2000; FERGUSON et al, 2002;
SIQUEIRA JR et al, 2003;SIQUEIRA JR et al., 2004).

Gomes et al (2004) avaliaram a microbiota presente nos canais radiculares da infec¢ao
primdria e secunddria. Foram avaliados 60 dentes, sendo 41 diagnosticados como necrose
pulpar (infec¢do primdria) e 19 com insucesso do tratamento endodontico (infecg¢do
secunddria). Foram isolados 224 microrganismos cultivaveis, sendo 188 isolados de dentes
com necrose pulpar, 72% destes eram bactérias anaérobias estritas; e 36 bactérias isoladas de
dentes com insucesso do tratamento endodOntico, sendo 16 facultativos. Um tnico
microrganismo foi encontrado em 8 casos, quatro casos com 2 microrganismos isolados
(Streptococcus sanguis e Staphylococcus aureus € Actinomyces odontolyticus, de canais com
infeccdo primdria; Peptostreptococcus micros € P. prevotii, Propionibacterium acnes e E.
faecalis, de canais com infec¢do secunddria) e quarenta e dois casos com 3 ou mais espécies
patogénicas por canal avaliado.

Lopes & Siqueira (2010) apresentam os géneros frequentemente encontrados em dentes
infectados e os classificou de acordo com a origem: infeccdo primdria (Fusobacterium,
Streptococus, Prevotella, Eubacterium, Actinomyces, Campylobacter, Propionibacterium,
Porphyromonas,  Peptostreptococcus) e infeccdo secundéria (Enterococcus, Klebsiella,

Enterobacter, Pseudomonas, Acinetobacter, Escherichia e fungos).
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2.2 Resisténcia microbiana aos antibioticos

Com o uso indiscrimidado dos antibidticos, as bactérias estdo sofrendo processo de
selecao natural em humanos e animais, as bactérias consideradas resistentes tem desensolvido
mecanismos moleculares que degradam o composto quimico com atividade antimicrobiana,
por exemplo, as bactérias produtoras da enzima beta-lactamase que degradam o anel
betalactimico dos antibidticos classificados como beta-lactdmicos (SANTOS, 2004).

Com freqiiéncia os microrganismos utilizam mais de uma estratégia para evitar a acao
dos antimicrobianos; assim, a acdo conjunta de multiplos mecanismos pode produzir um
acentuado aumento da resisténcia aos antimicrobianos. A resisténcia a determinado
antimicrobiano pode constituir uma propriedade intrinseca de uma espécie ou uma capacidade
adquirida. Para adquirir resisténcia, o microrganismo deve alterar seu DNA, o que ocorre de
duas formas: 1.através de mutagdes expontaneas e/ou 2.adquiridas de genes heterélogos.

Os genes de resisténcia a antibidticos quase sempre fazem parte do DNA de plasmideos
extracromossomal e podem ser transferidos entre os microrganismos. Alguns genes de
resisténcia fazem parte de unidades de DNA denominadas transposons (elementos
transponiveis) que se movem ao longo dos genomas, entre cromossomos € plasmideos,
promovendo a troca e/ou a inser¢do de genes heter6logos. O DNA heter6logo pode ser
adquirido mediante transformacdo e recombinacdo génica, resultando em trocas de DNA
extracromossOmico dentro e entre espécies, com subseqiiente recombinacdo intra e
interespecifica que ocasionard as diferentes formas de resisténcia microbianas aos antibiéticos
(LIVERMORE et al., 2001).

Stuart Levy (1997) em seu livro “Antibiotic resistance: origins, evolution, selection and
spread”, demonstra que apds 50 anos de uso indiscriminado dos antibidticos varias formas de
resisténcia foram selecionadas (HENRIQUE-CAMPOS et al., 2005), sdo elas: 1.alteragao da
permeabilidade da membrana plasmadtica (NIKAIDO, 1994), 2.alteracao do sitio de agcdo do
antibidtico (BUSH et al., 1995), 3.bomba de efluxo, 4.mecanismo enzimatico (HIRAMATSU
et al., 1997; BRADFORD, 2001; BRANDILEONE et al., 2006) e 5.mecanismo de animagao
(LIVERMORE er al., 2001; JACOBY, 2005; RICE, 2006). Essa resisténcia aos
medicamentos elevam os custos dos tratamentos em hospitais publicos e sdo responsaveis
pela morte de milhdes de individuos em todo o mundo (RUBIN ET AL., 1999;
CARVALHANAS ET AL., 2005; CAMARGOS ET AL., 2006).

Geralmente, a prescri¢dao de antibidticos nao € uma pratica comum do endodontista em

alteracdes pulpares e infec¢Oes cronicas, a ndo ser que esteja ocorrendo complicagdes de
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origem endodoOntica (abscessos e celulites), com sinais e sintomas de disseminagcdo da
infeccdo. Esse habito estd embasado no conhecimento cientifico do processo, uma vez que a
presenca de bactérias ocorre quando iniciou o processo de morte pulpar, € com ela vasos
sanguineos e nervos. Como os antibidticos sdo administrados por via sistémica, aquele
deveria penetrar no tecido pulpar através do forame apical, contudo essa circulagdo esta
restrita, sendo o antibidtico sistémico ineficiente nessa regido, logo € contra-indicado quando
nao ha evidéncias de complicacdes sistetmicas (TORTAMANO et al, 2008; OLIVEIRA et al,
2010; SANTI, 2013).

2.3 Duguetia flagellaris (Annonaceae)

A familia Annonaceae, por apresentar uma combinagdo de caracteres marcantes, ¢ uma
das mais uniformes tanto do ponto de vista anatdmico como estrutural, ¢ uma das mais
primitivas e maiores entre as Angiospermas basais. E constituida por cerca de 135 géneros e
aproximadamente 2500 espécies, distribuidas principalmente pelas regides tropicais do globo.
Dos géneros que compdem esta familia, 34 podem ser encontrados na América do Sul, no
Brasil, ocorrem cerca de 26 géneros, incluindo o Duguetia com 50 espécies. As espécies dessa
familia apresentam folhas simples, dispostas alternadamente no mesmo plano ao longo dos
ramos. Tem grande importancia econdmica como fonte de frutos comestiveis como a fruta do
conde/pinha (Annona squamosa L.) e a graviola (A. muricata L.). Muitas espécies dessa
familia s@o utilizadas como plantas medicinais, sendo sua bioatividade atribuida a alcaldides,
acetogeninas e flavondides. As atividades bioldgicas descritas sd@o antimicrobiana, inseticida e
antiparasitaria (FORMAGIO et al, 2010).

Duguetia flagellaris Huber é uma arvore que ocorre em platds e vertentes de florestas
tropicais no Norte da América do Sul, sendo abundante no sub-bosque de florestas de terra
firme da Amazonia Central. Sua abundancia é similar em locais proximos a bordas de
clareira ou de florestas e em locais de interior de floresta, contrastando com outras espécies
arboreas de sub-bosque abundantes em florestas tropicais que t€ém abundancia menor em
bordas em relagdo ao interior das florestas (DI MIGUELI, 2008).

O estudo feito com o extrato etandlico de D. trunciflora, tem importancia
quimiotaxondmica, pois mostrou que esta espécie € rica em alcaldides como tém acontecido
com outras do mesmo género estudadas anteriormente. Um levantamento sobre o género
Duguetia, feito no Banco de Dados NAPRALERT, Chemical Abstract e Biological Abstracts,

mostrou que nas oito espécies descritas na literatura, todas de ocorréncia Sul Americana,
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foram isolados um total de 79 substancias, dessas, 72 sao alcaldides (NAVARRO et al, 2001).
Muhammad et al (2002), foram os responsdveis pelo primeiro relato de alcaldides
dioxoazaaporphine e copyrine nesse género. O extrato da casca do caule mostrou atividade
antimaldrica e antifingica suficiente para justificar fracionamento biomonitorado.

Fechine er al, (2002) isolaram seis alcaldides das folhas e galhos finos de D.
trunciflora. As substancias foram identificadas através de métodos espectroscopicos usuais de
RMN de 'H e "°C (200 e 50 MHz respectivamente) e comparacdo com dados da literatura. Os
dados espectroscopicos dos alcaldides isolados de D. truncifloral-6. Isolou-se um alcaldide
benzilisoquinolinico (1), quatro tetrahidroprotoberberinicos (2-4) e um do tipo berberinico

(6). Os alcaléides 1, 3, 5 e 6 foram relatados pela primeira vez no género Duguetia.

2.4 Microrganismos endofiticos

Os endofitos sdo descritos como microrganismos que estabelecem uma relagdo
endossimbidtica (NIMNOI, PONGSILP & LUMYONG, 2010) ou definidos como
organismos que vivem no interior dos tecidos vegetais sem causar prejuizos internos e
externos a planta (FIGUEIREDO, 2006; MACIAS-RUBALCAVA et al., 2008; CUI er al.,
2012; ZHANG, WEI & WANG, 2012), podendo atuar em mutualismo com o hospedeiro,
promovendo aumento de crescimento, reducdo de doencgas severas, induzindo mecanismos de
defesa (SILVA et al., 2012). Os enddfitos podem ser encontrados nos diferentes 6rgaos da
planta, tais como: raizes, caules, folhas, frutos, flores e sementes (NIMNOI, PONGSILP &
LUMYONG, 2012). A distin¢do entre microrganismos endofiticos, epifiticos e patdgenos €
apenas didatica, facilitando o estudo. Um microrganismo, que a principio, € considerado
enddfito pode tornar-se um patégeno latente ou ndo a planta hospedeira dependendo das
condicdes fisioldgicas desta; assim como um microrganismo denominado epifitico pode ser
encontrado no interior dos tecidos vegetais (AZEVEDO, 1998). Souza (2014) comunicagdo
pessoal, afirmou que para alguns pesquisadores, na era das Omicas (protedmica,
metabolomica e metagendmica), esta visdo vem sendo alterada devido a especifidade
adquirida e aos novos grupos de microrganismos que tem sido descritos. Estes apresentam
uma afinidade muito grande pelo ambiente que colonizam, sendo impossivel cultivd-los sem
imitar esses ambientes, muitos dos enddfitos encontram-se neste grupo especial de
organismos.

Os enddfitos apresentam grande interesse biotecnoldgico, sao utilizados como fonte de

metabolitos secunddrios, como o paclitaxel (taxol), uma droga anticancerigena, que combate o
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cancer de mama, ovério e Sarcoma de Kaposi. Essa droga pode ser obtida da casca do Teixo
do Pacifico (Taxus brevifolia), uma arvore que cresce lentamente, sendo necessdria grande
quantidade da mesma para obter o taxol. Com isso as pesquisas avancaram buscando outra
forma de obter esse principio ativo. Foi entdo descoberto um microrganismo produtor do
taxol, otimizando a fabricacdo da droga, bastante utilizada no tratamento de cancer.
(CORREA, 1995; STROBEL & DAISY, 2003; LI & TAO, 2009).

Bactérias e fungos compdem a diversidade microbiana endofitica, sendo os fungos mais
frequentemente encontrados. Muitos tem aplica¢des biotecnoldgicas, como a inibicdo de
crescimento de patdgenos (STROBEL & DAISY, 2003), de grande interesse para a
agricultura. Voll et al (2010) avaliaram os efeitos do 4cido aconitico em sementes € fungos
endofiticos sobre algumas espécies de plantas daninhas (amendoim-bravo (Euphorbia
heterophylla), picao-petro (Bidens pilosa), corda-de-viola (Ipomoea grandifolia) guanxuma
(Sida rhombifolia)) em diferentes locais do estado do Parand, foi observado na presenca de
endofitos um estimulo ao crescimento e um efeito inibitério sobre as sementes estudadas,
sofrendo influéncia do local de coleta, restringindo a competi¢ao por nutrientes.

Schulz et al (2002) com 12 anos de estudos, isolaram 6.500 fungos endofiticos de
herbéceas e arvores que foram triados de acordo com sua atividade bioldgica com intuito de
encontrar novos metabolitos e obter novos produtos industriais, este estudo sugere que o
mutualismo entre os endofitos e as plantas hospedeiras produzem metabolitos secundérios
com atividade antimicrobiana e anti-herbicida.

Fernandes et al (2009) isolou 22 fungos endofiticos do café (Coffea arabica L.), e
testaram os isolados contra S. aureus, E. coli e C. albicans, sendo que A. alternata apresentou
os melhores resultados, quando analisados sua atividade antimicrobiana, antioxidante e
antitumoral.

Os enddfitos também sdo utilizados no controle biolégico de fitopatégenos. Silva et al
(2012) avaliaram os microrganismos endofiticos, bactérias e fungos, no controle bioldgico de
Hemileia vastatrix, que provoca a ferrugem na folha de café. Cepas bacterianas (E.
fergusonii, A. Calcoaceticus e Salmonella enterica) mostraram-se eficientes na promog¢ao do
crescimento da planta, e outras (Brevibacillus choshinensis, S. entérica, P. carotovorum, B.
megaterium, Microbacterium testaceum, Cedecea davisae) reduziram significativamente a
severidade da doenca quando inoculadas 72 horas antes do contato com o fitopatégeno, no
entanto os fungos nao demonstraram qualquer atividade.

Em relacdo a recuperacdo ambiental de dreas contaminadas, os microrganismos

endofiticos também demonstram seu potencial de aplicagdo, como o estudo realizado por
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Oliveira (2009) que teve como objetivo isolar e identificar microrganismos presentes em areas
contaminadas com hidrocarbonetos (petréleo e derivados), com potencial de biodegradagdao
desses na tentativa de recuperar ambientes impactados. Entre nove bactérias testadas, trés
apresentaram atividade degradativa em diferentes fracdes de petrdleo, 6leo diesel e gasolina,
demonstrando uma fonte promissora na reducdo de dreas impactadas por derramamento de
petréleo.

Strobel & Daisy (2003) também relataram outras possibilidades do uso biotecnolégico
de microrganismos endofiticos como antiviral, antibidticos volateis, anti-cangerigeno,

antioxidantes, inseticida e anti-diabético.

2.5 Atividade antimicrobiana de enddfitos

Como exposto, ha vdrias aplicacdes biotecnoldgicas dos enddfitos, sendo a atividade
antimicrobiana uma das primeiras e mais importantes atividades biolégicas pesquisadas para
estes microrganismos. Trabalhos relatam o potencial farmacolégico desses microrganismos.
Tonial (2010) avaliou o potencial antimicrobiano de Schinus terebenthifolius Raddi,
popularmente conhecido como aroeira. Nesse trabalho foi realizado o isolamento de fungos
filamentosos e actinomicetos da planta citada, em seguida foram confrontados com bactérias
Gram-positivas, Gram-negativas e levedura de interesse clinico, incluindo um fitopatégeno;
0s microrganismos que mostraram resultado positivo foram selecionados para extracdo dos
metabdlitos secunddrios e avaliados biologicamente e quimicamente, em comparagdo ao
extrato bruto da planta hospedeira e fracdes. Como resultado, foram encontrados nove
endofitos produtores de metabodlitos secundérios com atividade antimicrobiana, entre estes
foram identificados os géneros: Alternaria, Phomopsis, Penicillium e Streptomyces; da anélise
quimica, acredita-se que a atividade antimicrobiana destes microrganismos seja vinculada a
producdo de alcaléides.

Radic & Strukelj (2012) sugerem que substancias isoladas ndo tem atividade
antibacteriana tao eficiente quando comparada com a sinergia do extrato bruto. Orlandelli et
al (2011) avaliaram a acdo antimicrobiana de metabdlitos secunddrios oriundos de quatro
fungos endofiticos isolados da planta Piper hispidum Sw., conhecido como falso-jaborandi,
frente Micrococcus luteus utilizando a técnica do cup plate. O resultado demonstrou atividade
antimicrobiana de todos os extratos de enddfitos testados.

Bernardi-Wenzel et al (2012) estudaram a atividade antimicrobiana de endoéfitos de

(Glycine max (L.) Merrill). Iniciaram com o isolamento de 31 microrganismos, desses 16
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géneros foram identificados: Aspergillus, Phomopsis, Bipolaris, Nectria, Nigroscopora,
Fusarium, Penicillium, Phoma, Alternaria e Botryotrichum. O resultado foi positivo para
todos os fitopatégenos testados (Alternaria solani, Rhizoctonia solani, Phomopsis, Fusarium

solani), sendo que o género Fusarium apresentou os melhores resultados.

2.6 Paecilomyces lilacinus

O fungo endofitico P. lilacinus utilizado neste trabalho foi isolado de D. flagellaris por
Oliveira (2012). Ele tem sido isolado de diversos hospedeiros e em varias localidades,
apresentando maior frequéncia em solos utilizados na agricultura, e com preferéncia por
ambientes quentes (ANGELO, 2007). E utilizado para controle biolégico de nematdides
presentes em plantas (KIEWNICK et al., 2006; SANTIAGO et al., 2006), e de carrapatos,
que prejudicam a agricultura e pecudria respectivamente (ANGELO, 2007). Raramente P.
lilacinus causa infec¢des fungicas em humanos, e quando ocorrem estdo geralmente
associados a iatrogenia ou pacientes imunodeprimidos, sendo um patégeno oportunista.
Apresenta rdpido crescimento em meio de cultura Sabouraud agar, desenvolvendo coldnias
com colorag¢do lilds-violeta quando estdo maduras (WESSOLOSSKY et al., 2008). O género
Paecilomyces pode ser confundido com o gé€nero Penicillium devido as suas caracteristicas
micromorfoldgicas, tanto que foi reclassificado no estudo feito por Samson, em 1974, antes o
género Paecilomyces era classificado como Penicillium.

Santiago et al (2006) analisaram a capacidade de P. lilacinus no controle do nematdide
Meloidogyne paranaensis em tomateiro, com a avaliacdo da massa de ovos, nimero de ovos
por sistema radicular, sobrevivéncia de P. lilacinus no solo. Eles verificaram a reducio da
populacdo de M. paranaensis quando isolados de P. lilacinus estavam presentes nas raizes dos
tomateiros. Cadioli et al (2009) também avaliaram a utiliza¢do de P. lilacinus como controle
biologico de M. paranaensis, e tiveram como resultados no crescimento do cafeeiro nos
experimentos I e I, reducdo de ovos do fitopatdgeno, em alguns deles promoveram a reducdo
das malformacdes causadas por M. paranaensis.

Kiewnick et al (2006) avaliaram o potencial de P. lilacinus no controle bioldgico de M.
incognita em tomate. Foi realizado um pré-tratamento do solo com indculo de P. lilacinus,
verificou-se que houve reducdo de ovos em 74 %, e a populacdo de M. incognita teve uma
reducdo de 71 % nas raizes quando comparado ao controle sem tratamento prévio. Neste
estudo também foi demonstrado que a realizacdo do pré-tratamento com uma concentragio a

1 x 10° UFC/g de solo foi suficiente para controle de M. incognita.
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Angelo (2007) avaliou o potencial de controle bioldgico de Isaria farinosa, I.
fumosorosea, Lecanicillium lecanii e P. lilacinus frente a Boophilus microplus (fémeas
ingurgitadas, ovos e larvas). Os resultados mostraram que P. lilacinus foi o unico
microrganismo testado que reduziu o periodo de eclosdao das larvas provenientes da infeccao
de fémeas ingurgitadas, e I. fumosorosea e L. lecanii foram os que apresentaram maior
pontecial de controle para fémeas ingurgitadas de B. microplus.

Wessolossky et al (2008) relataram o caso de um paciente de 86 anos que estava em
recuperacdo de leucemia linfocitica cronica, e apresentou dor persistente e inchago sobre o
cotovelo esquerdo, sem historico de trauma. Inicialmente foram prescritos antibidticos
(levofloxacina e daptomicina), seguida pela pung¢do na regido que apresentou culturas
negativas para bactérias e positivas para fungos, sendo relatados fungos filamentosos com
hifas septadas, e a principio denominados fungos do género Pecinillium, em seguida foram
identificados como pertencentes ao gé€nero Paecilomyces devido a caracteristicas
microscoOpicas (filiddes alongadas, dobra para longe dos conidios e cadeia de conidios ndo
ramificada), ocasionando a mudan¢a da medicacdo para fluconazol. A identificacio de P.
lilacinus foi confirmada, e submetida a testes de suscetibilidade antifiingica, que demonstrou
resisténcia a fluconazol e anfotericina B, suscetibilidade intermedidria para itraconazol, e
sucetibilidade a voriconazol e cetoconazol, este ultimo foi o antiftingico de escolha devido a
resisténcia ao antifungico instituido, o fluconazol. Houve melhora do quadro, porém a
continuidade do tratamento foi perdida.

Itin et al (1998) avaliaram as manifestacdes clinicas e histolégicas de infeccdo por P.
lilacinus em pacientes imunodeprimidos. Os pacientes apresentavam pancitopenia,
diminuicdo de todos os elementos celulares do sangue ao mesmo tempo, € em seguida
iniciaram as erupgdes na pele, com apresentacdes variadas: mdculas eritematosas, nddulos,
pustulas, lesdes vesiculares e crostas necroticas, lesdes sépticas nos olhos e nos rins. Esse
fungo € geralmente resistente ao tratamento com antiftingicos, devendo realizar antibiograma
para testar sua sensibilidade, e mesmo assim, alguns pacientes s6 apresentaram melhoras da
infeccdo fungica quando ocorria recuperacao da imunidade. Foi descoberto que a infec¢ao foi
causada por um creme tépico que se encontrava contaminado por P. lilacinus.

Jackson et al (2006) relataram o caso de um paciente recém-nascido com sindrome de
Down, que nasceu com ictericia, distensdo abdominal e sopro cardiaco, dias depois
apresentou febre. Foi introduzida a sonda nasogéstrica para alimentacdo e os antibiticos
ampicilina, cloxacina, gentamicina e metronidazol foram admistrados através de catéter

intravenoso. Apods sete dias de terapia antibidtica, houve resolucdo da febre e distensdo
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abdominal, e parcialmente da ictericia. Alguns dias depois, houve retorno dos sinais
infecciosos. A distens@o abdominal foi submetida a ultrassom, que verificou presenga de
abscessos, com cultura positiva para Escherichia coli e Citrobacter diversus. Nova terapia
antibidtica foi instalada, com ceftriaxona, metronidazol e ampicilina, sem sucesso pois a
crianca ainda apresentava febre. Apds novos exames, verificou-se a infec¢do fiingica,
inicialmente identificado como Penicillium sp, houve troca da medicagdo para anfotericina B,
amicacina e ceftazidima. Posteriormente foi identificado o fungo Paecilomyces lilacinus
como agente causador da infeccdo, apresentando regressao da doenca com anfotericina B,
seguido por fluconazol de manutencao. Acredita-se que essa infec¢do fungica ocorreu devido
o uso prolongado de cateter intravenoso e a caracteristica desse fungo que € oportunista,
porém houve resolucdo com anfotericina B e fluconazol, diferente do caso relatado por
Wessolossky et al (2008), que P. lilacinus apresentou resisténcia a esses dois antimicrobianos.

Como escrito no inicio deste item P. lilacinus ndo é um fungo muito comum de
isolamento, e seus poucos relatos de isolamento estdo relacionados ao solo, a doentes
imunocomprometidos e raramente como endofito. As linhagens isoladas de solo tem sido
avaliadas como controle de fitopatdgenos enquanto que as isoladas de pacientes tem se
avaliado a resisténcia aos antiftingicos e os poucos isolados como enddéfitos tem apenas sua
frequéncia descrita € um pouco do seu potencial na produ¢cdo de metabolitos secunddrios e
primérios investigados. Esta auséncia de dados sobre a produ¢do de metabdlitos bioativos
deste fungo em questdo torna oportuna essa abordagem sobre a potencial atividade
antimicrobiana de seus metabdlitos secundérios frente a patégenos presentes em infecgoes

endodonticas.
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3 JUSTIFICATIVA

O insucesso da endodontia atual tem sido associado a falta de conhecimento anatdomico
do sistema de canais radiculares e a microbiota presente nas diversas fases das patologias
pulpares e periapicais. Sabe-se que os tibulos dentinérios tem aproximadamente o triplo do
didametro de bactérias, sendo o local perfeito para sua colonizagdo. Mesmo com a
instrumentagdo, também denominada preparo mecanico, sdo necessdrias substancias com
atividade antimicrobiana para atuarem onde os instrumentos endodonticos ndo conseguem
chegar (tibulos dentindrios, canais laterais e regido periapical), hoje sdo utilizados cimentos
endodonticos, medicacdo intracanal e substancias quimicas auxiliares com essa finalidade.

Contudo o insucesso do tratamento endoddntico ainda é um desafio a ser superado,
buscando novos compostos capazes de impedir ou reduzir o crescimento microbiano durante e
apés o tratamento, tanto em infec¢Oes primdrias quanto secunddrias. Porém com o uso
indiscriminado de antibidticos, os microrganismos patogénicos tem se tornado cada vez mais
resistentes, necessitando da descoberta de novos farmacos com essa finalidade. Esses novos
farmacos podem estar ocultos na biodiversidade das florestas, e para uso sustentdvel desse
recurso natural, tem sido sugerido estudos com microrganismos endofiticos que tenham agdo
farmacoldgica semelhante a planta hospedeira.

O presente estudo avaliou o potencial antimicrobiano de extratos e fracdes organicas do
fungo endofitico P. lilacinus frente aos patégenos: E. faecalis, P. aeruginosa, S. aureus e C.
albicans, buscando esse uso sustentdvel da Microbiodiversidade Amazdnica para atender a
necessidade da descoberta de novos farmacos, especialmente na endodontia em que o acesso

do Cirurgido-Dentista ao sistema de canais radiculares € bem limitado.
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4 OBJETIVOS

4.1 Geral

Avaliar a capacidade dos metabdlitos secundarios de Paecilomyces lilacinus em inibir o
crescimento microbiano de patdégenos humanos (Enterococcus faecalis, Pseudomonas

aeruginosa, Staphylococcus aureus e Candida albicans) presentes em infec¢do endodontica.

4.2 Especificos

Reativar e Cultivar o fungo endofitico Paecilomyces lilacinus para andlises
taxondmicas: morfolégica, quimica e molecular;

Realizar ensaios qualitativos e quantitativos dos extratos e/ou fragdes de Paecilomyces
lilacinus contra patdgenos presentes em infeccdes endoddnticas;

Caracterizar os grupos de substancias presentes nos extratos e/ou fracdes que tiverem
atividades antimicrobianas;

Realizar ensaios antimicrobianos de descontaminacao dos cones de guta percha com as
fragdes organicas selecionadas;

Fazer analises estatisticas dos resultados de antibiose.
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5 METODOLOGIA
5.1 Reativagado e cultivo de Paecilomyces lilacinus

Nesta pesquisa foi utilizado o fungo endofitico P. lilacinus isolado do galho da planta
D. flagellaris. Esse fungo estd armazenado na Colecdo de Trabalho do Laboratério de
Genética Aplicada a Sadde e a Biotecnologia da Escola Superior de Ciéncias da Sadde da
Universidade do Estado do Amazonas (ESA/UEA). Para obter culturas vidveis, o
microrganismo foi reativado em batata, dextrose e dgar (HIMEDIA®), em placa de Petri de 90

mm X 12 mm, por 11 dias a 28 °C (Figura 3).
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Figura 3: Aspectos da reativacio do fungo endofitico P. lilacinus, em BDA a 28 °C

5.2 Identificacao morfolégica

O fungo P. lilacinus, depois de reativado, foi cultivado a 28 °C durante 11 dias em meio
BDA para andlise macromorfoldgica: forma, coloragcdo, presenga/auséncia de pigmento difuso

e textura da coldnia.
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Para fazer essa andlise micromorfoldgica: tipos de hifas, formacdo do micélio e de
corpos de frutificacdo, o fungo foi submetido ao microcultivo, onde fragmentos dele foram
dipostos ao redor de laminulas previamente esterilizadas, como demonstrado na Figura 4.
Ap6s 48 horas, a laminula foi transferida para uma lamina de microscopia onde tinha uma
gota de Lactofenol de Amman com azul de algodao, e analisada a microscopio Optico sob luz
branca na objetiva de 40x. As estruturas vegetativas e reprodutivas observadas foram

registradas através de microfotografia (Figura 4)

“

Figura 4: Esquema do microcultivo realizado para P. lilacinus

5.3 Identificacao molecular

Ap0s reativag@o 10 pL de uma suspensio de conidios (item 5.5.1) foi inoculado em 50
mL de BD, em duplicatas, e cultivado a 28 °C por 48 h. O micélio foi entdo separado por
filtracdo a vdacuo, seco com papel de filtro autoclavado e triturado com silica também
autoclavada para depois o DNA total ser isolado de acordo com o protocolo recomendado
pelo fabricante do kit innuPREP Plant DNA (analyticJena), com pequenas modificacdes
descritas por Souza, 2006.

Para amplificacdo do DNA ribossomal, utilizou-se as regides ITS-1, 5,8s e ITS-2 deste
por serem consideradas altamente conservadas (WHITE et al, 1990) e, portanto, servem como
marcadores taxondmicos universais para eucariotos. Para a Reacdo em Cadeia da Polimerase
(PCR) utilizou-se os primers: Itsl (5’TCCGTAGGTGAACCTTGCGG 3°) e Its4
(5’TCCTCCGCTTATTGATATGC3’). A reacgao possuiu volume total de 50 pl. e é composta
por: 5,0 uL. de Buffer 10x, 6,0 uL de dNTP (1,5 uM), 6,0 pL. de MgCI2 (25 mM), 4 uL de
cada primer (10 pmoles), 50 ng de DNA genomico, 0,5 pL unidade de Taq polimerase (5
unidades / plL) e 13 pLL de d4gua milli-Q para completar o volume da reagao.

A reacdo foi realizada em termociclador Mastercycler pro S da eppendorf e submetida a

um processo de desnaturacao inicial a 94 °C por 2,5 min, seguido de 30 ciclos de desnaturacdo



34

(94 °C / 15 seg), anelamento (58 °C / 30 seg), extensdao (72 °C / 1,5 min), ao término dos
ciclos, havendo uma extensdo final a 72 °C por 10 min. Apds a reacdo, a amostra foi
transferida para um freezer a -20 °C. Cerca de 5 plL dos amplicons foram checados em gel de
agarose a 1,2 %, corado com GelRed (10 mg/mL) e visualizado sob luz UV. O produto da
PCR foi submetido ao sequenciamento realizado em ambas as dire¢des utilizando os mesmos

primers do processo de amplificacdo, na FioCruz/AM.

5.4 Identificacdo quimica

A identificacdo de microrganismos atualmente passa por uma adaptacdo as novas
técnicas decorrentes dos novos aparelhos desenvolvidos e do conhecimento acumulado sobre
estes. Entre estas técnicas podemos citar: as morfoldgicas (de microscopia Optica e
eletronica), fisioldgicas (bioquimicas), quimicas (composicdo da parede, perfis de metabdlitos
secunddrios e de proteinas intra-celulares) e moleculares (sequéncias de genes e de proteinas
de interesse taxondmicos) entre outras. A integracdo de trés ou mais dessas técnicas na
identificacdo taxonOmica de um individuo ou de um grupo da mesma espécie tem sido
empregada como Identificacdo polifdsica. Dai a importincia de Identificagdo Quimica para
este isolado.

Amostras de todos os extratos do micélio e do meio liquido fermentado (item 55) foram
separadas para andlise em Espectrometro de Massas a fim de se obter um espectrometro total
dos metabdlitos produzidos. Para o perfil de metabdlitos secundérios seguiu-se a metodologia
descrita por Souza (2005) com pequenas modificagdes. Onde foram feitos em quintuplicatas o
cultivo de P. lilacinus em 2 mL de meio de cultura liquido (BDL, ISP,, CYA, CZAPEC e
Malte) por 8 dias a 28 °C. As extracdes e andlises foram de acordo com Souza (2005) e,
LC/MS. O cultivo em BDA para andlises em Maldi-tof (Ionizacdo e Dessor¢dao a Laser
Assistida por Matriz — Tempo de vdo) foi apés 72 h que € uma técnica de ionizacdo branda
utilizada em espectrometria de massa, para as andlises dos espectros serd usado o software

SARAMIS.

5.5 Produgcado de extratos orgdnicos

5.5.1 Inéculo
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A suspensdo de conidios foi preparada em tubos de ensaio contendo 5 mL de 4gua com

20% de glicerol. A concentrac¢do de conidios foi estimada pelo n° 8 da escala de Mc Farland.

5.5.2 Cultivo de P. lilacinus

O cultivo de P. lilacinus foi realizado em escala laboratorial em meio de cultura liquido
de batata e dextrose (BDL). Foram adicionados 300 mL do meio de cultura e 50 uL de
inéculo por frasco de Erlenmeyer de 1L, no total foram 94 frascos de Erlenmeyer para o
experimento, sendo 03 utilizados como controle (meio de cultura sem indculo). A

fermentagdo foi realizada no modo estdtico com temperatura a 26 °C (Figura 5).

Figura 5: Crescimento de P. lilacinus de modo estatico.

5.5.3 Filtracao

Ap6s 16 dias em crescimento estdtico, o meio de cultura liquido fermentado contendo

micélio e metabdlitos passou por processo de filtracdo a vacuo em funil de buchner.

5.5.4 Obtenciao de extratos organicos

5.5.4.1 Micélio
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ApOs a separacdo por filtracdo a vicuo, o micélio foi submetido a extragdo com 500 mL
dos solventes acetato de etila e metanol na proporcdo 1:1 durante 48h. O extrato 1 foi
separado do micélio, e este armazenado para 2* extragdo. O micélio foi submetido a 2*
extracdo com 500 mL de metanol 100%, durante 48h. O extrato 2 foi separado do micélio, e
este armazenado novamente para a 3* extracdo. Na terceira extracdo, houve maceragcdao do
micélio e foi adicionado 500 mL metanol 100%.

Os extratos brutos oriundos do micélio foram armazenados separados em frascos ambar

na geladeira para posterior concentracao no rotaevaporador sob pressao reduzida.

5.5.4.2 Meio liquido

As extragdes de metabdlitos secundarios do meio liquido foram realizadas em colunas
de SPE (extracdo em fase sélida - Strata® phenomenex), utilizando bomba de vécuo. O
processo iniciou com a ativagdo da silica presente no cartucho, adicionando 60 mL de
metanol, seguido pelo condicionamento da silica com 60 mL de solu¢do metanol a 5%. Foi
necessdario realizar o condicionamento do material a ser extraido semelhante ao
condicionamento realizado na silica do cartucho, transformando o meio fermentado que era
uma solugdo 100% aquosa, numa solu¢do com metanol a 5%.

Com os materiais ativados e condicionados, a obtengdo de metabdlitos secundarios
prosseguiu. O meio fermentado foi dispensado no cartucho gradativamente para interagir e ser
retido na silica, tal procedimento foi repetido até a percep¢do visual de saturacio da silica. O
liquido que ficou armazenado na parte inferior do frasco Kitasato foi reservardo para posterior
descarte.

A extracdo propriamente dita foi realizada apds a saturacdo da silica, inicialmente com
os solventes acetato de etila e metanol na propor¢do 1:1, sendo o extrato 4 (Figura 6), e num

segundo momento a extragao foi realizada com metanol 100%, denominado extrato 5.
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Figura 6: Extracdo em fase sélida (SPE) do meio fermentado.

Os extratos brutos do meio de cultura fermentado obtidos foram armazenados separados
em frascos ambar, na geladeira para posterior concentracdo. Para facilitar a identificacao,

foram atribuidos cédigos aos extratos, detalhado no quadro 1

Quadro 1: Cédigos dos extratos brutos produzidos a partir de P. lilacinus.

Cédigo | Origem Solvente * | Rendimento
Gl Acetato/Metanol 1:1 | 1 21,4565 g
2.1 0,9600 g
G2 Micélio | Metanol 100%
2.2 5,5086 g
G3 Etanol 100% 3 5,3425 g
G4 Acetato/Metanol 1:1 | 4 1,0039 g
Meio
G5 Metanol 100% 5 33124 ¢

5.5.5 Concentracao e liofilizagao

Os extratos organicos obtidos foram submetidos a evaporagao rotativa a 40 °C, 100 rpm
e sob pressdo reduzida, em seguida foram armazenados em vidros com tampas rosqueaveis
(previamente limpos, pesados e identificados) e colocados no dessecador para evaporagdo de
solventes presentes nas amostras. As amostras que permaneceram com dagua foram

submetidas a liofilizacdo no Laboratério de Quimica Organica do Programa de Pos-
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Graduacgdo em Biotecnologia e Recursos Naturais da Amazonia (Figura 7). Ap6s a liofilizacdo

os frascos foram pesados novamente para quantificar a massa dos extratos.

Figura 7: Liofilizacdo de extratos organicos de P. lilacinus

5.6 Ensaios das atividades antimicrobianas
5.6.1 Reativacdo e cultivo dos microrganismos teste

Os microrganismos presentes na infec¢do endodontica testados foram: Enterococcus
faecalis (CBAM 0282), Staphylococcus aureus (CBAM 0324), Pseudomonas aeruginosa
(CBAM 0222) e Candida albicans (CFAM 1342). Esses foram disponibilizados pela Colecao
de Bactérias da Amazonia (CBAM) e pela Cole¢ao de Fungos da Amazdnia (CFAM) do
Instituto de Pesquisas Lednidas e Maria Deane da Fundacdo Oswaldo Cruz/Amazonas
(FIOCRUZ/AM). As bactérias foram reativadas em Brain Heart Infusion (BHI) 4dgar (dgar
infusdo de cérebro e coracdo) (HIMEDIA®) e a levedura em sabouraud (SB) d4gar
(HIMEDIA®), e mantidas a 30 °C por 24 horas e 48 horas, respectivamente. Apés reativacio
dos patégenos, uma coldnia isolada foi transferida para um tubo de ensaio contendo 5 mL de
caldo BHI para bactérias, e caldo SB para levedura, ambos foram mantidos a 30 °C, sendo as
bactérias por 24 horas e a levedura por 48 horas, a concentracdo utilizada no presente estudo

foi correspondente a 0,5 na escala de Mc Farland para as bactérias e 6 para a levedura.
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5.6.2 Preparo das amostras

As amostras (extratos brutos e fragdes) foram pesadas e solubilizadas na concentragao

de 2 mg/mL em dimetilsuféxido (DMSO) 10 %.

5.6.3 Preparo dos controles

O controle negativo foi realizado com &4gua destilada estéril. O controle positivo foi
realizado com tetraciclina 2 mg/mL para P. aeruginosa, ampicilina 2 mg/mL para S. aureus e

E. faecalis e nistatina 2 mg/mL para C. albicans.

5.6.4 Determinacio qualitativa da atividade antimicrobiana — Difusdo em Agar

O ensaio qualitativo para determinar a atividade antimicrobiana foi realizado em placas
petri contendo meio de cultura BHI 4gar, para testes com bactérias, e SB dgar, para levedura.
Para iniciar o teste, 100 uLL de patégenos foram plaqueados com auxilio de alca drigalski, em
seguida 5 pocos foram confeccionados no meio de cultura com 6 mm de didmetro e pelo
menos 1 cm de distancia da borda e entre eles. Esses pocos foram preenchidos com 100

uL dos extratos preparados. As placas foram incubadas a 36 °C por 24 horas.

5.6.5 Determinacdo quantitativa da atividade antimicrobiana — Dosagem Inibitéria Minima

(MID)

Os ensaios para determinagao da dosagem inibitéria minima (MID) foram realizados em
placas de Elisa, na qual foram adicionadas 100 pL do meio de cultura, cuja concentragao
estava dobrada, 100 pL. da amostra preparada e 10 pL. da suspensdo de células do patégeno

testado (Figura 8), de acordo com a metodologia descrita por Souza (2006).
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A quantidade de 100 pL de amostra preparada foi introduzida somente no primeiro pogo

(correspondente a letra A da placa de Elisa). Em seguida foi realizada uma dilui¢do seriada

com a micropipeta, sendo transferidos 100 pL para o segundo poco (correspondente a letra

B), esse processo foi repetido até o dltimo poco (letra H), os 100 pL de solu¢cdo que seria

transferido para outro poco, foi descartado. Com a dilui¢do seriada houve reducido das

concentracdes gradativamente, conforme o quadro 2 demonstra. Para o controle negativo, a

amostra preparada foi substituida por 100 plL de dgua destilada estéril, e para o controle

positivo foi utilizado 100 pL de solucdo antibacteriana, para testes com bactérias,

antiflingica, para testes com a levedura. Os ensaios foram realizados em triplicata.

Quadro 2: Concentragdes das amostras nos pogos.

Pocos

Concentraciao

AOOO
BOOO
COOO
D OOO
EOOO
EOQOO
G OO0
HOOO

1 mg/mL = 1000 pg /mL

0,5 mg/mL = 500 pg/mL

0,25 mg/mL = 250 pg/mL

0,125 mg/mL = 125 pg/mL
0,0625 mg/mL = 62,5 pg/mL
0,03125 mg/mL = 31,25 png /mL
0,015625 mg/mL = 15,62 ug/mL
0,0078125 mg/mL = 7,81 pg/mL

€

No dia seguinte foi colocado 10 uL do revelador NBT (nitroazul de tetrazdlio) a 1% nos

pocos com indculo leveduriforme, e 10 pL de revelador TTC (2,3,5- cloreto de 2,3,5-
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trifeniltetrazolio) a 1% nos pocos com indculo bacteriano. Quando houve crescimento
microbiano, o revelador NBT mudou a solucdo para a cor azul escuro e o TTC para a cor
vermelha.

Esse ensaio bioldgico foi feito novamente, pérem com as fragdes dos extratos organicos,
que foram denominados de acordo com o quadro 3. Neste foi realizado o ensaio para
identificar se as fracOes testadas eram bactericidas ou bacteriostaticas, e fungicidas os
fungiostéticas, fazendo o plaqueamento de 50 uLL do pogo acima da atividade antibacteriana e

50 uL do poco abaixo, antes de colocar os reveladores especificos.

Quadro 3: Identificacdo para a segunda etapa de ensaios bioldgicos quantitativos.
Extrato de origem Solvente. utilizado para Nova identificacao
fracionamento
Micélio Reunido Acetato de etila Am

G2 Acetato de etila A2
G4 Acetato de etila A4
G5 Acetato de etila AS
Micélio Reunido Metanol Mm
G2 Metanol M2
G4 Metanol M4
G5 Metanol M5
Micélio Reunido Fase aquosa da SPE Sm
G2 Fase aquosa da SPE S2
G4 Fase aquosa da SPE S4
G5 Fase aquosa da SPE S5
Emulsao do G5 Acetato de etila ES

5.7 Fracionamento dos extratos

Antes de iniciar o fracionamento dos extratos brutos foi decidido que os extratos
oriundos do micélio deveriam ser reunidos por apresentar caracteristicas semelhantes em
cromatografia de camada delgada, o que ndo ocorreu com o extrato 2.1, sendo a excecdo a
reunido dos extratos do micélio.

O fracionamento dos extratos brutos do micélio reunido (EMR), 2.1 (extrato metandlico
do micélio), 4 (extrato acetato/metanol do meio fermentado) e 5 (extrato metandlico do meio
fermentado) foi realizado com solventes de polaridade crescente (acetato de etila, metanol e
agua), e teve inicio com a dilui¢do dos extratos com metanol/dgua destilada na proporcao 2:1,
seguindo com o condicionamento da solu¢do com solucao metanol a 5% para ser submetido a

nova extragao.
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A extragdo liquido-liquido, também denominada parti¢do, ocorreu em trés etapas, sendo
a primeira com o solvente organico acetato de etila a 20% e segunda e a terceira com acetato
de etila a 10%. Houve reunidao da primeira e segunda extracdo, a terceira extragdo e a fase
aquosa dessa particdo foram armazenadas em frascos distintos. Os extratos fracionados foram
submetidos a evaporacdo rotativa, pesados (quadro 4) e avaliados em cromatografia em

camada delgada (CCD).

Quadro 4: Rendimento da fragdo organica
EMR 2.1 4 5

Fase organica
Acoet 1° e 2° 0,5699 g | 0,0963 g | 0,1673 g | 0,5340 g
extracio

Fase organica

Acoet 3° extraciio 0,1100 g | 0,0520 g | 0,1357 g | 0,1075 g

De posse dos resultados, foi decidido prosseguir com o fracionamento utilizando a fase
aquosa da particao na extracdo em fase sdlida (SPE) com o solvente metanol. As fracdes
metandlica e aquosa foram submetidas a evaporacdo rotativa e em seguida a liofilizagao,

descritos anteriormente.
5.8 Bioautografia

O ensaio bioldgico foi realizado apds a andlise da CCD, com a defini¢do do sistema
utilizado na fase movel. Esse teste seguiu a metodologia citada por Amaral et al (2003) e
Cunico et al (2012) com modificacdes.
5.8.1 Cultivo dos patdgenos e preparo do indculo

Os patogenos foram cultivados em BHI agar (E. faecalis, P. aeruginosa e S. aureus) e
em SB 4gar (C. albicans) a 37 °C por 24 horas. Para realizacao do ensaio, uma coldnia isolada
foi cultivada em 50 mL de meio liquido a 37 °C por 24 horas, padronizada na concentragcdo

correspondente a escala 0,5 de MacFarland para as bactérias e 6 para a levedura.

5.8.2 Cromatografia em camada delgada
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Ap6s a primeira fase de ensaios bioldgicos, realizou-se CCD com o objetivo de verificar
possiveis semelhangas entre os extratos brutos de P. lilacinus, e no segundo momento para
preparar a bioautografia. Uma pequena aliquota de cada extrato bruto liofilizado foi suspensa
em metanol 100%. Para realizar esse ensaio, utilizou-se silica gel (com espessura de 0,2 mm e
5 cm de altura) como fase estacionaria, e diferentes sistemas de fases modveis, contendo
geralmente hexano, acetato de etila, isopropanol, metanol e 4gua destilada. Foram tracadas
duas linhas na placa de CCD, sendo uma inferior, onde as amostras foram aplicadas, e outra
superior, que marcava o limite para elui¢do da fase mével. Os “spots” das amostras foram
aplicados com auxilio de capilares de vidro na placa cromatografica, mantendo 0,5cm de
distancia entre as amostras. Em seguida a placa foi transferida para uma cuba contendo a fase
movel, até a completa eluicio dessa (Figura 9). A placa foi removida da cuba com auxilio de
pinga e reveladas por métodos fisicos (visualizada em luz ultravioleta de comprimentos de
onda: 254 e 365nm) e quimicos (reveladores quimicos dragendorff, NP PEG e vanilina

sulfirica).

Figura 9: CCD eluindo na fase movel (acetato de etila e metanol 8,5:1,5)

Foram utilizadas 07 placas cromatograficas nesse ensaio, utilizando o sistema acetato de
etila/metanol na propor¢do 8,5:1,5 como fase mével. As aliquotas dispensadas (20 uL) na
linha da base tinham a concentracdo 1 mg/mL. Todas as placas foram reveladas com o
método fisico (com a luz ultravioleta nos comprimentos de onde 254 nm e 365 nm- Figura 10)
previamente a bioautografia, e uma das placas foi utilizada como controle, sendo revelada
com o reagente quase universal vanilina sulfurica, e avaliado o fator de retencao (Rf) (Figura

11) das fragOes para posterior comparagdo com o halo de inibi¢do formado.
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Figura 10: Revelacio fisica com luz ultravioleta nos comprimentos de onda 254nm
e 365nm, respectivamente, das placas CCD das amostras de P. lilacinus.

Limite para
) cluicdo da
fase movel

Rf=—"-

dm

Aplicacdo
da amostra

o Nivel maximo

_____________________ == da fase mével

Figura 11: Esquema para calculo do
fator de reten¢do (Rf).

5.9 Descontaminagdo dos cones de guta percha

Para a realizacdo do teste de descontaminac@o dos cones de guta percha foi utilizada a
metodologia descrita por Monteiro (2012), com adaptacdes. Os cones de guta percha Odous
De Deus® de formato Medium Extra Longo foram padronizados com auxilio de régua
calibradora Prisma® em 10 mm de comprimento e 1,3 mm (correspondente a lima #130) de
diametro na ponta. Os microrganismos testadores foram reativados, cultivados e padronizados
como descrito anteriormente. As amostras foram preparadas atraves da diluicdo das fracdes
A4 e AS em DMSO 10 %, a concentracio de 2 mg/mL.

Ap6s cultivo e padronizagao do inéculo microbiano em meio de cultura liquido, 1,5 mL
foram aspirados com micropipeta e transferidos para os pocos da fileira A de placas de cultura

de células com 24 pocos, em seguida foram introduzidos os cones de guta percha
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padronizados. As placas foram incubadas a 37 °C durante 24 horas. Decorridas 24 horas,
foram aspirados 1,5 mL de solucdo salina estéril e transferidos para os pogos das fileiras B e
C, os cones de guta percha foram imersos nos pogos da fileira B por 1 minuto, repetindo o
processo na fileira C. Em seguida os cones foram transferidos para os pogos da fileira D, onde
estavam as fracOes testadas (A4 e AS), permanecendo por 10 minutos. O ensaio foi realizado
em quintuplicata, tendo a solugdo salina estéril como controle negativo e o hipoclorito de
sédio 2,5 % como controle positivo. O ensaio estd esquematizado na Figura 12, e a Figura 13

apresenta a placa de cultura de células com todas as solucgdes, estando o cone de guta-percha

na fase de descontaminacdo.

Inéculo microbiano
Solugio salina
Fracio testada
Controle -/+

Cone de guta percha

» 0000 O O

5 OO0 00O O w
c OO0 OO m
b Q000 O @

Figura 12: Esquema da descontaminacio dos cones de guta-percha utilizados nesta pesquisa

Figura 13: Descontaminacdo com a fracdo organica A5 do extrato obtido do meio de cultura
fermentado de P. lilacinus
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Posteriormente a desinfeccao dos cones de guta percha, esses foram transferidos para
tubos de ensaio contendo 2 mL de solugdo salina e submetidos a agitacdo em vortex.
Aliquotas de 50 uL da solucao obtida apds a agitagdo foram semeadas em triplicata em placas
Petri e incubadas a 37 °C por 24 horas. No dia seguinte, as unidades formadoras de colonias

foram quantificadas pelo método cléssico.

5.10 Anadlise Estatistica

Os dados do ensaio qualitativo da atividade antimicrobiana foram apresentados por
meio de quadros e tabelas, onde calculou a mediana, primeiro quartil (Q;), terceiro quartil
(Q3), minimo, maximo, média e desvio-padrao, utilizando programa estatistico R.

Para os ensaios quantitativos de dosagem inibitéria minima, bioautografia e

descontaminac¢do dos cones de guta percha foram realizadas anélises descritivas.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Consideracdo geral

O uso de microrganismos endofiticos como fonte de produtos naturais tem se mostrado
uma alternativa vidvel desde a producdo de moléculas bioativas como: antimicrobianas,
antihelminticas, antiprotozodrias, inseticidas, inibidores de fosfolipases, antioxidantes,
andiabéticas, anticincer, inibidores de acetil-colinestrase entre outras atividadas. Além de
poderem ser usados como agentes de biotransformacdo de moléculas de interesse
farmaceéutico, para biorremediacao e para producdo de enzimas de interesse industrial, como:
a industria alimenticia, de celulose e papel, de tecido, farmacéutica e a produgdo de energia
renovdvel entre outras.

Contudo esse recurso ainda € pouco explorado, ou pouco conhecido na d&rea
odontoldgica. Algumas pesquisas estdo sendo conduzidas em nosso grupo e outros grupos de
pesquisa de nossa regido estdo comecando a investigar essa area. O uso de microrganismos
endofiticos de D. flageris teve inicio em 2012 pela MSc. Juliana Gomes de Souza Oliveira, a
qual isolou e fez as primeiras avaliagdes antimicrobianas, onde foi detectado o potencial de P.
lilacinus como produtor destes metabolitos secundérios. Em continuidade a essa pesquisa,
este trabalho demostra a potencialidade deste fungo como uma possivel fonte para o controle
de patégenos presentes em infec¢des endodoOnticas tanto para uso in situ quanto para

descontamina¢do dos materiais usados neste processo.

6.2 Taxonomias morfologicas, molecular e quimica

O fungo endofitico P. lilacinus apds reativagdo, conforme o item 5.1, apresentou o
aspecto macroscopico do micélio, que no inicio era branco e quando houve esporulagdo,
transformou-se em lilds, e o dorso da placa ficou cor de vinho sombreado. Os aspectos
macroscopicos estdo de acordo com a descricdo feita por Samson (1974), mesmo sendo o
crescimento e o meio de cultura diferentes deste estudo. Pois Samson (1974) e Angelo
(2007) relataram o crescimento com 14 dias, utilizando o meio de cultura de extrato de malte
enquanto que fizemos a op¢do pelo meio BDA e ISP, no qual este fungo havia sido isolado e
produzido os metabdlitos avaliados anteriormente. Quanto as caracteristicas
micromorfoldgicas, estdo de acordo com estes autores também, onde os conidi6foros foram

pigmentados e clamidosporos ausentes. O micélio apresentou-se hialino, septado, com fialides
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divergente e conidiéforos terminais semelhantes a pincéis com longas cadeias de conidios
elipticos. Estes dados podem ser observados na Figura 14 que apresenta esses resultados e

compara com dados da literatura expostos a seguir.

Macroscopia — Frente Macroscopia — Dorso Microcultivo

Carey et al., 2003 — BDA 14 Oliveira, 2013 — ISP2 14 dias a Carey et al., 2003 — BDA 14 dias
dias a 25 °C. 28 °C. a 25 °C.

Figura 14: Aspectos macro-micromorfolégicos de Paecilomyces lilacinus utilizado nesta pesquisa na
primeira fileira (A) e em (B) aspectos macro-micromorfolégicos da literatura.

Para as andlises quimio-taxondmicas foram separadas de 2 a 4 mg dos extratos brutos
do micelio e do meio de cultura liquido (BDL) conforme descrito no item 5. 5 para posterior
andlises, contudo devidos imprevistos estes extratos aguardam as andlises em LC/MS. Outras
duas formas de andlises a do perfil quimico, descrita por Souza (2005), e as andlises por
Maldi-tof (item 5.4) também aguardam condi¢des de andlises. Mas ambas as formas de
andlise quimicas sdo inéditas para esta espécie, 0o que sugere importantes avancos no
conhecimento gerado sobre essa linhagem e na propria espécie.

Para as andlises das regides Its-1 e Its-2 do rDNA, conforme descrita no item 5.3 o

DNA total foi extraido com sucesso e a PCR também alcangou os resultados esperados, com a
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amplificacdo de um fragmento com aproximdamente 570 pb (Figura 15). Aguardamos apenas

o resultado do sequenciamento para confrontar com os bancos de dados gé€nicos.

0 O 6 @ @O @ 60 6O 6 0O 6O @

12-11-2013
PCR-ITS1E 4

Figura 15: Perfil eletroforético dos produtos da PCR dos primer Its 1 e
Its 2 de fungos endofiticos de Duguetia flagellaris.

6.3 Avaliagdo da atividade antimicrobiana dos extratos brutos de P. lilacinus

6.3.1 Avaliacdo qualitativa da atividade antimicrobiana — Difusdo em Agar

O método de difusao em &agar foi utilizado para fazer a avaliacdo qualitativa da atividade
antibacteriana e antiftingica dos extratos brutos, conforme Quadro 5, Quadro 6, Quadro 7 e
Quadro 8. A andlise estatistica foi realizada com o software R, para determinacdo do minimo,
maximo, 1° quartil, 3° quartil, mediana, média e desvio-padrdo, e estd exposta nas Tabela 1,

Tabela 2, Tabela 3 e Tabela 4.

Quadro 5: Halo de inibi¢cdo formado em milimetros (mm) frente E. faecalis

Extrato bruto Enterococcus faecalis Média
Gl 7mm 6mm 4mm 6mm 5mm |[5,6mm
G2 2mm 4mm 5mm 6mm 6mm |4,6mm
G3 8mm 7mm 3mm 5mm 8mm |6,2mm
G4 9mm 6mm 10mm 7mm 6mm |7,6 mm
G5 9mm 6mm 5mm 4mm 8mm |6,4mm
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Tabela 1: Halo de inibi¢do formado em milimetros (mm) frente E. faecalis

Extrato Bruto | Minimo 1° Quartil Mediana Meédia 3° Quartil Maximo Desvio-Padrao
Gl 4 5 6 5.6 6 7 1.140
G2 2 4 5 4.6 6 6 1.673
G3 3 5 7 6.2 8 8 2.167
G4 6 6 7 7.6 9 10 1.816
G5 4 5 6 6.4 8 9 2.073

Machado (2009) avaliou a atividade antimicrobiana de fungos endofiticos
(Botryosphaeria rhodina, Xylaria multiplex e Pestalotiopsis sp.) frente aos patégenos:
Escherichia coli, Proteus vulgaris, P. aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, E. faecalis e S.
aureus numa concentracio inicial de 5 mg/mL. Devido a auséncia de atividade, Machado
optou por aumentar a concentragdo para 50 mg/mL e testou novamente para E. faecalis, P.
aeruginosa e S. aureus, ainda assim ndo houve inibi¢do do crescimento bacteriano, em
quanto que no presente estudo encontramos a atividade bactericida para uma concentragao
inferior (2 mg/mL) avaliada tanto para difusdo em dgar e como para microdilui¢do e outros

ensaios posteriores.

Quadro 6: Halo de inibicao formado em milimetros (mm) frente P. aeruginosa

Extrato bruto Pseudomonas aeruginosa Média
Gl 4dmm 3mm 4mm 2mm 3 mm 3,2 mm
G2 Smm 4mm 5Smm 3mm 3 mm 4 mm
G3 8mm 5mm 4mm 5mm 6mm 5,6 mm
G4 4mm 4mm 2mm 3mm 5 mm 3,6 mm
G5 8mm 7y, 7mm 9mm 10mm | 8,2 mm

Tabela 2: Halo de inibi¢do formado em milimetros (mm) frente P. aeruginosa

Extrato Bruto | Minimo 1° Quartil Mediana Meédia 3° Quartil Maximo Desvio-Padrao
Gl 2 3 3 32 4 4 0.836
G2 3 3 4 4 5 5 1
G3 4 5 5 5.6 6 8 1.516
G4 2 3 4 3.6 4 5 1.140
G5 7 7 8 8.2 9 10 1.303
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Quadro 7: Halo de inibi¢cdo formado em milimetros (mm) frente S. aureus

Extrato bruto Staphylococcus aureus Média
Gl Smm 3mm 2mm 3mm 4 mm 3,4 mm
G2 I mm 2 mm 0 Imm 1 mm 1 mm
G3 2 mm 0 Ilmm 3 mm 0 1,2 mm
G4 1I0mm 8mm 8mm Ilmm 11 mm 9,6 mm
G5 8mm 7mm 9mm 10mm 9 mm 8,6 mm

Tabela 3: Halo de inibicao formado em milimetros (mm) frente S. aureus

Extrato Bruto | Minimo 1° Quartil Mediana Média 3° Quartil Maximo Desvio-Padrao
Gl 2 3 3 34 4 5 1.140
G2 0 1 1 1 1 2 0.707
G3 0 0 1 1.2 2 3 1.303
G4 8 8 10 9.6 11 11 1.516
G5 7 8 9 8.6 9 10 1.140

Orlandelli ef al (2011) avaliaram a agdo antibacteriana de quatro fungos isolados de
Piper hispidum frente a S. aureus. Houve variagdo na concentragdo dos extratos fungicos, a
concentracdo referente ao endéfito G20-20 foi 61,4 mg/mL, do G65-65 foi 50,1 mg/mL, do
G33-73 foi 19,9 mg/mL e do G53-83 foi 24 mg/mL. O halo de inibi¢do formado por G20-20
teve uma média de 12,42 mm # 1,01 mm, este foi diferente estatisticamente dos outros G65-
65, que teve 3,17 mm %1,42 mm de halo de inibi¢do, G33-73, com média de 3,75 mm + 0,25
mm de halo de inibi¢do, e G53-83, com 2,67 mm + 1,59 mm de halo formado. Nossos
resultados foram superiores aos obtidos por Orlandelli ef al, que obteve um unico resultado
superior ao nosso (G20-20), mas cuja concentracdo utilizada foi 30 vezes superior a
padronizada e utilizada nos Laboratérios de Genética Aplicada a Satide e a Biotenologiada
ESA/UEA e no do Grupo de Espectroscopia de Massas e Microrganismos da Amazonia do
DQ/UFAM onde foram realizadas as andlises.

Souza et al (2004) avaliaram a atividade antimicrobiana de 79 fungos endofiticos,
sendo 64 isolados de Palicourea longiflora e 15 de Strychnos cogens frente aos
microrganismos: Bacillus sp, B. subtilis, S. aureus, Escherichia coli, C. albicans,
Trichoderma sp. e Aspergillus flavus. Nao houve inibi¢do do crescimento de C. albicans, nem
Trichoderma sp. Para S. aureus, houve variacdo no halo de inibi¢ao de 0 a 23 mm. Quando
comparado ao presente estudo, houve variacdo entre 0 e 11 mm na formacdo do halo de
inibicdo, sendo inferior ao resultado relatado por Souza e colaboradores, ainda vale lembrar
que os autores trabalharam com o liquido metabdlico in natura enquanto nesta pesquisa

trabalhamos com extratos e fracdes.
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Quadro 8: Halo de inibi¢cdo formado em milimetros (mm) frente C. albicans

Extrato bruto Candida albicans Média
Gl Smm 6mm 6mm 6mm 7 mm 6 mm
G2 6mm S5Smm Smm 4mm 6mm 5,2 mm
G3 3mm Smm 2mm Smm 3 mm 3,6 mm
G4 13mm 9mm 12mm 13mm 10mm| 11,4 mm
G5 10mm 11lmm 9mm Ilmm 12mm| 10,6 mm

Tabela 4: Halo de inibi¢cdo formado em milimetros (mm) frente C. albicans

Extrato Bruto | Minimo 1° Quartil Mediana Média 3° Quartil Maximo Desvio-Padrao
Gl 5 6 6 6 6 7 0.707
G2 4 5 5 52 6 6 0.836
G3 2 3 3 3.6 5 5 1.341
G4 9 10 12 114 13 13 1.816
G5 9 10 11 10.6 11 12 1.140

Figura 16: Halo de inibicdo formado com extrato G5 frente a Candida albicans

Teles et al (2013) testaram a atividade antimicrobiana de metabdlitos secundarios de P.
lilacinus. Dos 13 extratos testados, 6 apresentaram atividade frente a Listeria monocytogenes
e 8 a S. aureus, sendo que 2 destes apresentaram halo de inibi¢do maior que o produzido pelo
controle com cloranfenicol. Tambem foi testada a acdo antifingica frente a C. albicans, todos
os extratos testados apresentaram halo de inibicdo maior que o halo produzido pelo controle

positivo (miconazol).

6.3.2 Avaliacdo quantitativa da atividade antimicrobiana — Dosagem Inibitéria Minima

(MID)
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Os resultados obtidos nos ensaios bioldgicos para a determinacdo da MID dos extratos
estdo plotados individualmente nos quadros de 9 a 12 e das fragdes nos quadros de 13 a 16

que serao apresentados na sequéncia dos resultados quantitativos.

Quadro 9: Dosagem Inibitéria Minima frente E. faecalis.
Crescimento microbiano (+). Auséncia de crescimento microbiano (-).

Concentraciao Gl | G2 | G3 G4 | G5
1000 pg/mL - - - - -
500 pg/mL - - - - -
250 pg/mL - - - - -
125 pg/mL
62,5 ug/mL
31,25 pg/mL
15,62 pg/mL
7,81 pg/mL

+ |+ [+ |+ [+
+ |+ |+

+ |+ [+ |+ [+
+ |+ |+

+ |+ |+ |+

Quadro 10: Dosagem Inibitéria Minima frente a P. aeruginosa.
Crescimento microbiano (+). Auséncia de crescimento microbiano (-).

Concentracao | G1 | G2 | G3 | G4 | G5
1000 pg/mL - - - -
500 ug/mL - - - - -
250 ug/mL
125 pg/mL
62,5 ug/mL

31,25 pg/mL
15,62 ug/mL
7,81 ug/mL

+ |+ |+ |+ [+
1

+ |+ |+ |+
1

+ |+ |+ |+ [+

Dias et al (2005) avaliaram o MID de extratos brutos de flores, caule e folhas de Aster
lanceolatus, frente a patégenos de interesse médico, dentre eles estava P. aeruginosa e S.
aureus. O MID obtido foi 19,62 mg/mL com extratos brutos da flores frente P. aeruginosa, e
11,88 mg/mL de extratos brutos do caule. Para S. aureus, os resultados foram inferiores sendo
9,81 mg/mL com extratos brutos de flores, e 5,94 mg/mL com extratos brutos de caule e
folhas. Apesar dos resultados para S. aureus serem inferiores aos apresentados para P.
aeruginosa, aqueles apresentam valores extremamente superiores quando comparados ao
MID dos extratos brutos de P. lilacinus, que tiveram variacdo de 500 ug/mL a < 7,81 g/mL

tanto frente a P. aeruginosa, quanto a S. aureus.
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Quadro 11: Dosagem Inibitéria Minima frente S. aureus.
Crescimento microbiano (+). Auséncia de crescimento microbiano (-).

Concentracao | G1 | G2 | G3 | G4 | G5
1000 pg/mL - - - - -
500 pg/mL - - - - -
250 pg/mL - -
125 ug/mL -
62,5 ug/mL

31,25 pg/mL
15,62 pg/mL
7,81 ug/mL

+ |+ |+ |+
+ |+ |+ |+ |+
++ |+ |+ |+ [+
1
1

Alves et al (2008) realizaram um estudo comparativo de técnicas de screening para
avaliacdo da atividade antimicrobiana de extratos brutos e substancias puras de espécies
vegetais. O resultado do MID de extratos brutos frente a S. aureus foi superior a 400 pg/mL,
para P. aeruginosa chegou a 250 ug/mL e para E. faecalis foi 400 pg/mL. Em contraste a este
estudo, os extratos G1, G2, G4 e G5 obtiveram inibi¢do do crescimento de S. aureus com 250
pg/mL, chegando a ser inferior a 7,81 ug/mL no extrato bruto G4. Quando comparado o MID
frente a E. faecalis, houve inibi¢do do crescimento bacteriano do extrato Gl e G3 na
concentracdo 250 ug/mL, sendo inferior ao descrito por Alves et al (2008). Em relacdo a P.

aeruginosa, o MID dos extratos G1 e G5 tiveram inibicdo com 500 pg/mL, sendo superior a

descricdo de Alves et al (2008).

Quadro 12: Dosagem Inibitéria Minima frente C. albicans.
Crescimento microbiano (+). Auséncia de crescimento microbiano (-).

Concentracao | G1 | G2 | G3 | G4 | G5
1000 pg/mL - - - - -
500 ug/mL - - - - -
250 ug/mL - - - - -
125 pg/mL
62,5 ug/mL

31,25 pg/mL
15,62 pg/mL
7,81 pg/mL

+ |+ [+ |+ [+
+ |+ |+

+ |+ |+ |+
+ |+ |+

+ |+ |+ |+
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6.3.3 Avaliacdo quantitativa da atividade antimicrobiana das fracdes dos extratos de P.

lilacinus — Dosagem Inibitéria Minima (MID)

A concentragdo inibitéria minima foi testada com as fracdes obtidas com as extragdes

(liquido-liquido, fase s6lida—SPE) frente, E. faecalis, P. aeruginosa e S. aureus, C. albicans.

O Quadro 13 demonstra os resultados dos extratos frente E. faecalis.

Quadro 13: Resultados da concentrag@o inibitéria minima frente E. faecalis.

Crescimento microbiano (+). Auséncia de crescimento microbiano (-).

Concentracao

Am

A2

A4

AS

Mm

M2

M4

MS

Sm

S2

S4

SS

ES

1000 pg/mL

500 pg/mL

250 pg/mL

125 pg/mL

62,5 ug/mL

31,25 pg/mL

15,62 pg/mL

7,81 ug/mL

+ |+ |+ |+ |+

++ [+ |+ |+

+ |+ |+ |+

+ |+ |+ |+

++ |+ |+ |+

++ [+ |+ |+

+ |+ |+ |+ |+

++ |+ |+ |+

++ |+ |+ |+

++ |+ |+ |+

++ |+ |+ |+

+ |+ |+ |+ |+

+ |+ [+ |+ |+

Os resultados do MID frente P. aeruginosa estao expostos no quadro 14.

Quadro 14: Resultados da concentraco inibitéria minima frente P. aeruginosa.
Crescimento microbiano (+). Auséncia de crescimento microbiano (-).

Concentracao

Am

A2

A4

AS

Mm

M2

M4

MS

Sm

S2

S4

SS

ES

1000 pg/mL

500 pg/mL

250 pg/mL

125 pg/mL

62,5 ug/mL

31,25 pg/mL

15,62 ug/mL

7,81 ng/mL

+ |+ |+ |+

+ |+ |+ |+

+ |+ |+ |+

+ |+ |+ |+

+ |+ |+ |+

+ |+ |+ |+

+ |+ |+ |+ |+

+ |+ |+ |+ |+

+ |+ [+ |+ |+

+ |+ |+ |+ |+

+ |+ |+ |+

+ |+ |+ |+

+ |+ |+ |+ |+

Miiller (2006) afirmou que extratos brutos podem apresentar compostos de polaridades

distintas com interacdes sinérgicas, apresentando aumento de atividade em bioensaios, que

pode ser reduzida quando as substancias sao isoladas.
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Barbosa (2009) avaliou a atividade antimicrobiana de extratos/fracoes de fungos
endofiticos frente a cepas presentes em infeccdo endododntica. Ele verificou que o extrato
VRTRBI1 2.1a apresentou inibi¢do na concentracao 1000 pg/mL e o extrato VRC2 nao foi
capaz de inibir o crescimento de P. aeruginosa na concentragao 1000 ug/mL durante o MID,
enquanto os extratos brutos deste estudo demonstraram atividade antibacteriana na
concentracdo 500 pug/mL, chegando a ser inferior a 7,81 pg/mL no extrato G4. Tambem foi
testada a fracdo VRC2 2.2 — TC4 que apresentou atividade na concentragdo 250 ug/mL, e
neste estudo oito fracdes apresentaram atividade antibacteriana a 125 ug/mL e 5 a 250 ug/mL.
Os demais extratos e fragdes testados por Barbosa (2009) ndo apresentaram atividade
antimicrobiana frente aos patogenos E. faecalis e C. albicans.

O Quadro 15 exibe os resultados do MID frente S. aureus.

Quadro 15: Resultados da concentrag@o inibitéria minima frente S. aureus.
Crescimento microbiano (+). Auséncia de crescimento microbiano (-).

Concentracdo | Am | A2 | A4 | AS | Mm | M2 | M4 | MS | Sm | S2 | S4 | S5 | ES

1000 pg/mL - - - - - - - - - - - - -
500 pg/mL + - - - - - - - - - - -
250 ug/mL + + - - - - - - + |+ | - - | -
125 pg/mL + + - - - - - + |+ |+ | - | -
62,5 ug/mL + + - - - - - + |+ |+ | -

31,25 pg/mL + + - - + + + + + |+ |+ |+ |+

15,62 pg/mL + + + + + + + |+ |+ | + |+
7,81 pg/mL + + | + |+ + + + + + |+ |+ |+ |+

Banhos et al (2014) avaliaram a atividade antimicrobiana de fungos endofiticos de
Mpyrcia guianensis frente aos patogenos: S. aureus, E, faecalis e Penicillium avellaneum. Foi
avaliado o MID das fragdes FA1 e FA2. Para S. aureus, o MID obtido pelas fracdes FA1 e
FA2 foi 25 pg/mL, para E. faecalis, o MID obtido foi 50 ug/mL, e para P. avellaneum chegou
a 12,5 ug/mL. O resultado de Banhos et al (2014) foi superior frente a E. faecalis,
comparando com o presente estudo, que obteve o0 MID em 125 ug/mL nas fracdes A4 e AS, e
discretamente superior frente a S. aureus, onde foi obtido 31,25 pg/mL tambem nas fracdes
Ad e AS.

Koolen et al (2012) avaliaram o potencial antimicrobiano de Penicillium sp, um fungo
isolado de Mauritia flexuosa L. f. frente aos patdgenos S. aureus, Micrococcus luteus e

Escherichia coli, e identificaram 7 compostos presentes no extrato acetato de etila do micélio.
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O extrato bruto apresentou atividade frente a S. aureus, com inibi¢do na concentracdo 500
pg/mL. Dos 7 compostos identificados, um deles apresentou atividade frente a S. aureus, M.
luteus e E. coli com inibi¢do até a concentracao 100 ug/mL, esse composto foi identificado
como o alcaloide indélico glandicoline B, e os outros 6 compostos ndo apresentaram atividade
antimicrobiana frente aos patdgenos testados. Diferente do presente estudo, que obteve o MID
em 31,25 pg/mL frente a S. aureus com as fracdes A4 e AS.

Os resultados da avaliagao frente C, albicans esta representado no Quadro 16.

Quadro 16: Resultados da dosagem inibitéria minima frente C. albicans.
Crescimento microbiano +. Auséncia de crescimento microbiano.

Concentracio |Am | A2 | A4 | AS Mm| M2 M4 | MS|Sm [S2| S4 | S5 | ES

1000 pg/mL - - -] - - - - - - - - - -

500 pg/mL - - -] - - - - - S - -

250 pg/mL - - -] - - - - - - - - - -

125 pg/mL - - - |- - - - -

62,5 ug/mL

31,25 pg/mL

15,62 pg/mL

+ |+ |+ |+
1
1
+ |+ |+
+ |+ |+
+ |+ |+
+ |+ |+ |+ |+
+ |+ |+ |+ |+
+ |+ |+ |+
+ |+ |+ |+
+ |+ |+

7,81 ug/mL

O ensaio para verificar se a atividade antimicrobiana foi bactericida/fungicida ou
bacteriostatica/fungiostatica estd representado no Quadro 17. Somente a fracdo Sm apresentou
atividade bactericida/fungicida frente a todos os patégenos testados, porem em concentragdes
altas quando comparada (de 250 pL a 500 pL) as demais fragdes. As fracdes A4 e AS
apresentaram melhores resultados, tendo o menor MID frente a E. faecalis na concentracao
125 pg/mL, mas com atividade bacteriostatica. Para S. aureus, essas fracOes permitiram a
atividade bactericida na concentracdo 31,25 pug/mL. Quando as fracoes A4 e A5 foram
testadas frente a P. aeruginosa, apresentaram atividade bacteriostdtica na concentracdo 125
pg/mL. Frente a C. albicans, o MID das fracdes A4 e A5 chegaram a 15,62 ug/mL, com acido
fungicida. Os resultados de Teles et al (2013) corroboram com esses resultados descritos a

cima.




Quadro 17: Resultado da avaliagdo das MFD e MBD dos extratos e fragcdes dos metabdlitos secunddarios de P. lilacinus.
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. . ; P.
Frages Candida albicans Atividade Enterococcus faecalis Atividade ;‘Z’::f;gzzgss Atividade Staphyloccus aureus Atividade
antimicrobiana antimicrobiana antimicrobiana . .
Poco 1 Poco | Poco 1 Poco | Poco 1 Poco | Pogo 1 Poco | antimicrobiana
Am C Fungicida B D Bacteriostético C Bactericida A B Bactericida
- + + +++ _ + - +
E G o B D o C E o A o
A2 Fungiostatico Bacteriostético Bacteriostético C Bacteriostético
+ +++ + T+t +++ +++++ + T+
A4 Fungicida C Bacteriostético Bacteriostético e Bactericida
- + + T+t +++ +++++ - T+
A5 Fungicida C Bacteriostético Bacteriostético e Bactericida
- + + + +++ +++++ - T+
D F . B o C E .. D F .
Mm Fungicida Bacteriostético Bactericida Bactericida
- ++ + +++ _ P - +++
D F . B D o C E .. D F S
M2 Fungicida Bacteriostético Bactericida Bacteriostético
- ++ + +++ - ++++ + +++++
E G .. B D o B D . D F S
M4 Fungicida Bacteriostético Bactericida Bacteriostético
- T+ + +++ } I + +++
D F .. B D o B D . D F S
M5 Fungicida Bacteriostético Bactericida Bacteriostético
) + + +++ N . ++ +++
B D . B D .. B D . A C ..
Sm Fungicida Bactericida Bactericida Bactericida
- ++ - ++ - +++ - +
B D . o B D . .
S2 Fungicida B D Bacteriostético Bactericida A ¢ Bactericida
- 4+ +++ ++++ } et - +
C E . B D o C E .. B D S
S4 Fungicida Bacteriostético Bactericida Bacteriostético
- + ++ +++ _ P + +++
C E .. B D o C E .. D F S
S5 Fungicida Bacteriostético Bactericida Bacteriostético
- + ++ +++ ; I + +++
D F . B D .. B D . D F S
E5 Fungicida Bactericida Bactericida Bacteriostético
- + - +++ } et + +++++
*- nenhum crescimento/ + < 10 UFC, ++ 10< UFC >20, +++ 20< UFC >40, ++++ 50< UFC >100, +++++ >100
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6.4 Bioautografia

As placas cromatograficas utilizadas na bioautografia foram reveladas com métodos
destrutivos (vanilina sulfirica, NP PEG e dragendorff) e nao destrutivos (luz UV 254nm e
365nm). Os halos de inibi¢do formados podem ser observados no Quadro 18 e demostram para
C. albicans o minimo de duas substincias para as amostras Am e A2 que apresentaram baixa
atividades inibitérias (fungicidas e fungiestdticas respectivamente) quando comparados com
as fragoes A4 e AS e os extratos que deram origem a elas, que ficaram com a MFD de 15,62
pg/mL. Estes resultados evidenciam o potencial destas misturas presentes nas fragdes para o
controle de C. albicans.

Para E. faecalis o resultado da bioautografia ndo foi satisfatério, e serd necessario
repetir. Infelizmente a MBD apresentou resultados apenas para Sm e ES e estas fragdes ndo
foram testadas neste ensaio.

Para S. aureus, as fracoes A4 e AS e os extratos G4 e G5 apresentaram halo de inibi¢ao
em dois pontos, sugerindo o minimo de duas fracdes com bioatividade. Vale lembrar que
tanto C. albicans quanto S. aureus apresentam parede celular Gram positiva e foram as
mesmas fragdes que apresentaram os melhores resultados para estes patégenos, o que pode
indicar que o mecanismo de acido age sobre a parede, talvez modificando a permeabilidade
desta e provocando a morte celular. E necessdrio, portanto, uma investigacdo mais
aprofundada sobre o mecanismo de acdo destas fracdes (A4 e AS). Para P. aeruginosa, as
fracdes A2 e A4 apresentaram dois pontos de inibi¢do, enquanto A5 e os extratos G4 e G5
apresentaram um ponto de inibi¢do que ocorreu proximo a linha de aplicacdo das amostras.

Caféu et al (2005) fizeram bioautografia do extrato bruto de milho, substancias isoladas
desse extrato e dos metabdlitos secundarios de Xylaria sp. frente aos fitopatégenos
Cladosporium cladosporioides e Cladosporium sphaerospermum. O extrato bruto de milho e
suas substincias isoladas ndo apresentaram bioatividade, diferente do que ocorreu com os
metabolitos de Xylaria sp. que apresentaram susbtincias antifingicas pelo teste de
bioautografia. Trabalhos anteriores de nosso grupo também tem demonstrado a atividade
antimicrobiana dos extratos de Xylaria e de outros fungos endofiticos, mas poucos
apresentaram atividade antimicrobianas tdo acentuadas quanto os extratos e fragdes de P.

lilacinus aqui apresentados.



Quadro 18: Ensaios de bioautografia e seus controles com os extratos e fracdes ativos

Candida albicans Luz UV 254nm

Enterococcus faecalis Luz UV 365nm

-
-

Staphylococcus aureus Luz UV 254nm

Pseudomonas aeruginosa Luz UV - 365 nm

60



6.5 Descontaminacdo dos cones de guta percha

Os extratos A4 e AS foram eficientes no processo de descontaminacdo na
concentracdo 2 mg/mL durante 10 minutos, demonstrando resultados idénticos ao controle
positivo, no qual foi utilizado o hipoclorito de sédio a uma concentracao de 2,5%. Houve
crescimento microbiano nos controles negativos realizados com dgua destilada, o que

demonstra que os patdgenos estavam vidveis durante o processo de contaminagdo (quadro
19).

Quadro 19: Contagem das UFC obtidas na descontaminag@o dos cones de guta percha
Extratos
testados

E. faecalis P. aeruginosa S. aureus C. albicans

A4

AS

Controle
Negativo

Controle
positivo

A avaliacdo das fracOes testadas no processo de descontaminagdo dos cones de guta
percha foi realizada através do método cldssico de contagem das Unidades Formadoras de

Colonia, representada no Quadro 20.
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Quadro 20: Quantidade de UFC/mL obtida apds a descontaminagao

Microrganismos testadores Controle negativo Média
E. faecalis 1209 1185 1323 1239

P. aeruginosa 984 1079 1006 1023

S. aureus 816 897 819 844

C. albicans 13 9 19 13,7

Pires Jr (2011) avaliou qualitativamente duas substancias quimicas utilizadas na
descontaminagcdo dos cones de guta percha frente E. faecalis. Nesse trabalho, ele testou
formas de apresentacdo diferentes (cloredixina gel 2%, clorexidina liquida 2%, hipoclorito de
sodio 2,5% e hipoclorito de sédio 5,25%) e tempo. Todas as susbtancias testadas foram
eficientes no processo de descontaminacdo em 5 minutos, 10 minutos, 15 minutos e 30
minutos, exceto a clorexidina liquida 2% que s6 apresentou atividade apds 30 minutos de
descontaminagdo. O presente estudo teve atividade bioldgica frente aos quatro patdgenos
testados, sendo que as duas fracdes foram eficientes apés 10 minutos de desinfecgdo,
apresentando um resultado superior ao desempenho da clorexidina liquida 2% frente E.
faecalis.

Fagundes et al (2005) avaliaram a eficidcia da descontaminacdo dos cones de guta
percha frente a E. faecalis por agentes quimicos, entre eles 1. dcool 70 %, 2. acool 70 % +
iodo, 3. alcool 70 % + clorexidina 4 %, 4. clorexidina 4 %, 5. NaOCl 2,5 %, 6. NaOCl 5,25%
e 7. solugdo salina. Tambem foi avaliado o tempo necessdrio para uma efetiva
descontaminagdo, de 1 e 5 minutos. Os grupos 1, 2, 5 e 7 apresentaram crescimento
microbiano ap6s 1 minuto de descontaminagdo; decorridos 5 minutos os grupos 5 e 7 foram
0os Unicos a apresentar crescimento microbiano. O presente estudo obteve excelentes
resultados, com a auséncia de crescimento microbiano, porem o tempo testado foi 10 minutos,
sendo superior aos dois tempos testados por Fagundes et al (2005).

Souza et al (2003) avaliaram a descontaminac¢do dos cones de guta percha com trés
diferentes agentes quimicos, polivinilpirrolidona-iodo (PVP-I), hipoclorito de sédio 5,25 % e
formaldeido, frente aos patdgenos E. faecalis, S. aureus, C. albicans, Bacillus subtilis e
Streptococcus mutans nos tempos 3, 15 e 45 segundos e 1 hora. Todos os agentes quimicos
testados com varia¢do no tempo de descontaminagdo apresentaram resultados satisfatorios. Os

resultados do presente estudo foram inferiores em relacdo ao tempo testado, porém com a
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concentracdo de agentes a 2 mg/mL, o que pode ter influenciado resultado de Souza et al
(2003), que utilizou o hipoclorito de sodio a 5,25 %.

Novos ensaios precisam ser realizados com as fragdes testadas, incluindo a variacdo no
tempo de descontaminacdo e na concentracdo, podendo ser testadas as substancias que serdo

isoladas e purificadas.
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7 CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou resultados favordveis ao uso de agentes naturais de

origem da microbiota amazonica, concluindo que:

Os extratos organicos produzidos por Paecilomyces lilacinus apresentaram
atividade bioldgica frente aos patdgenos associados a infec¢do endodontica:
Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus e
Candida albicans;

As fracdes A4 e AS apresentaram os melhores resultados na dosagem minima
inibitéria, variando entre 125 pg/mL até 15,62 pug/mlL, concentragdo bem
inferior aos antimicrobianos sistémicos (amoxicilina, nistatina) comumente
utilizados em odontologia;

A biautografia demonstrou ocorréncia maior de halos de inibicdo nos extratos
G4 e G5, e nas fracdes A4 e AS, sugerindo que a purificagdo da substancia ativa
possa aumentar a atividade antimicrobiana dessas fragdes;

O ensaio para descontaminagdo dos cones de Guta Percha apresentou-se bastante
promissor na concentracdo 2 mg/mL com as fracoes A4 e AS, devendo
prosseguir com a purificacdo e caracterizacdo da substancia ativa para depois

avaliar seu potencial como substancia natural auxiliar;
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8 PERSPECTIVAS

1. Concluir as analises taxonOmicas iniciadas;
2. Elucidar as substancias bioativas;
3. Desenvolver uma formulagdo liquida e/ou viscosa para assepsia dos cones de guta

percha e para controle dos patégenos in situ;
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10 ANEXO

Meios de culturas e solucoes utilizadas nesta pesquisa:

I

Agar Batata Dextrose — BDA

Batata descascada 200g
Dextrose 20g
Extrato de levedura 2g
Agar 15¢
Agua destilada 1000 mL
11
Caldo Batata Dextrose — BDL
Batata descascada 200g
Dextrose 20g
Extrato de levedura 2g
Agua destilada 1000 mL
111
Agar Brain Heart Infusion — BHI (himedia®)
Agar BHI 52g
Agua destilada 1000 mL
10Y
Caldo Brain Heart Infusion — BHI (himedia®)
Caldo BHI 37¢
Agua destilada 1000 mL
\Y%
Agar Sabouraud — SBA (himedia®)
Agar Sabouraud 65¢g
Agua destilada 1000 mL
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VI

VII

VIII

IX

Caldo Sabouraud — SB (himedia®)

Caldo Sabouraud 60 g
Agua destilada 1000 mL
ISP,

Amido 10g
Extrato de levedura 4g
Extrato de malte 10g
Dextrose 4g
Agar 15¢g
Agua destilada 1000 mL
Malte
Malte 20g
Agua destilada 1000 mL
Agar Czapec
Glicose anidra 10g
Nitrato de s6dio (NaNOs3) 3g
Fosfato Potassico dibasico anidro (K,HPOQOy) g
Sulfato de magnésio (MgSO.) 0,5¢g
Cloreto de potassio (KCI) 0,5¢g
Sulfato ferroso hidratado (FeSO,4.7H,0) 0,01g
Agar 20g
Agua destilada 1000 mL
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XI

XII

XIII

X1V

XV

XVI

CYA
Fosfato de potassio (K;HPOy) lg
Extrato de levedura Sg
Sacarose 10g
Czapeck concentrado 30 mL
Agar 15¢g
Agua destilada 1000 mL
20 % de Glicerol
Glicerol 20 mL
Agua destilada estéril 80 mL
Alcool 70%

Alcool 92,8° INPM 730 mL
Agua destilada 270 mL
Tetraciclina 2mg/mlL
Tetraciclina 500 mg
Alcool 70% 125 mL
Agua destilada 125 mL
Ampicilina 2mg/mL
Ampicilina 500 mg
Agua destilada 250 mL
Nistatina 2mg/mL
Nistatina 150 mg
Agua destilada 75 mL
Hipoclorito de sédio 2,5%

Hipoclorito de sédio 2,5% 1L
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XVII
Nitroazul de Tetrazdélio (NBT) 1%

Nitroazul de Tetrazo6lio 1 mg

Agua destilada 100 mL
XVIII

Cloreto de Trifeniltetrazélio (TTC) 1%
Cloreto de trifeniltetrazélio 1 mg
Agua destilada 100 mL
ANEXO IT

Quadro 21: Fatores de retencdo (Rf) de extratos e fragdes de P. lilacinus com atividade bioldgica na
bioautografia

Extrato/Fraciao Sistema de eluiciao Patégeno Rf
A4 0,05
G4 . 0,07
A5 E. faecalis 0.05
G5 0,06
A2 0,03 -0,78
A4 0,05 - 0,76
G4 P. aeruginosa 0,03
A5 0,04
G5 0,05
Am 0,05
A4 Acetato de etila/Metanol 0,06 - 0,46
G4 8,5:1,5 S. aureus 0,06 - 0,48
A5 0,08 - 0,47
G5 0,07
Am 0,06 - 0,46
Gm 0,04 - 0,52
A2 0,06 - 0,47
(A}i C. albicans 00’?33
G4 0,3
A5 0,3
G5 0,28




