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RESUMO

A persisténcia de bactérias dentro do sistema de canais radiculares, ap0s o preparo
quimico-mecanico tem sido considerada o fato etioldgico principal da manutencdo ou
aparecimento de lesGes refratarias. A biodiversidade de fungos endofiticos presentes na
Amazonia Brasileira pode ser fonte natural de novos antibidticos para controle de
microrganismos na Endodontia. Este trabalho avaliou 101 extratos de fungos
endofiticos isolados de plantas amaz6nicas como Victoria amazonica, Rollinia sp. e
Duguetia stelechantha quanto ao potencial antibidtico frente a cepas endodonticas.
Foram testados, por meio do teste de difusdo em &agar, extratos na concentragdo de 2
mg/mL contra cepas de Staphylococcus aureus, Streptococcus mutans, Pseudomonas
aeruginosa, Enterococcus faecalis e Candida albicans. Os resultados foram analisados
pelo teste de Kruskal-Wallis e Mann-Whitney, utilizando o programa Epi-Info 3.5.1.
Observou-se formagéo de halo de inibicdo para 18 extratos de V. amazonica. Nao foi
observado resultado positivo para os extratos de Rollinia sp. e D. stelechantha. Doze
extratos foram positivos para S. aureus sendo a maior média de halos de 14 mm, sem
diferenca estatistica entre as médias (p = 0,986). Seis extratos inibiram o crescimento
de S. mutans sendo a maior média de 14 mm, com diferenga estatistica (p = 0,012). Dois
extratos inibiram o crescimento de P. aeruginosa com média de 18 mm, sem diferenca
estatistica (p = 0,998). Nenhum extrato foi capaz de inibir o crescimento de E. faecalis e
C. albicans. Nao houve diferenca entre os tamanhos dos halos nos tempos de 24, 48 ou
72 horas. Os 18 extratos de V.amazonica e 4 fragcdes foram submetidos a autobiografia,
a qual mostrou resultado positivo para um extrato frente a S. mutans e um extrato para
P. aeruginosa. Das fragdes testadas trés apresentam atividade frente a P. aeruginosa.
Para os 2 extratos e 3 fragBes cujos resultados foram positivos foi realizado o teste para
determinacdo da concentracdo inibitéria minima (MID). O MID da fracdo TC4 foi de
250 pg/mL frente a P. aeruginosa. O estudo revelou que existe um potencial a ser
explorado dentro da diversidade de fungos endofiticos que podem ser encontrados na
regido amazénica. Estudos complementares com extratos dos fungos endofiticos de V.
amazonica devem ser realizados na tentativa da caracterizacdo de uma substancia pura.

Palavras chave: Endodontia, Fungos Endofiticos, Plantas da Amazonia.



ABSTRACT

The persistence of bacteria inside the root canal system after the chemical-mechanical
preparation has been considered the main etiological cause of maintenance or
appearance of refractory lesions. Biodiversity of endophytic fungi in the Brazilian
Amazon may be natural source of new antibiotics to control microorganisms in
Endodontics. This study evaluated 101 extracts from endophytic fungi isolated from
Amazon plants such as Victoria amazonica, Rollinia sp. and Duguetia stelechantha
about potential antibiotic against endodontic strains. Were tested by the agar diffusion
method, extracts the concentration of 2 mg/ml against strains of Staphylococcus aureus,
Streptococcus mutans, Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus faecalis and Candida
albicans. The results were analyzed by Kruskal-Wallis and Mann-Whitney test, using
Epi-Info 3.5.1. There was formation of halo of inhibition to 18 extracts of V. amazonica.
There were no positive results to the extracts of Rollinia sp. and D. stelechantha.
Twelve extracts were positive for S. aureus with the highest average of 14 mm, with no
statistical difference between means (p = 0.986). Six extracts inhibited the growth of S.
mutans and the best average of 14 mm, with statistical difference (p = 0.012). Two
extracts inhibited the growth of P. aeruginosa with an average of 18 mm, with no
statistical difference (p = 0.998). No extract was able to inhibit the growth of E. faecalis
and C. albicans. There was no difference between the sizes of halos in the times of 24,
48 or 72 hours. The 18 extracts of V. amazonica and 4 fractions were subjected to
autobiography, which showed positive result for one extract against S. mutans and one
extract for P. aeruginosa. Three fractions showed activity against P. aeruginosa. For
the 2 extracts and 3 fractions with positive results was conducted the test for
determining the minimum inhibitory concentration (MIC). The fraction TC4 (ActoEt /
MeOH 1: 1) showed activity of 250 pg/ml against the P. aeruginosa. The study
revealed that there is potential to be exploited within the diversity of endophytic fungi
that can be found in the Amazon region. Additional studies with extracts of V.
amazonica must be made in an attempt to obtain a pure substance.

Keywords: Endodontics, Endophytic Fungi, Amazon Plants.
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1. INTRODUCAO

A Endodontia é a ciéncia que envolve a etiologia, a prevencdo, o diagndstico e o
tratamento das alteracdes patoldgicas da polpa dentaria e de suas repercussdes na regido
apical, periapical e conseqtientemente em todo o organismo (LEONARDO, 2005).

Embora existam diversos caminhos para as bactérias atingirem a polpa dentaria, o
modo mais frequente é por meio da cérie, 0 que pode levar a inflamacédo e posteriormente a
necrose da polpa. Com a evolugdo do processo, os produtos bacterianos decorrentes da
necrose atingem os tecidos periapicais, levando a inflamacdo dos mesmos (SOARES;
GOLDBERG, 2001).

Quando a polpa dentaria encontra-se irreversivelmente inflamada ou em estado de
necrose, cabe ao endodontista intervir no processo e realizar o tratamento do sistema de canais
radiculares. Este tratamento consiste basicamente em acessar a cavidade pulpar, promover o
esvaziamento e limpeza de todo o trajeto do sistema de canais radiculares e finalmente
realizar um selamento mais hermético possivel para impedir nova proliferacdo bacteriana.

De acordo com a literatura, quando o tratamento endoddntico é realizado de maneira
correta, existe uma taxa de 80% a 90% de sucesso. 1sso significa que existe uma taxa de 10%
a 20% de insucesso, onde o tratamento local ndo foi eficiente; esta porcentagem esta na
maioria das vezes relacionada a presenca de microrganismos em sitios extrarradiculares ou a
algum tipo de microrganismo que ndo é comumente encontrado nas infeccGes endoddnticas
(SIQUEIRA-JR; LOPES, 2001; SUNDE et al., 2002; NAIR, 2006; VIVACQUA-GOMES,

2005).
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1.1 Infec¢bes Endododnticas

A presenca de microrganismos no sistema de canais radiculares tem importante papel
na etiologia das alteragdes pulpares e periapicais. A microbiota presente na boca saudavel é
diferente da microbiota presente nos casos de infeccdo endodontica, que por sua vez difere
daquela encontrada em casos de lesdes resistentes ao tratamento endodéntico (SJOGREN et
al., 1997; SUNDE et al., 2002; ESTRELA et al., 2004; NAIR et al., 2005).

Noiri et al. (2002) consideram que a causa da existéncia de lesGes resistentes ao
tratamento endodéntico (refratarias) € a presenca de bactérias e de produtos de seu
metabolismo que permanecem dentro do sistema de canais radiculares. Os microrganismos
podem infectar, através do forame apical, a regido extrarradicular formando o biofilme
bacteriano, tornando-se causa de lesdes refratarias e de periodontite apical crénica.

Cheung; Ho (2001) confirmaram a presenca de microrganismos em 67% dos 18 casos
de lesdes resistentes, com periodo minimo de 4 anos apds tratamento endodontico; sendo
predominantes Streptococcus e Pseudomonas spp.

Chu et al. (2006) observaram 36,6% de canais infectados apds instrumentacdo e
utilizacdo de medicacdo intracanal durante 7 dias. Das 88 espécies de bactérias encontradas,
35,2% eram anaerobias obrigatdrias e 56,8% facultativas. O género mais comum foi
Streptococcus (13/88) seguido de Actinomicetos (12/88), e Neiserriaceae (11/88). Foram
coletadas amostras antes e depois da instrumentacdo, alguns canais apresentavam, no
momento da segunda amostra, presenca de bactérias ndo relatadas na primeira. Este fato
contribui para a comprovacao que ocorre contamina¢do bacteriana durante a instrumentacéo,
sendo este 0 motivo pelo qual a microbiota em dentes tratados endodonticamente € diferente
daquela em dentes com polpa necrosada, nos quais nao foi realizado tratamento endoddntico.

Estudando 36 lesGes refratarias, Sunde et al. (2002) constataram a presenca de

microrganismos como  Staphylococcus, Bacillus, Pseudomonas, Stenotrophomonas,



13

Enterococcus, Enterobacter ou Candida em 75% das lesdes. Em 25% das lesdes estudadas foi
verificada a presenca de granulos de enxofre. As amostras dos granulos apresentaram
crescimento de Actinomyces israelii, A. viscosus, A. naeslundii e A. meyeri.

O Enterococcus faecalis, uma bactéria facultativa gram-positiva, é considerada uma
das espécies mais resistentes encontradas em infeccdes do sistema de canais radiculares
(GOMES et al., 2001). Esta bactéria possui baixa susceptibilidade a solugdes irrigadoras
utilizadas no tratamento endodéntico (VIANNA et al., 2004), além de resistir a medicac0es
intracanal como o hidroxido de célcio (SIQUEIRA; UZEDA, 1998; VALERA et al., 2001,
MENEZES et al., 2004).

Dentre as bactérias encontradas em lesdes refratarias, E. faecalis é sem duvida a mais
comumente isolada devido a sua viruléncia, sendo, muitas vezes a Unica espécie de bactéria
presente (DAHLEN et al., 2000). Varios fatores aumentam a viruléncia dessa espécie de
Enterococcus como a grande capacidade de aderéncia as células hospedeiras (adesinas de
superficie), expressdo de proteinas para aumentar a taxa de sobrevivéncia em ambientes com
baixa quantidade de nutrientes, a habilidade de competir com outras bactérias e alterar
respostas do hospedeiro. Por fim, o E. faecalis ainda é capaz de adentrar nos tubulos
dentinarios utilizando o fluido presente como nutriente e adesdo as fibras colagenas como
mecanismo de resisténcia (LOVE, 2001).

A presenca de fungos nas infec¢es endodbnticas também esta descrita na literatura;
diversos estudos coletaram do interior do canal radicular, ou até mesmo da regido periapical
este tipo de microrganismo. A espécie mais encontrada é Candida albicans, sendo também
considerado responsavel pela permanéncia de lesdes periapicais mesmo ap0s o0 tratamento
endodéntico (SEN et al., 1995; SUNDQVIST et al., 1998, FERGUSON et al., 2002).
Segundo Siqueira; Sen (2004), a C. albicans possui diversos mecanismos que aumentam a sua

viruléncia, dentre eles, capacidade de adaptacdo em meios adversos, capacidade de adesdo a
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superficies (células hospedeiras e outras bactérias), producdo de enzimas hidroliticas,

alteracdo de morfologia , formacao de biofilme e imunomodulacédo da resposta do hospedeiro.

1.2 Medicagao Intracanal e outros meios alternativos para desinfeccéo

Qualquer microrganismo presente na cavidade bucal pode adentrar no sistema de
canais radiculares, participando assim da infec¢do endod6ntica, porém por causa da interacdo
entre 0s microrganismos e da variacdo de oxigénio, as bactérias encontradas nesse tipo de
infeccdo pertencem ha um grupo restrito, sendo elas anaerdébias obrigatorias e/ou facultativas
(PORTENIER et al., 2003; SUNDQVIST; FIGDOR, 2003).

O preparo quimico-mecanico, utilizando limas e solucdes irrigadoras, durante o
tratamento endodéntico, é uma das fases mais importantes da terapia. E fato que certa
quantidade de microrganismos sdo capazes de sobreviver ao preparo quimico-mecanico. Essas
bactérias remanescentes crescem e multiplicam-se dentro do sistema de canais radiculares no
intervalo entre uma sessdo e outra. Por isso a utilizagdo de uma medicacdo intracanal é
indicada, na tentativa de eliminar ou reduzir a quantidade de bactérias remanescentes
presentes no sistema de canais radiculares, mesmo ap0s 0 preparo quimico-mecanico.

O hidréxido de célcio (CaOH.) € uma base forte, obtida a partir da calcinagdo
(aguecimento) do carbonato de célcio, até sua transformacdo em o6xido de célcio. Com a
hidratacdo do oxido de célcio chega-se ao hidréxido de calcio. Mesmo tendo sido introduzido
por Herman, em 1920, até hoje é a medicacdo intracanal mais utilizada na Endodontia
(ESTRELA; HOLLAND, 2003). As principais propriedades do hidréxido de célcio,
biocompatibilidade e acdo antimicrobiana, justificam sua utilizacéo.

Somado a isso, 0 hidréxido de célcio possui uma acdo indutora de mineralizacéo,
capacidade de alterar o pH do meio, funciona como barreira fisica entre outras (MENEZES et

al., 2004). Sua acdo antimicrobiana da-se pela influéncia da alteracdo do pH no crescimento,
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metabolismo e divisdo celular das bactérias (ESTRELA et al., 2001a). Sua aplicacdo como
medicacdo intracanal estd quase sempre associada ao uso de veiculos, facilitando a sua
insergéo no sistema de canais radiculares.

Consta na literatura a utilizacdo do hidréxido de célcio associado a veiculos como o
soro fisioldgico, anestésico, polietileno glicol 400, propileno glicol, glicerina,
paramonoclorofenol canforado e outros (DISTEL et al., 2002; CARNEIRO et al., 2005;
DOTTO et al., 2006). Os estudos divergem quanto ao fato do veiculo influenciar ou ndo nas
propriedades do hidroxido de célcio, assim como no tempo de liberacdo e interagdo do
produto com o meio (GOMES et al., 2002; ESTRELA et al., 2004; FACHIN et al., 2006).

Estudos in vitro como o de Hems et al. (2005); Vianna et al. (2005); Gurgel-Filho et
al. (2007) tém comprovado a eficiéncia antimicrobiana do hidroxido de calcio contra diversas
bactérias como Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus, Porphyromonas gingivalis,
Porphyromonas endodontalis e Prevotella intermedia. E até mesmo contra espécies flngicas
como a Candida Albicans. Outro estudo, conduzido por Estrela et al. (2004), verificou
atividade sobre cepas de E. faecalis, S. aureus, P. aeruginosa e B. subtilis.

Mesmo com a sua excelente compatibilidade bioldgica e bom efeito antimicrobiano, o
hidroxido de calcio ndo pode ser considerado uma medicacdo intracanal ideal. Sua acédo
depende da dissociacdo de ions hidroxila e isto esta diretamente ligado a alta solubilidade
deste material, que pode variar dependendo do meio onde esta sendo inserido. Este material
também ndo apresenta boa radiopacidade, é de dificil insercdo e ainda ndo se sabe o tempo
exato para que obtenha o seu efeito pleno (ESTRELA et al., 2001a; GOMES et al., 2002).

Além do hidroxido de célcio, outras substancias sdo indicadas como medicagdo
intracanal. Como por exemplo, o paramonoclorofenol canforado (PMCC), tricresol formalina,
clorexidina e também associacdes de corticoide e antibidticos (HAUMAN; LOVE, 2003,

DOTTO et al., 2006).



16

Ferguson et al. (2002) realizaram teste in vitro para verificar a capacidade de inibir o
crescimento da Candida albicans. A clorexidina e o paramonoclorofenol canforado foram
capazes de evitar o crescimento desse fungo, porém o hidroxido de célcio associado a um
veiculo aquoso nao foi eficaz.

Utilizando dentes extraidos, Ercan et al. (2006) compararam a clorexidina 2% em gel,
clorexidina 2% com hidroxido de calcio e hidréxido de calcio com &gua destilada. Os dentes
foram infectados com cepas de E. faecalis e Candida albicans. A clorexidina 2% apresentou
melhor resultado.

Apesar dos resultados positivos em estudos in vitro, os compostos fenolicos e seus
derivados  (paramonoclorofenol e cresol)  prejudicam  componentes  celulares
indiscriminadamente e podem causar necrose tecidual por contato. Estes compostos sdo
irritantes e altamente tdxicos. Mesmo quando acrescidos de componentes como a canfora
(paramonoclorofeonol canforado) ou fomaldeido (formocresol), essas medicacdes apresentam
alta toxicidade e limitada efetividade clinica. Por isso, esses compostos sdo contra indicados
para serem utilizados isoladamente como medicacdo intracanal (HAUMAN; LOVE et al.,
2003).

Como foi demonstrado, as medicagdes intracanal disponiveis atualmente apresentam
desvantagens e ineficiéncia em certas propriedades, o que leva a busca por novos
medicamentos e/ou recursos que possam ser utilizado para eliminar microrganismos.

O ozbnio vem sendo estudado com relacdo a sua capacidade antimicrobiana, pois é
comumente utilizado na industria com essa finalidade. Estudos como os de Nagayoshi et al.
(2004) e Hems et al. (2005) encontraram in vitro atividade bactericida frente ao E. faecalis;
fato que ndo foi confirmado no estudo de Estrela et al. (2007), utilizando 4gua com o0zbnio e

0zonio na forma de gas durante 20 minutos no canal radicular de dentes extraidos.
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O laser também tem a capacidade de auxiliar no tratamento endodéntico (STABHOLZ
et al., 2004). Vérios tipos de laser sdo testados quanto a sua capacidade de desinfec¢do, como
por exemplo, o laser de Er:-YAG, Ho:YAG, Nd:YAG, Nd:YAP, de Diodo e outros. Apesar de
possuir acdo bactericida variada, o laser apresenta desvantagem quanto a sua utilizagdo, pois
se propaga em linha reta o que dificulta sua utilizagdo no sistema de canais radiculares, assim
como o fato de proporcionar aquecimento da regido onde esta sendo aplicado, o que pode
causar danos aos tecidos periodontais (SEAL et al., 2002; BERGMANS et al., 2006;
ELDENIZ et al., 2007).

Segundo Ishizaki et al. (2004) O laser de Er,Cr:YSGG possui pontas flexiveis e de
diametros variados para aplicacéo, causa minima elevacdo de temperatura durante irradiagéo.
Este laser foi testado em relacdo a capacidade antimicrobiana frente a cepa de E. faecalis
comparado com o hipoclorito de sodio. O Er,Cr:YSGG foi capaz de causar uma reducéo
microbiana porém n&o eliminou a bactéria do canal radicular, enquanto o hipoclorito de sédio
a 3% inibiu efetivamente o crescimento do E. faecalis.

Os fitoterapicos ja fazem parte da realidade dos estudos para sua aplicacdo na
Odontologia. Weyne et al. (2003) avaliaram clinicamente a utilizacdo de dois enxaguatorios
bucais, Malvatricin® e Flogoral®. O primeiro, originado da Malva, planta herbacea
encontrada no continente africano, europeu e americano, apresentou melhores resultados na
reducdo do indice de biofilme e indice gengival.

A propolis, substancia complexa produzida pelas abelhas, tem se mostrado eficiente
contra bactérias presentes no biofilme dental e na carie dentaria (BANKOVA, 2005). O
mesmo tem sido verificado para a roma, planta da familia das Punicaceas, com acéo
bactericida e bacteriostatica sobre bactérias Gram-positivas e Gram-negativas constituintes do

biofilme dental (PEREIRA et al., 2005b).
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Assim como em outras areas da Odontologia, os fitoterapicos também tém sido
testados contra patdgenos endoddnticos. Como € o caso do trabalho de Pereira et al. (2005a)
com a Arctium lappa, planta trazida do Jap&o, também cultivada no Brasil. Extratos contendo
ativos da planta apresentaram atividade sobre B. subtilis, C. albicans, P. aeruginosa, E. coli e
S. mutans.

Abnader (2005) avaliou a atividade antimicrobiana da pasta de hidroxido de célcio
associada a varios veiculos, entre eles o 6leo resina de copaiba. O estudo utilizou 16 grupos
experimentais em periodos de 24, 48 e 72 horas. Foi utilizado o teste de difusdo em agar e de
diluicdo em meio liquido, sendo observado resultado positivo frente a C. albicans e E.
faecalis. A Copaifera multijuga foi estudada ainda por Garrido et al. (2006) que observaram
atividade animicrobiana frente a cepas endodonticas.

Uma medicacgdo intracanal contendo ativos fitoterapicos de Pothomorphe umbellata,
foi proposta por Sponchiado-Jr (2006), a mesma apresentou efetividade antimicrobiana contra
o E. faecalis nos periodos de 7, 14 e 28 dias.

Existe, portanto, uma diversidade de estudos avaliando a capacidade antimicrobiana
das mais diversas medica¢Oes intracanal, assim como das misturas e associagcdes; varias sao as
metodologias utilizadas e resultados encontrados. Os estudos in vitro sdo o inicio da busca de
uma medicacdo intracanal com efetividade antimicrobiana, podendo esta ser a primeira etapa

para uma medicacdo intracanal promissora na Endodontia..

1.3 Microrganismos Endofiticos

Os microrganismos endofiticos sdo aqueles que habitam o interior de tecidos e 6rgdos
vegetais sem causar prejuizo ao seu hospedeiro (AZEVEDO et al., 2000). A relacdo entre
endofito e planta ainda esta sendo estudada, mas se sabe que uma de suas funcdes é promover

protecdo a planta, pela produgdo de substdncias com acdes antimicrobianas. Alguns
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compostos bioativos produzidos pelos enddfitos tém importancia na medicina, porque
possuem atividade antifungica, antibacteriana e outras atividades biologicas (STROBEL,
2003).

Uma das maiores contribuicdes dos endofiticos para a medicina foi a descoberta de um
fungo endofitico, Taxomyces andreanae, endofito de Taxus brevifolia, capaz de produzir o
Taxol, composto que apresenta atividade anticancer, utilizado em doencas que provocam
proliferacdo tecidual em humanos. Pseudomonas viridiflava, também endofitico, é capaz de
produzir um composto bioativo com reconhecida atividade antifingica contra patdgenos
humanos como Cryptococcus neoformans e Candida albicans (STROBEL; DAISY, 2003).

Strobel et al. (2001) descreveram um fungo endofitico de Cinnamomum zeylanicum
encontrado em florestas da América Central. O fungo Muscodor albus é capaz de produzir
compostos volateis com atividade bactericida e fungicida. Este estudo foi pioneiro em relacéo
a atividades volateis dos endofiticos. M. albus apresentou atividade in vitro contra cepas de
Escherichia coli, S. aureus, B. subtilis, Aspergillus fumigatus, Candida albicans e outros.
Partindo desse estudo, outros estdo sendo conduzidos para desenvolver um produto a ser
usado na agricultura como uma espécie de borrifador para evitar contaminacdo de plantas,
frutas e solo.

Continuando as pesquisas desse género de fungo, Daisy et al. (2002) isolaram da
Paullina paullinoides, encontrada na Amazo6nia Peruana, o Muscodor vitigenus. Este
endofitico também produz compostos volateis; um dos quais foi identificado como sendo
similar a naftalina, tendo por isso a propriedade de alterar o comportamento dos insetos,
servindo como repelente.

Em trabalho realizado no Instituto Nacional de Pesquisas da Amazénia (INPA), Lima
(2007) verificou a atividade de fungos endofiticos, isolados de Piper aduncun L. sobre o

Mycobacterium tuberculosis. Foi verificado um fungo endofitico que em vez de inibir, acelera
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0 crescimento do M. tuberculosis, configurando uma esperanca para 0 desenvolvimento de
um produto biotecnoldgico contendo ativos do fungo como ferramenta de um novo teste
diagnostico para tuberculose.

Souza et al. (2004) isolaram 571 fungos endofiticos de Palicourea longiflora e
Strychnos cogen, duas plantas toxicas da Amazonia relacionadas a morte de gados na regido.
Em ensaios realizados, os autores verificaram atividade antimicrobiana de alguns extratos dos
fungos frente a cepas de B. subtilis, S. aureus, E. coli, A. flavus e Bacillus sp.

Dentre as principais atividades bioldgicas encontradas nos endofiticos, estdo os
metabdlitos com efeito antibidtico, antitumor, antiinflamatorio, antioxidante e anticancer

(HUANG et al., 2001; FIRAKOVA et al., 2007).

1.4 Extratos de Microrganismos Endofiticos Isolados de Plantas Amazonicas

O Brasil detém cerca de 20% da biodiversidade mundial, principalmente, na floresta
Amazonica, a maior do planeta e fonte inestimavel de matérias-primas nos mais variados
setores. Apesar da imensa diversidade biolégica Amazoénica, as espécies que a compdem e
suas relacdes filogenéticas sdo pouco conhecidas, muito menos seus microrganismos e suas
interacfes com outros seres (SOUZA et al., 2004).

A Universidade Federal do Amazonas (UFAM) vem desenvolvendo trabalhos de
pesquisa voltados para o isolamento, identificacdo de microrganismos endofiticos e producéo
de extratos com o objetivo de realizar testes microbioldgicos. Existem disponiveis no
momento extratos brutos de meio liquido fermentado e do micélio de fungos endofiticos de
plantas medicinais e aquaticas da Amazonia (COSTA et al. 2008; SOUZA et al. 2008).

A Victoria amazonica € uma planta macrofita aquética, oriunda da regido Amazoénica,
comumente conhecida como Vitéria Régia, da qual foram isolados diversos fungos e

bactérias, entre eles alguns actinomicetos. Existem poucos trabalhos sobre propriedades
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medicinais da V. amazonica, mas Pott; Pott (2000) relataram atividade depurativa e
cicatrizante.

A Rollinia sp. é uma planta da familia Anonnaceae, grupo de plantas tipicas dos
trépicos, nas quais estdo incluidas a graviola e a fruta-do-conde. Desta planta, além de fungos
e bactérias, foram isolados também actinomicetos do género Frankia. Essa bactéria tem
importante papel para a planta hospedeira, pois € uma das responsaveis pela absor¢do do
nitrogénio atmosférico, através da fixacdo bioldgica do nitrogénio (FBN) e producdo de
antibioticos.

A partir de Duguetia stelechantha, também pertencente a familia Anonnaceae, foram
isolados fungos e bacterias. Dentre os actinomicetos presentes, foram encontrados alguns do
género Streptomices, o qual é reconhecidamente produtor de antibioticos do mercado
mundial. Conforme Castilho et al. (2002), esse género é responsavel pela producdo da
munumbicina D, composto bioativo com atividade antimalarica, assim como a cacadumicina
A com efeito antimalarico e antibidtico (CASTILHO et al., 2003). Erza et al. (2004) relataram
a producdo do composto quimico coronamicina apresentando atividade antifungica e
antimalarica para o Streptomices.

Realizar a busca, isolamento e testes laboratoriais voltados ao estudo dos endofiticos
disponiveis na variedade vegetal presente na Regido Amazonica, apresenta-se como linha de
raciocinio para descoberta de novos produtos de interesse para a Medicina, Odontologia e
qualquer area das ciéncias da saude. A atividade antimicrobiana ja descrita na literatura foi
ponto inicial para o interesse no estudo in vitro da acdo dos enddfitos de plantas Amazonicas
frente as cepas presentes nas infecgbes endodonticas resistentes. Ainda pode ser adicionado o
fato de que voltar as pesquisas para 0 campo dos endofitos abre margem para um recurso que

pode ser controlado e reproduzido.
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Avaliar in vitro a atividade antimicrobiana de extratos de fungos endofiticos, isolados
de plantas da Amazonia, frente a cepas de Staphylococcus aureus, Streptococcus mutans,

Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa, e Candida albicans.

2.2 Especificos

e Verificar dentre os extratos disponiveis quais possuem atividade antimicrobiana frente
as cepas testadas.

e Verificar quais extratos de fungos endofiticos possuem maior atividade sobre a cepa
do Enterococcus faecalis.

e Verificar a Dosagem Inibitéria Minima (MID) para os extratos de fungos endofiticos

que apresentarem melhores resultados.



22

3. METODOLOGIA

3.1 Modelo de Estudo

Realizou-se de um estudo experimental para avaliar a atividade antimicrobiana de 101
extratos de fungos endofiticos, isolados de plantas Amazo6nicas frente as cepas padrdo:
Staphylococcus aureus (CBAM 026), Streptococcus mutans (CBAM 289), Enterococcus
faecalis (CBAM 309), Pseudomonas aeruginosa (CBAM 024) e Candida albicans (CFAM

1132).

3.2 Obtencéo das Cepas Padréo
Foram utilizadas quatro amostras de bactérias e uma levedura, obtidas da Colecéo de
Bactérias da Amazonia (CBAM) e da Colecdo de Fungos da Amazonia (CFAM) da Colecéo

Biologica da Fundacéo Osvaldo Cruz, Manaus, Amazonas (FIOCRUZ-AM).

3.3 Obtencéo de Extratos de Microrganismos Endofiticos

Este estudo faz parte dos trabalhos realizados pelo Grupo de Estudos de
Microrganismos da Amazénia (GEMA), o qual conta com a participacdo do Departamento de
Quimica, Ciéncias Agrarias, Programa de Pds-Graduacdo em Quimica da Universidade
Federal do Amazonas (UFAM) e da Faculdade de Odontologia da Universidade Estadual do
Amazonas. O GEMA realiza estudos que incluem o isolamento, a identificacdo e a
preservacdo de microrganismos endofiticos de plantas amazénicas, assim como obtencdo dos
extratos, fracOes de extratos e purificacdo de substancias. De acordo com a disponibilidade

dos trabalhos do GEMA foram utilizados extratos de trés plantas. Na segunda fase do
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trabalho, além de extratos foram utilizadas fracGes obtidas através de particdes com hexano,
acetato de etila e metanol.

Os extratos testados foram originados de meio liquido fermentado, cuja parti¢do foi
feita com acetato de etila e do micélio dos fungos endofiticos extraidos com etanol 100%. Os
extratos foram cedidos pelo Laboratério de Produtos Bioativos de Origem Microbiana da

Universidade Federal do Amazonas (UFAM).

3.3.1 Victoria amazonica
Foi coletada em 31 de setembro de 2007, no municipio do Careiro da Varzea-AM.
Foram obtidos, a partir da planta, diversos fungos e bactérias endofiticas isoladas. A relacao

dos extratos utilizados esta disposta na tabela 1.



Tabela 1

Identificagdo dos extratos de V. amazonica
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Ordem Identificacdo do Extrato  Meio de Cultura Origem Solvente
1 VRB2 2.2 BDA Micélio Etanol
2 VRB2 2.2a BDA Micélio Etanol
3 VRC12.1 BDA Meio Liquido Acetato
4 VRC2 2.2a ISP2 Meio Liquido Acetato
5 VRC2 2.2b AVEIA Meio Liquido Acetato
6 VRC2 2.2¢c AVEIA Meio Liquido Acetato
7 VRC2 3.2 ISP2 Meio Liquido Acetato
8 VRC2 3.2a ISP2 Meio Liquido Acetato
9 VRF11.1 ISP2 Meio Liquido Acetato
10 VRF12.2 AVEIA Micélio Etanol
11 VRF1 2.2a AVEIA Meio Liquido Acetato
12 VRF1 2.2b AVEIA Meio Liquido Acetato
13 VRF1 2.3 BDA Micélio Etanol
14 VRF1 2.3a BDA Micélio Etanol
15 VRF1 2.3b BDA Meio Liquido Acetato
16 VRF1 2.3c BDA Meio Liquido Acetato
17 VRF12.3d BDA Meio Liquido Acetato
18 VRF1 2.3e BDA Meio Liquido Acetato
19 VRF2 1.1 BDA Meio Liquido Acetato
20 VRF2 1.1b ISP2 Micélio Etanol
21 VRF2 2.3 AVEIA Meio Liquido Acetato
22 VRF3 2.2a BDA Meio Liquido Acetato
23 VRF3 2.2b BDA Meio Liquido Acetato
24 VRF3 2.2¢c BDA Meio Liquido Acetato
25 VRTRB1 1.3 ISP2 Meio Liquido Acetato
26 VRTRB1 1.3a ISP2 Micélio Etanol
27 VRTRBL1 1.3b ISP2 Meio Liquido Acetato
28 VRTRB1 1.3c ISP2 Meio Liquido Acetato
29 VRTRBL1 1.3d ISP2 Meio Liquido Acetato
30 VRTRB1 2.1 BDA Meio Liquido Acetato
31 VRTRBL1 2.1a ISP2 Meio Liquido Acetato
32 VRTRBL1 2.1b ISP2 Meio Liquido Acetato
33 VRTRBL1 2.1c ISP2 Meio Liquido Acetato
34 VRTRBL1 2.1d ISP2 Meio Liquido Acetato
35 VRTRB1 2.1e ISP2 Meio Liquido Acetato
36 VRTRB2 1.1 BDA Micélio Etanol
37 VRTRB2 1.1a BDA Meio Liquido Acetato
38 VRTRB2 2.1 BDA Meio Liquido Acetato
39 VRTRB3 2.1 BDA Meio Liquido Acetato
40 VRTRB3 2.1a BDA Meio Liquido Acetato
41 VRTRB3 2.1b BDA Meio Liquido Acetato




3.3.2 Rollinia sp.
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Foi coletada em 17 de outubro de 2007, no campus da Universisdade Federal do

Amazonas (UFAM). Também com diversos fungos e bactérias isoladas, entre elas

actinomicetos do género Frankia. A relacdo dos extratos utilizados é apresentada na tabela 2.

Tabela 2

Identificacdo dos extratos de Rollinia sp.

Ordem Identificacdo do Extrato Meio de Cultura Origem Solvente
42 ANSPC1 3.3b AVEIA Meio Liquido Acetato
43 ANSPC2 2.1 BDA Meio Liquido Acetato
44 ANSPC2 2.2a AVEIA Meio Liquido Acetato
45 ANSPC2 3.1 BDA Meio Liquido Acetato
46 ANSPC2 3.1a BDA Meio Liquido Acetato
47 ANSPC3 1.2a BDA Meio Liquido Acetato
48 ANSPCC2 1.2 AVEIA Meio Liquido Acetato
49 ANSPCC2 2.2 AVEIA Meio Liquido Acetato
50 ANSPCC2 3.2 AVEIA Meio Liquido Acetato
51 ANSPCG1 1.3 AVEIA Meio Liquido Acetato
52 ANSPCG1 2.2 AVEIA Meio Liquido Acetato
53 ANSPCG2 1.2a BDA Meio Liquido Acetato
54 ANSPCG2 1.3 ISP2 Meio Liquido Acetato
55 ANSPCG2 2.2 AVEIA Meio Liquido Acetato
56 ANSPCR1 1.1 BDA Meio Liquido Acetato
57 ANSPCR2 1.2 BDA Meio Liquido Acetato
58 ANSPF2 2.3 AVEIA Meio Liquido Acetato
59 ANSPG1 2.2 BDA Meio Liquido Acetato
60 ANSPG1 2.3a ISP2 Meio Liquido Acetato
61 ANSPG2 1.1 BDA Meio Liquido Acetato
62 ANSPG2 1.1a BDA Meio Liquido Acetato
63 ANSPG2 2.1b BDA Meio Liquido Acetato
64 ANSPR1 1.2 ISP2 Meio Liquido Acetato
65 ANSPR1 2.3b BDA Meio Liquido Acetato
66 ANSPR2 1.1 BDA Meio Liquido Acetato
67 ANSPR2 3.3 ISP2 Meio Liquido Acetato
68 ANSPR2 3.3g AVEIA Meio Liquido Acetato
69 ANSPR3 1.2 BDA Meio Liquido Acetato
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3.3.3 Duguetia. stelechantha
Foi coletada na Fazenda Experimental da UFAM, na estrada Manaus-Caracarai, no dia
21 de outubro de 2007. Foram isolados diversos fungos e bactérias, entre estas alguns
actinomicetos do género Streptomices. A relacdo dos extratos é apresentada na tabela 3.
Tabela 3

Identificacdo dos extratos de Duguetia sp.

Ordem ldentificacdo do Extrato Meio de Cultura Origem Solvente
70 DGC11.1 AVEIA Meio Liquido Acetato
71 DGC11.2 ISP2 Meio Liquido Acetato
72 DGC1 2.1b ISP2 Meio Liquido Acetato
73 DGC1 2.3a ISP2 Meio Liquido Acetato
74 DGC2 1.2 ISP2 Meio Liquido Acetato
75 DGC21.3 ISP2 Meio Liquido Acetato
76 DGC2 1.3a ISP2 Meio Liquido Acetato
77 DGC2 2.3 ISP2 Meio Liquido Acetato
78 DGC2 2.3a ISP2 Meio Liquido Acetato
79 DGCC113 AVEIA Micélio Etanol
80 DGCC11.3a AVEIA Meio Liquido Acetato
81 DGCC2 1.3 ISP2 Meio Liquido Acetato
82 DGCC2 1.3a ISP2 Meio Liquido Acetato
83 DGCR12.1 ISP2 Micélio Etanol
84 DGCR2 2.1 ISP2 Meio Liquido Acetato
85 DGCR2 2.1a ISP2 Meio Liquido Acetato
86 DGCR2 2.1b ISP2 Micélio Etanol
87 DGCR2 3.1 AVEIA Meio Liquido Acetato
88 DGG1 2.1b ISP2 Micélio Etanol
89 DGG21.1 AVEIA Meio Liquido Acetato
90 DGG2 1.2 BDA Micélio Etanol
91 DGG2 3.1 AVEIA Meio Liquido Acetato
92 DGG2 3.1a ISP2 Meio Liquido Acetato
93 DGG2 3.2 ISP2 Meio Liquido Acetato
94 DGG2 3.2a ISP2 Micélio Etanol
95 DGG2 3.2b ISP2 Meio Liquido Acetato
96 DGG2 3.2¢c ISP2 Meio Liquido Acetato
97 DGG2 3.3 ISP2 Meio Liquido Acetato
98 DGG2 3.3a ISP2 Meio Liquido Acetato
99 DGG3 2.1 ISP2 Micélio Etanol
100 DGG3 2.1a BDA Meio Liquido Acetato

101 DGR2 2.1 AVEIA Micélio Etanol




27

3.4 Ensaio de Difusdo em Agar

3.4.1 Reativacdo das Cepas

Foram inoculadas em tubos rosqueaveis contendo aproximadamente 10 mL de meio
Brain Heart Infusion (BHI) adicionado por meio de micropipetas graduadas. O crescimento
dos microrganismos foi obtido a 37°C por um periodo de 18 a 24 horas.

Das amostras com crescimento bacteriano (turvas) foi retirado 50 pL, de cada amostra
e semeadas em placas contendo meio de cultura Agar Mieller — Hinton. O crescimento
bacteriano foi obtido em fase exponencial. Todos os procedimentos testes foram realizados

em condicOes assépticas em camara de fluxo laminar (figura 1).

Figura 1 — Cepa de S. mutans reativada

3.4.2 Preparacéo do Indculo
ApOGs o crescimento em meio sélido, uma das colbnias isoladas, foi transferida, em

condicBes assépticas, para tubos de ensaio contendo 10 mL meio de cultura Mueller — Hinton
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(liquido), previamente esterilizado. O tubo foi incubado a uma temperatura de 37°C por 24

horas. A diluigéo do inoculo foi ajustada ao tubo 1 da escala de McFarland. (figura 2).

Figura 2 — Preparacdo do Inéculo

3.4.3 Semeadura das Placas — Speed plate

Nas placas de petri, contendo meio de cultura 4gar BHI, foram semeadas as bactérias,
em triplicata, com 100uL de cada suspensdo experimental obtida. O procedimento foi
realizado com o auxilio de uma alca de drigalski previamente esterilizada, a fim de obter-se

um crescimento uniforme. Foram utilizadas placas medindo 15 cm de didmetro e 2 cm de

altura (figura 3).

Figura 3 — Semeadura das placas

3.4.4 Aplicagéo dos Extratos
Os extratos foram pesados (2 mg) e diluidos em 100 pL de dimetilsulféxido (DMSO)
e 900 ul de &gua destilada, sendo utilizados na concentracdo de 2 mg/mL. As placas foram

mantidas a temperatura ambiente por 2 horas, em condicdes assépticas para difusdo dos
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extratos. Em seguida foram incubadas por 24, 48 e 72 horas em uma estufa bacterioldgica a
uma temperatura de 37°C (figura 4). Foram confeccionados vinte e trés orificios, com auxilio
de um tubo de vidro previamente esterilizado, com 5 mm de didmetro e 7 mm de
profundidade. Estes orificios foram preenchidos com 100 pL dos extratos dos fungos

endofiticos com auxilio de uma micropipeta. Todo o procedimento foi realizado em triplicata.

Figura 4 — Aplicacdo dos extratos nos pocos.

3.4.5 Controle
Para controle do crescimento bacteriano, o primeiro orificio foi preenchido com

DMSO (solvente) e o ultimo foi preenchido com &gua destilada.

3.4.6 Leitura dos Halos de Inibicéo
Os halos de inibicdo foram medidos depois de transcorrido o periodo de incubacdo de

24, 48 e 72 horas para cada microrganismo.
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As leituras foram realizadas com auxilio de uma régua milimetrada, para determinagéo
do didmetro dos halos de inibicdo. As medidas foram tomadas tendo-se dois pontos de
referéncia, sendo medida, a distancia entre os pontos que delimitam a area de inibicdo de
crescimento bacteriano e o inicio da regido de crescimento microbiano, presente ao redor dos

pocos contendo os extratos.

3.5 Autobiografia

Os extratos que apresentaram formacdo de halo de inibicdo foram submetidos a
autobiografia. Estes extratos e 4 fracdes foram aplicados sobre cromatoplacas de silica gel
(MERK®) as quais foram submetidas ao sistema eluente Hexano/Acetato de etila/Acetona
(5:4:1). Uma placa foi revelada com solugédo de vanilina sulfurica, mistura 1:1, das solugdes:
10% de acido sulfarico em etanol e 1% (m/V) de vanilina em etanol. Aplicando-se a solucao
na placa, aquece-se por 2 minutos a 110°C na chapa aquecedora..

As duplicatas das microplacas foram fixadas em uma placa de petri grande e
recobertas com meio de cultura &gar BHI. A suspensdo de células bacterianas (item 3.4.2) foi
inoculada na placa e espalhada em sua superficie com auxilio da alca de drigalski. Apos
incubacdo de 24 horas a uma temperatura de 37°C as placas foram coradas com a solucdo de

cloreto de tetrazole 1%, para leitura das zonas de inibicéo.

3.6 Ensaio para determinacéo da Dosagem Inibitéria Minima (MID)

Das bactérias crescidas para indculo, conforme o item 3.4.2, foi retirada uma aliquota
de 10 pL que e distribuida nos pocos de uma placa de elisa (com 96 pocos) contendo 100 pL
de meio de cultura Mdieller — Hinton liquido mais 100 pL dos extratos nas seguintes
concentragOes: 1000 pg/mL, 500 pg/mL, 250 pg/mL, 125 pg/mL, 62,5 pg/mL, 31,25 pg/mL,

15,62 pg/mL para determinacdo da Dosagem Inibitoria Minima (MID). O ensaio foi realizado
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em triplicata. A Ultima fileira da placa serviu como controle positivo do crescimento
bacteriano, na qual ndo foi colocado nenhum extrato. As trés dltimas colunas (10,11 e 12)
foram utilizadas como controle negativo do crescimento, nestas foram distribuidos 100 L,
nas mesmas concentracdes dos extratos, de um antibiético padrdo, de acordo com a bactéria
testada. As placas foram incubadas a 37°C por um periodo de 24 horas. A figura 5 mostra de

forma esquematica a distribuicdo dos pocos na placa de elisa.

Extrato 1 Extrato2 Extrato 3

Controle
positivo
(antibidtico)

Controle
negativo

Figura 5 — Placa de elisa utilizada no ensaio MID

3.7 Analise Estatistica

Na analise descritiva dos dados calculou-se a mediana, primeiro quartil (Q1) e terceiro
quartil (Qs). Na comparacdo de mais de duas médias foi utilizado o teste ndo-paramétrico de
Kruskal-Wallis, sendo que na comparacdo de duas médias foi utilizado o teste de Mann-

Whitney, pois os dados ndo se encontravam normalmente distribuidos.

O software utilizado na analise foi o programa Epi-Info 3.5.1 para o Windows, que é
desenvolvido e distribuido gratuitamente pelo CDC. O nivel de significancia utilizado nos

testes foi de 5%.
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4. RESULTADOS

4.1 Teste de Difusdo em Agar

Foram realizados testes em 101 extratos brutos do meio liquido fermentado e do micélio
de fungos endofiticos isolados de Rollinia sp., Victoria amazonica e Duguetia stelechantha.
Somente os extratos provenientes dos fungos endofiticos isolados de V. amazonica apresentaram
atividade antimicrobiana. Nao foi observada formagdo de halo para E. faecalis e C. albicans. Os
resultados médios dos halos de inibicdo para os 18 extratos positivos foram divididos de acordo
com o microrganismo e sdo apresentados nas tabelas 4, 5 e 6

Tabela 4

Valores dos halos de inibi¢do para S. aureus

Extratos Mediana (mm) Q1-Qs
VRB2 2.2 0 0-12
VRF1 2.2a 0 0-20
VRF1 2.2b 0 0-14
VRF1 2.3a 0 0-14
VRF1 2.3b 12 0-18
VRF1 2.3c 0 0-14
VREF3 2.2a 0 0-14
VRTRB1 1.3c 0 0-12
VRTRBL1 2.1a 0 0-16
VRTRB1 2.1b 14 0-16
VRTRB2 1.1 0 0-12
VRTRB3 2.1 0 0-14

p = 0,986 (Teste de Kruskal-Wallis).
Q1 = Primeiro quartil (25%) e Qs = Terceiro quartil (75%).
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Tabela s

Valores médios dos halos de inibicdo para P. aeruginosa

Extratos Mediana (mm) Q1-Qs
VRC2 2.2 18,0 16 - 20
VRC2 3.2 18,0 18-18

p = 0,998 (Teste de Mann-Whitney).
Q1 = Primeiro quartil (25%) e Q3 = Terceiro quartil (75%).

Tabela 6

Valores médios dos halos de inibicdo para S. mutans

Extratos Mediana (mm) Q1-Qs3
VRB2 2.2 12 12-12
VRC2 3.2 14 12 -14
VRTRB1 1.3c 10 0-10
VRTRBL1 2.1a 14" 14 -16
VRTRBL1 2.1b 12 12 -12
VRTRB2 1.1 12 10-12

p = 0,012 (Teste de Kruskal-Wallis). * Indica diferenca estatistica
Q1 = Primeiro quartil (25%) e Q3 = Terceiro quartil (75%).

Doze extratos apresentaram atividade frente a S. aureus. Dois extratos foram positivos
para P. aeruginosa e seis para S. mutans. Um mesmo extrato (VRB2 2.2) apresentou atividade
contra S. aureus e S. mutans, assim como o extrato VRC2 3.2 apresentou atividade contra S.
mutans e P. aeruginosa.

O maior valor médio de acordo com o microrganismo testador foi 14 mm para VRTRB1
2.1b frente a S. aureus e também 14 mm para VRTRB1 2.1a frente a S. mutans (figura 6). Os
extratos que foram positivos para P. aeruginosa (VRC2 2.2 e VRC2 3.2) apresentaram o halo de

inibicdo de mesmo didmetro (18 mm), ndo ocorrendo diferenca estatistica entre eles.



35

Figura 6 — Halo de inibigdo formado por VRTRBL1 2.1a frente a S. mutans.

N&o houve diferenca estatistica entre os extratos que inibiram S. aureus e P. aeruginosa
apresentando p-valor de 0,986 e 0,998 respectivamente. Dentre os extratos que inibiram o

crescimento de S. mutans foi observada diferenca estatistica para VRTRB1 2.1a (p-valor=0,012).

4.2 Autobiografia

Todos os extratos brutos que apresentaram atividade antimicrobiana no teste de difusdo
em &gar foram submetidos a autobiografia. Foram testadas também 4 fra¢des de VRC2 2.2: TC1,
TC2, TC3, TC4. Dos 18 extratos brutos testados, dois apresentaram atividade positiva, sendo um
para S. mutans e um para P. aeruginosa. Trés fracdes de VRC2 2.2 apresentaram atividade contra
S. mutans. Os testes foram realizados em triplicata e para melhor visualizagdo dos resultados foi

utilizada uma solucéo reveladora de cloreto de tetrazole 1 %.
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VRTRB1 2.1a TC2 TC3 TC4

O %k

=)

el Y

Figura 7 — Autobiografia frente a S. mutans. Placa de CCD revelada (A) e placa de petri ap6s
revelacédo (B).

O extrato que apresentou atividade frente a S. mutans foi VRTRB1 2.1a, assim como as
fragcbes TC2, TC3 e TC4 (figura 7). O extrato bruto que apresentou atividade frente a P.

aeruginosa foi VRC2 3.2 (figura 8).

Figura 8 — Autobiografia. Inibicdo de P. aeruginosa por VRC2 3.2.
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4.3 Dosagem Inibitéria Minima (MID)

Os extratos com resultado positivo no teste de autobiografia e na difusdo em &gar foram
submetidos a ensaio para determinacao da dosagem inibitéria minima.

Para determinacdo da dosagem inibitéria minima relativa ao S. mutans foi realizado teste
com dois extratos brutos (VRTRB1 2.1a e VRB2 2.2), e trés fragcdes de VRC2 2.2 (TC2, TC3 e
TC4). Os resultados do teste podem ser visualizados nas figuras 9 e 10. Para melhor leitura, as

placas foram reveladas com cloreto de tetrazole a 1%.

Frente

1000 pg/mL

500 pg/mL

250 pg/mL

125 pg/mL

62,50 pg/mL
31,25 pg/mL
15,62 pg/mL
Controle positivo

Controle positivo

Verso

Figura 9 —Placa 1 de MID para o S. mutans.
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Verso
Figura 10 — Placa 2 de MID para S. mutans.

O extrato VRB2 2.2 ndo foi capaz de inibir totalmente o crescimento de S. mutans na
concentracdo de 1000 pg/mL. As fragdes TC2 e TC3 foram capazes de inibir o crescimento de S.
mutans na concentracdo de 1000 pg/mL, ocorreu atividade na concentracdo de 500 pg/mL,
porém de menor intensidade. A fracdo TC4 inibiu o crescimento de S. mutans na concentracao de
nas concentragfes de 1000 pg/mL, foi observada atividade parcial até a concentracdo de 62,50
pa/mL. Para o extrato VRTRB1 2.1a foi observada atividade na concentragdo de 1000 pg/mL. A
altima fileira da microplaca serviu como controle positivo, sendo visualizado o crescimento

bacteriano. Nas trés ultimas colunas foi utilizado antibidtico Ampicilina como controle negativo,
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ndo ocorrendo crescimento bacteriano em nenhuma das concentragdes. Os resultados de MID em

relacdo ao S. mutans podem ser vistos também na tabela 7.

Tabela 7

Dosagem inibitéria minima para S. mutans

Concentragdo do Extrato (ug/mL)

AMOSTRATESTADA —1600 7500 250 125 6250 31,25 1562
VRB2 2.2 R R R R R R R
VRTRB1 2.1 S S R R R R R
TC2 (VRC22.2) S R R R R R R
TC3 (VRC22.2) S R R R R R R
TC4 (VRC2 2.2) S S s s s R R
AMPICILINA S S S S S S S

R — Resistente; S — Sensivel

Para determinacao da dosagem inibitoria minima frente a P. aeruginosa foram testados 2
extratos brutos (VRC2 3.2 e VRTRB1 2.1a) e uma fracdo de VRC2 2.2 (TC4). Os resultados

podem ser observados na figura 11.
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Figura 11 — Ensaio de MID para P. aeruginosa.

O extrato VRC2 3.2 ndo foi capaz de inibir o crescimento de P. aeruginosa na
concentracdo de 1000 pg/mL. A fragdo de VRC2 2.2 (TC4) inibiu o crescimento nas
concentracGes de 1000 pg/mL, 500 pg/mL e 250 pg/mL; sendo esta ultima a dosagem inibitoria
minima. O extrato VRTRB1 2.1a apresentou resultado positivo na concentracdo de 1000 pg/mL.

As trés ultimas colunas foram reservadas para o controle positivo, tendo a Tetraciclina
como antibioético que impediu o crescimento bacteriano em todas as concentracdes utilizadas. Os

resultados relativos a dosagem inibitoria para o P. aeruginosa foram organizados na tabela 8.
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Tabela 8

Dosagem inibitoria minima para P. aeruginosa

Concentracdo do Extrato (ug/mL)

AMOSTRATESTADA 1600500 250 125 6250 3125 15,62
VRB2 2.2 R R R R R R R
TC4 (VRC2 2.2) S s s R R R R
VRTRBL1 2.1a S R R R R R R
TETRACICLINA S s s s s s s

R — Resistente; S — Sensivel
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5. DISCUSSAO

A necessidade de novas medicagdes intracanal capazes de combater de maneira
eficaz as bactérias e fungos resistentes ao preparo quimico-mecanico do sistema de canais
radiculares estimula a busca de avangos biotecnoldgicos. Os estudos na literatura
comprovam que as solucdes existentes apresentam ineficiéncia e desvantagem em relacéo a
microrganismos mais resistentes como o E. faecalis e C. albicans (HANCOCK, 2001;
LOVE, 2001; WALTIMO, et al. 2003; SIQUEIRA JR. et al. 2004; SAKAMOTO, et al.
2007).

Os produtos derivados de planta vém sendo estudados cada vez de maneira mais
intensa. Por mais que a finalidade dos estudos mude, em sua esséncia, todos buscam por
meio do potencial antimicrobiano indicar uma direcdo para pesquisas futuras visando o
desenvolvimento de novos produtos. Os trabalhos desenvolvidos com a Arctium lapa
(PEREIRA, et al. 2005), Pothomorfe umbellata (SPONCHIADO, 2007), Copaifera
multijuga (GARRIDO, et al. 2006; VASCONCELQS, et al. 2008), o propolis (KOO, et al.
2000; FERREIRA, et al. 2007) e o0 mel (BASUALDO, et al. 2007) demonstraram que se
pode encontrar atividade antibacteriana e antifingica contra cepas presentes na infec¢édo
endodontica e cavidade bucal.

Devido a imensa variedade vegetal da Amazonia brasileira torna-se claro a
necessidade da busca de alternativas que possam ser utilizadas na Odontologia. A pesquisa
envolvendo determinada planta sempre é iniciada através de relatos de sua utilizacdo em
meio a populacdo, despertando assim interesse cientifico em suas propriedades. Porém,
analisando de forma critica pode-se perceber que estudar especificamente uma planta

mantém a pesquisa refém da disponibilidade do vegetal. Provando o beneficio da sua
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utilizacdo, normalmente em forma de extrato, serdo necessarios cultivo e reproducdo da
materia prima.

Dentro dessa realidade, os microrganismos endofiticos se apresentam como
excelente alvo de pesquisas cientificas. Os estudos desenvolvidos com bactérias e fungos
endofiticos revelaram potencial antimicrobiano, antifangico e antitumoral (LI, et al. 2008;
GONG; GUO, 2009). O taxol, composto que apresenta atividade atnicancer e pode ser
produzido por um fungo endofitico (Taxomyces andreanae) configura a maior contribuicdo
desses microrganismos para a Medicina atual (STROBEL, 2003). O trabalho pioneiro
desenvolvido por Souza et al. (2004) comprovou apds pesquisa com 571 fungos
endofiticos, isolados de plantas amazbnicas, que alguns foram capazes de inibir o
crescimento de Bacillus subtilis, S. aureus, E. coli, A. flavus e Bacillus sp.

Soma-se ainda o fato de que, uma vez isolado, 0 microrganismo endofitico pode ser
conservado e utilizado sempre que necessdrio para novas pesquisas, sem interferir na
natureza das plantas. Sendo, portanto, um tema de interesse da area médica, farmacéutica e

bioguimica; introduzir interesses da Odontologia nesse contexto pode ser uma nova orientagdo para
estudos que envolvam a biodiversidade. Diante do exposto, esta pesquisa é pioneira na busca de
metabolitos bioativos de fungos endofiticos para uso na odontologia.

O teste de difusdo em agar se apresenta como alternativa inicial para verificar dentre grande
guantidade de amostras, qual delas possui potencial antimicrobiano. Diversos estudos, dentro e fora
da Odontologia utilizam essa metodologia para pesquisa de substancia, principalmente aquelas que
tém natureza hidréfila (ESTRELA, et al. 2001; MENEZES, 2004; DOTTO, et al. 2006; LI, et al.
2008). A capacidade de difusdo da substancia no meio de cultura e a distancia entre 0s po¢os podem
influenciar no resultado do teste (VIANNA, et al. 2005), contudo tivemos cuidados especiais para

padronizar e garantir a repetitividade dos resultados.
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Em nosso estudo de 101 extratos 18% apresentaram atividade antimicrobiana. O resultado
obtido pelo teste de difusdo em agar foi Gtil para direcionar o estudo. Por se tratar de um método
simples, rapido e de baixo custo, mostra-se efetivo para realizacdo de screen. O teste também serviu

para excluir das fases seguintes a pesquisa mais aprofundada dos extratos de Rollinia sp. e
Duguetia. stelechantha. O crescimento uniforme e total nas placas de petri de E. faecalis e
C. albicans excluiram o teste com esses microrganismos nas outras fases da pesquisa.

N&o foi observada diferencga estatistica, quando comparados entre si, dos extratos
que apresentaram atividade frente a S. aureus (p-valor=0,986) e P. aeruginosa (p-
valor=0,998). Mas o principio ativo envolvido deve ser de moléculas diferentes pelo fato de
S. aureus ser uma bactéria gram-positiva e P. aeruginosa ser gram-negativa. Vale ainda
ressaltar a importancia de P. aeruginosa em processos infecciosos que em pacientes
imunossuprimidos, com cancer e debilitados leva a uma taxa elevada de 6bitos. Em relacéo
a inibicdo de S. mutans, o extrato VRTRB1 2.1a, teve destaque apresentando diferenca
estatistica (p-valor=0,012) que sugere a busca da elucidacéo das moléculas bioativas.

H& uma escassez de estudos na literatura que confrontem extratos de fungos
endofiticos da V. amazonica com as bactérias encontradas na cavidade bucal. Porém,
existem estudos, com a metodologia de difusdo em &gar, que comprovem a atividade
antimicrobiana de extratos de fungos endofiticos de diversas plantas frente as bactérias
testadas neste trabalho.

Castilho et al. (2002) relataram atividade de extratos de fungos endofiticos isolados
de Kennedia nigriscans, planta medicinal utilizada por aborigenes na Austrélia, frente a
espécies de E. faecalis e S. aureus. Gong; Guo (2009) observaram atividade com extratos
de fungos endofiticos isolados de Dracaena cambodiana e Aquilaria sinensis, plantas

medicinais da China, frente a Bacilus subtilis, S. aureus e C. albicans. Guimaraes et al.
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(2007) testaram extratos de fungos endofiticos isolados de Viguiera arenaria e Tithonia
diversifolia, plantas encontradas no México, relatando atividade antimicrobiana frente a S.
aureus e C. albicans.

A autobiografia combina a CCD (cromatografia em camada delgada) com bioensaio
in situ. Este € um método qualitativo aplicado para deteccdo de compostos antimicrobianos
em misturas de composicdao complexa e mesmo até desconhecida (WEBER, 2005).

O resultado obtido na autobiografia ndo foi igual ao obtido pelo teste de difusdo em
agar. Devido a metodologia, no extrato aplicado na placa CCD as substancias presentes sdo
separadas de acordo com a polaridade, sendo aceitavel que ao se dividir alguns dos extratos
ndo apresentem a mesma resposta antimicrobiana que o teste de difusdo realizado
anteriormente, pois a separacao leva a perda de sinergismo entre o grupo de moléculas.

Dentre os dezoito extratos testados, somente dois apresentaram resultado positivo
na autobiografia, sendo VRTRB1 2.1a frente a S. mutans e VRC2 3.2 frente a P.
aeruginosa. Foram analisadas também as fracdes TC1, TC2, TC3 e TC4 de VRC2 2.2. As
fragbes TC2, TC3 e TC4 apresentaram atividade frente a S. mutans. Os spots que estdo na
parte superior sdo substancias menos polares e 0s que se localizam na base sdo mais
polares. Todos eles apresentaram atividade na regido da base da placa CCD, indicando que
as substancias ativas possuem alta polaridade e que € necessario um sistema de arraste mais
polar para desloca-las da base de aplicacdo. Estes resultados indicam que a substancia
bioativa € bastante polar e facilitara na ocasido de purificacdo e analise.

Para os dois extratos e trés fracOes que apresentaram resultado positivo na
autobiografia foi realizado ensaio para determinacdo da concentracdo inibitéria minima
(MIC). A fracdo TC4 foi a que apresentou atividade na menor concentracdo (250 pg/mL)

frente a P. aeruginosa, enquanto para VRTRB1 2.1a a menor concentracdo foi de 1000
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Hg/mL para 0 mesmo microrganismo. O resultado da fragdo TC4 é bom e pode melhorar se
identificada a substancia bioativa ou caso seja mais de uma mantendo a interagao sinérgica
das substancias.

Em relacdo a S. mutans todas as fragdes testadas (TC2, TC3, TC4) foram capazes de
inibir o crescimento na concentracdo de 1000 pg/mL, mas TC4 reduziu o nimero de células
viaveis em outras concentracbes. E possivel que durante o fracionamento do extrato a
mesma substancia esteja presente nas fracdes TC2, TC3 e TC4 porque apenas a primeira da
sequéncia perdeu a atividade. Além do mais foi observado o mesmo resultado na
autobiografia o que corrobora com essa observacao. O extrato VRTRBL1 2.1a foi efetivo na
mesma concentracdo. O ensaio foi iniciado na concentragdo de 1000 pg/mL, sendo esta
menor que a utilizada no teste de difusdo em agar (2 mg/mL), dessa forma, quando néo foi
observada atividade na placa de elisa, pode-se concluir que a dosagem esta entre 2 mg/mL e
1 mg/mL.

Os resultados encontrados em nosso estudo indicam que os extratos obtidos de
fungos endofiticos de V. amazonica apresentaram potencial antimicrobiano melhor que os
outros hospedeiros. O extrato VRTRBL1 2.1a e a fragdo TC4 de VRC2 2.2 devem ser
melhor estudados pois apresentaram bons resultados no teste de difusdo em agar, na
autobiografia e no ensaio para determinagdo da MID respectivamente. Estudos
complementares realizados pelo Grupo de Estudos de Microrganismos da Amazonia
buscam a purificacdo das substancias ativas contidas em extratos assim como moléculas
responsaveis pelas atividades.

Os extratos de fungos endofiticos de plantas amazbnicas devem ser mais
explorados, pois embora 0s extratos testados ndo tenham demonstrado acdo antimicrobiana

frente as cepas de E. faecalis e C. albicans, houve detec¢do da atividade frente a S. aureus,
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P. aeruginosa e S. mutans. E fato que o S. mutans esta entre um dos principais responsaveis
pelo aparecimento da doenga cérie, por esse motivo € possivel que este estudo possa
contribuir com novas pesquisas envolvendo o combate ao biofilme dental para

desenvolvimento de dentifricios, pastas profilaticas ou colutorios.
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6. CONCLUSOES

De acordo com a metodologia utilizada e os resultados obtidos pode-se concluir que:

Dentre os 41 extratos testados de fungos endofiticos de V. amazonica, 44% foram capazes
de inibir o crescimento de S. aureus, P. aeruginosa e S. mutans.

O extrato VRTRBL 2.1a apresentou maior atividade frente a S. mutans.

A fragdo TC4 apresentou a menor dosagem inibitéria minima (MID) frente a P.
aeruginosa e diminuiu a proliferacdo celular de S. mutans.

Os extratos e fracdes de extratos que apresentaram atividade antimicrobiana possuem
ativos de polaridade elevada.

O extrato VRTRBL 2.1a e a fracdo TC4 devem ser melhor estudados para purificagéo de
substancias, isolamento e elucidacdo das moléculas.

Os extratos de fungos endofiticos originados de Rollinia sp. e Duguetia sp. nédo
apresentam atividade antimicrobiana frente as cepas testadas.

Nenhum dos extratos avaliados foi capaz de inibir o crescimento de C. albicans e E.

faecalis.
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