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RESUMO

Nos ultimos anos, vem sendo dada importancia aos metabolitos produzidos por microrganismos
endofiticos, em razao de suas diferentes aplicagdes biotecnologicas. Dentre os polissacarideos
microbianos, destacam-se 0s exopolissacarideos, por serem biocompativeis e muitos apresentarem
atividade antibiotica. Com o objetivo de produzir um cimento experimental a partir de exo e/ou
polissacarideos de origem microbiana da Amazo6nia para o uso em Odontologia e avaliar a atividade
antimicrobiana de seus extratos frente aos patogenos Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus feacalis, Candida albicans e C. tropicalis, foram
selecionadas e cultivadas 21 linhagens de fungos endofiticos e aquaticos, dos géneros Trichoderma,
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Colletotrichum, Aspergillus, Paecilomices, Xylaria, Phomopsis e Pestalotiopsis, em meio de cultura
batata-dextrose, acrescido de 0,2% de extrato de levedura, a 24+1° C por 21 a 28 dias. O micélio foi
separado por filtragao a vacuo e os constituintes fixos extracelulares (meio de cultura fermentado) e
intracelulares (micélio) foram extraidos com metanol sob refrigeracdo a 4°C. Os ensaios para
determinagao da atividade antimicrobiana foram realizados em placas de ELISA de 96 pocos. As
amostras foram divididas em 6 grupos: GC - cimento de agregado triéxido mineral branco (MTA)
Angelus® e G2 a G6 - parte do p6 de MTA foi substituido, em diferentes concentracdes
(5%,10%,15%, 20%, 25%), pela fracdo extraida do cultivo do fungo endofitico P. microspora. O
género Pestalotiopsis mostrou-se mais efetivo nos testes antimicrobianos, especificamente o P.
microspora, com a concentracao inibitéria minima de 0,125 para E. feacalis, 0,25 para S. aureus, P.
aeruginosa, C. albicans e 0,5 para C. tropicalis. Na avaliagéo da atividade antimicrobiana do cimento
experimental, houve atividade para o S. aureus, E. coli, P. aeruginosa e E. feacalis nos grupos GC,
G5 (MTA + 20%) e G6 (MTA + 25%). O G6 apresentou 0s maiores valores e ndo houve diferenca
significativa entre os grupos de E. coli, S. aureus e E. faecalis. A adi¢do do extrato de polissacarideos
intracelulares do P. microspora melhorou a atividade antimicrobiana do MTA, constituindo-se em
uma alternativa promissora para o uso odontoldgico.

Palavras-chave: endofitos, polissacarideos fungicos, MTA, biomateriais, odontologia.

ABSTRACT

In recent years, importance has been given to metabolites produced by endophytic microorganisms,
due to their different biotechnological applications. Among the microbial polysaccharides, the
exopolysaccharides stand out, as they are biocompatible and many have antibiotic activity. In order
to produce an experimental cement from exo and/or polysaccharides of microbial origin from the
Amazon for use in Dentistry and to evaluate the antimicrobial activity of its extracts against the
pathogens Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus feacalis,
Candida albicans and C. tropicalis, 21 strains of endophytic and aquatic fungi, of the genera
Trichoderma, Colletotrichum, Aspergillus, Paecilomices, Xylaria, Phomopsis and Pestalotiopsis,
were selected and cultivated in a potato-dextrose culture, plus 0.2% of extract yeast, at 24 £ 1 ° C for
21 to 28 days. The mycelium was separated by vacuum filtration and the fixed extracellular
(fermented culture medium) and intracellular (mycelium) constituents were extracted with methanol
under refrigeration at 40C. Assays for determining antimicrobial activity were performed on 96-well
ELISA plates. The samples were divided into 6 groups: GC - white mineral trioxide aggregate cement
(MTA) Angelus® and G2 to G6 - part of the MTA powder was replaced, in different concentrations
(5%, 10%, 15%, 20%, 25%), by the fraction extracted from the cultivation of the endophytic fungus
P. microspora. The genus Pestalotiopsis proved to be more effective in antimicrobial tests,
specifically P. microspora, with a minimum inhibitory concentration of 0.125 for E. feacalis, 0.25 for
S. aureus, P. aeruginosa, C. albicans and 0.5 for C. tropicalis. In the evaluation of the antimicrobial
activity of the experimental cement, there was activity for S. aureus, E. coli, P. aeruginosa and E.
feacalis in the groups GC, G5 (MTA + 20%) and G6 (MTA + 25%). G6 had the highest values and
there was no significant difference between the groups of E. coli, S. aureus and E. faecalis. The
addition of intracellular polysaccharide extract from P. microspora improved the antimicrobial
activity of MTA, constituting a promising alternative for dental use.

Keywords: endophytes, fungal polysaccharides, MTA, biomaterials, dentistry.
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1 INTRODUCAO

O Brasil detém cerca de 20% da biodiversidade mundial principalmente, na floresta
Amazénica, a maior floresta tropical imida do planeta e fonte inestimavel de matérias primas para
0S mais variados setores. Apesar da imensa diversidade biologica amazoénica, as espécies que a
compdem e suas relagdes filogenéticas sao pouco conhecidas, muito menos seus organismos e suas
interagdes com outros seres (Souza et al., 2004).

Nos ultimos anos, uma importancia maior vem sendo dada aos microrganismos associados as
plantas, principalmente os endofitos, como fungos e bactérias. Embora tenham sido investigados a
partir do século passado, estes microrganismos sé receberam uma maior atengao ha pouco mais de
vinte anos, quando verificou-se que eles podem desempenhar fun¢des importantes no processo de
adaptacao da planta, na protecéo do hospedeiro contra herbivoros e patdgenos, além de produzir uma
infinidade de metabolitos de interesse econdmico, tanto primarios quanto secundarios, 0s quais
apresentam diferentes aplicacdes biotecnologicas (produgao de vacinas, enzimas, antibioticos,
antifangicos, anticancerigenos e outros) (Teiten et al., 2013; Mapperson et al., 2014).

Fungos endofiticos sdo micro-organismos que vivem nos espacos intra e intercelulares dos
tecidos vegetais sem causar efeitos adversos aparentes a planta hospedeira. Podem estar em interagoes
variadas com seus hospedeiros, e podem afetar significativamente diferentes graus de desempenho
dos mesmos. Em alguns casos, podem aumentar a capacidade das plantas de tolerar estresses
abioticos e bioticos (Pamphile et al., 2017).

O potencial biotecnolégico de fungos endofiticos é enfatizado pela quantidade de
investigacOes cientificas nesta area, mostrando que esses microrganismos podem produzir um
nimero muito grande de compostos, muitos dos quais tém atividades biologicas de interesse
(Rajamanikyam et al., 2017). Dentre as biomoléculas secretadas pelos fungos endofiticos, destacam-
se 0s polissacarideos. A classificacdo dessas macromoléculas se da conforme sua localizagdo no
organismo produtor, em polissacarideos citosolicos (fontes de carbono e energia para a célula),
polissacarideos de parede celular, ligados ou ndo a proteinas, e polissacarideos secretados para 0 meio
extracelular, formando capsulas ou biofilme, denominados exopolissacarideos (EPS). Em destaque,
os exopolissacarideos produzidos por bactérias e fungos tém sido amplamente aplicados nas
industrias de alimentos, medicamentos, cosmeticos, entre outras (Osemwegie, 2020).

Desta forma, tornam-se cada vez mais necessarias pesquisas cientificas que contribuam para
a elucidacdo de novos compostos flangicos que tenham potenciais aplicacbes na industria
farmacéutica, tendo em vista que tais micro-organismos compreendem uma enorme diversidade de

espécies, e a sua aplicagdo ¢ mais vantajosa ja que 0S processos operacionais sao relativamente mais
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simples. Em comparagao com as plantas, os fungos possuem crescimento mais rapido, em menor
tempo e ocupam menor espaco, além de ter um menor custo (Specian et al., 2014).

A perda dentéria decorrente de comunicacgdes do tecido pulpar com o periodonto, resultante de
processos patoldgicos advindos de lesdes cariosas profundas, de mecanismos iatrogénicos durante as
manobras da terapia endodontica ou, ainda, de procedimentos restauradores protéticos, pode ser
evitada por meio de materiais obturadores, que tenham como caracteristicas serem reparadores,
seladores, inertes, biocompativeis, radiopacos e apresentem boa aderéncia a dentina. Dentre 0s
materiais odontoldgicos, o que vem sendo largamente utilizado para o vedamento de tais perfuracdes
dentais é o Agregado de Triéxido Mineral (MTA), mas apesar de apresentar boas caracteristicas, ja
relatadas na literatura, apresenta um custo elevado (Katsamakis et al., 2013; Siew et al., 2015).
Considerando a necessidade de um produto que atenda 0s requisitos necessarios para utilizacdo na
reparacao de perfuracdes endo-periodontais, bem como o vasto campo de materiais, que podem ser
obtidos a base de exopolissacarideos e/ou polissacarideos de origem microbiana, faz-se necessaria a
busca de um material com a finalidade de selar tais perfuracdes, com propriedades semelhantes
aquelas disponiveis comercialmente para o uso odontolégico, entretanto com menor custo, com igual
ou superior qualidade e que portanto possa beneficiar os pacientes em geral.

Desta forma, o objetivo do presente estudo foi produzir um cimento experimental a partir de
exo e/ou polissacarideos de origem microbiana da Amaz6nia para o uso em Odontologia, bem como

avaliar a atividade antimicrobiana dos extratos frente a microrganismos patdgenos da cavidade oral.

2 MATERIAIS E METODOS
2.1 SELEGAO E REATIVAGAO DE LINHAGENS FUNGICAS

Neste estudo, foram utilizadas 21 linhagens cujos aspectos morfolégicos indicavam
pertencerem aos géneros Trichoderma, Colletotrichum, Aspergillus, Paecilomices, Xylaria,
Phomopsis e Pestalotiopsis (Tabela 1). As cepas dos fungos endofiticos e aquaticos utilizadas foram
reativadas das colecbes do Laboratério de Bioensaios e Microrganismos da Amazdnia
(LaBMicra/UFAM), da Central Analitica da Universidade Federal do Amazonas e do Laboratério de
Genética Aplicada a Saude e a Biotecnologia, da Universidade do Estado do Amazonas. Todos os 21
géneros de linhagens endofiticas e aquaticas foram cultivados em triplicata e tiveram seu género
confirmado pela caracterizagao taxonémica por meio das analises de suas estruturas macro e

micromorfologicas.
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Tabela 1
Linhagens de fungos endoficos e aquaticos selecionadas para o estudo

N° Identificacdo colecdo Origem

264 1341 Endofitico
320 EjF1 2.2A Endofitico
764 Me Fe 1.3 Endofitico
461 F40a Endofitico
455 GhCg2 1.2 Endofitico
882 2.3 ISP2 T+l L1P3 COA18 Aquatico
340 EJFlor 2 1.2A Endofitico
84 Ansp Cg 1.1.3a Endofitico
902 1.2 BDA A+TL2P1 COA26 Aquatico
265 1598e Endofitico
406 GhF11.2b Endofitico
88 VrC 2.1.3 ISP2 Endofitico
334 EJFlor 2 1.2B Endofitico
869 AJP 1.2.2 (1) Endofitico
267 1334 Endofitico
590 Dfga 212 I+AT Endofitico
341 EjC21.1B-F2 Endofitico
342 EjC21.1A-F1 Endofitico
345 EjC2 1.1A-F1B Endofitico
314 EjC11.2-F1 BDA Endofitico
325 EjC32.1B-F1 Endofitico

2.2 CULTIVO FUNGICO

Para cada género, foram preparados 4 frascos de Erlenmeyers de 1L e preenchidos com 300
mL de meio de cultura BDA + L, sendo uma triplicata e um controle (meio de cultura sem inéculo).
Todos os frascos contendo o meio foram autoclavados a 121°C e 1 atm, durante 15 minutos.

Uma placa de Petri, contendo cultura fngica pura, foi dividida em 8 partes iguais e inoculada
em um Erlenmeyer com meio BDL estéril, na proporcao de 1 parte para cada 100 mL de meio, ou
seja, cada frasco contendo 300 mL recebeu trés partes do meio com fungo.

Os frascos foram acondicionados em armarios, a temperatura ambiente e ao abrigo da luz,
mantidos em modo estatico durante a fase de crescimento fungico. As amostras foram retiradas de
acordo com o desenvolvimento fisiologico de cada microrganismo, variando de 21 a 28 dias, para

que fossem retirados durante a fase estacionaria de crescimento e se evitasse a fase de catalise.
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2.3 OBTENCAO DOS METABOLITOS FUNGICOS

Decorrido o tempo necessario para o crescimento em meio liquido (BDL), o micélio foi
separado por filtracdo a vacuo usando-se papel Whatman® n°4 (Sigma-Aldrich Co., Missouri - EUA)
em conjunto com funil de Biichner (IndUstria de Porcelana Técnica Chiarotti Ltda, Maua - SP) e
Kitassato (Laborglas, Sdo Paulo - SP), em cabine de seguranca bioldgica.

O caldo do cultivo de cada triplicata foi transferido para frascos ambar estéreis e adicionado
metanol resfriado a 4° C na proporcdo de 1:4 (v/v), sendo em seguida, mantido por 48h sob
refrigeracdo, para precipitacdo dos exopolissacarideos (EPS).

Ao micélio resultante da filtracdo que ficou no Erlenmeyer, foi adicionado metanol até cobri-
lo, sendo deixado para macerar por um periodo de 48 h em temperatura ambiente. Posteriormente,
foi filtrado a vacuo e guardado em frascos estéreis. Apds a primeira filtracdo do macerado do micélio,
foi adicionado mais metanol ao Erlenmeyer e repetida a filtracdo apds 24h. Ao final, os filtrados
correspondentes a cada fungo foram reunidos em um Unico frasco, sendo adicionado metanol na
proporcao de 1:4 (meio liquido/metanol) e armazenado sob refrigeracdo. Em todos os meios de
cultura, procedeu-se o mesmo protocolo.

Em seguida, foram acondicionados em frascos plasticos estéreis e centrifugados a 12.000
rotaces por 10 minutos. Apds cada centrifugacdo, os frascos foram levados a cabine de seguranca
biologica, para filtragdo a vacuo, utilizando o sistema de membrana de polietersulfénica (PES), com
tamanho de poro de 0,22 um, a fim de separar os paletes (parte insolivel) do sobrenadante. Cada
sobrenadante foi recentrifugado por duas a trés vezes e novamente filtrado. As partes soluvel e

insoluvel resultantes foram separadas e congeladas para ensaios posteriores (Figura 1).
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Figura 1: Protocolo de extracdo dos exo e polissacarideos.
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Os extratos restantes foram submetidos a rotaevaporador, com pressao reduzida, a

temperatura de 40°C e permaneceram em um dissecador até a completa eliminacdo do solvente. Em

seguida, foram pesados e armazenados a - 4°C para a realizagao dos testes antimicrobianos.

3 ENSAIOS DAS ATIVIDADES ANTIMICROBIANAS
3.1 REATIVACAO E CULTIVO DOS MICRORGANISMOS TESTE

Os microrganismos testados foram cepas adquiridas da colecdo Cefar Diagnéstica (CCCD):
Staphylococcus aureus (S007), Escherichia coli (E004), Pseudomonas aeruginosa (P004),
Enterococcus feacalis (E002), Candida albicans (CC001) e Candida tropicalis (CC002). As
bactérias foram reativadas em Brain Heart Infusion (BHI) Agar (HIMEDIA®) e as leveduras em
Sabouraud (SB) Agar (HIMEDIA®), mantidas a 30 °C por 24 h e 48 h, respectivamente.

Ap0s reativacdo dos patdgenos, uma colénia isolada foi transferida para um tubo de ensaio
contendo 5 mL de caldo BHI para bactérias e caldo SB para levedura; ambos foram mantidos a 36
1°C, sendo as bactérias por 24 h e as leveduras por 48 h. A concentracdo de colbnias utilizada no
teste foi correspondente a 10” UFC.mL™ para bactérias e 2 x 10° UFC.mL* para leveduras, de acordo

com as recomendac@es do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2003).
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3.2 PREPARO DAS AMOSTRAS
As amostras foram pesadas e solubilizadas na concentracdo de 2 mg/mL (solu¢do-mae) em
dimetilsuféxido (DMSO) 10 % + &gua destilada autoclavada 90 %.

3.3 PREPARO DOS CONTROLES

O controle negativo foi realizado com a mesma solugdo, na qual as amostras foram
solubilizadas, DMSO 10 %. O controle positivo foi realizado com tetraciclina 2 mg/mL para E. coli
e P. aeruginosa; ampicilina 2 mg/mL para S. aureus e E. feacalis; e fluconazol 2 mg/mL para C.
albicans e C. tropicalis.

3.4 DETERMINAC}AO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA - ENSAIO DE
MICRODILUICAO

Realizou-se uma triagem (screening) das amostras, para determinacdo da atividade
antimicrobiana em placas de Elisa (96 pogos). Foram adicionados em triplicata, 100 uL do meio de
cultura com concentragdo dobrada (2X), 100 pL da solugdo-méde da amostra preparada (2 mg/mL) e
10 uL da suspenséo de células do patdgeno testado, de acordo com a metodologia descrita por Souza
(2006). Por fim, as placas de Elisa ficaram incubadas a 36 £ 1 °C por 24 h.

Apos 24 h, colocou-se 10 pL do revelador TTC (2,3,5 - cloreto de 2,3,5 -trifeniltetrazolio) a
2% nos pocos com indculo bacteriano. Havendo crescimento microbiano, o revelador muda a cor da
solucdo, a qual torna-se vermelha.

Com os resultados positivos do screening, realizou-se o teste de diluicGes sucessivas para a
determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM). Na placa de Elisa, adicionou-se 100 pL da
amostra nos primeiros pogos em triplicata (A1, A2, A3) e 100 pL do meio de cultura 2x. O primeiro
poco foi homogeneizado com a propria pipeta; deste retirou-se 100 L e inseriu-se no poco seguinte
(B1, B2, B3), realizando-se sucessivamente as diluicbes em cada poco. Para os controles positivo e

negativo, realizou-se o0 mesmo procedimento de diluicdo (Figura 2).
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Figura 2: Esquema das concentracdes das diluigBes sucessivas nos pogos

1 2 3 4 S

Pogos Concentragado
A A oo 1 mg/mL= 1000 pg/mL
B '| B ooc 0,5 mg/mL = 500 pg/mL

C ooo 0,25 mg/mL = 250 pg/mL
C D ooc 0,125 mg/mL = 125 pg/mL
D E ooo 0,0625 mg/mL = 62,5 pg/mL

+| F ooo 0,03125 mg/mL = 31,25 pg /mL

E G ooo 0,015625 mg/mL = 15,62 ug/mL
F ' Ho 0,0078125 mg/mL = 7,81 pg/mL
G
H

= ; - ===/
Fonte: SOUZA (2006)

Acrescentou-se em todos os pocos 10 pL do patégeno nas concentrag@es de células citadas no
item 1. O experimento foi incubado a 36 £ 1 °C por 24 h. Em seguida, foi adicionado 10 pL do
revelador NBT (nitroazul de tetrazdlio) a 1% nos pocos com inoculo leveduriforme e 10 yL de
revelador TTC (2,3,5-cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazdlio) a 1 % nos pogos com indculo bacteriano. A
leitura foi realizada visualmente, observando-se a alteragcdo de cor proporcionada pela solucéo.
Quando houve crescimento microbiano, o revelador NBT mudou a cor da solucao para azul escuro e
0 TTC para a cor vermelha.

Como contra-prova, plaqueou-se 10 pL do experimento em meio sélido, somente para aqueles

gue mostraram auséncia de crescimento microbiano.

4 PERFIL QUIMICO E METABOLICO DO P. microspora

Com base nos resultados de atividade biologica, foi realizada a avaliagao do perfil quimico P.
microspora. Inoculos com 20 pL da suspensido de conidios na concentragio de 15x108 cels/mL™
(McFarland 5) foram aplicados em 21 erlenmeyers de 250 mL, contendo 50 mL de meio BDL. Em
seguida, os frascos foram acondicionados em armarios, a temperatura ambiente e ao abrigo da luz, e
mantidos em modo estatico durante a fase de crescimento fungico.

A cada cinco dias, do 5° ao 30° dia, foram retiradas as triplicatas correspondentes, 0s meios
cultivados foram filtrados como descrito anteriormente e 0os micélios secos e pesados. Ao meio
liquido cultivado, foi adicionado MeOH, rotaevaporado, seco e pesado.

Durante esse periodo, todas as amostras do meio cultivado foram avaliadas quanto a
concentracao de agucar e pH. Esses parametros foram utilizados para avaliar as etapas de crescimento
da linhagem e producao de metaboélitos secundarios, em comparagao a produgdo micelial.

Para a analise dos extratos por espectrometria de massas, cada amostra foi solubilizada em

MeOH na concentragao de 1,0 mg/mL-1 (solu¢ao-mae), e dessa solucao 20 pL foram diluidos em 1,0
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mL de MeOH (solugao de analise). Foi utilizado espectrometro tipo lon-trap, modelo LCQ fleet
(Thermo Scientific), com scan de 100 a 500 m/z em modo positivo.

5 CONFECQAO DOS CORPOS DE PROVA DO CIMENTO EXPERIMENTAL

Para o preparo do cimento experimental, foi utilizado o cimento Agregado de Trioxido
Mineral - MTA Branco 1g (Angelus® Industria de Produtos Odontoldgicos Ltda., Londrina - PR). A
composicdo do MTA Branco e a fun¢do de cada componente estdo descritas na Tabela 2.

Tabela 2

Agregado de Trioxido Mineral - MTA Branco — Composicao e Fungdo
COMPONENTE FORMULA QUIMICA FUNCAO
Silicato Tricalcico 3Ca0.SiO; Resisténcia inicial e presa
Silicato Dicalcico 2Ca0.SiO; Resisténcia tardia

Aluminato Tricalcico 3Ca0.Al,0; Resisténcia inicial e presa

Cal livre Cao Expansao e liberagao de ions Ca+

Oxido de bismuto Bi0s Radiopacidade

Fonte: Angelus® Industria de Produtos Odontoldgicos Ltda.

A proporcao recomendada pelo fabricante para a manipulacdo do material € de uma gota para
uma colher-medida de p6. Com vistas a padronizacao do peso e volume, inicialmente foram aferidas
as quantidades de po e liquido, e obtivemos o resultado aproximado: 1 colher-medida contém 150
mg e uma gota, 50 pL.

Foram confeccionados 6 grupos de corpos de prova. No grupo 1 (Grupo Controle - GC), o
MTA foi manipulado segundo a recomendacdo do fabricante, na proporcao de 1:1 (150 mg de po
com 50 pL de agua destilada estéril).

Nos grupos 2 a 6, parte do p6 de MTA foi substituido em diferentes concentracdes (G2 - 5%,
G3 - 10%, G4 -15%, G5 - 20% e G6 - 25%), pela fracdo extraida do cultivo do fungo Pestalotiopsis

microspora (Pm), como mostra a Tabela 3.
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Tabela 3
Materiais e composi¢do dos corpos de prova.
Grupos Composigdo Quantidade po Quantidade liquido
1(GC) MTA Branco Angelus® 150 mg MTA 50 puL
2 (G2) MTA+5% 142,5 mg MTA + 7,5 mg Pm 50 uL
3(G3) MTA + 10 % 135 mg MTA + 15,0 mg Pm 50 pl
4 (G4) MTA +15% 127,5 mg MTA + 22,5 mg Pm 50 uL
5 (G5) MTA + 20 % 120 mg MTA + 30 mg Pm 50 pl
6 (G6) MTA +25% 112,5 mg MTA + 37,5 mg Pm 50 uL

Com a finalidade de padronizar todos os corpos de prova (CPs), o p6 foi pesado em balanga
analitica (Adventurer AR2140 - Ohaus - Barueri — SP) e para 0 volume da agua destilada, foi usada
a micropipeta. O po e o liquido foram dispostos em placa de vidro estéril e manipulados com espatula
de aco estéril por 30 segundos. Em seguida, a mistura foi inserida em um dispositivo estéril,
desenvolvido especialmente para obter CPs com as dimensées 4 mm de diametro por 2 mm de
espessura. Todas as etapas de manipulacdo e confeccdo dos CPs foram realizadas em cabine de
seguranca biologica.

Apos a insercdo do material manipulado, a matriz ficou por 15 minutos em estufa umidificada
tipo BOD a 37 = 1 °C, ate a presa final do cimento. Em seguida, os CPs foram removidos, em cabine
de seguranca bioldgica, acondicionados em tubos Falcon estéreis e estocados a temperatura ambiente
por 24 h para que fosse atinginda a resisténcia mecanica de 40 Mpa (Torabinejad et al., 1995), sendo

passivel de ser manipulado.

6 ENSAIOS DAS ATIVIDADES ANTIMICROBIANAS - CORPOS DE PROVA

Para o teste microbioldgico, a reativacao e o cultivo das cepas dos microrganismos testados
foram realizados de acordo com o descrito no item 2.1,

Para a realizacao do teste de difusao, foram usadas placas de Petri estéreis com meio solido
agar Miiller-Hinton e agar Sabouraud, estriadas com 0s microrganismos para posterior colocacdo dos
materiais a serem testados. Em cabine de seguranca bioldgica, os CPs de cada grupo foram retirados
dos tubos com pincas estéreis e dispostos em sentido horario nas placas, em triplicata. Em seguida,
foram incubados a 37 = 1 °C por 48 h.

Com auxilio de um paquimetro digital (Mytutoyo Sul Americana Ltda., Suzano - SP),

realizou-se a medi¢do do diametro dos halos de inibigao, tendo como referéncia os dois pontos mais

Braz. J. of Develop., Curitiba, v. 6, n. 9, p.73954-73977, sep. 2020. ISSN 2525-8761



JRrazilian Journal of Development

externos do halo formado ao redor de cada pogo. Todas as placas foram avaliadas em lupa
estereoscopica binocular a fim de avaliar auséncia de crescimento microbiano na regido
correspondente aos halos.

Os dados referentes a atividade antimicrobiana do cimento experimental foram expressos por
medianas e de acordo com o padrao de normalidade. A comparacgéo entre os grupos foi determinada
pela Andlise de Variancia (ANOVA), seguida do teste de Mann-Whitney. A diferenca foi considerada

estatisticamente significativa quando p< 0,05.

7 RESULTADOS E DISCUSSAO
7.1 RENDIMENTO FUNGICO
O rendimento dos extratos fungicos encontra-se expresso na Tabela 4.

Tabela 4
Rendimentos dos extratos de fungos endofiticos e aquaticos.

N° Cadigo Identificacdo Rendimento Rendimento
morfol6gica Micélio* Meio
Liquido*
264 1341 Trichoderma sp. 0,832 0,350
320 EjF1 2.2A Colletotrichum sp. 0,734 0,119
764 Me Fe 1.3 Sem identificacdo 0,650 0,138
461 F40a Aspergillus sp. 0,656 0,072
455 GhCg2 1.2 Aspergillus sp. 0,621 0,147
882 2.31SP2 T+l L1P3 Sem identificacdo 0,523 0,114
COA 18
340 EJFlor 2 1.2A Colletotrichum sp. 0,623 0,072
84 Ansp Cg 1.1.3a Pestalotiopsis sp. 0,880 0,457
902 1.2 BDA A+TL2P1 Sem identificacdo 0,754 0,164
COA 26
265 1598e Trichoderma sp. 0,298 0,066
406 GhF11.2b Colletotrichum sp. 0,549 0,219
88 VrC 2.1.3 ISP2 Trichoderma sp. 0,655 0,228
334 EJFlor 2 1.2B Colletotrichum sp. 0,607 0,156
869 AJP 1.2.2 (1) Trichoderma sp. 0,882 0,374
267 1334 Trichoderma sp. 0,457 0,031
590 Dfga 212 I+AT Paecilomices sp. 0,734 0,362
341 EjC2 1.1B-F2 Phomopsis sp. 0,619 0,119
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342 EjC2 1.1A - F1 Phomopsis sp. 0,496 0,088
345 EjC2 1.1A - F1B Phomopsis sp. 0,447 0,103
314 EjC11.2-F1 BDA Xylaria sp. 0,517 0,076
325 EjC32.1B-F1 Xylaria sp. 0,484 0,158

* Valores expressos em mg/mL de meio cultivado.

Pode-se observar que o rendimento do micélio € maior que o do meio liquido, tendo em vista
a grande quantidade de polissacarideos, acidos graxos e outros metabolitos excretados da parede
celular do fungo, durante seu crescimento. Os extratos que obtiveram melhor rendimento foram as
cepas 869, 84, 264, 902, 320 e 590.

A baixa quantidade de material obtido no meio liquido pode ter sido influenciada pelo meio
de cultura utilizado para o cultivo (BDA+L), bem como a forma de cultivo (pH, temperatura, aeracéo,
velocidade de agitacdo) e o método de extragdo. Nem sempre as condicdes utilizadas geram
resultados desejados; portanto, aperfeicoar o processo € essencial para que o rendimento seja
favoravel a sua aplicacdo (Mahapatra e Banerjee, 2013).

Deve-se considerar, também, que o tipo de hospedeiro pode influenciar no metabolismo
(presenca de metabdlitos secundarios) de seu endofito, bem como o ambiente onde a planta se
encontra, pois a especificidade de um endofito em relagao a uma espécie vegetal pode ser influenciada
pelas condi¢coes ambientais (Wali et al., 2008; Rosa et al., 2009). Portanto, a escolha adequada do
hospedeiro pode ser um fator importante para o isolamento de linhagens com potencial
biotecnologico, fato este que podera nortear novas linhas de pesquisa relacionadas a esses fatores
(Strobel et al., 1996; Spiteller, Kusari e Hertweck, 2012).

7.2 ENSAIOS BIOLOGICOS

A atividade antimicrobiana dos extratos fungicos frente aos microrganismos patdgenos estao
apresentados na Tabela 5. Os extratos que tiveram acéo antimicrobiana foram: 84, 265 e 334 contra
0 patdgeno S. aureus; 461, 84, 590 e 342 contra P. aeruginosa; 84 e 590 obtiveram resultados frente
E. faecalis; 882, 345, 314, 325, 264 e 84 contra C. albicans; 902 e 84 apresentaram atividade contra

C. tropicalis.
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Tabela 5
Atividade antimicrobiana dos extratos frente aos patgenos.
Cadigo Género S.aureus E.coli P.aeruginosa E.feacalis C.albicans C. tropicalis
fungo

264 T - - - - A -
320 C2 - - - - - -
764 IPS - - - - - -
461 A3 - - A - - -
455 A® - - - - - -
882 IPS - - - - A -
340 2 g g g - - -
84 p A - A A A A
902 IPS - - - - - A
265 T! A - - - - -
406 c? B - - - -

88 T? - - - - - -
334 2 A - 5 5 - -
869 T - - - - - -
267 T - - - - - -
590 Pa® - - A A - -
341 Ph? - - - - - -
342 Ph’ - - A - - -
345 Ph’ - - - - A -
314 X8 - - - - A -
325 X8 - - - - A -

Trichoderma; 2Colletotrichum 3Aspergillus; “Pestalotiopsis; °ldentificagdo pendente; °Paecilomices; "Phomopsis;
8Xylaria; ACom atividade.

7.3 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA (CIM)

Com base nos resultados da atividade biolégica apresentados pelo extrato 84, foi selecionada
esta linhagem para dar continuidade ao estudo em questdo e, em seguida, realizou-se o teste de
Concentracdo Inibitéria Minima (CIM), na concentracdo de 2 mg/mL, contra E. faecalis, P.
aureoginosa, S. aureus, C. albicans e C. tropicalis.

O extrato testado teve acdo fungicida contra C. albicans nos primeiros e segundos pocos (A
e B) e fungistatico no poco C. Com relacéo a C. tropicalis, s6 houve atividade fungicida na primeira

diluigdo (pogo A) e foi fungistatico na segunda (poco B).
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O menor valor de CIM obtido dos extratos foi de 0,125 mg.mL™?, contra o patégeno E.
faecalis; ja o antibiotico usado (ampicilina), apresentou acio na concentracdo de 0,052 mg.mL™.
Quanto ao S. aureus e a P. aureoginosa, 0s extratos tiveram resultados semelhantes (0,25 mg.mL™?),
bem como para os antibidticos ampicilina e tetraciclina (0,125 mg.mL™?). J& com os patégenos
leveduriformes, os resultados foram diferentes, C. albicans com CIM de 0,25 mg.mL™ e C. tropicalis
com 0,5 mg.mL™, acima dos valores da nistatina que foi de 0,125 mg.mL™*

A cepa endofitica utilizada neste estudo (codigo AnspCg 1.1.3a) foi isolada da planta Rollinia
sp., pertencente a familia Annonaceae, que teve sua identificacdo confirmada por Banhos (2016)
através da biologia molecular como Pestalotiopsis microspora, com 97% de similaridade, utizando
as sequéncias nucleotidicas depositadas no GenBank do National Center for Biotechnology
Information (NCBI).

O Pestalotiopsis microspora é comumente isolado de varias espécies vegetais, tanto de clima
tropical quanto de temperado. A possibilidade de o hospedeiro influenciar no metabolismo de seu
endofito é fonte de discussoes e observagoes de estudos na area, havendo inclusive dados conclusivos
de que a escolha adequada do hospedeiro é fundamental para o isolamento de linhagens com potencial
biotecnologico (Strobel et al., 1996; Banhos et al., 2014). Ja foram isoladas de varios compostos
propriedades bioativas derivadas desta espécie, como &cido torreianico (anticancerigeno), acido
ambuico (antifingico), pestacina e isopestacina (atividade antimicrobiana e antioxidante), jesterona
e hidroxigesterona (antimicrobiano) (Silva et al., 2006; Silva, 2014).

Estudos para a busca dos micro-organismos endofiticos relacionados a familia Annonaceae,
suas aplicacoes biotecnologicas e a pesquisa de moléculas bioativas, levaram ao isolamento de
espécies de fungos endofiticos que vivem em associagdo com estas plantas, dentre eles o
Pestalotiopsis spp. (Silva et al., 2006; Souza et al., 2012).

A resisténcia aos antimicrobianos € um grande problema de satde publica nesses tempos
modernos, principalmente no que se refere as op¢des de tratamento medicamentoso e ao controle de
infeccdes. Estudos de enddfitos fungicos, isolados de espécies de plantas nativas, relataram
propriedades quimicas e bioguimicas potencialmente (teis, que podem gerar novos compostos com
aplicacGes praticas em uma variedade de areas biotecnologicas, com inimeras drogas uteis como
importantes opcoes terapéuticas para inameras doencas (Glienke et al., 2012).

Existe uma grande variedade de metabolitos endofiticos bioativos, mas a descoberta dessas
substancias esta em declinio, sendo necessaria a bioprospec¢ao de novas fontes, em regides ou
habitats menos explorados. Um tnico endofito é capaz de produzir varias substancias bioativas;
entretanto, nao tém sido completamente explorado quanto as suas propriedades terapéuticas (Specian
et al., 2014).
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Guimaraes et al. (2009), avaliando a espécie P. guepinii, isolada de Cladocolea micrantha
(Loranthaceae), testaram-na in vitro contra 0s micro-organismos patogénicos P. aeruginosa, S.
aureus, E. coli, E. faecalis e Mycobacterium tuberculosis. Os trés primeiros tiveram o crescimento
inibido entre 77 — 88% e o crescimento de E. faecalis foi moderadamente inibido (22 — 42%), o que
corrobora com os achados deste estudo com relagdo aos resultados frente P. aeruginosa, S. aureus e
E. faecalis, enfatizando a capacidade antimicrobiana do género sobre os patdgenos.

Gomes-Figueiredo et al. (2007) testaram as propriedades antimicrobianas de treze cepas
endofiticas do género Pestalotiopsis isoladas da planta medicinal Maytenus ilicifolia Mart. ex. Reiss
("espinheira santa") frente a Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Micrococcus luteus,
Staphylococcus aureus e S. aureus resistente a meticilina (MRSA), e dois isolados pertencentes a
espécie P. microspora (6JAES e 29SES), os quais tiveram sucesso em inibir o crescimento dos
microrganismos testados, achados estes que estdo em acordo com os resultados encontrados neste
estudo.

Maria et al. (2005) avaliaram o potencial antimicrobiano de 14 fungos endofiticos isolados de
Acanthus ilicifolius e Acrostichum aureum e os testaram frente a bactérias (Bacillus subtilis,
Enterococcus sp., Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aerugionsa, Salmonella typhi e
Staphylococcus aureus) e fungos (Candida albicans e Trichophyton metagrophytes). Extratos etilicos
brutos de quatro endofitos derivados de fermentacdo submersa mostraram resultados positivos. A
cepa do Pestalotiopsis microspora, obtida da raiz da Acanthus ilicifolius, mostrou consideravel
inibicdo contra P. aerugionsa (14,2 = 1,4), S. aureus (10,5 + 0,7) e Candida albicans (8,3 + 0,2). O
resultado deste trabalho coincide, em parte, com 0s nossos achados quanto a atividade do P.

microspora frente a P. aeruginosa, S. aureus e C. albicans.

7.4 PERFIL METABOLICO DO P. Microspora

O consumo de agucar, o pH e o crescimento micelial do fungo P. microspora encontra-se
expresso na figura 3.

Na fase inicial, chamada de fase lag, o fungo esta se adaptando ao meio em que esta crescendo,
0 que pode ser constatado nos primeiros 5 dias, onde a concentracdo de aglcar manteve-se constante,
com um pequeno crescimento do pH de 5 para 6.

A fase de crescimento exponencial, ou fase log, iniciou-se a partir do 5° e manteve-se até o
10° dia, onde houve um acentuado decréscimo da concentragdo de agucar € um aumento do pH,
chegando a 7 no 20° dia e mantendo-se estavel até o final do cultivo. Neste periodo, ocorreu 0 maior
crescimento micelial, atingindo o apice no 20° dia e ficou constante até o periodo final de cultivo

(fase estacionaria), onde foi interrompido o cultivo a fim de evitar a fase de catalise.
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Figura 3: Consumo de agucar, pH e crescimento micelial do fungo P. microspora.
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A avaliagéo da concentragao do agucar, em paralelo ao crescimento micelial, se mostrou bom
parametro avaliativo, demonstrando as fases fisiologicas pelas quais a linhagem passa,
principalmente o fim da fase log e o inicio da fase estacionaria, sendo este 0 melhor periodo para
isolamento de compostos bioativos (Banhos et al., 2016).

No inicio da fase estacionaria, ocorre a produgao de metabolitos secundarios, mas a producéo
de compostos bioativos ainda estaria em baixas concentragdes, o que pode ser deduzido pela mudanca
do pH inicial, ao longo do crescimento, de 5 para 7, pois o pH inicial de cultivo de fungos esta entre
5 e 6, onde as principais enzimas envolvidas no metabolismo primario atuam melhor nessa faixa de
pH. Contudo, a alteracdo do meio de cultivo para neutro pode ser indicio de que um ambiente menos
favoravel favoreca as enzimas relacionadas as fung¢des bioguimicas envolvidas com o metabolismo
secundario, atingindo o apice da producdo de metabodlitos por volta do 30° dia (Strobel et al., 1996;
Selim et al., 2012; Kruschewsky, Luz e Bezerra, 2014).

7.5 ENSAIO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DO CIMENTO EXPERIMENTAL
Os valores das medianas, assim como os valores minimo e maximo dos diametros dos halos

de inibi¢do de cada material estao representados na Tabela 6.
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Tabela 6
Diametro dos halos de inibi¢do (mm) obtidos de acordo com o microrganismo e 0s grupos estudados.
Grupos
G1 G2 G3 G4 G5 G6
MTA Branco | MTA+5% MTA + MTA+15% | MTA+20% MTA + 25 %
; ; Angelus® 10%
Microrganismo
S. aureus 9,1(7,8-10,4) - - - 9,4 (8,2 - 10,6) 10,2 (7,9 -
12,5)
E. coli 9,2 (8,7-9,7) - - - 9,3(89-9,7) | 9,3(8,7-99)
P. aeruginosa 8,9 (7,6 -10,2) - - - 9(7,7-10,3) |9,2(7,9-10,5)
E. feacalis 8,5(7,1-9,9) - - - 8,8(7,2-104) | 8,9 (7,2-10,6)

C. albicans - - - - - -

C. tropicalis - - - = - B

Comparando-se as diferentes concentragdes nos corpos de prova para cada micro-organismo
usado no estudo, p6de-se observar que houve atividade para o S. aureus, E. coli, P. aeruginosa e E.
feacalis, predominantes na microbiota endoddntica diante de infeccGes, apenas nos grupos G1, G5 e
G6. O grupo G6 (MTA + 25 %) promoveu o maior halo de inibigao em relagdo aos demais grupos,
inclusive quando comparado com o grupo G1 (MTA Branco Angelus®).

Os halos de inibig¢ao para o S. aureus foram maiores do que aqueles apresentados pelos demais
microrganismos, sendo o grupo G6 o que apresentou maior halo entre os grupos testados (p<0,05),
mas 0s G5 e G1 nao apresentaram diferenga estatisticamente significativa entre si (p>0,05).

Para E. coli, ndo houve diferencas estatisticas significantes entre si, em relagdo aos diametros
dos halos dos grupos G1, G5 e G6 (p>0,05).

Para E. faecalis e P. aeruginosa, 0s grupos G5 e G6 também apresentaram diametros maiores
do que o grupo G1 (p<0,05), sugerindo uma possivel acdo antimicrobiana do fungo endofitico P.
microspora; entretanto, os grupos G5 e G6 nao apresentaram diferencas estatisticas significantes
entre si (p>0,05), demonstrando que a incorporacdo de Pm (em p0), em concentracdo igual ou
superior a 20%, é capaz de potencializar a atividade antimicrobiana do MTA, reduzindo a quantidade
de po deste ultimo na manipulacdo do cimento, e, portanto, o seu custo. O E. faecalis constitui-se
num importante elemento associado aos casos de infeccdo persistente ou secundéria e dor,
chegando a uma prevaléncia de 90% dos casos, e sendo nove vezes mais comum em infeccao
persistente/secundéria do que em casos de infeccdo primaria. A alta prevaléncia provavelmente

esteja relacionada com algumas das propriedades do E. faecalis como sua excelente capacidade
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de adaptacdo a condigdes adversas; a capacidade de crescimento na forma de biofilme ou col6nia
Unica; a capacidade de penetrar nos tibulos dentinarios e de resistir ao efeito do hidroxido de
calcio (Siqueira e Rocas, 2014; Singh et al., 2020).

A comparacao do diametro dos halos de inibi¢ao de cada corpo de prova em relacdo aos
diferentes microrganismos mostrou que nos grupos G1, G5 e G6, os halos de inibi¢ao observados
para o S. aureus foram semelhantes aqueles da E. coli (p>0,05) e maiores do que os apresentados
pelo P. aeruginosa e E. faecalis (p<0,05).

Com relacdo as cepas de C. albicans e C. tropicalis, apesar de terem sido constatadas
atividades contra estes patdgenos nos testes anteriores, ndo foi reproduzida esta caracteristica no teste
em questdo, pois ndo houve formacdes de halos de inibicdo significantes e por isso ndo foram
considerados.

O agregado trioxido mineral (MTA) ¢ um material usado na Odontologia, de facil
manipulagdo e com apreciaveis caracteristicas fisicas, quimicas e biologicas. Sua atuagao principal é
na inducao da dentinogénese, cementogénese e osteogénese. Possui vantagens em relagdo a outros
materiais, pois promove selamento marginal proximo ao ideal, apresenta compatibilidade biologica,
nao induzindo efeitos lesivos ao organismo, ¢ desprovido de potencial mutagénico, de citotoxidade e
induz a formagao de tecido mineralizado (Torabinejad e Parirokh, 2010; Costa, 2012).

O estudo da atividade antimicrobiana dos cimentos Portland (CP), associado a diferentes
concentragoes de oxido de calcio, MTA, CP cinza e CP acrescido de o6xido de calcio nas
concentragoes de 1%, 2%, 5% e 10%, contra 0s micro-organismos S. aureus, E. faecalis, P.
aeruginosa, B. Subtilis e C. albicans, demonstrou que nenhum grupo testado apresentou eficacia
antimicrobiana, com auséncia de halos de inibigao (Siqueira et al., 2017).

O MTA, associado as substancias hipoclorito de sodio gel a 1%, clorexidina gel a 2%, agua
destilada associada a 10% de propilenoglicol, KY gel, solugao salina e agua destilada, foi submetido
ao teste antimicrobiano frente ao S. mutans, L. casei, E. faecalis e C. albicans, por meio do método
de contato direto, e apresentou maior propriedade inibitoria do que bactericida, sendo a clorexidina
gel a 2%, o unico veiculo que proporcionou alguma melhora no efeito antimicrobiano (Andrade et
al., 2015).

Nos ultimos anos, na busca por novas substancias com potencial farmacologico e
biocompativeis, aumentou o0 nimero de estudos sobre 0 uso de produtos naturais na Odontologia e
alternativas para 0 manejo de doencas bucais, especialmente a carie dentaria e suas sequelas (Abrédo
et al., 2018).

O mercado de novos compostos de atividade antimicrobiana a partir de endofiticos no

Brasil é promissor, principalmente na Amazbnia, onde existe grande diversidade de plantas e
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micro-organismos ainda ndo estudados, o que inspira a necessidade de pesquisas adicionais na

busca de novas substancias antimicrobianas produtoras.

8 CONCLUSAO

e Das linhagens usadas, tiveram atividade antimicrobiana o0s géneros Aspergillus,
Pestalotiopisis Colletotrichum, Paecelomices, Phomopsis e Xylaria;

e O género Pestalotiopsis mostrou-se mais efetivo nos testes antimicrobianos, especificamente
o P. microspora, sendo seus compostos bioativos produzidos a partir do 20° até o 30°, na fase
estacionaria, periodo adequado para o isolamento de substancias;

e Na avaliacéo da atividade antimicrobiana do cimento experimental, houve atividade para o S.
aureus, E. coli, P. aeruginosa e E. feacalis nos grupos GC, G5 (MTA + 20%) e G6 (MTA +
25%); entretanto, 0 G6 (MTA + 25%) apresentou maiores valores em todos 0s grupos;

e Aadicdo do extrato de polissacarideo do P. microspora melhorou a atividade antimicrobiana
do MTA, constituindo-se numa alternativa promissora para a producdo de um cimento

experimental de uso odontologico.
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