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RESUMO

A microbiota oral é constituida por aproximadamente 500 espécies bacterianas,
sendo que em uma dada infeccdo endodbntica apenas cerca de 1 a 12
espécies sao ali recuperadas. Fatores como as interagcbes bacterianas,
substancias antagonistas e bacteriocinas podem influenciar o crescimento
bacteriano naquele sitio. Neste estudo, foram avaliadas, in vitro, as interacdes
bacterianas que ocorrem entre microrganismos recuperados de infeccoes
endodoénticas humanas. Para tal, utilizou-se a técnica de difusdo em agar,
mediante uso de diferentes meios de cultura: BHI-S, MRS e AC. Caracterizou-
se também, parcialmente, a substancia antagonista produzida pelo C.
butyricum. As espécies bacterianas selecionadas foram: B. adolescentis,
Gemella morbillorum, C. butyricum, F. nucleatum, P. micros, L. acidophilus,
P.intermedia/nigrescens.. O sinergismo nao foi observado entre as espécies
selecionadas, porém, o antagonismo foi detectado entre as seguintes
interagbes: G.morbillorum contra L. acidophilus, P. intermedia/nigrescens. B.
adolescentis contra G.morbillorum, C. butyricum, F. nucleatum, P.
intermedia/nigrescens, P. micros. C. butyricum contra B. adolescentis, G.
morbillorum, F. nucleatum, P.intermedia/nigrescens. F. nucleatum contra B.
adolescentis, C. butyricum, P. micros. P. micros contra B. adolescentis, C.
butyricum, P. intermedia/nigrescens, L. acidophillus. L. acidophillus contra B.
adolescentis, F. nucleatum. P. intermedia/nigrescens contra todas as espécies
testadas. Nao se detectou a presenca de bacteriéfagos nas zonas de inibicao.
Pdde-se observar que o tipo de meio de cultura utilizado interferiu nos

resultados: o meio AC, quando concentrado, mostrou melhores resultados que



o BHI-S. Finalmente, os resultados relativos a caracterizacdo parcial da
substancia produzida pelo C. butyricum mostraram que ela € estavel nhuma
faixa de pH entre 3,5 e 6,5 e em temperaturas de 60°, 70° e 100°C, sendo
insensivel a acdo das enzimas proteoliticas: tripsina, quimiotripsina e papaina,
demonstrando que se trata de substancia antagonista termo-resistente e de
natureza ndo protéica. Os resultados confirmam dados da literatura, os quais
indicam que fatores como pH, meio de cultivo e temperatura interferem na
expressdo da atividade de substancias antagonistas, sendo, portanto,
importantes determinantes ecoldgicos na selecdo de bactérias no interior do

Sistema de Canais Radiculares.



“Entendi que a vida nao tece apenas uma
teia de perdas, mas nos proporciona uma
sucessdao de ganhos. O equilibrio da

balanca depende muito do que soubermos e
guisermos enxergar”.

LIA LUFT
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1 INTRODUCAO

O papel dos microrganismos na inducdo e perpetuacdo das alteracdes
pulpoperiapicais foi demonstrado desde o fim do século XIX por W.D.Miller.
Aquele pesquisador ja alertara que muitas das espécies presentes naqueles
sitios ndo eram cultivAveis (GOMES el tal., 1994a). Mais recentemente,
estudos realizados tanto em animais quanto em humanos (KAKEHASHI et al.

1965; SUNDQVIST, 1976) confirmaram tal premissa.

Das mais de 500 espécies microbianas que colonizam a cavidade oral,
apenas um numero restrito de 15 a 30 espécies — influenciadas por pressoées
seletivas naquele meio — tém sido frequentemente isoladas de canais
radiculares infectados (SIQUEIRA Jr. e ROCAS, 2003). Os principais fatores
gue influenciam seu crescimento e colonizacdo sao: baixa tensédo de oxigénio;
disponibilidade de nutrientes e interacbes bacterianas, entre as quais a
producdo de bacteriocinas pode ser considerada um importante determinante

ecoldgico (SUNDQVIST, 1992b; RIBEIRO SOBRINHO et al., 1998).

As interacOes entre as espeécies podem ser significativas na colonizacéo do
sistema de canais radiculares com polpa necrotica, pelo fato dessa microbiota
ser heterogénea. Tais interacdes podem ser classificadas como positivas ou
negativas. Sao consideradas positivas, aquelas em que o crescimento de uma
espécie favorece o crescimento de outra. Por sua vez, quando ha inibicdo do

crescimento de outra(s), a interacao é dita negativa (GOMES et al., 1994b).



As bacteriocinas sao proteinas produzidas por bactérias. Possuem a
capacidade de inibir o crescimento de um numero limitado de espécies

bacterianas que competem pelo mesmo nicho ecolégico (SUNDQVIST, 1992b).

Como sao raras na literatura as referéncias as intera¢des bacterianas que se
processam em SCR com polpas necréticas, bem como ao papel das
bacteriocinas e das substancias antagonistas produzidas pelos microrganismos
nagueles sitios, neste trabalho buscou-se estudar o papel de tais
determinantes ecoldgicos, utilizando-se algumas espécies bacterianas recém-
recuperadas de canais radiculares infectados humanos, dando-se énfase ao
estudo da substancia antagonista produzida pelo Clostridium butyricum

detectada in vitro.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 VIAS DE ACESSO DOS MICRORGANISMOS AO SISTEMA DE CAN AIS

RADICULARES

A polpa dental e a dentina possuem envoltorios naturais - cemento e
esmalte - que as protegem e as isolam da agressao por bactérias e seus
subprodutos. O rompimento dessas barreiras favorece a invasao dos tubulos
dentinarios e, posteriormente, do SCR, por microrganismos da cavidade oral,
levando a infeccao pulpar e ao desenvolvimento de lesfes periapicais (GOMES
et al., 1996b; HAAPSALO, 1993; PINHEIRO et al., 2003; SIQUEIRA Jr. et al.,

2001a; SUNDQVIST, 1994).

S&o varios os caminhos pelos quais 0os microrganismos chegam a polpa
dental, sendo as mais comuns: lesbes cariosas; fraturas do esmalte e/ou
esmalte-dentina; exposicao pulpar; forames apicais e canais acessorios; e pela

via hematogénica (TRONSTAD, 1992).

Quando ha exposicdo dentinaria, seja por perda de esmalte ou cemento,
seja por fraturas, ha o risco de contaminacdo pulpar. A permeabilidade da
dentina € maior na regido proxima a polpa devido ao aumento do diametro e da
densidade dos tubulos dentinarios. Mesmo que as bactérias ndo atinjam
diretamente a polpa, seus subprodutos, como enzimas, toxinas, acidos graxos,
compostos sulfurados e amoénia, difundem-se pelo fluido dentinario,

alcancando-a (LOPES & SIQUEIRA Jr., 1999).



Segundo KETTERING & TORABINEJAD (1997), as bactérias produtoras de
acido (predominancia de Gram-negativo) invadem os tdbulos dentinarios e
desmineralizam suas paredes. Em seguida, espécies proteoliticas atuam sobre
a matriz organica, alargando os tubulos dentinarios e favorecendo a
decomposicdo dos odontoblastos, ao entrar em contato com acidos e produtos

toxicos, o que facilita a penetragdo de microrganismos.

A exposicao pulpar é outra forma de acesso microbiano ao SCR, sendo a
carie dental sua principal causa. Dependendo da viruléncia das bactérias, da
resisténcia do hospedeiro, do grau de drenagem do edema e do suprimento
sanguineo, a polpa pode permanecer inflamada por um longo periodo, ou
necrosar rapidamente (LOPES & SIQUEIRA Jr., 1999). Na auséncia de um

tecido pulpar viavel, os microrganismos colonizardo o SCR.

Outra via de infeccdo do SCR s&o os forames apicais e 0s canais
acessorios adjacentes as bolsas periodontais, que possibilitam o acesso de
microrganismos, ali presentes, ao interior do SCR (KETTERING &

TORABINEJAD, 1997).

Segundo estudo realizado por KURIHARA et al. (1995), a microbiota
presente em dentes com lesdes de origem endodéntica e periodontal, € mais
complexa que a encontrada em canais radiculares que possuiam apenas
envolvimento periapical. Observaram-se, também, diferengcas no numero de
bactérias e morfotipos isolados de canais radiculares e bolsas periodontais. A
microbiota presente nas infec¢Bes endodoénticas era constituida por pequeno
numero de microrganismos e limitada variedade de espécies, além de que os
grupos microbianos predominantes nas bolsas periodontais nem sempre

estavam presentes nos canais radiculares.



Outra possivel via de contaminacéo e infeccao pulpar é a via hematogénica
ou anacorese hematogénica. Na presenca de uma bacteremia, microrganismos
circulantes podem alcancar canais laterais e forame apical, e colonizar o SCR

via corrente sanguinea (TAKAHASHI, 1998).

2.2 MICROBIOTA DO SISTEMA DE CANAIS RADICULARES

A causa mais comum de infeccao e necrose da polpa dental € a destrui¢éo
dos tecidos dentais, devida a evolucdo da cérie dental. O tecido pulpar
necrotico torna-se ambiente propicio aos microrganismos que, direta ou
indiretamente, podem causar danos aos tecidos periapicais (SIQUEIRA Jr.,

1997).

O papel desempenhado pelos microrganismos na etiopatogenia das
alteracdes pulpo-perirradiculares foi confirmado em 1965, por KAKEHASHI et
al. Esses pesquisadores compararam as respostas de polpas radiculares de
ratos convencionais e de isentos de germes quando expostas a cavidade oral.
Observaram necrose pulpar e destruicdo Ossea somente em ratos
convencionais — portadores de uma microbiota residente —, enquanto nos
animais isentos de germe houve formacéo de barreira mineralizada e reparo do
tecido pulpar. Concluiu-se que a presenca ou a auséncia da microbiota é fator

determinante na evolug&o da condig&o pulpar.

Em meados da década de 70, com o desenvolvimento e o aperfeicoamento
das técnicas de isolamento e cultivo de anaerdbios estritos, aumentou-se o

interesse sobre o papel de tais microrganismos na patogénese das infeccdes



endodénticas. SUNDQVIST (1976), utilizando técnicas de isolamento e cultivo
em condi¢cOes de anaerobiose, avaliou 32 dentes com necrose pulpar e coroas
intactas: 19 dentes apresentavam destruicdo Ossea periapical e 90% dos

microrganismos isolados eram bactérias anaerobias.

Desde entdo, a identificacdo desses microrganismos tem sido feita
utilizando-se métodos bioquimicos e fisiologicos. Esses métodos tém
demonstrado que as infeccbes endodonticas s&o polimicrobianas e,
principalmente, constituidas por bactérias anaerdbias Gram-positivo e Gram-
negativo, sendo as espécies Gram-negativo, recuperadas de lesdes
periapicais, as mais frequentemente envolvidas nas infec¢bes agudas

(DAHLEN, 2002; SUNDQVIST, 1994).

Embora varios estudos (DRUCKER et al.,, 1992; GOMES et al. 1994b;
SUNDQVIST, 1992a) tenham demonstrado que 0s géneros mais
freqientemente isolados de SCRs infectados sejam Fusobacterium, Prevotella,
Eubacterium, Porphyromonas, Actinomyces, Streptococcus,
Peptostreptococcus e Lactobacillus, FARBER & SELTZER (1988) relatam que
0s microrganismos recuperados de SCRs infectados expostos aos fluidos orais
por mais tempo sao diferentes daqueles que o foram por menos tempo. A
microbiota de canais radiculares expostos a cavidade oral corresponde,
geralmente, & mesma microbiota ali presente. Ja em dentes com a camara
pulpar intacta, mas com necrose pulpar, as espécies microbianas recuperadas

sdo predominantemente anaerdbias e em nimero restrito.

A composicdo da microbiota de SCRs infectados pode variar dependendo
do tipo de infeccdo endodéntica e da lesdo perirradicular. As infeccbes

endodonticas sao classificadas de acordo com as diferentes condi¢des clinicas,



e se dividem em primarias e secundarias. As primeiras sdo causadas por
microrganismos que colonizam o tecido pulpar necrético. Ja as secundarias sao
causadas por microrganismos que ndo estavam presentes em infeccbes
primérias, mas que alcancaram o SCR durante as sessfes ou depois de
concluido o tratamento endodéntico. Geralmente, a microbiota associada com
infec¢cdes secundarias € composta por uma unica espécie ou por um pequeno
namero de espécies, quando comparada as primarias. Tém o predominio de
bactérias Gram-positivo, em propor¢des praticamente iguais de anaerébios e
facultativos. Em tais infec¢cdes secundarias, os fungos podem ser encontrados
em proporcdo maior que nas primarias (MOLANDER et al., 1998; SIQUEIRA Jr.

et al., 2002b; PINHEIRO et al., 2003).

HAAPSALO (1989) analisou a microbiota de 62 canais radiculares. Com
excecdo de uma, cujo canal era monoinfectado por Actinobacillus
actinomycetemcomitans, todas as infeccbes eram mistas, com predominio de
bactérias anaerdbias. As espécies do género Bacteroides foram as mais
freqientemente isoladas, com predominio de Prevotella buccae, Prevotella
intermedia, Prevotella denticola, Prevotella oris, Prevotella oralis e

Porphyromonas gingivalis.

Enterococcus faecalis € um microrganismo anaerébio facultativo que nao
esta normalmente presente em infec¢cdes priméarias de origem endodéntica,
estando, contudo, associado a lesbes periapicais persistentes, indicando falhas
no tratamento endodontico (MOLANDER et al., 1998; SUNDQVIST et al., 1998;
PINHEIRO et al., 2003). LANA et al. (2001) recuperaram essa espécie em uma
Unica amostra examinada e relatam que o microrganismo foi eliminado apos o

tratamento endododntico. SIQUEIRA Jr. et al., (2002a), por sua vez,



encontraram uma baixa incidéncia da espécie. Em seu estudo, dos 53 dentes
analisados, E. faecalis estava presente em 3 casos assintomaticos e em 1
dente com abscesso. Segundo estes ultimos autores, teoricamente a presenca
da bactéria em infec¢Bes priméarias poderia pér em risco 0 sucesso da terapia

endodontica.

Os bastonetes produtores de Pigmento Negro (BAPPN) sdo encontrados
em 30% (podendo este numero variar) dos SCRs infectados, existindo
evidéncias de que tais microrganismos estdo relacionados com o
desenvolvimento de abscessos apicais (SUNDQVIST et al.,1989). Prevotella
intermedia (antes denominada B. intermedius) tem sido o BAPPN isolado com
maior frequéncia de infeccbes de origem endododntica (BAUMGARTNER &
FALKLER, 1991). No entanto, BAE et al. (1997) avaliaram a ocorréncia de P.
intermedia e P. nigrescens em SCRs infectados, utilizando SDS-PAGE para
diferenciar as duas espécies. Concluiram que, das 56 amostras analisadas, 41
(73,2%) foram identificadas como P. nigrescens e somente 15 (26,8%) como P.
intermedia, indicando que P. nigrescens é a espécie, dentre os BAPPNs, mais

freqientemente isolada de infec¢des de origem endododntica.

Os géneros bacterianos detectados por LANA et al., (2001) em infeccdes
endodonticas humanas foram semelhantes aos encontrados na literatura. Os
pesquisadores observaram que 0s géneros Fusobacterium, Prevotella,
Clostridium e Peptostreptococcus foram, dentre os anaerobios, os encontrados
com maior frequéncia. Nos 31 dentes avaliados, observaram que somente em

2 canais radiculares foram isoladas as leveduras Candida e Saccharomyces .

Estudando a microbiota de infeccbes endodonticas primarias e secundarias,

GOMES et al., (2004) isolaram e identificaram 224 amostras de 60 canais



radiculares. Desses, 41 apresentavam polpa necrética e 19 eram de dentes
que ja haviam sido tratados endodonticamente por mais de 4 anos e
apresentavam evidéncias radiograficas de periodontite apical. Das espécies
isoladas, 70% eram anaerébios ou microaerofilos. Os anaerdbios mais
freqientemente isolados foram: Peptostreptococcus micros  (35%),
Fusobacterium necrophorum (23,3%), Fusobacterium nucleatum (11,7%), P.
intermedia/nigrescens  (16,7%), Porphyromonas gingivalis (6,7%) e
Porphyromonas endodontalis (5%). A microbiota dos canais nao tratados era
mista, composta de bactérias anaerdobias Gram-positivo e Gram-negativo e,
geralmente, continham mais de 3 espécies por canal. Anaerébios facultativos e
microrganismos Gram-positivo predominavam em canais que ja haviam sido
tratados, com uma média de 2 espécies recuperadas por canal, sugerindo que
a microbiota de infec¢des primarias com periodontite apical difere em nimero e

espécie, quando comparada aquela das infec¢bes secundarias.

PINHEIRO et al.,, (2003) identificaram a microbiota de 60 dentes que
apresentavam falhas no tratamento endodéntico, com evidéncias radiograficas
de periodontite apical e sintomas e/ou desconfortos persistentes poés-
tratamento. Microrganismos foram isolados de 51 dentes, sendo que, na
maioria dos casos, uma ou duas amostras foram encontradas. Das espécies
isoladas, 57,4% eram anaerébios facultativos, sendo 83,3% Gram-positivo. E.
faecalis foi a espécie mais frequentemente isolada. Os anaerobios estritos
correspondiam a 42,6% das espécies isoladas, sendo Peptostreptococcus o
género mais isolado. Estima-se que menos de 20% das espécies presentes

em infeccbes endodobnticas sdo cultivaveis, 0 que sugere que um grande



namero de bactérias ndo sao identificadas pelos métodos convencionais

(ROLPH et al., 2001).

Até a Ultima década, a metodologia utilizada para a recuperacdo de
microrganismos presentes nos SCRs era somente por intermédio de culturas.
As limitagBes de tal técnica residem no fato de que muitas bactérias ndo sdo

cultivaveis; outras séo de dificil crescimento (PITT & SAUNDERS, 2000).

Esse método convencional continua sendo importante no diagnostico de
doengas infecciosas. Mas, recentemente, métodos moleculares vém sendo
utiizados em pesquisas e diagnosticos, acrescentando informagdes
significativas sobre a microbiota das infec¢des humanas. Tais inovagbes tém
sugerido também que algumas espécies bacterianas anaerébias sdo mais
prevalentes em infeccbes endodbnticas do que se imaginava quando da
utilizacdo apenas de cultura microbiologica (SIQUEIRA Jr. et al.,, 2001a,

2002a).

Como exemplo de espécies microbianas que ndo haviam sido isoladas de
infecgdes de canais radiculares anteriormente, mas que foram detectadas
recentemente pelos métodos moleculares, pode-se mencionar: B. forsythus,
Prevotella tannerae e Treponema denticola (JUNG et al., 2000; ROCAS et al.,

2001).

Outras espécies bacterianas de dificil crescimento como P. endodontalis,
Slackia exigua, Mogibacterium tinidum e Eubacterium saphenum foram
detectadas em altas prevaléncias quando utilizando métodos moleculares

(SIQUEIRA JR. et al., 2001a).



O cultivo de espiroguetas € bastante dificil devido a sua exigéncia
nutricional, além de que algumas espécies requerem condicdes de
anaerobiose estrita para seu crescimento. Utilizando “nested” PCR para
determinar a prevaléncia de espiroquetas em canais infectados associados a
abcessos, BAUMGARTNER et al.(2003) detectaram as seguintes espécies:
Treponema vicentii, Treponema pectinovorum, Treponema medium,
Treponema amylovorum, Treponema denticola, Treponema maltophilum e

Treponema socranskii.

Alguns tipos de patologias periapicais graves se desenvolvem como
resultado de interacdes entre virus herpético e bactérias e, conseqientemente,
de reacOes imunoldgicas que se processam no hospedeiro. SABETI et
al.(2003), utilizando PCR, detectaram a presenca de Citomegalovirus (HCMV)
e Epstein-Barr (EBV) em lesdes endodénticas sintomaticas. Das 14 lesdes
periapicais estudadas, o HCMV foi detectado em 13 lesGes e o EBV foi
identificado em 8. A Unica lesdo periapical assintomatica estudada continha

HCMV e ndo EBV.

SLOTS et al. (2004), utilizando métodos moleculares, estudaram a
ocorréncia HCMV e EBV em lesBes periapicais. Concluiram que ambos
ocorriam mais freqientemente em lesGes periapicais sintométicas que nas

assintomaticas.

A ocorréncia de fungos nas infecgcbes dos SCR tem sido identificada
através de metodologia utilizando meios de cultura, métodos moleculares e
microscopia eletronica “in situ” O género Candida representa o isolado mais

freqlente, sendo a Candida albicans a espécie mais frequentemente



encontrada (LANA et al., 2001; MOLANDER et al., 1998; SIQUEIRA Jr et al.,

2002c; SUNDQVIST et al., 1998; PINHEIRO et al., 2003).

SIQUEIRA Jr. et al. (2004), também por métodos moleculares, detectaram
microrganismos localizados no terco apical de canais radiculares infectados.
Foram analisados 23 dentes extraidos, que apresentavam exposi¢ao pulpar por
carie e lesdo perirradicular. Verificaram a presenca de 11 espécies bacterianas,
através de “nested” PCR. Pseuramibacter alactolyticus ocorria em 10 casos
(44%), Treponema denticola em 6 (26%), F. nucleatum em 6 (26%), P.
endodontalis em 4 (17%), Filifactor alocis em 2 (9%), Dialister pneumosintes
em 1 (4%), P. gingivalis em 1 (4%), e Tannerella forsythensis em 1 (4%). P.
intemedia/nigrescens e Campylobacter rectus néo foram detectados na

amostragem.

A utlizagdo de tais métodos moleculares, portanto, tem acrescentado
informagdes importantes na identificacdo de microrganismos causadores de
infecgbes endodoOnticas, permitindo assim o desenvolvimento de técnicas e
estratégias que favorecem o sucesso do tratamento endodéntico (SIQUEIRA

Jr., 2002b).

2.2.1 — ECOLOGIA DA MICROBIOTA ENDODONTICA

Teoricamente, qualquer bactéria presente na cavidade oral pode invadir o
Sistema de Canais Radiculares. Mais de 500 espécies bacterianas estao ali
presentes, mas somente um pequeno numero delas — quinze a trinta — coloniza

o SCR. O fendbmeno se justifica pelo fato de as pressdes seletivas ocorrerem



no interior do sistema, favorecendo o crescimento de algumas espécies e
inibindo o de outras (JUNG et al.,, 2000; SUNDQVIST, 1994; SIQUEIRA Jr.,

2002).

Fatores abidticos e bidticos podem influenciar o crescimento bacteriano e
sua colonizagdo em SCR infectados. A disponibilidade de nutrientes, a baixa
tensdo de oxigénio (potencial redox), a temperatura e o pH, fatores presentes
em SCRs com polpas necréticas, sdo considerados abidticos. Como fator
bidtico, temos as interacdes bacterianas cooperativas (sinergismo) ou

competitivas (antagonismo) (SUNDQVIST, 1992b; SIQUEIRA Jr. et al., 2002b).

A disponibilidade de nutrientes ¢é fator muito importante para o
estabelecimento da microbiota no SCR. A fonte de nutrientes pode ser o tecido
pulpar desintegrado e/ou os fluidos tissulares. As bactérias sacaroliticas podem
obter energia pela fermentacdo de carboidratos e, como no interior do SCR ha
deficiéncia desses nutrientes, tais microrganismos possuem menor chance de
crescimento — é o caso, por exemplo, de Streptococcus mutans (GOMES et
al., 1994b). Muitos microrganismos (bactérias assacaroliticas) podem utilizar
aminoacidos e peptideos como fonte de energia, sendo aptas a se
multiplicarem no interior do SCR (SUNDQVIST, 1994; GOMES et al., 1994b).
Ademais, muitas bactérias podem utilizar produtos de outras espécies
bacterianas como fonte de energia (GRENIER & MAYRAND, 1986), além de
gue os microrganismos que colonizam o terco apical do SCR obtém nutrientes
(vitaminas, hormonios e componentes do sangue) diretamente do hospedeiro

(SIQUEIRA et al., 2004).

Fatores inibitorios produzidos por outras bactérias ou a competicdo por

nutrientes podem influenciar a microbiota. Tais fatores podem ser simples



metabdlitos ou substancias de natureza protéica tipo-bacteriocina (ZERR et al.,
1998). Nesse aspecto, P. micros tem importante papel no ecossistema pelo fato
de apresentar forte atividade enzimatica proteolitica, que fornece aminoacidos
e peptideos para serem utilizados em seu proprio metabolismo e no
metabolismo de outras espécies. Ja foi demonstrado que esse microrganismo

aumenta a patogenicidade de outras bactérias (SIQUEIRA Jr. et al., 2003a).

Os BAPPNs (Prevotella e Porphyromonas) requerem vitamina K e
hemina como nutrientes. A vitamina K pode ser produzida por outras bactérias
e a hemina pode ser obtida tanto da quebra da hemoglobina, quanto pode ser
produzida por outras espécies. Porphyromonas, por exemplo, pode ter seu
crescimento estimulado pela hemina, fator importante para seu
desenvolvimento, produzida por C. rectus (GRENIER & MAYRAND, 1986). Por
outro lado, C. rectus requer para seu crescimento o formato, que pode ser
produzido por P. endodontalis, P. micros, Selenomonas sputigena, F.

nucleatum e Actinomyces sp (SIQUEIRA Jr. & ROCAS, 2003a).

O baixo potencial de oxi-reducéo - que favorece o crescimento de bactérias
anaerodbias, principalmente no terco apical - e as interacdes bacterianas sao,
talvez, os mais importantes determinantes ecoldgicos nos SCRs infectados. Em
tais infecgbes, a reducdo no numero de bactérias facultativas e o aumento
proporcional de bactérias anaerébias, com o passar do tempo, podem ser
ocasionados pelo consumo de oxigénio e pela instalacdo de um ambiente de

baixa tenséao de oxigénio (SUNDQVIST, 1994; GOMES et al., 1994b).

O pH normal dos tecidos varia entre 7,2 e 7,4. Em tecido acometido por
processo infeccioso, o pH torna-se acido, caindo para uma faixa que varia de

6,5 a 6,8, podendo chegar a 5, em condi¢cdes extremas. O pH pode também



assumir um valor de neutralidade, quando um processo infeccioso crénico se
instala, ou ficar levemente alcalino. O pH no interior do SCR portador de
necrose pulpar pode variar entre 6 e 7,4, condicdo na qual a maioria das
bactérias pode sobreviver. Espécies aciduricas podem inclusive sobreviver em

pH muito &cido (LOPES & SIQUEIRA Jr., 1999).

As associagbes microbianas tém papel importante na regulacdo da
composicao da flora subgengival (SOCRANSKY et al., 1988) e essas relacbes
também influenciam a microbiota do SCR (FABRICIUS et al., 1982;

SUNDQVIST 1992a; GOMES et al., 1994b).

De acordo com SOCRANSKY et al. (1988), em uma associacdo positiva,
uma espécie pode favorecer outra, produzindo fatores de crescimento,
mudando as condig¢des fisico-quimicas do ambiente ou providenciando um sitio
de ligacdo para uma segunda espécie. Nas associa¢cdes negativas, uma
espécie pode produzir substancias que podem ser letais para uma segunda
espécie, competir por nutrientes ou pode destruir sitios de ligacdo de uma

segunda espécie.

2.2.2 INTERACOES BACTERIANAS

As interacfes bacterianas sdo um dos principais determinantes ecolégicos
no estabelecimento da microbiota infectante em SCR. A demanda de nutrientes
necessarios a sobrevivéncia das bactérias influencia nas interacdes entre os

microrganismos. Os produtos do metabolismo das bactérias sdo fonte de



nutrientes que podem favorecer determinadas espécies deles dependentes, ou
podem ser téxicos para outras, inibindo seu crescimento (SUNDQVIST, 1992a,

b).

Essas interacbes sao classificadas como positivas ou negativas. Sao
exemplos de interagbes positivas: mutualismo, comensalismo e sinergismo
(GOMES et al., 1994a; SIQUEIRA Jr. & ROCAS., 2003c ; SUNDQVIST, 1992a,

b, 1994).

Quando uma espécie é favorecida e a outra ndo € beneficiada nem
agredida, a relacdo é definida como comensalismo (GHARBIA & SAHAH,

1993).

As interacdes de sinergismo compreendem aquelas em que o metabolismo
de uma espécie fornece nutrientes necessarios para 0 crescimento de
membros de outra. Entre esses produtos estdo compostos como vitamina K,
CO,, Hz, NH; (SUNDQVIST, 1992 a, b, 1994). Em 1992, SUNDQVIST
observou que Fusobacterium nucleatum era a espécie isolada com mais
freqiéncia de SCRs infectados, e se associava positivamente com P. micros,
W. recta, P. endodontalis e S. sputigena e C. rectus. B. intermedius foi isolado
em 34% dos casos, e estava associado positivamente com P. anaerobius, P.
micros e Eubacterium sp. Havia ainda uma forte associacdo positiva entre

Eubacterium alactolyticum e P. anaerobius.

FABRICIUS et al. (1982), em estudo em macacos, observaram a habilidade
de 11 amostras bacterianas, em varias combinagdes, em induzirem destruicdo
Ossea periapical. B. oralis, F. necrophorum, F. nucleatum, S. milleri, S. faecalis,

P. anaerobius, A. bovis e Propionibacterium acnes, quando combinados,



produziram lesbes periapicais maiores que 1mm em 11 dos 12 dentes

examinados.

SIQUEIRA Jr & ROCAS (2003a), através da técnica de PCR, detectaram P.
micros em infec¢cbes primarias de SCR. Segundo os autores, tal espécie tem
papel importante naquele ecossistema, por causa de sua atividade enzimatica
proteolitica, fornecendo aminoacidos e peptideos utilizados no metabolismo de
outras bactérias. Confirmando os achados de SUNDQVIST (1992 b), foi
detectado que P. micros estava associado positivamente com P. endodontalis e

T. denticola, F. nucleatum, Prevotella spp e Eubacterium spp.

Estudando a associacdo entre sinais e sintomas de origem endodoéntica,
com combinagBes de bactérias especificas em uma amostra de 70 canais,
GOMES et al. (1996) verificaram que as seguintes espécies representavam
64% das isoladas: P. micros, P. melaninogenica, P. oralis, E. aerofaciens, E.
lentum, F. nucleatum, Prevotella buccae e P. intermedia. Associacdes entre
sinais clinicos e pares de espécies especificas foram assim relacionadas: (a)
Dor (37 casos) — Peptostreptococcus spp. / Prevotella spp., Peptostreptococcus
spp. / P. melaninogenica, P. micros / P. melaninogenica; (b) edema (23 casos)
— P. micros / Prevotella spp.; (c) canal com exsudato (57 casos) — Prevotella

spp. / Eubacterium spp., Peptostreptococcus spp. / Eubacterium spp.

HAAPSALO (1989), em estudo sobre o0s anaerobios produtores de
pigmentos negros, associou a presenca de Porphyromonas endodontalis e P.

gingivalis com infec¢cdes endoddnticas agudas.

Em 2001, LANA et al. observaram fortes associa¢gfes positivas entre 0s

géneros Clostridium e Peptostreptococcus; Prevotella e Fusobacterium.



Associacdes positivas, mas um pouco fracas, ocorriam entre Prevotella e

Fusobacterium, Clostridium e Peptostreptococcus.

O “red complex”, composto de Bacteroides forsythus, Porphyromonas
gingivalis e Treponema denticola, foi pesquisado por ROCAS et al. (2001).
Esse conjunto de bactérias esta associado a severidade da doenca periodontal
e 0 objetivo dos autores foi verificar, utilizando PCR, sua ocorréncia em
infec¢cdes endodonticas. Um total de 50 dentes apresentando polpa necrotica e
patologia perirradicular foi analisado. B. forsythus e P. gingivalis foram
encontrados associados positivamente, em 9 dos 50 dentes analisados,

indicando uma associacao positiva entre as 2 espécies.

JUNG et al. (2000) utilizaram como metodologia PCR e hibridizacao “dot-
blot” para observar a correlacdo entre epidemiologia dos microrganismos no
SCR, sinais e sintomas clinicos relacionados as periodontites apicais e para
determinar as associacfes entre 0s patdogenos. As espécies mais
freqientemente encontradas foram: Fusobacterium sp. (68,4%), P. micros
(44,7%) e P. gingivalis (26,3%). Bactérias Produtoras de Pigmentos Negros
(BPPNs) estavam presentes em 42,1% dos dentes analisados. B. forsythus e
Treponema sp. foram detectados em 8 e 6 dentes respectivamente, do total de
40 dentes analisados. Sobre as associacbes microbianas, as seguintes foram
encontradas: P. gingivalis e T. denticola; P. gingivalis e B. forsythus. E apesar
de nao ter sido considerada como estatisticamente significante, Fusobacterium
sp. foi detectado associado positivamente com muitas outras bactérias, como
P. intermedia, P. gingivalis e B. forsythus, com excecdo de um caso. Quanto

aos sinais e sintomas, nao foram encontradas associacdes significativas.



Utilizando PCR, SIQUEIRA Jr. & ROCAS (2003a) detectaram C. rectus em
25% de 65 canais radiculares infectados. As espécies estavam positivamente
associadas com P. endodontalis, P. micros, S. sputigena, F. nucleatum,

Actinomyces sp. e Eubacterium sp.

BAUMGARTNER et al. (2003) identificaram espiroquetas (Treponemas) em
infeccbes endodonticas e encontraram associacfes significantes entre T.

maltophilum e T. socranskii, como também entre T. maltophilum e T. denticola.

Em estudo muito recente, GOMES et al. (2004) fizeram um estudo
microbiolégico de 60 canais radiculares infectados, sendo que 41 possuiam
polpa necrética (infeccdo priméria) e 19 possuiam falhas no tratamento
endodontico (infeccdo secundaria). A finalidade do estudo era verificar a
correlagdo entre sinais e sintomas clinicos e bactérias especificas. Das
bactérias isoladas, 70% eram anaerobios estritos e P. micros foi a espécie
mais prevalente (35%), seguido de F. necrophorum (23,3%), F. nucleatum
(11,7%), P. intermedia/nigrescens (16,7%), P. gingivalis (6,7%) e P.
endodontalis (5%). As associa¢des encontradas foram: a) Dor — P. micros, P.
intermedia/nigrescens e Eubacterium spp.; b) histéria de dor — P. micros,
Porphyromonas e Fusobacterium spp.; c¢) sensibilidade a percussdo -
Porphyromonas spp., Peptostreptococcus e Fusobacterium spp.; d) edema —
Peptostreptococcus spp., Porphyromonas e Enterococcus spp.; €) presenca de
exsudato purulento — Porphyromonas, Peptostreptococcus e Fusobacterium

spp.; f) exsudato - Porphyromonas e Fusobacterium spp.

Paralelamente, no ambiente endodbntico ocorrem interacées negativas.
Essas podem ser classificadas como competicdo ou antagonismo. A disputa

por nutrientes entre duas ou mais espécies € denominada competicdo. Essa



condicao ocorre quando duas espécies ocupam o mesmo nicho, e lutam pela
obtencdo de nutrientes essenciais para sua sobrevivéncia. Antagonismo esta
relacionado com a producdo por um microrganismo de substancias que
exercem funcdo bactericida ou bacteriostatica em outro organismo presente no
mesmo hébitat ou alterando as condi¢cdes do ambiente, através de fatores
como pH ou potencial de oxi-redugdo, tornando-o desfavoravel a outras

espécies (MAYRAND & GRENIER, 1998).

SUNDQVIST (1992 a, 1994) mostrou que, em geral, espécies de
Streptococcus, Propionibacterium propionicus, Capnocytophaga ochracea e
Veillonella parvula, revelaram antagonismo ou nenhuma associacdo com
outras bactérias. Foi observada também interacdo negativa entre P.

endodontalis e P. intermedia.

Estudando as interagcbes envolvendo D. pneumosintes em infecclOes
endodonticas primarias, SIQUEIRA Jr. & ROCAS (2003b) relatam associacdes
negativas entre aquela bactéria e Bacteroides forsythus, P. gingivalis e

Actinomyces israelli.

Avaliando a influéncia da producdo de substancias antagonistas na
colonizacdo do SCR, RIBEIRO SOBRINHO et al. (2001) mostraram um alto
antagonismo entre G. morbillorum e B. adolescentis, C. butyricum e F.
nucleatum. B. adolescentis inibia o crescimento de F. nucleatum. F. nucleatum
mostrava auto-antagonismo e inibia o crescimento de G. morbillorum.
Relataram ainda que C. butyricum ndo produzia substancia antagonista contra

nenhuma das bactérias testadas.



2.2.3 SUBSTANCIAS ANTAGONISTAS

As substancias antagonistas podem ser classificadas em substancias de
natureza proteica, nado-proteica, acidos organicos (acido acético, latico ou
outros acidos especificos) e peréxido de hidrogénio (PIARD & DESMAZEAUD,

1991).
2.2.3.1 ACIDOS ORGANICOS

A atividade antimicrobiana dos acidos latico e acético €, em parte, devido ao
fato de que estes acidos na forma nao dissociada podem atravessar a
membrana celular microbiana reduzindo o pH intracelular, que ird interferir com

importantes funcdes metabdlicas (NAIDU et al., 1999).

O acido acético possui um efeito inibitério mais acentuado, uma que vez que
sua constante de dissociacdo € maior que a do &cido latico (PIARD &

DESMAZEAUD, 1991).
2.2.3.2 SUBSTANCIAS ANTAGONISTAS DE NATUREZA NAO PR OTEICA

Os compostos de natureza néo-proteica ja descritos na literatura, possuem
as seguintes caracteristicas: pequeno tamanho (massa molecular menor que 1
KDa), estrutura quimica heterociclica ou aromatica, e amplo espectro de a¢ao
antimicrobiana frente as bactérias Gram-positivas, Gram-negativas e fungos

(NIKU-PAAVOLA et al., 1999).

As seguintes substancias s&o descritas na literatura como sendo de
natureza ndo proteica: reuterina (produzida por L. reuteri), metilhidatoina,

acetaldeido e D.isdbmeros de aminoacidos (NIKU-PAAVOLA et al., 1999).



2.2.3.3 BACTERIOCINAS

E possivel que as bacteriocinas possam influenciar a ecologia microbiana
do SCR, inibindo o crescimento de algumas espécies que competem pelo

mesmo nicho ecoldgico (SUNDQVIST, 1992b).

PASTEUR & JOUBERT (1877) foram os primeiros pesquisadores que
observaram interagBes antagonistas entre bactérias. Eles verificaram que uma
cepa de E. coli presente na urina exercia efeito inibitorio sobre o Bacillus
anthracis (JACK et al., 1995). Contudo, o primeiro estudo sobre bacteriocinas
foi realizado em 1925, quando GRATIA relatou ter descoberto um antibiético
produzido em meio liquido. A substancia era dializavel e termo-estavel,
altamente especifica, produzida por Escherichia coli e ativa contra outras
amostras da mesma espécie. Em 1932, o mesmo autor demonstrou que tais
substancias possuiam natureza protéica, além de verificar que outras amostras
de E. coli produziam substancias similares (JACK et al.,, 1995; DAW &

FALKINER, 1996).

Por sua vez, o termo bacteriocina somente foi introduzido por JACOB et al.,
em 1953. Esses pesquisadores definiram as bacteriocinas como proteinas
antibacterianas, caracterizadas pela biosintese letal e ativa, contra linhagens
da mesma espécie, ligando-se a receptores especificos na superficie de

células bacterianas (JACK et al., 1995).

A familia das bacteriocinas € composta por uma diversidade de proteinas,
gue variam em tamanho, modo de acdo, mecanismos de imunidade e alvo

microbiano. Existem diferencas entre as bacteriocinas de bactérias Gram-



negativo e Gram-positivo. Bacteriocinas de bactérias Gram-positivo sdo mais
abundantes e possuem maior diversidade que as de bactérias Gram-negativo,
e, na grande maioria, sdo secretadas por “baterias &cido-laticas”. Como
exemplos:  Enterococcus, Streptococcus, Pediococcus, Lactobacillus,

Leuconostoc e Carnobacterium (RILEY & WERTZ, 2002).

Baseados nos estudos das colicinas produzidas por bactérias Gram-
negativo, TAGG et al. (1976) sugeriram 6 critérios para se caracterizarem tais
proteinas. S&o eles: estreito espectro de atividade inibitoria (geralmente com
acdo bactericida centrada nas espécies homologas); presenca de uma parte
protéica; acdo bactericida; ligagdo a receptores especificos; determinantes
genéticos plasmidiais de producdo de bacteriocina e imunidade da célula

hospedeira.

Apesar das bacteriocinas serem definidas como as que possuem um
componente protéico ou peptideo, essenciais a sua funcdo, algumas tém sido
descritas por consistirem de combinacfes de diferentes proteinas, e ainda
podem ser compostas de proteinas e moléculas de lipideos e carboidratos

(JACK et al., 1995; DAW & FALKINER, 1996).

Alguns autores preferem usar, para as substancias incompletamente
caracterizadas, o termo "substancia tipo-bacteriocina” ou "substancia inibitéria
tipo-bacteriocina”. Reservam eles o0 termo bacteriocina para aquelas
substancias que ja foram razoavelmente caracterizadas e que se enquadram
nos critérios estabelecidos para tal classificacdo. As bacteriocinas parecem
representar um grupo heterogéneo de moléculas que variam desde peptideos a
particulas de alto peso molecular, de estrutura e composicdo complexas (JACK

et al., 1995; DAW & FALKINER, 1996).



KLAENHAMER (1993) dividiu as bacteriocinas em quatro classes,
baseando-se em sua estrutura primaria e em seu mecanismo de agéo: ) os
lantibiéticos, que consistem de pequenos peptideos que apresentam
aminoacidos ndo usuais como lantionina, metil-lantionina, deidrobutirina e
deidroalanina; Il) pequenos peptideos termo-estaveis; Ill) proteinas termo-
labeis; IV) proteinas complexas que, para exercerem sua atividade, associam-

se a moléculas de carboidratos ou lipidios.

Em 1976, Clarke e Morris isolaram uma bacteriocina produzida por
Clostridium butyricum, que foi denominada butyricin 7423. A acdo primaria
dessa bacteriocina ocorre na membrana celular, sendo ativa contra outras
espécies de Clostridium. E moderadamente estavel a altas temperaturas;
mantém-se ativa em 50%, depois de tratada a 100°C, por 10 minutos; é
completamente inativada pelo tratamento com Tripsina (CLARKE & MORRIS,

1976).

2.2.4 ATIVIDADE ANTAGONISTA E CONDICOES DE CULTIVO

A expressdo da atividade antagonista bacteriana é influenciada pelos
nutrientes do meio de cultura, pelas condi¢cdes de cultivo, temperatura de
incubacdo e pH. Pode também ser influenciada pelas diferentes fases de
crescimento do microrganismo produtor da bacteriocina (TAGG et al., 1976;
GOMEZ et al., 1997; MAHONY et al., 1978). Nao ha um consenso na literatura
guanto ao assunto, e aparentemente cada espécie bacteriana necessita de

nutrientes especificos para a expressdo dessa atividade. A atividade



antagonista é melhor visualizada em meios de cultura ricos, mas a espécie
bacteriana a ser estudada pode exibir requerimentos nutricionais especificos
para expressar diferentes bacteriocinas ou substancias tipo-bacteriocina

(FARIAS et al., 1992; RILEY, 1998).

No que diz respeito aos efeitos dos meios de cultura sobre a producao de
substancias bacteriocinogénicas, CARVALHO (2002) relata que o meio mais
favoravel a producdo de substancia antagonista por S. aureus € o meio BHI, pH
7,0, no qual os halos de inibicdo apresentam-se maiores e mais nitidos.
OLIVEIRA (1997) observou que o Fusobacterium tem uma melhor expressao
da atividade bactericinogénica em meio BHI-S. Por sua vez, RODRIGUES
(2001) demonstrou que amostras de BAPPN produziram substancias
antagonisticas contra bactérias Gram-positivo e Gram-negativo, em todos 0s

meios de cultivo testados.

Segundo a literatura pesquisada, os seguintes meios foram utilizados para o
cultivo de Clostridium: RCM (reinforced clostridial medium) (CLARKE et al.,
1976; KEMPERMAN et al., 2003; THUAULT et al., 1991); AC, que, segundo
KEMPERMAN et al.(2003), é especifico para a producéo de bacteriocinas; BHI
, utiizado por MAHONY et al. (1978) em estudos especificos sobre

bacteriocinas produzidas por Clostridium perfrigens.

2.3 GENERO CLOSTRIDIUM

Os clostridios sado bastonetes Gram-negativo, anaerébios, esporulados e

moveis. Muitas espécies sdo conhecidas como patdégenos. Algumas



decompdem proteinas ou formam toxinas; outras realizam o0s dois processos.
Entre os patdégenos, estdo 0s microrganismos responsaveis por botulismo,

tétano, gangrena gasosa e colite pseudomembranosa (JAWETZ et al., 2000).

Dividem-se em cerca de 85 espécies, sendo que 20 sdo importantes
patdogenos humanos (HOLT et al., 1994; NISENGARD, 1997). A maioria das
espécies é anaerdbia estrita, e algumas podem crescer, mas ndo esporulam na
presenca de oxigénio. Poucas espécies sdo Gram-negativo, podendo
apresentar gramabilidade (Gram-positivo torna-se Gram-negativo). A forma e a
localizacdo dos esporos auxiliam sua diferenciacdo, além das provas
bioguimicas. Quanto a localizacdo, eles podem estar situados na porcao

central, subterminal ou terminal das células.

Os clostridios estdo amplamente distribuidos na natureza, mas é de origem
endogena a maioria das doencas em humanos, com excecao das intoxicacdes
alimentares causadas por C. perfringens, tétano (C. tetanii) e botulismo (C.
botulinum), além dos casos de colite causada por C. difficile (NISENGARD,

1997).

Para a maioria das espécies, o crescimento se d4 numa temperatura entre
30 e 37°C, numa faixa de pH que varia entre 4.6 e 5.0, sendo o crescimento

mais rapido numa faixa de pH entre 6.5 e 7.0 (HOLT et al. 1994).

2.3.1 CLOSTRIDIUM BUTYRICUM

Sao bactérias que possuem tamanho médio entre 0.5-1.7x 2.4-7.6 um;

podem apresentar-se sozinhos, em pares e, ocasionalmente, como longos



filamentos. Seus esporos sdo ovais, podendo se localizar no centro ou na

por¢cdo subterminal da célula.

Apresentam crescimento 6timo numa faixa de pH entre 4.6 e 5.0, apés
incubacdo por 5 dias, sendo a temperatura ideal entre 30 e 37°C (algumas
amostras podem crescer bem a 25°C e outras a 10°C). O crescimento pode

ser inibido quando adicionado NaCl a 6.5% (MOLONGOSKI, et al., 1976).

Produzem acido butirico, acético e formico; acido latico e succinico e,
algumas vezes, butanol e etanol (SCHINK et al., 1981; SCHINK & ZEIKUS,

1982).

Sua bacteriocina é ativa contra varias espécies, particularmente de C.

pasteurianum (CLARKE et al., 1976).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar, in vitro, as interagfes que ocorrem entre as espécies microbianas

prevalentes em necrose de Sistemas de Canais Radiculares humanos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v' Avaliar a ocorréncia de sinergismo e/ou antagonismo entre bactérias

recuperadas de SCRs infectados.

v/ Caracterizar parcialmente a substancia antagonista produzida por

Clostridium butyricum.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 AMOSTRAS BACTERIANAS

As amostras foram recuperadas no desenvolvimento do trabalho: “Avaliacao
microbiolégica de canais radiculares com necrose pulpar em trés etapas do
tratamento endodontico”, de autoria de Marcia Almeida Lana, desenvolvido na
Faculdade de Odontologia da UFMG e no Laboratério de Microbiologia Oral e
Anaerobios (ICB/UFMG). Neste trabalho foram avaliados 31 dentes com
necrose pulpar, em trés etapas do tratamento endododntico: antes de sua
manipulacdo, aplds o0 preparo quimico-mecanico e a utilizagdo de medicacao
intra-canal e no momento da obturagdo. Os espécimes clinicos foram coletados
em anaerobiose e cultivados em condi¢des especificas para o isolamento de
bactérias anaerObias obrigatérias, anaerébias facultativas e leveduras. Os
géneros mais freqlientemente isolados foram: Fusobacterium, Prevotella,

Lactobacillus, Streptococcus, Clostridium e Peptostreptococcus (LANA 1999).

Em nosso trabalho, foram selecionadas 07 amostras bacterianas das
recuperadas com maior frequéncia no trabalho acima citado. Utilizaram-se as

seguintes amostras:
Bifidobacterium adolescentis,

Gemella morbillorum,



Clostridium butyricum,
Fusobacterium nucleatum,
Peptostreptococcus micros/prevotii,
Lactobacillus acidophilus,

Prevotella intermedia/nigrescens.

4.2 PRESERVACAO DAS AMOSTRAS

As amostras foram mantidas em freezer a -86° C, no Laboratério da Pés-
Graduacao do Departamento de Microbiologia do ICB/UFMG, em caldo BHI-S
(Difco Laboratories, Sparks, USA) e MRS (Difco Laboratories, Sparks, USA)
para Lactobacilllus , acrescido de 15% de glicerol. Sua recuperacao foi feita
utilizando-se caldo BHI-S suplementado com extrato de levedura 0,5%, hemina

e 10 yg/ml, menadiona 1 ug/ml e 0,075% de | - cisteina.

4.3 DETERMINACAO QUALITATIVA DA PRODUCAO DE SUBSTA NCIAS

ANTAGONISTAS

A producdo de substancias antagonistas foi detectada, utilizando-se a
técnica de difusdo em agar (JACK et al., 1995). Cada linhagem foi repicada
em caldo BHI-S, com excecdo de Lactobacillus acidophillus, que foi
repicado em caldo MRS (Difco Laboratories, Sparks, USA), e incubado a

37° C, em camara de anaerobiose (Forma Scientific Company, Marietta,



USA, atmosfera de N, 85%, H, 10% e CO, 5%), por 24 e 48 horas,
dependendo da amostra. Fez-se spots de 5 yL na superficie do agar BHI-S
ou do MRS. As placas foram incubadas por um periodo de 24 a 48 horas,
nas mesmas condi¢cdes anteriormente descritas. Apds a incubacado, as
placas foram retiradas da camara de anaerobiose, expostas ao vapor de
cloroféormio, por 30 minutos, e entreabertas por igual periodo para
evaporacdo do cloroformio residual. Fez-se a revelagdo da presenca de
substancia antagonista, recobrindo-se a placa com 3,5 mL de agar semi-
sélido fundido (BHI-S ou MRS 0,75%, de acordo com a espécie reveladora),
inoculado com, aproximadamente, 10° a 10° células da espécie reveladora,

incubando-se em condi¢des de cultivo especificas para cada uma delas.

Procedeu-se, entdo, a leitura do experimento, analisando-se a formacéao de
halos de inibicdo de crescimento em torno dos spots. A leitura era feita pela
producdo de halos de inibicdo. Os halos foram medidos com um paquimetro
digital (Mitutoyo Sul América Ltda). Os experimentos foram realizados em

duplicata.

4.4 PREPARO DO EXTRATO BRUTO

A amostra de C. butirycum foi crescida em caldo BHI-S e encubada em
anaerobiose por 24 horas. Apds esse periodo, a cultura foi centrifugada
(centrifuga RC5C Sorvall Instruments Du Pont) a 4°C, 10.000 g, por 10
minutos. O sobrenadante foi filtrado em membrana de 0,22 um (Millipore Corp.

Bedford, USA) e dividido em aliquotas de 15 mL, congelando-se a -70°C. Apds



alcancarem tal temperatura, liofilizaram-se as amostras (Free Zone 6 LITER,
LABCONCO, USA) no Laboratério de Enzimologia e Fisico-quimica de
Proteinas do ICB/UFMG. Ao final do processo de liofilizacdo, ressuspenderam-
se as aliquotas em 500 uL de agua ultra- pura estéril, concentrando-as 10

vezes em relacao ao volume inicial.

4 5CARACTERIZACAO DA NATUREZA QUIMICA DA SUBSTANCI A

ANTAGONISTA

A caracterizacdo foi feita utilizando-se como produtora a amostra de C.

butirycum e, como reveladoras, B. adolescentis e F. nucleatum.

4.5.1 PESQUISA DE BACTERIOFAGOS LITICOS (TURNER & JORDAN,

1981)

A fim de avaliar a presenca de fagos como possiveis responsaveis pela
atividade antagonista, retirou-se, assepticamente, um fragmento de agar, de 3
mm? de diametro, da zona do halo de inibicdo detectado. O fragmento foi
colocado sobre uma placa contendo agar BHI-S, que foi imediatamente
recoberta com agar BHI-S ou MRS (B. adolescentis) semi-sélido, acrescido da
guantidade padronizada da bactéria reveladora. Apds 48 e 24 horas de
incubagéo, a 37°C, e em anaerobiose, foi avaliada a presenca de zonas liticas.

Os experimentos foram realizados em duplicata.



4.5.2 AVALIACAO DA INIBICAO DO CRESCIMENTO PELA PRE SENCA DE

ACIDOS (FARIAS et al., 1992)

Foram preparadas placas com agar BHI-S, aferindo-se o pH do meio dentro
e fora dos halos de inibicdo, com o auxilio de um microeletrodo de superficie
(Microeletrodes Inc, USA), ap0s a revelacdo do antagonismo. Utilizou-se como
controle as placas sem indculo. Os valores foram entdo comparados com

agueles obtidos na placa controle e na placa contendo o inéculo.

4.5.3 ESTABILIDADE DA ATIVIDADE ANTAGONISTA A VARIA COES DE

TEMPERATURA (GOMEZ et al., 1997, com algumas modificaces)

Aliquotas de 50 pL foram submetidas a tratamento térmico (temperaturas de
60°, 70° 100° C), durante 30 e 60 minutos, em banho-maria .Apds esses
intervalos de tempo, retiraram-se as aliquotas, procedendo-se a revelacéo pelo
meio de difusdo em “well”. O método consistia em fazer a revelacdo como ja
descrito anteriormente em 4.3. Fizeram-se “wells” de 7 mm de diametro na
superficie do &gar, utilizando-se um dispositivo especifico para tal (com
furador). Em cada “well”, adicionou-se cada uma das aliquotas, incubando-se
as placas a 37°C, em anaerobiose, por 24 e 48 horas. Uma aliquota também foi
tratada em autoclave, por 15 minutos, a 121°C, sendo testada quanto a sua
atividade residual. Como controle, utilizou-se uma aliquota sem o tratamento

térmico.



4.5.4 ESTABILIDADE DA ATIVIDADE ANTAGONISTA A VARIA COES DE

pH (GOMEZ et al., 1997, com algumas modificacdes)

A estabilidade da substancia antimicrobiana foi testada em diferentes
valores de pH, ajustados em 3 a 9, com NaOH 5N ou HCI 5N no extrato bruto ja
centrifugado e filtrado. ApGs serem liofilizadas e ressuspendidas, como citado
em 4.4, as aliquotas foram novamente filtradas, fazendo-se a revelagdo, quanto
a atividade antimicrobiana residual, pelo método de difusdo em pocgos. De cada
aliquota de pH, 50 pL foram adicionados aos pocos, utilizando-se como
controle o extrato bruto sem alteracdo do pH. como bactérias reveladoras,

foram utilizadas as amostras citadas em 4.5.

455 SUSCEPTIBILIDADE DA SUBSTANCIA ANTAGONISTA A ACAO DE

ENZIMAS PROTEOLITICAS (DRUMMOND, 2001; FARIAS et al., 1992)

Aliquotas concentradas por liofilizacdo e ressuspendidas dez vezes em
relacdo ao volume inicial foram acrescidas da solugdo de cada enzima, na
concentracédo final de 1 mg/mL. As seguintes enzimas foram utilizadas: «
quimiotripsina (E.C. 3.4.21.1, tipo II, Sigma-Aldrich, USA); tripsina
(E.C.3.4.21.4, tipo II, Sigma- Aldrich,USA); Papaina (E.C.3.4.23.1, Sigma-

Aldrich, USA), todas dissolvidas em tampao fosfato de sodio (50 mM, pH
7,0). Como controle, foram testados o tamp&o, as enzimas e 0 extrato bruto.

Ap6s um periodo de incubacéo de uma hora, a 37°C, retirou-se uma aliquota



de 50 pL, que foi testada pelo método de difusdo em pogos, como descrito no
item 5.5. O desaparecimento do halo de inibigcdo indicava a susceptibilidade a

enzima especifica e a natureza protéica da substancia antimicrobiana.

5 RESULTADOS



5 RESULTADOS

5.1 DETERMINACAO QUALITATIVA DA PRODUCAO DE SUBSTA NCIA

ANTAGONISTA
A tab. 1 representa o teste de antagonismo in vitro .

A frequéncia de antagonismo se apresenta nas seguintes propor¢oes: P.
intermedia/nigrescens (6/6), B. adolescentis (5/6), C. butyricum e P. micros
(4/6). A menor capacidade de antagonismo foi apresentada por G. morbillorum

(2/6).

Tabela 1

Determinacéo qualitativa da producéo de substancias antagonistas —
Teste de Antagonismo in vitro.

REVELADORAS

PRODUTORAS 1 > 3 2 5 6 7

G. morbillorum (1) NT 0 0 0 0% (12,4 10,4%0,6
+0,5(**)

B.adolescentis (2) 10,2+0,3 NT 11,9¢0,45  12,7+0,3 10,2¢0,35 O 11,1+0,1
C.butyricum (3) 12,5+0,25 11,4¢0,45  NT 10,005 0 0 12,00,5
F.nucleatum (4) 15,5+0,5 0 14,430,441  NT 15,2+0,3 0 0
P.micros (5) 18,603 0 17,50,5 0 NT 16,304 17,6+0,3
L.acidophilus (6) 13,040,47 0 0 11,3:045 0 NT <150,3«_Lo,4
P.intermedia (7) 15,8+0,2 16,5¢0,47 1544045  185:045  14,6:076 158205 NT

*= presenca de halo de inibicdo **= média ***= Desvio padrdo NT= ndo testada

5.2 CARACTERIZACAO DA NATUREZA QUIMICA DA SUBSTANCI A

ANTAGONISTA



Pelo fato de o fendbmeno de antagonismo apresentado por C. butyricum ter
sido bastante freqiente no presente estudo, além de pouco relatado na
literatura, os passos seguintes de caracterizagdo de substancia antagonista se

deram com a utilizacdo daquela bactéria.

5.2.1 PESQUISA DE BACTERIOFAGOS LITICOS

N&o foram evidenciadas zonas de lise no teste para a detecgcdo de
bacteriéfagos, 0 que descarta esta hipétese como sendo responsavel pelo

antagonismo.

5.2.2 AVALIACAO DA INIBICAO DO CRESCIMENTO PELA PRE SENCA DE

ACIDOS

Observou-se uma diminui¢cdo acentuada do pH dentro dos halos de inibic&o,

em relacdo as placas controle, cujo pH foi 6,47.

Utilizando-se F. nucleatum como bactéria reveladora, obteve-se pH 4,42
fora dos halos de inibicAdo e 4,44 dentro dos halos de inibicdo, néo
apresentando assim diferencas significativas. O B. adolescentis apresentou,

respectivamente, pH de 4,14 e 4,16.

Os resultados demonstram a auséncia de influéncia dos acidos na inibi¢cao

do crescimento das espécies testadas.



5.2.3 ESTABILIDADE DA ATIVIDADE ANTAGONISTA A VARIA COES DE

TEMPERATURA

Observou-se que a substancia antagonista manteve-se estavel as
temperaturas de 60°, 70° e 100°C, independentemente do tempo de exposicao,
sendo inativada somente quando submetida a temperatura de 121°C, por 15

minutos (Tab. 2).

Os resultados sugerem que as substancias antagonistas sado termo-

resistentes.

TABELA 2
Estabilidade da substancia antagonista a variagdes de temperatura
Temperatura Amostras Reveladoras
Fusobacterium nucleatum | Bifidobacterium adolescentis
60° C — 30 minutos 13,77* £0,20** 12,14 +0,55
60° C — 60 minutos 11,26 +0,35 9,74 +0,15

100° C — 30 minutos 14,08 +£0,15 17,37 £0,95




100°C — 60 minutos 12,05 0,25 13,47 +£0,51

121°C — 15 minutos 0 0

+

controle 12,78 +0,25 14,18 +0,3

* = tamanho dos halos de inibicdo (mm)
**= Desvio padrao

5.2.4 ESTABILIDADE DA SUBSTANCIA ANTAGONISTA A VARI ACOES DE

pH

A substancia antagonista produzida por C. butyricum mostrou-se estavel as
variagdes de pH, num intervalo de 3,0 a 6,0. Acima desses valores (pH de 7,0 a
9,0), ndo se evidenciou a presenca de halo de inibicdo (Graf.1 e 2). Foram
utilizados como microrganismos reveladores o B. adolescentis e o F.

nucleatum.

Como controle, foi utiizado o meio sem o inéculo. O meio BHI-s
apresentava halos de inibicAo quando concentrado (liofilizacdo), sugerindo

possivel interferéncia de componente(s) do meio no fenémeno de inibicéo.

O meio AC, quando utilizado como controle, ndo apresentou halos de
inibic&o.

Os resultados obtidos nos gréficos 1 e 2 mostram maior atividade das

substancias antagonistas em pHs acidos.
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GRAFICO 1 - Influéncia do pH na producéo de substancia antagonista,
utilizando-se como reveladora Bifidobacterium adolescentis
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GRAFICO 2 — Influéncia do pH na producédo de substancia antagonista,
utilizando-se como reveladora Fusobacterium nucleatum



5.2.5 SUSCEPTIBILIDADE DA SUBSTANCIA ANTAGONISTA A ACAO DE

ENZIMAS PROTEOLITICAS

A substancia antagonista produzida por C. butyricum n&o foi inativada por
nenhuma das enzimas testadas. Foram observados, ao redor dos pocos, halos

de inibicdo contendo enzimas e substancia liofilizada (Tab. 3).

Os resultados sugerem que as substancias antagonistas ndo apresentam

estrutura protéica.

TABELA 3
Susceptibilidade da substancia antagonista a acao de enzimas proteoliticas —
Acdo das enzimas tripsina, quimiotripsina e papaina sobre a atividade
antagonista de Clostridium butyricum

Enzimas Amostras Reveladoras

Fusobacterium nucleatum | Bifidobacterium
adolescentis

Papaina 0 0

Papaina c/ substancia 18,45* +0,55** 12,76 0,35
Quimiotripsina 0 0
Quimiotripsina c/ 12,43 0,8 15,93 10,47
substancia

Tripsina 0 0

Tripsina c/ substancia 13,1 0,65 14,73 £0,25
Tampao Fosfato de 0 0

Sodio***

Substéncia 14,75 0,49 14,47 +0,60
liofilizada***

* =tamanho dos halos de inibicdo (mm)
** = desvio padréo
*** = Controles
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6 DISCUSSAO

As interacdes entre bactérias tém papel determinante na sucessao
bacteriana que se processa em um determinado sitio. E por meio daquele
mecanismo que espeécies pioneiras criam condicdbes para que outros
microrganismos venham a ser selecionados como préoximos habitantes daquele

ecossistema (SIQUEIRA & ROCAS, 2003b).

Muitos pesquisadores tém dado énfase a tais interacoes (BOLSTAD et al.,
1996; GOMES et al., 1994a, b; JUNG et al., 2000; LANA et al., 2001; ROCAS
et al., 2001; PETERS et al., 2002; SIQUEIRA Jr., 2003a, b; SUNDQVIST,
1992a, b, 1994), mas ainda ha poucos estudos sobre a caracterizacdo das
substancias antagonistas e/ou sinergisticas produzidas por bactérias isoladas
de infeccbes endodobnticas. Ante a auséncia de relatos na literatura, foram
avaliadas no presente trabalho as interacdes entre espécies e a producao de
substancia antagonista por bactérias recém-recuperadas de SCRs infectados.
As amostras selecionadas incluiram as bactérias Gram-positivo e Gram-
negativo mais prevalentes em infeccdes de origem endodontica, segundo

estudo de LANA et al., (2001).

Para se avaliar as interagdes bacterianas in vitro, utilizou-se a técnica de
difusdo em agar, que é amplamente empregada para selecionar bactérias
produtoras de substancias antagonistas. A técnica, entretanto, apresenta
algumas limitacdes: o halo de inibicdo pode ser resultante da acdo de mais de
um tipo de substancia e os resultados podem variar em funcéo de varios outros

parametros, tais como pH e temperatura (LINTON, 1983). Além dos fatores



citados, a interpretacdo do espectro de atividade inibitéria pode, algumas
vezes, ser dificultada quando uma amostra produz mais de um agente
bactericida ou outros produtos como acidos e peroxido de hidrogénio (TAGG et

al., 1976).

Segundo TAGG et al. (1995), é importante ressaltar que, in vitro, a
deteccdo de substancias antagonistas depende da criagdo ou da simulacao

das mesmas condi¢Bes encontradas in vivo (pH, temperatura, nutrientes).

Neste estudo 0s microrganismos mais sensiveis as substancias
antagonistas foram P. intermedia/nigrescens e B. adolescentis. A P.
intermedia/nigrescens € frequentemente isolada de infeccbes de origem
endodontica e periodontal (GHARBIA et al., 1993), e, segundo RODRIGUES
(2001), ela possui atividade antagonista contra F. nucleatum e outras espécies
nao avaliadas aqui. O resultado assemelha-se aos apresentados no presente

estudo.

Utilizando o “odds ratio” para determinar as associa¢gfes entre as bactérias
presentes em infec¢cdes de origem endoddntica, LANA et al. (2001) relataram
gue P. intermedia apresenta sinergismo muito fraco com F. nucleatum, L.
acidophilus e P. micros. Os autores relataram, ainda, um forte sinergismo entre
P. intermedia/nigrescens e C. butyricum. Os resultados do presente trabalho
nao corroboram tais diferencas, uma vez que P. intermedia/nigrescens inibiu
todas as amostras testadas. Contudo, € importante ressaltar que este estudo

baseou-se em analises in vitro, e o daqueles autores, in vivo.

7

O género Bifidobacterium ¢é habitante do intestino humano, sendo
comumente usado como prebidtico. A maioria das espécies que colonizam a

cavidade oral sdo consideradas parte da microbiota transitéria (CHAVEZ DE



PAZ, et al., 2004). B. adolescentis tem sido esporadicamente isolado de
infeccbes do SCR (LANA et al.,, 2001; RIBEIRO SOBRINHO et al., 2001;
SUNDQVIST, 1994). Interacbes dessa bactéria com outras espécies sO
encontra relato em um estudo realizado por RIBEIRO SOBRINHO et al.,
(2001), no qual se observou que B. adolescentis inibia somente F. nucleatum.
No presente estudo, a espécie s6 ndo produziu substancia antagonista contra

L. acidophillus.

G. morbillorum foi a espécie menos sensivel a acdo das substancias
antagonistas e apresentou antagonismo somente com L. acidophilus e P.
intemedia. Tal resultado confronta, mais uma vez, os de RIBEIRO SOBRINHO
et al.(2001), que relataram alta atividade antagonista de G. morbillorum contra

B. adolescentis, C. butyricum e F. nucleatum.

Quanto a atividade inibitoria de C. butyricum, a bactéria inibiu o crescimento
de B. adolescentis, P. intermedia/nigrescens e F. nucleatum, e apresentou uma
inibicdo muito fraca contra G. morbillorum. Segundo RIBEIRO SOBRINHO et
al. (2001), C. butyricum ndo mostrou atividade inibitéria contra G. morbillorum,
B. adolescentis e F. nucletaum, resultados que estdo de acordo com os
achados de LANA et al. (2001), os quais relataram haver um sinergismo muito

fraco e envolvendo somente P. micros e L. acidophilus.

Semelhantemente ao que foi encontrado por RIBEIRO SOBRINHO et al.
(2001), F. nucleatum inibiu G. morbillorum, a qual apresentou sinergismo com
P. intermedia/nigrescens e L. acidophilus. Por sua vez, SUNDQVIST (1992a)
relatou atividade sinérgica entre F. nucleatum e P. micros, resultados que

também nao foram corroborados no presente trabalho.



O género Lactobacillus foi isolado de infeccdes do SCR (CHAVEZ DE PAZ
et al., 2004; DRUCKER et al., 1992; SUNDQVIST, 1992a), principalmente da
porcao coronaria, exposta a cavidade oral. No presente estudo, G. morbillorum,
F. nucleatum e P. intermedia foram as U(nicas espécies inibidas por L.
acidophilus. Foi verificado por LANA et al.(2001) que existia sinergismo entre
L. acidophilus e P. intermedia/nigrescens e F. nucleatum, e, ainda, um
sinergismo muito discreto foi encontrado entre C. butyricum e P. micros, o que

contradiz os presentes resultados.

A ocorréncia de P. micros tem sido observada com freqtiéncia em diferentes
sitios humanos. Em infecgbes do SCR, tem sido encontrado positivamente
associado com F. nucleatum, P. intermedia e L. acidophillus (SUNDQVIST,
1992 a; LANA et al.,, 2001). Tais dados ndo coincidem, em parte, com 0s
obtidos no presente estudo, visto que P. micros inibiu o crescimento de G.
morbillorum, C. butyricum, L. acidophillus e P. intermedia, mas néao inibiu F.

nucletaum.

Conforme avaliado acima, muitos dos resultados apresentados na literatura
divergem dos relatados no presente estudo. E interessante ressaltar que as
diferencas na expressao da atividade antagonista podem estar associadas ao
meio de cultura e as condi¢bes de cultivo (RODRIGUES, 2001), o que pode
justificar os diferentes resultados aqui obtidos, além das outras variaveis ja
citadas, que também podem interferir na producdo de substancia antagonista.
SUNDQVIST (1992 a) utilizou o meio de cultura PYG para selecionar as
bactérias por ele isoladas de SCRs infectados, RIBEIRO SOBRINHO et al.
(2001) utilizaram o meio BHI-s. No presente estudo foram utilizados os meios

BHI-S e MRS.



Além de avaliar as interagbes microbianas, neste estudo procurou-se
caracterizar parcialmente substancia antagonista produzida por C. butyricum,
microrganismo que apresentou atividade antagonista contra 4 das 7 amostras

testadas. Ademais, o género Clostridium tem sido pouco estudado.

Para se caracterizar parcialmente a substancia antagonista produzida por C.
butyricum, foi necessaria a selecdo de um meio de cultura ideal. A principio,
utilizou-se o meio BHI-S. Halos claros e nitidos foram observados contra as
amostras testadas. Durante a verificacdo da influéncia do pH na estabilidade
da substancia antagonista, foi verificado que o meio BHI-s sem indculo
(controle), quando concentrado, produzia halos de inibicdo em todas as faixas
de pH testadas, inclusive no pH 7,2, que é o pH do meio BHI-s. Tal fato
desencorajou a utilizacdo de tal meio de cultura, acreditando-se que o NacCl
nele presente, quando concentrado, poderia ser responsavel pela producgéo de

zonas de inibicéo.

Apesar disso, ndo ha consenso na literatura quanto aos meios de cultura
utilizados na caracterizagdo de substancias antagonistas produzidas por
bactérias do género Clostridium. Optou-se aqui, entéo, pela utilizacdo do meio
AC, o qual, segundo KEMPERMAN et al. (2003), é especifico para a producdo
de bacteriocinas por aqueles microrganismos. O meio AC possui pH que varia

entre 7,0 a 7,4, sem o in6culo.

Na fase subsequente, quando utilizado o meio AC para se avaliar a
producdo de substancia antagonista, observou-se a producdo de halos
nublados e ndo muito grandes, diferentes dos obtidos quando da utilizacdo do

meio BHI-s.



Segundo a literatura, o Clostridium apresenta um crescimento 6timo numa
faixa de pH entre 4,5 e 5,0. Em relagdo ao pH do meio de cultura selecionado
(AC), utilizou-se uma faixa de 3,5 a 9,5. Verificou-se que a producédo de
substancia antagonista, tanto contra as amostras de B. adolescentis, quanto

de F. nucleatum, apresentou estabilidade na faixa de pH entre 3,5 e 6,5.

No teste de antagonismo pela técnica de difusdo em Aagar, fatores de
interferéncia, como fagos, perdxido de hidrogénio e acidos organicos, precisam
ser descartados, pois produzem halos de inibicdo semelhantes aos produzidos

por bacteriocinas (DRUMOND, 2001).

Em relacdo a participacdo de acidos organicos na producdo de halos de
inibicdo, segundo DRUMOND (2001), os acidos latico e acético exercem efeito
antagonista, ndo sO pela acdo antimicrobiana, mas também pela reducéo do
pH do meio de cultura, podendo, assim, inibir o crescimento de outras
bactérias. A literatura relata que bactérias do género Clostridium produzem
acido butirico, acético, férmico, latico e sucinico, além de produzirem, algumas
vezes, butanol e etanol (SCHINK et al., 1981; SCHINK & ZEIKUS, 1980, 1982).
Neste estudo, no entanto, a producdo de &cidos ndo interferiu na inibicdo das
amostras reveladoras. Mas, segundo DE MUYNCK et al.(2004), ajustando-se o
valor do sobrenadante entre 4,5 e 5,0, que é o pH ideal de crescimento de C.
butyricum, pode-se excluir a atividade antagonista de acidos organicos, com a

certeza de que tal fator ndo interfere na inibicdo das amostras testadas.

Quanto a estabilidade da substancia antagonista frente a variagbes de
temperatura, observou-se que ela € estavel em temperaturas de 60°, 70° e 100°
C, em intervalos de tempo de 30 e 60 minutos, sendo inativada quando exposta

a 121°C, por 15 minutos. A estabilidade de substancias antagonistas em



temperaturas altas é caracteristica de substéncia de natureza ndo protéica,
apesar de ser relatado na literatura que algumas bacteriocinas produzidas por

Lactobacillus séo estaveis em temperaturas elevadas (DRUMOND, 2001).

Segundo TAGG et al. (1976), as bacteriocinas sdo inativadas por pelo
menos uma enzima proteolitica. As enzimas Tripsina, o quimiotripsina e
papaina ndo inativaram a substancia antagonista produzida por C. butyricum,

sugerindo sua natureza nao protéica.

Os resultados aqui obtidos indicam que, apesar da substancia antagonista
produzida por C. butyricum ndo apresentar natureza protéica, ela deve ser
melhor caracterizada e purificada em estudos futuros, devido a sua provavel
influéncia na sucessdo ecolégica que se processa no interior dos SCRs

infectados.
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7 CONCLUSOES

Os resultados obtidos permitem concluir que:

1. Todas as amostras bacterianas selecionadas exibiram alguma
atividade antagonista, para mais de uma reveladora, incluindo
bactérias Gram-positivo e Gram-negativo, especificamente P.

intermedia e B. adolescentis.

2. A expressdo da atividade antagonista de C. butyricum é
influenciada pela composicdo do meio de cultura, pelo pH e pela

temperatura.

3. A producédo de acidos nao influenciou na inibicdo das amostras

reveladoras testadas.

4. A estabilidade da substancia antagonista a acdo de enzimas
proteoliticas sugere nao ser ela de natureza protéica, havendo

necessidade de outros estudos para sua identificacao.

5. A estabilidade a substancia antagonista a temperaturas de 60°, 70°

e 100° C, sugere ser uma substancia termo-tolerante.
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8 ABSTRACT

The oral microbiota is composed by about 500 bacteria species, but, in a given
endodontics infection, only about 1 to 12 species are recovered. Factors such
as bacterial interactions, by the action of antagonist substances and
bacteriocins, can influence bacterial growth in this site. In this study, bacterial
interactions that occur among microorganisms recently recovered from human
endodontics infections are evaluated in vitro. With this objective, the diffusion
technique in agar by the use of different culture media (agar BHI-S, MRS e AC)
was used. The antagonist substance produced by Clostridium butyricum was
also partially characterized. The bacterial species selected were:
Bifidobacterium adolescentis, Gemella morbillorum, Clostridium butyricum,
Fusobacterium  nucleatum, Peptostreptococcus. micros, Lactobacillus
acidophilus, Prevotela intermedia/nigrescens. Synergism wasn’t observed
among the selected species, while Antagonism was detected among the
following interactions: G.morbillorum and L. acidophilus, P.
intermedia/nigrescens; B. adolescentis and G.morbillorum, C. butyricum, F.
nucleatum, P. intermedia/nigrescens, P. micros; C. butyricum and B.
adolescentis, G. morbillorum, F. nucleatum, P. intermedia/nigrescens; F.
nucleatum and B. adolescentis, C. butyricum, P. micros; P. micros and B.
adolescentis, C. butyricum, P. intermedia/nigrescens, L. acidophillus; L.
acidophillus and B. adolescentis, F. nucleatum; P. intermedia/nigrescens and
all the producing species. The presence of bacteriophages in the inhibition

zones wasn't detected. It can be observed that the type of culture media used



interfered in the results: the AC media, when concentrated, showed better
results than the BHI-S. Finally, the results referring to partial characterization of
the substance produced by C. butyricum showed that it is stable in pH ranging
from 3.5 to 6.5 and in temperatures of 60°, 70° and 100°C; being insensitive to
the action of proteolitics enzymes: trypsin, alpha-chymotripsin and papain,
therefore demonstrating that it is a thermo-resistant antagonist substance and
apparently of non-proteic nature. The results confirm data from literature, which
indicate that factors such as pH, cultive media and temperature interfere in the
expression of antagonist substance activity, therefore being important
ecological determinants in the selection of bacteria on the inside of the Root

Canal Systems.
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