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RESUMO 
 
 
Nos últimos anos, vem sendo dada importância aos metabólitos produzidos por 
microrganismos endofíticos, em razão de suas diferentes aplicações biotecnológicas 
e pela possibilidade da transferência vertical, ou seja, dos microrganismos 
endofiticos serem capazes de produzir as mesmas classes de substâncias de suas 
hospedeiras. Dentre os polissacarídeos microbianos, o interesse principal encontra-
se voltado aos extracelulares ou exopolissacarídeos, por serem biocompatíveis e 
muitos destes apresentarem atividade antibiótica. Com o objetivo de produzir um 
cimento experimental a partir de exo e/ou polissacarídeos de origem microbiana da 
Amazônia para o uso em Odontologia e avaliar a atividade antimicrobiana de seus 
extratos frente aos patógenos Staphylococcus aureus, Escherichia coli, 
Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus feacalis, Candida albicans e C. tropicalis (. 
Foram selecionadas e cultivadas 21 linhagens de fungos endofíticos e aquáticos, 
cujos aspectos morfológicos indicavam pertencerem aos gêneros Trichoderma, 
Colletotrichum, Aspergillus, Paecilomices, Xylaria, Phomopsis e Pestalotiopsis, em 
meio de cultura batata-dextrose (BD), acrescido de 0,2% de extrato de levedura, a 
24±1° C por 21 a 28 dias de acordo com o desenvolvimento das colônias. O micélio 
foi separado por filtração a vácuo e os constituintes fixos extracelulares (meio de 
cultura fermentado) e intracelulares (micélio) foram extraídos com metanol (MeOH) 
sob refrigeração a 4o C. Os ensaios para determinação da atividade antimicrobiana 
foram realizados em placas de ELISA de 96 poços. Foram confeccionados 6 grupos: 
GC - cimento de agregado trióxido mineral (MTA) branco Angelus® e G2 a G6 - parte 
do pó de MTA foi substituído, em diferentes concentrações (5%,10%,15%, 20%, 
25%), pela fração extraída do cultivo do fungo P. microspora. O gênero 
Pestalotiopsis mostrou-se mais efetivo nos testes antimicrobianos, especificamente 
o P. microspora, fungo endofítico obtido da planta Annona sp, da família 
Annonaceae, com a concentração inibitória mínima de 0,125 para E. feacalis, 0,25 
para S. aureus, P. aeruginosa, C. albicans e 0,5 para C. tropicalis. Na avaliação 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 (MTA + 25%) apresentou maiores valores de todos os grupos e não 
houve diferenças siginificativas entre os grupos de E. coli, S. aureus e E. faecalis. 
Do extrato também foram realizadas análises químicas. A adição do extrato de 
polissacarideos intracelular do fungo endofítico P. microspora melhorou a atividade 
antimicrobiana do MTA e também foi produzida uma membrana experimental, 
constituindo-se alternativas promissoras para o uso odontológico.  
 
 
Palavras-chave: Endófitos, Polissacarídeos fúngicos, MTA, Biomateriais, 
Odontologia. 

 



 

 
 

ABSTRACT 
 

 
 

In recent years, importance has been given to the metabolites produced by 
endophytic microorganisms, due to their different biotechnological applications and 
the possibility of vertical transference, that is, the endophytic microorganisms are 
able to produce the same classes of substances from their hosts. Among the 
microbial polysaccharides, the main interest is focused on extracellular or 
exopolysaccharides, because they are biocompatible and many of them present 
antibiotic activity. With the objective of producing an experimental cement from exo 
and / or polysaccharides of microbial origin of the Amazon for the 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 were selected and cultivated 21 lines of 
endophytic and aquatic fungi, whose morphological aspects indicated that they 
belong to the gender Trichoderma, Colletotrichum, Aspergillus, Paecilomices, 
Xylaria, Phomopsis and Pestalotiopsis, in potato-dextrose (BD) , plus 0.2% yeast 
extract at 24 ± 1 ° C for 21 to 28 days according to colon development The mycelium 
was separated by vacuum filtration and fixed extracellular constituents (fermented 
culture medium) and intracellular (mycelium) were extracted with methanol (MeOH) 
under refrigeration at 4°C. Assays for activity determination were performed on 96-
well ELISA plates. Six groups were prepared: GC - white mineral trioxide aggregate 
(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 fungus P. microspora. The genus Pestalotiopsis was more effective 
in antimicrobial tests, specifically P. microspora, an endophytic fungus obtained from 
the Annona sp plant of the Annonaceae family, 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 GC, G5 (MTA + 20%) and G6 (MTA + 25%) groups. The G6 (MTA + 
25%) presented higher values of all groups and there were no significant differences 
between the groups of E. coli, S. aureus and E. faecalis. Chemical analyzes were 
also carried out from the extract. The addition of the intracellular polysaccharide 
extract from the endophytic fungus P. microspora improved the antimicrobial activity 
of the MTA and also produced an experimental membrane, constituting promising 
alternatives for dental use. 
 
Key words: Endophytes, fungal polysaccharides, MTA, Biomaterials, Dentistry. 
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INTRODUÇÃO 
 

O Brasil detém cerca de 20 % da biodiversidade mundial principalmente, na 

floresta Amazônica, a maior floresta tropical úmida do planeta e fonte inestimável de 

matérias primas para os mais variados setores. Apesar da imensa diversidade 

biológica amazônica, as espécies que a compõem e suas relações filogenéticas são 

pouco conhecidas, muito menos seus organismos e suas interações com outros 

seres (SOUZA et al., 2004). Isso significa que, devido à alta biodiversidade existente 

em regiões tropicais, possivelmente há inúmeras espécies de plantas, animais e 

microrganismos ainda por serem descobertas (OLIVEIRA, 2013; BANHOS et al., 

2014). 

  Nos últimos anos, uma importância maior vem sendo dada aos 

microrganismos associados às plantas, principalmente os endófitos, como fungos e 

bactérias, que habitam o interior de diferentes tecidos das plantas sem causar danos 

aparentes ao seu hospedeiro. Embora tenham sido mais investigados a partir do 

século passado, estes microrganismos só receberam uma maior atenção há pouco 

mais de vinte anos, quando verificou-se que eles podem desempenhar funções 

importantes no processo de adaptação da planta, na proteção do hospedeiro contra 

herbívoros e patógenos, além de produzir uma infinidade de metabólitos de 

interesse econômico, tanto primários quanto secundários, os quais apresentam 

diferentes aplicações biotecnológicas (produção de vacinas, enzimas, antibióticos, 

antifúngicos, anticancerígenos e outros) (AZEVEDO;ARAÚJO, 2005; RODRIGUEZ 

et al., 2009; PORRAS-ALFARO;BAYMAN, 2011; TEITEN et al., 2013; MAPPERSON 

et al., 2014). 

    Das aproximadas trezentas mil espécies de plantas superiores existentes na 

terra, cada uma é hospedeira de um ou mais endófitos. Fungos endofíticos são 

micro-organismos que vivem nos espaços intra e intercelulares dos tecidos vegetais 

sem causar efeitos adversos aparentes à planta hospedeira (STROBEL et al., 2004). 

Podem estar em interações 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 abióticos e bióticos 

(KRINGS et al., 2009). 

   O grande interesse em microrganismos endofíticos tem surgido da percepção 

de que eles ocupam os mesmos nichos ecológicos de patógenos de plantas e, 
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portanto, têm um grande potencial para uso no controle biológico. A relação estrita 

entre endófitos e seus hospedeiros os torna naturais candidatos para uso como 

agentes de doenças e controle de insetos (MILLER et al., 2010). Ao longo dos 

últimos anos, outras evidências têm justificado esse interesse enfatizando que os 

fungos endofíticos podem ser ecologicamente importantes para seu hospedeiro, às 

vezes dando-lhes apoio, e outras vezes sendo os protagonistas em processos 

fundamentais de sobrevivência das plantas (ARTURSSON; FINLAY; JANSSON, 

2006). 

  O potencial biotecnológico de fungos endofíticos é enfatizado pela quantidade 

de investigações científicas nesta área, mostrando que esses microrganismos 

podem produzir um número muito grande de compostos, muitos dos quais têm 

atividades biológicas de interesse, tais como fitormônios (VIDAL;JABER, 2009), 

antimaláricos, antivirais (SURYANARAYANAN et al., 2009), antioxidantes, 

antileishmaniais (KHIDIR et al., 2010), citotóxicos (DAVIS et al., 2008) e 

antimicrobianos (ALY et al., 2008; ZHOU et al., 2008). Dentre as biomoléculas 

secretadas pelos fungos endofíticos, destacam-se os polissacarídeos. A 

classificação dessas macromoléculas se dá conforme sua localização no organismo 

produtor, em polissacarídeos citosólicos (fontes de carbono e energia para a célula), 

polissacarídeos de parede celular, ligados ou não a proteínas, e polissacarídeos 

secretados para o meio extracelular, formando cápsulas ou biofilme, denominados 

exopolissacarídeos (EPS). Em destaque, os exopolissacarídeos produzidos por 

bactérias e fungos têm sido amplamente aplicados nas indústrias de alimentos, 

medicamentos, cosméticos, entre outras (FACUNDO et al., 2008; OLIVEIRA, 2010; 

DOMINATO, 2017). 

             Desta forma, tornam-se cada vez mais necessárias pesquisas científicas 

que contribuam para a elucidação de novos compostos de fungos que tenham 

potenciais aplicações na indústria farmacêutica, tendo em vista que tais 

microrganismos compreendem uma enorme diversidade de espécies, e a sua 

aplicação é mais vantajosa já que os processos operacionais são relativamente mais 

simples. Em comparação com as plantas, os fungos possuem crescimento mais 

rápido, em menor tempo e ocupam menor espaço, além de ter um menor custo 

(BORGES, 2008). 

            A perda dentária decorrente de comunicações do tecido pulpar com o 

periodonto, resultante de processos patológicos advindos de lesões cariosas 
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profundas ou mecanismos iatrogênicos durante as manobras da terapia endodôntica 

ou oriundos de procedimentos restauradores protéticos, pode ser evitada por meio 

de materiais obturadores que tenham como características serem reparadores, 

seladores, inertes, biocompatíveis, radiopacos e apresentem boa aderência à 

dentina. Dentre os materiais odontológicos, o que vem sendo largamente utilizado 

para o vedamento de tais perfurações dentais é o Agregado de Trióxido Mineral 

(MTA), mas apesar de apresentar boas características, já relatadas na literatura, 

apresenta um custo elevado (KATSAMAKIS et al., 2013; SIEW et al., 2015). 

Considerando a necessidade de um produto que atenda os requisitos necessários 

para utilização na reparação de perfurações endo-periodontais, bem como o vasto 

campo de materiais que podem ser obtidos à base de exopolissacarídeos e/ou 

polissacarídeos de origem microbiana, faz-se necessária a busca de um material 

com a finalidade de selar tais perfurações, com propriedades semelhantes àquelas 

disponíveis comercialmente para o uso odontológico, entretanto com menor custo, 

com igual ou superior qualidade e que portanto possa beneficiar os pacientes em 

geral. 
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1. REVISÃO DE LITERATURA  

 

1.1. FUNGOS 

  1.1.1 Biodiversidade, Características e Importância 

    Estima-se que, mundialmente, o reino Fungi apresente cerca de 1,5 milhão de 

espécies com representantes habitando praticamente todos os ecossistemas 

existentes no planeta (AZEVEDO; SERAFINI; BARROS, 2001; SILVA; MALTA, 

2016), mas apenas 8% delas são conhecidas (HAWKSWORTH, 2001). 

   Os fungos são o segundo maior grupo de espécie sobre a Terra, perdendo 

apenas para os insetos, apresentam grande diversidade entre si, porém possuem 

características em comum que os distinguem dos demais reinos (AZEVEDO; 

SERAFINI; BARROS, 2001). São organismos historicamente comparados às 

plantas, com destacada habilidade para usar qualquer fonte de carbono como 

alimento. Entretanto, não produzem clorofila, não possuem celulose nas paredes 

das suas células e não armazenam amido, mas por outro lado as paredes de suas 

células possuem quitina e os fungos armazenam glicogênio. Isto os coloca mais 

próximo do reino Animalia do que do reino Plantae, no qual eram classificados até 

algumas décadas atrás (STEPHENSON, 2010). 

   Como não produzem clorofila, não são capazes de fotossintetizar seus 

nutrientes, necessitando obtê-los de outros organismos. Desse modo, fungos 

sempre são, de uma maneira ou outra, dependentes de outras formas de vida. Eles 

são capazes de sobreviver em praticamente todos os ambientes onde existam 

outros organismos que lhes forneçam as substâncias de que necessitam. Estão 

presentes no solo, nas plantas, em organismos em decomposição e na  água, mas 

também em ambientes mais extremos, como os de baixas temperaturas, os muito 

quentes, os de alta salinidade ou mesmo os muito  ácidos (MACCHERONI JR; 

ARAÚJO; LIMA, 2004), o que denota uma alta capacidade adaptativa, tornando-os 

bastante atraentes em pesquisas para a produção de substâncias naturais, 

evidenciando, assim, a possibilidade de produção de muitos compostos orgânicos 

diferentes (MARCON, 2013). 

   Os fungos são seres eucariotos, o que os distingue das bactérias que não 

possuem núcleo, podendo ser haplóides, diplóides ou poliplóides; têm parede rígida 

quitinosa constituída de polímeros de amino-açúcares. São heterotróficos, 

dependendo das substâncias orgânicas disponíveis. São altamente eficientes na 
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degradação de uma ampla variedade de substratos e podem se apresentar nas 

formas leveduriforme e hifal. Responsáveis pela produção de substâncias de 

interesse comercial, os fungos também representam importantes agentes 

decompositores dos componentes primários da madeira - lignina e celulose - o que 

resulta em um controle na produção de biomassa em um ecossistema florestal 

(MINAMI, 2003) 

  Até alguns anos atrás, Loguercio-Leite (2004) agrupava os fungos em quatro 

filos, de acordo com as estruturas sexuais presentes: Chytridiomicota, Zygomycota, 

Ascomycota e Basidiomycota. Do primeiro, faziam parte os fungos mais simples e 

com dimensões muito pequenas, que normalmente apresentavam esporos dotados 

de flagelos para locomoção (zoósporos). Era considerada a linhagem mais primitiva 

de fungos. O filo Zygomycota apresentava duas classes: Zygomycetes e 

Trichomycetes. A classe Zygomycetes era distinguida pela produção de um esporo 

de resistência, de origem sexual, o zigósporo. Algumas espécies são utilizadas na 

fabricação de produtos industriais como amilases (Mucor racemosus), ß-caroteno 

(Blakeslea trispora), ácido cítrico (Mucor piriformes), ácido fumárico (Rhizopus 

oryzae) e alguns alimentos. O filo Ascomycota, produtor de ascósporos (bolsas 

contendo esporos), possui o maior número de espécies até agora encontradas, e 

devido à variabilidade estrutural e numérica, ainda não possuía uma delimitação 

mais precisa das suas categorias taxonômicas superiores. Por fim, o filo 

Basidiomycota, onde a maioria das espécies produzia estruturas protetoras 

macroscópicas (basidiósporos). São utilizados como fonte de proteínas, sendo 

cultivados comercialmente. Outros são comestíveis, produtores de antibióticos ou 

podem ser tóxicos (LOGUERCIO-LEITE, 2004). Existem também os fungos que não 

produzem estruturas sexuais, denominados mitospóricos ou “fungos imperfeitos”. 

Alguns autores colocam-no no filo Ascomycota (MARCON, 2013). 

    Devido às mudanças nas análises genéticas, esta classificação sofreu 

modificações: os filos Chytridiomicota e Zygomycota não representam grupos 

homofiléticos e foram divididos. Um grupo de fungos denominado Glomales, antes 

classificado como zigomiceto, passou a constituir um clado ao lado dos clados 

Basidiomycota e Ascomycota, passando estes três grupos a formarem o grupo dos 

fungos “verdadeiros”. O filo Zigomycota (sem o fungo Glomales) foi mantido e o 

Chytridiomycota foi dividido em três: Chytridiomycota, Monoblepharidales e 

Blastocladiales, todos zoospóricos (BLACKWELL; SPATAFORA, 2004). 
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    Em 2007, Hibett et al. realizaram um estudo onde propuseram um subreino 

Dikarya para reunir os Ascomycota e Basidiomycota por estes possuírem hifas com 

células dicarióticas. As maiores mudanças, entretanto, ocorreram nos antigos grupos 

Chytridiomycota e Zygomycota. Os microsporídios foram também incluídos no Reino 

Fungi. 

   Um estudo filogenético recente (EBERSBERGER et al., 2012) colocou 

Nuclearia e Microsporidia como os parentes mais próximos aos fungos, mas com 

posição ainda incerta. Os fungos mais antigos seriam os Blastocadiomycota, 

seguidos dos Chytridiomycota, Neocallimastigomycota, Entomophthoromycotina, 

Glomeromycota, Mucoromycotina, Basidiomycota e Ascomycota. 

   Os fungos podem se reproduzir de forma sexuada e/ou assexuada. Na 

reprodução sexuada, os esporos se formam por meiose enquanto na assexuada, 

constituem-se por mitose. Os fungos também podem desenvolver-se a partir de 

fragmentos do micélio (LOGUERCIO-LEITE, 2004). 

   A utilização desses microrganismos pode ser através do seu material celular 

(biomassa) ou então de macro e micromoléculas isoladas. Há uma forte tendência 

em se explorar comercialmente a biomassa fúngica para isolamento de seus 

componentes celulares e consequentemente de seus principais constituintes, tais 

como enzimas (invertases, glucosidades), nucleotídeos, proteínas (manoproteínas) e 

principalmente polissacarídeos (glucanas, mananas, galactanas), além de lipídeos, 

como fosfolipídeos e ergosterol, pois estas substâncias apresentam propriedades 

específicas de interesse biotecnológico e, consequentemente, de grande valor 

agregado (BEROVIC et al., 2003; PAVLOVA; PANCHEV; HRISTOZOVA, 2005). 

   Os fungos representam uma promissora fonte de produtos naturais bioativos, 

pois possuem uma alta capacidade de produção metabólica diversificada. Com a 

descoberta da penicilina produzida pelo fungo Penicillium notatum, têm-se dado 

maior ênfase aos estudos de descoberta e aplicação dos metabólitos oriundos de 

microrganismos (STROBEL et al., 2004). 

    Devido à capacidade de produção de metabólitos bioativos por fungos, são 

relatados muitos medicamentos provenientes de substâncias produzidas por estes 

(SCHULZ; BOYLE, 2005). Os medicamentos de maior repercussão terapêutica para 

doenças infecciosas são os antibióticos penicilinas e cefalosporinas. Outros 

exemplos mais recentes são a mevinolina, um agente redutor de colesterol, 

ciclosporinas e alcalóides do Ergot. As substâncias isoladas de fungos destacam-se 
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também como agroquímicos naturais, tais como destruxinas (inseticidas) e 

estrobilurinas (fungicidas), além de várias fitotoxinas (herbicidas) (PINTO et al., 

2002). 

    Nos últimos anos, os microrganismos receberam atenção especial por parte 

da indústria e dos pesquisadores em produtos naturais. Os avanços obtidos no 

campo da biotecnologia, aliado ao emprego de técnicas modernas de fracionamento 

químico, elucidação e triagem na busca por novos protótipos bioativos, têm revelado 

seu potencial em fornecerem novas substâncias químicas bioativas (VIEGAS 

JUNIOR; BOLZANI, 2006). 

 

1.1.2 Interações com outros organismos 

    Como os fungos são incapazes de produzir seu próprio alimento, eles 

necessitam interagir com outros organismos vivos para obter os nutrientes de que 

precisam. Grande parte dos fungos são saprófitas, alimentando-se da matéria 

orgânica de indivíduos mortos mas também são comuns casos de parasitismo e 

simbiose, e nesses casos os fungos interagem com organismos vivos, como algas, 

bactérias, plantas, animais e mesmo outros fungos (MARCON, 2013).  

             Durante os processos da interação fungo/hospedeiro, diversas moléculas 

podem ser produzidas para favorecer essa ligação, como enzimas, pigmentos, 

ácidos orgânicos e polissacarídeos (DOMINATO, 2017). 

 

  1.1.2.1 Algas e fungos 

     O exemplo mais clássico e representativo dessa interação é o líquen, 

resultante da simbiose entre uma alga verde unicelular ou filamentosa, ou uma 

cianobactéria, e um fungo, em geral um ascomiceto. A alga produz compostos de 

carbono que são repassados para o fungo, que os utiliza como fonte de energia para 

seu crescimento, mas também são transferidos outros compostos essenciais, como 

as vitaminas biotina e tiamina, que o fungo não é capaz de sintetizar. A alga recebe 

em troca um ambiente protegido contra a redução da umidade ambiental e alguns 

compostos produzidos pelo fungo a protegem do excesso de luz (WILL-WOLF et al., 

2004). 
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  1.1.2.2 Bactérias e fungos 

     Como bactérias e fungos coexistem em todos os ambientes, as interações 

entre eles são frequentes. Muitas vezes, estes microrganismos se associam a fim de 

que as bactérias possam capturar o nitrogênio do ar e produzir compostos que são 

repassados aos fungos, permitindo que estes cresçam mais rápidos e possam 

decompor mais matéria orgânica, repassando parte dos compostos degradados para 

as bactérias. Existem casos de simbiose entre bactérias e fungos em que a bactéria 

se localiza dentro do citoplasma ou de organelas das células fúngicas 

(endossimbiontes) podendo influenciar a fisiologia do fungo hospedeiro. Fungos 

podem ainda se alimentar de bactérias, especialmente no solo, mas também podem 

ser atacados por bactérias patogênicas (MACCHERONI JR.; ARAÚJO; LIMA, 2004). 

 

1.1.2.3 Plantas e fungos 

    Qualquer interação planta-fungo é precedida por um encontro físico entre 

uma planta e um fungo, seguido por várias barreiras físicas e químicas que devem 

ser superadas para que tal associação ocorra com sucesso (KUSARI; HERTWECK; 

SPITELLER, 2012). Uma das hipóteses inicialmente proposta para explicitar tal 

colonização assintomática, denominada “antagonismo equilibrado” evidencia como 

um endófito evita ativar as defesas do hospedeiro, garante auto-resistência antes de 

ser incapacitado pelos metabólitos tóxicos deste e consegue crescer dentro de seu 

hospedeiro sem causar manifestações visíveis de infecção ou doença (SCHULZ; 

BOYLE, 2005; AL-MANHEL, 2017). Assim, endófitos e patógenos, ambos, possuem 

muitos fatores de virulência que se opõem aos mecanismos de defesa da planta. Se 

a virulência do fungo e a defesa da planta encontram-se equilibradas, a associação 

permanece aparentemente assintomática e avirulenta. Esta fase é apenas um 

período transitório em que fatores ambientais desempenham um papel importante 

para desestabilizar o delicado equilíbrio de antagonismos. Se os mecanismos de 

defesa da planta neutralizarem completamente os fatores de virulência de fungos, o 

fungo irá perecer. Inversamente, se a planta sucumbe à virulência do fungo, um 

relacionamento planta-patógeno levaria à doença da planta. Para que muitos 

endófitos possam se tornar patógenos latentes, a influência de certos fatores 

intrínsecos ou ambientais é essencial (EATON et al., 2010; EATON; COX; SCOTT, 

2011). Recentemente, revelou-se que a interação endófito-planta pode não ocorrer 

apenas pelo equilíbrio entre a virulência e a defesa, mas devido a uma interação 
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muito mais complexa e precisamente controlada, onde em razão da coevolução 

planta-endófito (JI; LI; ZHANG, 2009), torna-se possível que endófitos desenvolvam 

mecanismos de resistência e ajudem na defesa química da planta através da 

produção de metabólitos secundários bioativos (KUSARI et al., 2011), que 

desempenham papéis fundamentais para a sanidade da planta como a proteção 

contra herbivoria, controle de outros microrganismos e aumento da tolerância às 

modificações ambientais (PEIXOTO NETO; AZEVEDO; ARAÚJO, 2002; 

GUNATILAKA, 2006; KOGEL; FRANKEN; HUCKELHOVEN, 2006). 

    Uma das interações realizadas por microrganismos há muito conhecida 

ocorre com vegetais, em que fungos são responsáveis pelo processo de fixação do 

nitrogênio, sendo denominados genericamente de micorrizas. Os fungos se 

alimentam de restos de vegetais mortos, sejam folhas, frutos, madeira ou raiz, 

decompondo o material vegetal e permitindo sua reutilização pelas plantas. Os 

fungos podem viver na superfície das plantas (fungos epifíticos), seja nas folhas, 

caule, tronco ou na raiz. Estes fungos podem produzir substâncias úteis para a 

planta ou impedir sua colonização por organismos patogênicos. As plantas possuem 

também fungos vivendo no seu interior (fungos endofíticos) que não lhes causam 

doenças. Estes fungos recebem compostos essenciais para sua sobrevivência e em 

troca podem, por exemplo, produzir alcalóides tóxicos que afetam os herbívoros que 

se alimentam da planta, protegendo-a (SCHARDL; LEUCHTMANN; SPIERING, 

2004). Existem evidências de que a presença de fungos endofíticos pode provocar 

um aumento da resistência da planta a insetos, nematóides e bactérias (MARCON, 

2013; STEPHENSON, 2010), 

   Os fungos também podem ser patogênicos para plantas, causando sua morte 

ou retardo no desenvolvimento. Estes fungos necessitam de nutrientes que são 

obtidos de células vivas ou a partir de sua morte e degradação (MACCHERONI JR.; 

ARAÚJO; LIMA, 2004). 

    Azevedo, Serafini e Barros (2001) consideraram que não há uma exata 

distinção entre os microrganismos endofíticos, epifíticos e patogênicos, existindo 

apenas um gradiente de interfaces entre eles, ou seja, eventualmente um 

microrganismo epifítico pode ser encontrado dentro do vegetal; um endófito, por sua 

vez, em certas condições pode atuar como patógeno; e um patógeno poderia ser 

considerado um endófito, quando não afetasse o hospedeiro. 
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     De todas as espécies vegetais estudadas até o momento, todas 

apresentaram microrganismos endofíticos, o que demonstra que a presença destes 

é um fenômeno geral e comum e corrobora com a possibilidade de se encontrar 

novos e importantes endófitos a partir de estudos nos diferentes ecossistemas 

terrestres e aquáticos (MOREIRA; MAY-DE-MIO, 2009). A simbiose entre a planta e 

o endofítico está associada à proteção e à alimentação dos fungos, que por sua vez, 

produzem substâncias bioativas que aumentam o crescimento e competitividade do 

hospedeiro no meio ambiente, como hormônios reguladores de crescimento, 

antibióticos, inseticidas, etc. (LU et al., 2000). 

 

1.1.2.4 Fungos e fungos 

    Os fungos podem interagir também entre si, sendo denominados fungícolas. 

Tal interação pode se dar por saprofitismo, parasitismo ou simbiose. Uma das 

interações mais estudadas é o microparasitismo, quando um fungo obtém alimento a 

partir dos tecidos de outro fungo. Existem fungos microparasitas que obtém seu 

alimento unicamente de outros fungos, os quais são de grande interesse no controle 

biológico de doenças causadas por fungos nas plantações (GAMS; DIEDERICH; 

OLDMAA, 2004). 

 

1.1.3 Fungos Endofíticos 

   Os fungos denominados de endofíticos são fungos que habitam o interior dos 

tecidos aparentemente saudáveis de um hospedeiro vegetal. Estes podem 

permanecer em um hospedeiro por um período do seu ciclo de vida, mas também 

podem se instalar em uma planta por toda sua vida, onde a transmissão ocorre 

verticalmente, por meio de sementes do hospedeiro (PETRINI et al., 1992; 

AZEVEDO, 1999).  

    Eles tiveram sua primeira menção no século XIX, mas foi De Bary (apud 

PEIXOTO NETO; AZEVEDO; ARAÚJO, 2002), em 1866, que fez a distinção entre 

eles e microrganismos patogênicos. A princípio, foram definidos como 

assintomáticos, não produzindo efeitos benéficos ou prejudiciais ao seu hospedeiro. 

Por esses motivos, além de não produzirem estruturas externas visíveis e o 

conhecimento a respeito de suas reais funções ser muito pequeno, esses 

microrganismos ficaram por volta de um século esquecidos. Apenas no final dos 

anos 70, os estudos se intensificaram sendo impulsionados pelas descobertas de 
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funções importantes como a produção de toxinas, antibióticos, alcalóides, enzimas, 

fatores de crescimento, e outras substâncias com potencial interesse biotecnológico; 

e a proteção contra insetos-praga, herbívoros e microganismos patogênicos. 

Algumas dessas funções são imprescindíveis para a defesa e sobrevivência do 

hospedeiro (PEIXOTO NETO; AZEVEDO; ARAÚJO, 2002). 

    A primeira espécie identificada foi o Herbaspirillum seropedicae, por Baldani 

et al. em 1986 (apud RADWAN; MOHAMED; REIS, 2004). 

           O maior número de espécies de endofíticos que pode ser encontrado em 

diferentes nichos ecológicos está localizado no filo Ascomycota (DOMINATO, 2017). 

     A colonização dos microrganismos endofíticos pode ser inter ou intracelular, 

localizada ou sistêmica (SCHULZ; BOYLE, 2005). Em geral, para entrar nas plantas 

os microrganismos utilizam aberturas naturais ou feridas. As raízes são 

consideradas sua principal porta de entrada, por apresentarem arranhões, 

decorrentes do crescimento vegetal, da própria penetração no solo e do surgimento 

das raízes secundárias laterais. As aberturas naturais como estômatos, hidatódios, 

lenticelas, feridas causadas por insetos e fungos patogênicos também são utilizados 

na entrada dos microrganismos. Além disso, os próprios endófitos possuem 

estratégias como a produção de enzimas ou estruturas que facilitam a penetração 

na planta. Após a entrada, eles podem atingir diversos órgãos dentro da planta 

(folha, caule, etc.), entretanto, usualmente os fungos habitam as partes superiores 

das plantas como folhas, galhos, casca, pecíolo e estruturas reprodutivas (FAETH; 

FAGAN, 2002). Os endófitos também podem passar de uma planta para outra nos 

organismos onde ocorre propagação vegetativa (AZEVEDO, 1999; PEIXOTO NETO; 

AZEVEDO; ARAÚJO, 2002).  

              A relação entre fungos endofíticos e hospedeiros pode ser descrita em 

termos de especificidade, recorrência, seletividade ou preferência. A especificidade 

ocorre por restrição do micro-organismo a um único hospedeiro ou a um grupo de 

espécies afins e implica em interação bioquímica complexa interpretada como uma 

forma de adaptação ecológica. A recorrência, seletividade ou preferência ocorre 

quando há fungos endofíticos predominantes em um ou mais hospedeiros vegetais, 

localizados num mesmo habitat (SELIM et al., 2012). 

  A diversidade dos fungos endofíticos em uma planta pode ser muito alta, 

podendo ser encontradas mais de 100 espécies em somente um tecido (BORGES, 

2008). Em algumas plantas investigadas, pôde-se notar a predominância de uma ou 
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algumas espécies de endófitos, evidenciando a especificidade de algumas espécies 

de fungos com a espécie hospedeira. A especificidade de um endófito em relação a 

uma espécie vegetal pode ser influenciada pelas condições ambientais (ZHANG; 

SONG; TAN, 2006; MORICCA; RAGAZZI, 2008; WALI et al., 2008; ROSA et al., 

2009). Essa especificidade pode trazer grandes perdas da biodiversidade, uma vez 

extinguindo-se uma espécie vegetal, haverá a eliminação de toda flora microbiana 

(GUNATILAKA, 2006). As plantas tropicais apresentam uma grande diversidade de 

microrganismos endofíticos, muitos deles ainda não estudados e que podem 

pertencer a novos gêneros e espécies (PEIXOTO NETO; AZEVEDO; ARAÚJO, 

2002; STROBEL, 2002). 

   Os fungos endofíticos são separados em quatro classes com base na ampla 

gama de hospedeiros, no tipo de tecido colonizado, colonização na planta, nos 

benefícios e na transmissão (RODRIGUEZ et al., 2009). Os endófitos de classe I são 

normalmente limitados a algumas gramas de estações frias e quentes (STONE; 

POLISHOOK; WHITE, 2004; BISCHOFF et al., 2005), cuja transmissão é vertical, 

com plantas maternas passando fungos para a descendência através de infecções 

de sementes (SAIKKONEN; ION; GULLENBERG, 2002). As vantagens 

proporcionadas por estes fungos parecem depender da espécie e do genótipo do 

hospedeiro, bem como das condições ambientais (FAETH et al., 2006). Os endófitos 

da classe II compreendem uma diversidade de espécies, todos os quais são 

membros da Dikarya (Ascomycota ou Basidiomycota). Eles têm capacidade de 

conferir tolerância ao estresse das plantas hospedeiras (RODRIGUEZ et al., 2009). 

Os endófitos Classe III, de transmissão horizontal, incluem plantas vasculares e 

avasculares, além de angiospermas herbáceas de florestas tropicais da Antártida e 

são conhecidos por sua grande variedade no interior de tecidos de plantas 

hospedeiras (DAVIS; SHAW, 2008). Assim, uma única planta pode abrigar centenas 

de diferentes fungos endofíticos desta classe. Os endófitos Classe IV, restritos às 

raízes das plantas, são geralmente fungos Ascomycetos encontrados em 

ecossistemas tropicais, que formam estruturas melanizadas como hifas inter e 

intracelulares, bem como microsclerotia nas raízes (REKHA; MANJU; ARYA, 2013). 

   Schulz; Boyle (2005) ressaltaram que os fungos endofíticos possuem alto 

grau de variabilidade, o que significa que essas interações têm potencial para o 

desenvolvimento evolucionário recíproco: a simbiose pode evoluir para um 

mutualismo mais especializado, por exemplo. Nas interações mutualísticas, os 
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fungos são capazes de induzir a planta hospedeira a produzir fitoalexinas, podem 

produzir metabólitos que conferem diversas vantagens às plantas, como resistência 

aos estresses bióticos e abióticos. Também podem produzir metabólitos que não 

interferem no metabolismo do vegetal, mas sim na defesa contra outros micro-

organismos (comensalismo). Nessa associação, a planta hospedeira protege e 

alimenta o endófito, que em resposta produz metabólitos bioativos para aumentar o 

crescimento e competitividade do hospedeiro e protegê-lo contra herbívoros e 

fitopatógenos (GUNATILAKA, 2006; YAN et al., 2015).  

  

 1.1.3.1 Aplicações Biotecnológicas 

          O metabolismo dinâmico dos fungos endofíticos tem estimulado seu estudo 

com o intuito de obter importantes componentes bioativos, que são aplicáveis nas 

áreas industriais. Muitos metabólitos secretados por fungos podem ser utilizados 

como produtos biotecnológicos, entre eles os exopolissacarídeos (DOMINATO, 

2017). 

    Os fungos endofíticos, até hoje ainda pouco estudados, constituem o grupo 

mais produtivo quimicamente entre os fungos filamentosos, apresentando uma 

produção de diversidade metabólica 73 % superior a outros fungos. A alta 

produtividade destes fungos pode estar associada a dois fatores ecológicos: o alto 

nível de estresse ambiental e intensas interações com outros organismos, tendo em 

vista que os microrganismos submetidos a ambos os fatores possuem maior 

capacidade de produzir metabólitos secundários biologicamente ativos (STROBEL; 

DAISY, 2003). 

    Durante as últimas três décadas, mais de 500 microrganismos endofíticos 

foram cultivados e submetidos a investigações para a caracterização química e 

avaliação biológica de um grande número de produtos naturais, que têm 

demonstrado novas estruturas químicas e atividades biológicas interessantes 

(GUNATILAKA, 2006; SOUZA et al., 2006). 

   Os fungos endofíticos produzem metabólitos similares ou igualmente 

presentes em suas plantas hospedeiras, como o taxol, utilizado para o tratamento de 

câncer de útero e mama, obtido tanto da planta medicinal Taxus brevifolia, como do 

fungo endofítico Taxomyces andreanae (STROBEL et al., 2004) e os meroterpenos 

isolados de Penicillium brasilianum que foi isolado de Melia azedarach, a qual 

produz este grupo raro de substâncias (FILL et al., 2009; GERIS et al., 2007). Isto 
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indica uma possível coevolução dos fungos com a espécie hospedeira, onde os 

fungos tem se adaptado ao seu microambiente por variação genética, ocorrendo 

uma transposição de genes entre a planta e o fungo em uma verdadeira engenharia 

genética in vivo (ZHANG; SONG; TAN, 2006; GUNATILAKA, 2006). 

   Representam uma fonte rica de novos compostos químicos com potencial de 

exploração em uma grande variedade de áreas como médica, agrícola e industrial 

(STROBEL et al., 2004; GUO et al., 2008; ZHANG et al., 2017). 

   Os micro-organismos endofíticos podem produzir diversas substâncias com 

potenciais aplicações biotecnológicas e exercer papéis fundamentais para a 

sobrevivência e o desenvolvimento do seu hospedeiro. Eles podem agir como 

agentes no controle de pragas e doenças, produzir substâncias bioativas como 

fitohormônios que aumentam o crescimento e competitividade do hospedeiro na 

natureza, induzindo, por exemplo, a produção de sementes (YUE et al., 2000; 

OLIVEIRA, 2013), além de poderem ser utilizados como micoherbicidas no controle 

de ervas daninhas, competirem com fitopatógenos por nutrientes, produzirem 

substâncias antagônicas, parasitarem o patógeno ou induzirem a planta a 

desencadear resistência. Em razão de possuírem genes associados ao controle 

biológico, os microrganismos endofíticos podem produzir enzimas, participar na 

biorremediação de compostos tóxicos e produzir metobólitos secundários com 

atividades terapêuticas (PEIXOTO NETO; AZEVEDO; ARAÚJO, 2002; 

ORLANDELLI et al., 2017).  

    Na área de saúde, metabólitos secundários de origem fúngica têm sido de 

extrema utilidade para indústria farmacêutica. São utilizados como princípio ativo e 

ajudam a prevenir e curar inúmeras doenças. Estes são formados geralmente nas 

fases finais do crescimento celular, e embora sejam substâncias não essenciais para 

o desenvolvimento do organismo, estão relacionadas com a adaptação ao meio 

ambiente. Dentre estes podem ser citados antibióticos, anticancerígenos, pigmentos 

e toxinas (GUIMARÃES, 2006; ALY et al., 2010; KHARWAR et al., 2011; KUSARI; 

HERTWECK; SPITELLER, 2012). 

    Estudos de metabólitos secundários têm mostrado que fungos endofíticos 

produzem um número significativo de compostos ainda não conhecidos na sua 

totalidade, mais com diversas atividades biológicas. Tem sido demonstrado que 

novas moléculas produzidas por endófitos (51 %) e seus extratos contendo 

atividades biológicas (80 %) ocorrem em número consideravelmente mais elevado 
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do que as produzidas por microrganismos do solo (38% das novas moléculas e 64% 

de extratos bioativos) (YANG et al., 2013; SILVA, 2014). 

  

1.1.4 Fungos Aquáticos 

    Os fungos aquáticos podem ser definidos como aqueles em que todo o seu 

ciclo de vida está completamente adaptado ao ambiente aquático, incluindo a 

esporulação em substratos submersos (SHEARER et al., 2007). Representantes dos 

mais diversos grupos de fungos como os quitridiomicetos, ascomicetos, fungos 

conidiais, basidiomicetos, zigomicetos e tricomicetos (associados ao trato digestivo 

de larvas com vida aquática) estão presentes em diferentes habitats aquáticos sejam 

dulcícolas ou marinhos (BENCH; WHITE, 2012). 

   A definição de fungo aquático está diretamente relacionada ao grau de 

adaptação das espécies aos habitats tipicamente aquáticos ou de origem alóctone, 

como partes de vegetais que entram nestes ambientes. Vários sistemas de 

classificação foram propostos, porém definir o grau de adaptação dos fungos a 

ambientes aquáticos pode ser controverso em muitos casos, mas de um modo geral, 

dados sobre a ausência/presença de fungos em diversos habitats aquáticos 

permitem inferir quais grupos estão mais bem adaptados a estes ambientes e 

hipotetizar como a pressão seletiva vem agindo sobre eles (VIJAYKRISHNA; HYDE, 

2006; SHEARER et al., 2007). Dentre os representantes do reino Fungi, 

quitridiomicetos, ascomicetos, fungos conidiais e basidiomicetos estão entre os mais 

comuns em ambientes aquáticos. 

 

  1.1.5 Biossíntese de compostos em fungos 

     1.1.5.1 Produção de polissacarídeos e de exopolissacarídeos de origem fúngica 

Polissacarídeos são macromoléculas naturais, constituídas de unidades 

monossacarídicas unidas por ligações glicosídicas, diferindo entre si na unidade 

monomérica, no grau de ramificação, no tipo de ligações que as unem e no 

comprimento de suas cadeias, sendo encontrados em todos os organismos vivos e 

constituindo um dos grupos de compostos mais abundantes e importantes da 

biosfera. Podem ser obtidos a partir de biomassa vegetal, algas marinhas ou de 

microrganismos. Atualmente, os polissacarídeos extraídos de plantas, de algas 

marinhas e de crustáceos ainda dominam o mercado, sendo que os polissacarídeos 
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microbianos ainda representam uma pequena fração do mercado de biopolímeros 

(FREITAS et al., 2009). 

    Os polissacarídeos constituem uma importante percentagem da biomassa 

fúngica, onde a parede da hifa é formada por mais de 75 % deste tipo de 

biomolécula, principalmente em basidiomicetos. Além de atuarem como elemento de 

suporte para as hifas, alguns polissacarídeos constituem uma “capa” extracelular ao 

redor do micélio, proporcionando um suporte para adesão das enzimas excretadas e 

participando na degradação da lignina, como uma fonte indireta de peróxido de 

hidrogênio (SILVA et al., 2006; FUKUDA et al., 2009).  

    A composição e estrutura química dos polissacarídeos de parede celular são 

variáveis entre as diferentes espécies de microrganismos. Com base nos resultados 

provenientes da caracterização química dessas macromoléculas, alguns autores 

propõem a sua utilização como marcadores para a classificação taxonômica de 

fungos filamentosos e leveduras (CARBONERO et al., 2005; PESSONI et al., 2005). 

    Diferentes parâmetros físico-químicos, como solubilidade, estrutura, massa 

molecular e ramificações da cadeia estrutural podem influenciar a atividade biológica 

(SOLTANIAN et al., 2009). Devido a essa diversidade, os polissacarídeos possuem 

um amplo campo de aplicações nas indústrias de alimentos, biomédicas, 

farmacêuticas e cosméticas (CUNHA et al., 2012). 

    Na área biológica, são aplicados em engenharia de tecidos, em processos de 

imobilização de enzimas e como veículo de liberação de fármacos. Atividades 

biológicas como ação antiviral, antitumoral, antioxidante, hipoglicemiante, 

anticoagulante e antitrombótica também vêm sendo investigadas em polissacarídeos 

oriundos de diferentes fontes (FEITOSA; CUNHA, 2009). Atuação na diminuição da 

pressão arterial e na concentração de lipídios sanguíneos, na inibição da ação 

inflamatória e microbiana também têm sido analisadas (ALQUINI et al., 2004; 

ZHANG; SONG; TAN, 2006; FREITAS et al., 2017; LIU et al., 2017). 

   Os biopolímeros, de maneira geral, têm sido objetos de pesquisas devido ao 

seu potencial de aplicação. Estudos realizados com os polissacarídeos da parede 

celular fúngica demonstraram que essas moléculas apresentaram uma variedade de 

respostas biológicas de defesa, mas sua aplicação terapêutica parece estar 

relacionada com a estrutura química e a conformação espacial de cada 

macromolécula, sendo que pequenas diferenças estruturais entre polímeros 
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resultam em características peculiares para novas aplicações biotecnológicas 

(SILVA et al., 2006). 

   A aplicação clínica de alguns polissacarídeos pode apresentar limitações, 

devido ao elevado peso molecular e viscosidade dos mesmos e, ainda, à baixa 

solubilidade de alguns. Nesse sentido, a modificação química pode ser uma 

oportuna estratégia para aplicação como agentes terapêuticos (SARANGI et al., 

2006; ZONG; CAO; WANG, 2012; ZHANG et al., 2013). 

   Polissacarídeos fúngicos podem ser comumente extraídos de corpos de 

frutificação de cogumelos, sendo os mais comuns as homoglicanas, como as ß-D-

glucanas, às quais foram atribuídas diversos efeitos biológicos (SMIRDELE et al., 

2013). Os polissacarídeos também podem ser obtidos por fermentação de líquido 

submerso e recuperados a partir do caldo de cultura, como exopolissacarídeos, ou 

extraídos do micélio como já citado anteriormente. Esta é uma abordagem 

biotecnológica que permite um melhor controle da produção de polissacarídeos 

bioativos por fungos (GE et al., 2008). 

   Na produção de polissacarídeos microbianos, o interesse principal é voltado 

aos polissacarídeos extracelulares ou exopolissacarídeos (EPSs). Os EPSs são 

definidos comumente como polissacarídeos extracelulares, produzidos por fungos e 

bactérias, excretados para o meio extracelular e têm sido reconhecidos como 

biomacromoléculas de elevado valor agregado. Dependendo do sistema microbiano, 

alguns polissacarídeos permanecem associados à superfície celular, enquanto 

outros são encontrados no meio extracelular (SILVA; HASHIMOTO, 2006; 

MAHAPATRA; BANERJEE, 2013). Desta forma, alguns EPSs formam cápsulas ao 

redor da célula tornando-se parte da parede celular, enquanto outros formam limos 

fora da parede celular e têm habilidade para se difundirem dentro da fase líquida 

durante o processo de fermentação. Como resultado da produção do 

exopolissacarídeo, a viscosidade e a reologia da fermentação podem produzir 

mudanças no meio de cultivo, começando como um fluido Newtoniano de baixa 

viscosidade e finalizando como um fluido não-Newtoniano de elevada viscosidade. 

Os microrganismos que produzem grandes quantidades de limo têm maior potencial 

para comercialização, considerando ser um processo mais simples a recuperação 

dos exopolissacarídeos do meio de fermentação (SILVA et al., 2006). 

          Os estudos sobre produção de EPS fúngicos têm se diversificado, incluindo 

osendofíticos, principalmente pela capacidade de síntese e secreção de metabólitos 
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com ações biológicas específicas que estes micro-organismos apresentam 

(CHAPLA; BIASETTO; ARAUJO, 2013; SELIM et al., 2012). Esta síntese pode ser 

explicada devido à intensa atividade metabólica dos endofíticos, causada pela 

necessidade de adaptação ao hospedeiro, especialmente devido aos mecanismos 

de defesa que estes últimos apresentam (SURYANARAYANAN et al., 2009). 

    A biossíntese de alguns EPSs está diretamente associada à capacidade de 

sobrevivência do microrganismo em condições adversas de meio ambiente. 

Desempenham diversas funções na célula, tais como, proteção contra dessecação, 

constituem uma barreira impedindo a união de vírus a sítios específicos da parede 

celular, neutralizam toxinas, atuam como fonte de carbono e energia, são 

importantes na conversão do excesso de substrato em um material pouco 

metabolizável por outros micro-organismos, além de interagirem com células de 

animais ou plantas com relações específicas, simbióticas ou patogênicas 

(SOMENSE, 2014). 

    Segundo Mahapatra; Banerjee (2013), a produção de EPSs por fungos 

depende principalmente do tipo de cepa utilizada, da composição do meio de cultivo, 

bem como das condições físicas e do modo de extração. A produção  de  EPSs  por  

fungos  tem  a  vantagem  de  ser  independente  de condições  climáticas, visto  que  

sua  produção  pode  ser  controlada  em  laboratório, ao contrário das algas e 

plantas; possibilitam  a  utilização  de  matérias-primas regionais   e   mesmo   de   

subprodutos   industriais,   apresentam grande agilidade de obtenção do produto 

acabado e necessitam  de  um  espaço  relativamente  pequeno. Além disso,  por  

serem  produzidos  sob  condições  controladas de pH,  temperatura,  taxa  de  

aeração,  concentração  de  nutrientes  e  utilizando espécies selecionadas,  os  

problemas  com  variação  estrutural  dos  polissacarídeos  podem  ser  evitados, 

obtendo-se polissacarídeos com alta regularidade estrutural, o que não é comum 

naqueles vindos de outras  fontes.  Para poderem ser utilizados industrialmente, é 

preciso que os EPSs sejam produzidos em grandes quantidades pelos 

microrganismos, estando estes adaptados a variações de pH e temperatura 

relativamente amplas, além de apresentarem composição química compatível com o 

metabolismo humano (PINHEIRO, 2014).  

             A síntese do EPS pode ser dividida em três fases: assimilação de substrato 

carbônico; síntese intracelular de polissacarídeo e exsudação do polissacarídeo para 

o meio extracelular (DONOT et al., 2012). 
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          A presença dos EPS no meio extracelular, em culturas fúngicas, pode ser 

explicada de duas formas. A primeira relaciona-se com a polimerização do EPS no 

espaço extracelular, após passagem dos monossacarídeos pela parede celular 

fúngica. A segunda hipótese refere-se à presença de vesículas capazes de carregar 

as macromoléculas, sintetizadas no interior da célula, através da parede celular, 

para o meio extracelular. As vesículas são geralmente ovoides, compostas por 

bicamada lipídica, com diâmetros que variam de 60 a 300 nm, o que facilita sua 

compressão para passar pelos canais na parede celular fúngica. Esses canais 

possuem tamanho adequado para a passagem das vesículas que, possivelmente, 

necessitam de um “motor molecular”. Para a manutenção destes motores, necessita-

se de fontes energéticas, que estão presentes no interior das vesículas como as 

macromoléculas (carboidratos) envolvidas no metabolismo energético. Embora o 

conceito do uso de vesículas, pelos fungos, para o transporte de produtos através da 

parede celular seja recente, a ideia do transporte vesicular entre a membrana celular 

e a parede celular está bem estabelecida. Os caminhos de transporte vesiculares 

podem ser uma estratégia evolutiva para que a célula fúngica seja capaz de infectar 

o tecido de seus hospedeiros, causando alterações na sua fisiologia, o que 

caracteriza a patogenicidade. O transporte de vesículas transmembrana ocorre da 

mesma forma para os fungos ascomicetos e basidiomicetos (RODRIGUES et al., 

2013). 

    Os exo e os polissacarídeos produzidos por fungos podem ser 

heteropolissacarídeos ou homopolissacarídeos e dentre estes últimos, destacam-se 

as ß-glucanas cuja principal função estrutural é auxiliar na manutenção da rigidez e 

integridade da parede celular de fungos e leveduras. No ambiente natural em que os 

microrganismos são encontrados, tais polímeros podem estar relacionados à 

patogenicidade, ou também estarem associados à interação planta-microrganismo, 

proporcionando proteção à célula microbiana contra a dessecação ou ao ataque por 

bacteriófagos e protozoários (BAUERMEISTER, 2010). 

    As β-D-glucanas de origem fúngica são polissacarídeos constituídos de 

unidades de glicose unidas por ligações glicosídicas (comumente (1à3), mas 

também por ligações do tipo (1à3;1à6), (1à6), (1à3;1à4). Elas têm sido isoladas 

da parede celular de leveduras, micélio fúngico, corpo de frutificação de fungos e 

também podem ser produzidas extracelularmente por fungos em cultivos submersos. 

Pertencem ao grupo dos compostos fisiologicamente ativos, coletivamente 
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denominados Modificadores da Resposta Biológica (BRM) (ZONG; CAO; WANG, 

2012). Estes biopolímeros não são sintetizados pelos seres humanos, portanto não 

são reconhecidos pelo sistema imunológico como auto-moléculas e, 

consequentemente, induzem tanto à resposta imune inata como a adaptativa 

(CHEN; SEVIOUR, 2007; GRABAUM et al., 2012). Assim, devido à capacidade das 

β-glucanas em estimular o sistema imunológico, elas podem ser utilizadas como 

adjuvantes de quimioterápicos no tratamento de pacientes imunocomprometidos 

(LEUNG et al., 2006; ZHANG; SONG; TAN, 2006). 

   As β-glucanas fúngicas têm demonstrado atividade antiproliferativa (FANG et 

al., 2012; ZABULYTE et al., 2012), imunomodulatória (KIM et al., 2011; ZYCOVA et 

al., 2013), como probióticos (LAM; CHEUNG, 2013) e antioxidante (DENG et al., 

2012), além de proteção contra infecções microbianas de alguns patógenos como 

Escherichia coli, Streptococcus suis, Staphylococcus aureus, Candida albicans, 

Aspergiloses, Leishmania major, Toxoplasma gondii, Plasmodium berghei, 

Mesocestoides corti, Trypanosoma cruzi e Eimeria vermiformis (NOVAK; VETVICKA, 

2009). 

    Várias são as fontes de carbono estudadas para a produção de EPSs 

fúngicos:  glucose, sacarose, maltose, frutose, galactose, xilose, sorbitol, xilitol, 

manitol, arabinose e inositol, sendo observado que a glucose e sacarose têm sido as 

fontes de carbono mais utilizadas para a produção de EPSs fúngicos.  Outro fator 

nutricional importante para a produção de EPS é a fonte de nitrogênio; altos níveis 

deste composto no meio de cultivo podem reprimir a sua formação (BURJACK, 

2010). 

 

1.2 ARQUITETURA DENTAL, PERFURAÇÃO RADICULAR E AGREGADO DE 

TRIÓXIDO MINERAL (MTA) 

           Os dentes humanos são órgãos extremamente importantes na estética, 

fonética, sendo também essenciais para a mastigação; portanto, todos os esforços 

devem ser tomados para que permaneçam na cavidade bucal em condições 

saudáveis. São formados por três partes: coroa, colo e raiz. Dentre os tecidos que 

revestem a coroa dentária, destacam-se o esmalte, altamente mineralizado, a 

dentina e a polpa. A polpa dentária, localizada abaixo do esmalte e da dentina, é 

constituída por um tecido conjuntivo frouxo, sendo abundantemente inervada e 
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vascularizada. Fixam-se aos ossos por meio do periodonto (cemento, ligamento 

periodontal, osso alveolar e cemento) (PATEL et al., 2014).  

    O periodonto e o tecido pulpar encontram-se anatomicamente interligados. Os 

acessos de comunicação não incluem somente aspectos anatômicos (foraminas 

apicais, canais acessórios) mas também envolvem linhas de fratura e perfurações 

radiculares, de origem iatrogênica ou patológica (cárie dentária e reabsorções 

radiculares externa/interna). A presença destas vias de comunicação possibilita a 

transferência de agentes inflamatórios do tecido pulpar afetado ao periodonto, o que 

conduz à formação de uma zona de defesa do tecido periodontal adjacente a estas 

vias (KATSAMAKIS et al., 2013). 

    As perfurações radiculares iatrogênicas ocorrem em aproximadamente 2 % a 

12 % dos dentes tratados endodonticamente. A cirurgia de acesso, a pesquisa ou 

localização da entrada dos canais, remoção excessiva de dentina nas zonas de 

perigo ou fragilidade, desvios radiculares durante a exploração do canal, tentativa de 

remoção de instrumentos fraturados se enquadram em procedimentos odontológicos 

que podem levar a perfurações (TSESIS et al., 2010). 

    As perfurações radiculares rompem a barreira biológica entre o endodonto 

(sistema de canais radiculares) e o espaço periodontal, podendo em razão da sua 

extensão e localização, causar dor, supuração, abscessos, fístulas e reabsorção 

óssea, além de comprometerem, irreversivelmente, a longevidade do elemento 

dentário (TSESIS; FUSS, 2006). Estudos que investigaram as causas da extração 

de dentes tratados endodonticamente sugeriram que cerca de 4,2% foram extraídos 

em razão de perfurações iatrogênicas (TOURE; FAYE; KANE, 2011). 

    O prognóstico das perfurações endodônticas depende de fatores como: 

tamanho e localização da comunicação, comprimento da raiz, facilidade de acesso 

para reparação, presença ou ausência de comunicação periodontal com o defeito, 

tempo decorrido entre a sua ocorrência e o seu fechamento, material utilizado no 

preenchimento da perfuração e presença ou não de contaminação por agentes 

microbianos (COGO et al., 2009). 

    Ao longo dos anos, muitos materiais odontológicos foram propostos para o 

tratamento de perfurações radiculares, como o amálgama de prata, a guta-percha, 

os cimentos à base de óxido de zinco e eugenol (IRM® e SuperEBA™), as resinas 

compostas, dentre outros; entretanto, na presença de umidade, não apresentavam 

bom selamento, além de questionável biocompatibilidade (BRITO JÚNIOR et al., 
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2013). A concepção atual de que o material ideal usado no tratamento de 

perfurações radiculares permita o selamento adequado, seja biocompatível, 

bactericida, induza formação e regeneração óssea, remineralização e 

cementogênese, além de que seja radiopaco, insolúvel em fluidos bucais, de fácil 

manipulação e uso clínico favoreceu a introdução de novos produtos no mercado 

odontológico (SINKAR et al., 2015). 

   Atualmente, o agregado de trióxido mineral (MTA), introduzido por 

TorabInejad et al., em 1993, mostra-se como o mais promissor material odontológico 

usado no tratamento de sítios com perfurações ou comunicações endoperiodontais. 

O MTA é largamente utilizado como medicação intra-canal ou em capeamentos 

pulpares. É composto de cimento de Portland refinado, um material usado em 

construções, e óxido de bismuto, que atua como radiopacificador. Outros 

constituintes do pó do MTA são o silicato tricálcico, alumínio tricálcico, trióxido de 

cálcio e óxido de silicato. 

    O MTA é um material hidrofílico, cuja apresentação comercial consiste em 

misturar o pó à água destilada na proporção recomendada pelo fabricante, 

resultando em um gel coloidal que deve ser aplicado diretamente no sitio da 

perfuração. Após a mistura, ocorre a hidratação e a dissolução dos óxidos, liberando 

no local íons hidroxila e metálicos, determinando uma elevação drástica no pH e 

liberação de íons cálcio que reagem com o gás carbônico presente nos tecidos a fim 

de produzir carbonato de cálcio cristalino (MAEDA et al., 2010). Outros autores 

sugerem que os íons de cálcio liberados reagiriam com os íons de fósforo dos 

fluidos teciduais, determinando a formação de uma camada de hidroxiapatita 

(GANDOLFI et al., 2010). 

    Até 2002, somente o pó do MTA em uma textura granulosa e de coloração 

cinza, das marcas ProRoot® MTA (Dentsply Endodontics, Tulsa, OK, USA) e MTA-

Angelus® (Angelus, Londrina, PR, Brasil), encontrava-se disponível no mercado 

(CMTA). Entretanto, seis anos depois, um pó de MTA com coloração branca foi 

introduzido para preencher o requisito estético (BMTA). Análises por meio de 

microscopia eletrônica de varredura (MEV) e microanálise de prova de elétron 

caracterizaram as diferenças entre os dois tipos de MTA e ressaltaram que a 

principal reside nas concentrações de Al2O3, MgO e FeO. O BMTA possui 

concentrações menores de Al2O3, MgO, e FeO, com reduções de 54,9 %, 56,5 % e 
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90,8 %, respectivamente, mostrando que a alteração de cor se deve à redução de 

FeO (ROBERTS et al., 2008).  

   Por meio de um estudo in vitro realizado em 60 molares humanos extraídos, 

Patel et al. (2014) compararam o B-MTA (de cor branca) com o MTA (de cor cinza) 

no reparo de perfurações de furca dentária e concluíram que não houve diferenças 

significativas no desempenho satisfatório de ambos em selar perfurações 

radiculares, visto que a absorbância do B-MTA, mensurada por espectrofotometria, 

foi de 0,127% enquanto a do MTA foi de 0,125%. 

   A biocompatibilidade do MTA, a eficaz capacidade do material para vedar 

perfurações radiculares (HASHEM e HASSENIEN, 2008), a capacidade de promover 

a regeneração perirradicular (TORABINEJAD ; PARIROKH, 2010) e as suas 

propriedades de fixação na presença de umidade, como o sangue, são 

características importantes que podem resultar em maiores taxas de sucesso e 

melhores prognósticos quando usado para o tratamento de perfurações. 

    A   liberação   de   íons   hidroxila, um   pH   elevado   sustentado   por   

períodos prolongados, e a formação de uma camada mineralizada intersticial podem 

proporcionar um   ambiente   desafiador   para   a   sobrevivência   de   bactérias.   

Estas   propriedades antibacterianas podem ser um potente inibidor do crescimento 

em espécies como Entercoccocus faecalis, um microrganismo prevalente em falhas 

no tratamento de canais radiculares. Além disso, a Candida   albicans, vulgarmente 

presente   na doença endodôntica refratária, é suscetível à ação antifúngica do MTA. 

O cimento cria uma vedação impermeável que potencialmente poderia ser difícil 

para a penetração de microrganismos. Esta propriedade única de vedação, 

combinado com um pH inicial elevado que aumenta para 12,5 após a presa, pode 

fornecer um mecanismo adequado para o sepultamento bacteriano, neutralização e 

inibição no sistema de canal (BOGEN; KUTTLER, 2009). 

     Além da biocompatibilidade, o MTA é anti-mutagênico, não-neurotóxico e não 

produz efeitos adversos na microcirculação do tecido conjuntivo (TORABINEJAD; 

PARIROKH, 2010). 

     Com o objetivo de avaliar a taxa de sucesso do reparo de perfurações 

radiculares tratadas com o MTA, Krupp et al. (2013) realizaram um estudo 

retrospectivo em 90 dentes de pacientes atendidos por um endodontista entre os 

anos de 1999 a 2009 em seu consultório odontológico. A taxa de sucesso foi 

avaliada por meio de dados clínicos analisados e de radiografias tomadas 1 a 10 
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anos após o tratamento, por dois examinadores previamente calibrados. A medida 

de desfecho foi dicotomizada em: regeneração periodontal e falha. Em 63,3 % dos 

dentes houve a regeneração do tecido periodontal. Dois fatores foram identificados 

como essenciais no prognóstico do tratamento de perfurações radiculares: a 

presença de lesão pré-operatória no sítio da perfuração e o contato direto entre a 

perfuração e o meio bucal. Quando presentes, estes fatores conduzem a baixas 

taxas de sucesso no tratamento. 

     Katsamakis et al. (2013) relizaram uma revisão sistemática com 24 estudos 

histológicos com animais para analisar a resposta pulpar do periodonto frente ao uso 

do MTA e observaram reações inflamatórias mínimas, regeneração óssea, presença 

de ligamento periodontal e formação significativa de cemento. O lapso temporal 

após a mistura, a contaminação bacteriana, a desinfecção do canal radicular e a 

presença de inflamação influenciaram nas propriedades de cementogênese do MTA. 

Estudos adicionais in vivo, como ensaios clínicos bem desenhados necessitam ser 

implementados a fim de elaborar revisões sistemáticas e meta-análises acerca das 

interações biológicas e moleculares do MTA com o periodonto (NAIK; 

PUDAKALKATTI; HATTARKI, 2014). 

    Em razão das limitações do MTA, como a dificuldade de manipulação, a 

reação lenta de presa, que dura aproximadamente 3 horas, a presença de 

elementos tóxicos em sua composição, a possibilidade de reabsorção do material 

antes da ocorrência do reparo, principalmente nos casos em que uma contaminação 

pode tornar o ambiente demasiadamente ácido, e o alto custo, novos materiais têm 

sido formulados como o RetroMTA© (BioMTA, Seoul, Korea) e o 

Biodentine™(Septodont, Saint-Maur-des-Fossés, França). 

    O RetroMTA® foi recentemente introduzido no mercado como um novo 

material biocerâmico proposto para uso em aplicações endodônticas semelhantes 

ao MTA (capeamento pulpar, perfuração ou reabsorção radicular, apexificação e 

cirurgia apical). No entanto, ao contrário de MTA, este material não contém cimento 

Portland, é incluído zircônia de cálcio hidráulico como um agente radiopaco. De 

acordo com o fabricante, RetroMTA® é ideal para a reparação estética, uma vez que 

não tem nenhuma descoloração e tem endurecimento rápido (presa inicial de 150 

segundos), o que seria benéfico considerando o ambiente úmido da cavidade oral 

(SOUZA et al., 2015). 
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O Biodentine™ foi desenvolvido na França em 2009, baseado na composição 

química do MTA e nos estudos sobre biocompatibilidade e materiais bioativos. Foi 

introduzido na Odontologia com a finalidade de substituir dentina em capeamentos 

pulpares, pulpotomias e restaurações posteriores (KOUBI et al., 2013). Esse cimento 

bioativo é composto basicamente por silicato tricálcico, silicato dicálcico, carbonato 

de cálcio, óxido de cálcio e óxido de zircônio. Este último age como radiopacificador 

de modo análogo ao óxido de bismuto no MTA. A parte líquida é composta por água, 

cloreto de cálcio e uma mistura de policarboxilato para acelerar o tempo de presa 

(LAURENT et al., 2008; BIODENTINE SCIENTIFIC FILE, 2010). 

 

1.3 RECUPERAÇÃO E QUANTIFICAÇÃO DOS EPS FÚNGICOS  

          Os principais parâmetros utilizados para a obtenção de EPSs fúngicos em 

meio de cultura são os macronutrientes (fonte de carbono e nitrogênio), e 

micronutrientes (vitaminas, sais minerais). Os fatores físico-químicos (pH, 

temperatura, aeração, velocidade de agitação) devem acompanhar os nutricionais 

para que o crescimento e o metabolismo do fungo sejam favoráveis à secreção de 

EPS. Por isso, aperfeiçoar o processo de obtenção de qualquer metabólito 

microbiano é essencial para que o rendimento do mesmo seja favorável à sua 

aplicação (MAHAPATRA; BANERJEE, 2013). 

          Nem sempre as condições utilizadas geram resultados desejados, mas as 

características metabólicas dos fungos permitem explorá-las para maximizar o seu 

aproveitamento. Por isso, para cada processo existe a necessidade de manutenção 

das condições bióticas e abióticas, além do correto estágio de desenvolvimento 

fúngico, para a obtenção do máximo de produção do metabólito de interesse 

(PAPAGIANNI, 2004). 

          O cultivo in vitro é um dos procedimentos utilizados para que os micro-

organismos sintetizem e secretem moléculas de interesse. A síntese biológica é um 

recurso que facilita a obtenção de produtos que, por métodos químicos, seriam 

difíceis ou dispendiosos devido à complexidade dos precursores e catalisadores 

como as enzimas. Entretanto, o metabolismo deve estar integrado e coordenado 

para assegurar que os produtos sejam sintetizados em quantidades suficientes e 

não interfiram na manutenção do metabolismo e na vida do fungo (DOMINATO, 

2017). 
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          Alguns fatores são imprescindíveis na formação da biomassa fúngica e para 

secreção de polissacarídeos: (1) velocidade de agitação dos cultivos, que interfere 

na cinética e na transferência de calor. O movimento acelerado favorece a 

esporulação do micro-organismo com diminuição do crescimento celular, além de 

afetar a agregação micelial, formando pellets. Ao contrário, a baixa velocidade de 

agitação pode inibir a transmissão do calor e, consequentemente, retardar o 

crescimento micelial; (2) a concentração de inóculo é inversamente proporcional ao 

tamanho dos pellets, ou seja, os maiores podem ser obtidos com baixas 

concentrações de inóculo; (3) as concentrações de íons H+ presentes no meio de 

cultivo afetam a função da membrana celular, a morfologia da célula, a solubilidade 

dos sais, a ionização dos substratos, a captação de vários nutrientes, a biossíntese 

de produtos e a formação dos sedimentos celulares. A manutenção do pH ideal 

também favorece o processo de cultivo in vitro, tanto na obtenção da quantidade e 

formato da massa celular, como na produção de biopolímeros e na reologia do caldo 

(GRIMM et al., 2005). 

Os EPSs fúngicos são recuperados do meio de cultivo através de 

centrifugação, filtração, agentes precipitantes, diálise e liofilização. As centrifugações 

são utilizadas para separar as células, sedimentando-as do EPS solúvel presente no 

meio extracelular. Também são utilizadas para auxiliar na precipitação posterior dos 

EPS presentes no sobrenadante, após tratamento com agentes precipitantes 

(BARBOSA et al., 2004). 

O etanol é o agente precipitante mais comum, embora isopropanol ou 

acetonas podem também ser utilizados. A relação de etanol e sobrenadante do meio 

de cultivo mais utilizada tem sido 2:1 (v/v). Porém um, três ou até mesmo quatro 

vezes o volume de etanol também têm sido empregados (BAE et al., 2000; 

MAZIERO; CAVAZZONI; BONONI, 2009).  

Os EPSs fúngicos têm sido quantificados através de pesagem após 

liofilização, pela quantificação de seus açúcares redutores após digestão enzimática 

ou determinados pelo método do fenol-ácido sulfúrico (BAE et al., 2000; BARBOSA 

et al., 2004). O método de fenol–ácido sulfúrico (DUBOIS et al., 1956) é utilizado 

para detectar e quantificar a concentração de carboidratos totais em cada amostra. 

O método consiste na formação do derivado furfural, na presença de H2SO4 

concentrado, que reage com o fenol formando um complexo de cor amarela, e cuja 

leitura pode ser realizada em espectrofotômetro a 490 nm. 
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1.4 FAMÍLIA ANNONACEAE  

 

A família Annonaceae, da ordem Magnoliales, abrange mais de 135 gêneros 

e, aproximadamente 2.500 espécies, no Brasil podemos encontrar cerca de 250 

espécies distribuídas em 33 gêneros, mas apenas cinco gêneros (Annona, Rollinia, 

Uvaria, Melodorum e Asimina) são capazes de produzir frutos comestíveis. Os mais 

conhecidos são: graviola (Annona muricata), atemóia (cruzamento de Annona 

cherimola Mill x Annona squamosa L.), pinheira ou fruta-pinha (Annona reticulata), 

fruta-do-conde ou ata (Annona coriácea), biribá (Rollinia mucosa) e cherimóia 

(Annona cherimola) (Figura 1A, B e C) (LOBÃO, MELLO-SILVA e FORZZA, 2012; 

MASS et al., 2013). 

 

      
Figura 1: A - Annona muricata; B - Annona coriácea; C - Rollinia mucosa 

Fonte: www.frutíferas.com.br 
 

 
As anonáceas são potenciais produtoras de substâncias com atividades 

biológicas, tais como: anti-cancerígena, antiprotozoários (leishmanicida e 

antimalárica) e inseticida. Estas atividades são atribuídas a dois importantes grupos 

de moléculas: as acetogeninas e os alcalóides. As acetogeninas apresentam 

diversas atividades biológicas como, por exemplo, antitumoral, imunossupressor, 

pesticida, antiprotozoário, anti-helmíntico e antimicrobiano, o que faz deste 

constituinte bioativo alvo de diversas pesquisas (BERMEJO et al., 2005; 

FAGUNDES et al., 2005). 

Ainda outros metabólitos secundários como flavonóides, alcaloides, óleos 

essênciais, lactonas e cumarinas demonstram relevância em termos de moléculas 

biologicamente ativas. Estudos de suas atividades já foram descritos frente à 

microorganismos como bactérias, fungos e protozoários (COSTA et al., 2010; 

TASCO, 2016). 

O gênero Annona é constituído por 65 espécies, que ocorrem principalmente 

na América do Sul e com poucas espécies no México, Caribe e América Central 
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(LEBOUF et al., 1982). Existem poucos relatos de investigações fitoquímicas sobre 

este gênero quando comparado com outros gêneros da família (Annona, por 

exemplo), o que torna o seu estudo relevante (KUO et al., 2001). Resultados obtidos 

de R. laurifolia levou ao isolamento de três acetogeninas já descritas em outros 

gêneros de Annonaceae, a uvariamicina-I, a solamina e a gonionenina, mas 

relatadas pela primeira vez em Rollinia (NASCIMENTO et al., 2003). 

 

1.5 O GÊNERO Pestalotiopsis sp. 

 

O gênero Pestalotiopsis pertence à ordem Melaconiales, família 

Amphisphariaceae que caracteriza-se pela presença de conidióforo dentro do corpo 

de frutificação denominado acérvulo. Os conídios apresentam em geral cinco 

células, sendo três medianas de coloração marrom e duas células hialinas (apical e 

basal), com dois ou mais apêndices apicais (JEEWON et al., 2002).  

Os esporos (conídios) de Pestalotiopsis são de fácil disseminação, e 

penetram nos tecidos vegetais por ferimentos ou aberturas naturais, infectando os 

mais diversos hospedeiros vegetais. São caracterizados por apresentarem cinco 

células, com quatro euseptos (septos verdadeiros), com as três células medianas 

uniformemente escuras ou de coloração desuniforme, e com as células das 

extremidades (apical e basal) hialinas. Apêndices (sétulas) simples ou ramificados 

saem da célula apical e um apêndice, geralmente simples, forma-se na extremidade 

da célula basal. A classificação com base morfológica, tradicionalmente empregada 

para identificar as espécies deste gênero é problemática, porque características 

morfológicas tendem a variar dentro das espécies (KARAKAYA, 2001). 

    A história taxonômica e a complexidade do gênero Pestalotiopsis e afins, têm 

sido debatidas por mais de meio século (SEIFERT et al., 2011). A distribuição 

geográfica ubíqua do gênero sugere um papel importante deste fungo no 

ecossistema florestal, além de importância biotecnológica já comprovada (PEIXOTO 

NETO; AZEVEDO; CAETANO, 2004). 

    No Brasil, as espécies de Pestalotiopsis estão registradas em quase todos os 

estados, principalmente em São Paulo (19%), Distrito Federal (11%, nos estados de 

Minas Gerais e Bahia com 9% e os estados de Maranhão, Pernambuco, Rio de 

Janeiro com 8%, estes detêm a maior quantidade de espécies de Pestalotiopsis 

relatadas. Considerado um fungo cosmopolita, representantes do gênero podem ser 
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encontrados como sapróbios, fitopatogênicos e endofíticos (KRUSCHEWSKY; LUZ; 

BEZERRA, 2014).  

    O estudo da variabilidade genética de fungos do gênero Pestalotiopsis tem 

aumentado em virtude de sua ampla distribuição geográfica, ora presente como 

parasita de plantas, ora como endofítico ou como saprófito de outras (HYDE et al., 

2011). Além disso, esse gênero tem se destacado na produção de metabólitos 

secundários com diferentes atividades biológicas (LOU;XING;DENG, 2012). 

Entre as espécies registradas no Brasil, o P. versicolor é a predominante, não 

só por ser de ampla distribuição, mas talvez também por ser uma das mais citadas e 

ilustradas na literatura mundial sobre o gênero (KRUSCHEWSKY; LUZ; BEZERRA, 

2014).  

 

1.5.1 A importância biotecnológica do gênero Pestalotiopsis 

 

O gênero Pestalotiopsis tem demonstrado ser importante fonte de metabólitos 

secundários bioativos, com amplo espectro de atividade biológica, com aplicação na 

agricultura, na medicina e na indústria. Dentre eles, destacam-se os sesquiterpenos, 

os compostos nitrogenados, os quais podem atuar no tratamento de desordens 

inflamatórias crônicas ou de doenças auto-imunes, assim como no tratamento da 

AIDS, cumarínicos, derivados da quinona e semiquinona, compostos enólicos, etc. 

Até a presente data, mais de 196 metabólitos diferentes foram isolados e 

caracterizados a partir de espécies de Pestalotiopsis sp. (YANG;ZHANG;LUO, 

2012). 

     A partir de culturas de P. microspora, foi possível isolar, na década de 90, 

uma substância antitumoral, com atividade citotóxica, muito utilizada no combate ao 

câncer, o diterpenóide taxol (STROBEL et al., 1996). Essa descoberta foi 

notadamente importante do ponto de vista biotecnológico e tecnológico, pois até o 

ano de 2004, a única fonte de extração de taxol era a casca do tronco de Taxus 

brevifolia, sendo necessárias cascas de mais de mil árvores, cada uma com no 

mínimo 100 anos de idade, para ser obtido 1 kg de taxol (KRUSCHEWSKY; LUZ; 

BEZERRA, 2014).  

Com essa descoberta, tornou-se possível a produção desse importante 

fármaco de maneira mais eficiente e menos dispendiosa, minimizando a ameaça de 

extinção de algumas espécies vegetais coletadas para a extração deste composto e 
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seus precursores. Esta droga anticâncer, produzida por este fungo, possui alto valor 

internacional e movimenta milhões de dólares em todo o mundo, o que exemplifica 

muito bem o potencial dos metabólitos secundários do gênero Pestalotiopsis e como 

pode ser útil social e economicamente (STROBEL et al., 2002; PROKSCH et al., 

2011). Esse fármaco interfere na multiplicação de células cancerosas, reduzindo ou 

interrompendo o seu crescimento e disseminação, é utilizado para o tratamento do 

câncer de mama, pulmão e ovário (SPECIAN et al., 2014). 

         Embora vários organismos tenham demonstrado a capacidade de degradar 

eficientemente o polímero sintético de poliéster-poliuretano, plástico usado 

largamente na indústria, em suspensões líquidas e sólidas, atividade considerável foi 

observada entre vários isolados do gênero Pestalotiopsis. Dois isolados de fungos 

endofíticos da Floresta Amazônica Equatoriana (P. microspora) foram capazes de 

crescer exclusivamente no supracitado polímero, como única fonte de carbono, sob 

condições aeróbicas e anaeróbicas. A caracterização molecular desta atividade 

sugeriu que uma poliuretanase, a enzima serina hidrolase seja responsável pela 

degradação do polímero, constituindo tais fungos endofíticos uma fonte útil da 

biodiversidade com aplicação potencial no processo de bioremediação, no qual 

organismos vivos, como plantas ou microrganismos, podem ser usados para 

remoção ou redução das concentrações de substâncias poluentes em ambientes 

onde se encontram (RUSSELL et al., 2011; BHARDWAJ; GUPTA;TIWARI, 2012). 

        Ainda existem relatos da produção de metabólitos secundários com 

aplicabilidades medicinais e biotecnológicas como um polissacarídeo com ação   

antidiabética; ácido ambuico (agente antifúngico), pestacina e isopestacina 

(antimicrobiana e antioxidante), isoladas de extratos de P. microspora, da planta 

Terminalia morobensis de Papua-Nova Guiné, com propriedades antifúngicas e 

antioxidantes (LI et al., 2001; JEEWON;LIEW;HYDE, 2002). 

        Netala et al. (2016) isolaram uma cepa do fungo endofítico P. microspora, das 

folhas da Gymnema sylvestre e, usando filtrado da cultura aquosa deste fungo, 

sintetizaram nanopartículas de prata, estáveis e biocompatíveis, as quais exibiram 

efeito antioxidante e atividade anticâncer. Os resultados dos estudos de 

citotoxicidade demonstraram que as tais partículas sintetizadas podem ser usadas 

como agentes anticâncer, sendo efetivas no tratamento de carcinoma ovariano, 

adenocarcinoma hepático e carcinoma de próstata. 
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        A habilidade de produzir metabólitos secundários antes observados apenas 

em plantas, demonstra a importância da inter-relação da planta com o fungo 

hospedeiro e, por conta disso se faz necessário uma melhor compreensão de como 

esse processo acontece e como tal fato afeta a biologia desses microrganismos 

(BANHOS, 2016). 

     Sabe-se que novos compostos bioativos a partir de espécies do 

Pestalotiopsis sp ainda serão descobertos, uma vez que até agora um número 

relativamente pequeno de espécies deste fungo tem sido quimicamente investigado 

(KRUSCHEWSKY;LUZ;BEZERRA, 2014). 

      A diversidade de compostos produzidos por fungos desse gênero demonstra 

como esse gênero é rico do ponto de vista de seu metabolismo secundário, o que o 

coloca como uma fonte de recursos biológicos importantes para estudos 

relacionadas a busca de novos fármacos (BANHOS, 2016). 

 

1.6 ELETROFIAÇÃO DE MEMBRANA FUNCIONAL  

 

Os materiais compósitos são aqueles constituídos de fases diferentes que são 

separadas por uma interface, com propriedades químicas e/ou físicas distintas, onde 

a combinação destas características proporciona a obtenção de um novo material, 

que apresenta uma mescla destas propriedades, a qual não seria possível encontrar 

em materiais convencionais. A aplicação da nanotecnologia, associada aos 

materiais compósitos, permite o desenvolvimento de novos materiais com melhores 

propriedades em relação aos já existentes (HARADA, 2014). 

Estes compósitos, quando usados em contato com sistemas biológicos, são 

chamados de biomateriais e o seu estudo envolve diversos aspectos de diferentes 

ciências como a medicina, a biologia, a química e a ciência dos materiais. E para 

que haja interação entre os sistemas biológicos e os materiais, é necessário que 

este apresente características de biocompatilibidade, através uma baixa/inexistente 

reação biológica durante o uso. 

Na área da saúde, encontramos biomateriais em dispositivos biomédicos 

(biossensores, tubos de circulação sanguínea, sistemas de hemodiálise), nos 

materiais implantáveis (suturas, placas, substitutos ósseos, tendões, válvulas 

cardíacas, lentes e implantes dentais), em dispositivos para a liberação de 
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medicamentos (na forma de filmes, implantes subdérmicos e partículas), nos órgãos 

artificiais (coração e pele), nos curativos, dentre outros (PIRES et al., 2015). 

As membranas poliméricas são extensamente utilizadas como biomateriais, 

apresentam como vantagens a facilidade de fabricação para produzir formas 

variadas (partículas, filmes, fios), custo razoável e disponibilidade em encontrar 

materiais com propriedades mecânicas e físicas desejadas para aplicações 

específicas. Os polímeros podem ser sintéticos (reações de polimerização), naturais 

(organismos vivos) e também quimicamente modificados. Os mais utilizados são os 

sintéticos devido a sua maior estabilidade durante o uso, por possuírem 

propriedades bem definidas e reprodutíveis, além do baixo custo. Os polímeros 

comumente usados na produção de biomateriais são: Polietileno (PE), Polipropileno 

(PP), Politereftalato de etileno (PET), Poliácido láctico-co-ácido glicólico (PLGA), Poli 

ε-caprolactona (PCL), Policloreto de vinila (PVC), Polidimetilsiloxano (PDMS) e Poli 

2-hidroxietilmetacrilato (poli HEMA). Os polímeros de origem biológica são 

abundantes e seus produtos de degradação são biocompatíveis e não-tóxicos, o que 

os torna seguros para utilização na constituição de biomateriais. Além disso, 

apresentam custo acessível e são obtidos de fontes renováveis, tendo destaque as 

proteínas (colágeno, elastina e fibroína da seda) e os polissacarídeos (quitosana, 

alginato, goma xantana, ácido hialurônico e pectina) (SELL et al., 2010). 

Novas fronteiras na aplicação de polímeros têm sido recentemente 

investigadas, envolvendo a obtenção de novas moléculas precursoras, estruturas e 

arranjos moleculares em etapas de síntese e processamento. Entre os tópicos de 

grande interesse, o processamento de materiais poliméricos em tamanhos 

nanométricos ganha constante atenção em função das novas propriedades 

associadas, bem como das possíveis aplicações para tais materiais (RENEKER; 

YARIN, 2008; COSTA et al., 2012). 

O interesse maior tem se voltado para as nanofibras ou nanofios, dado o 

grande número de possíveis aplicações cientificas e tecnológicas, e o método que 

tem se mostrado promissor para a produção destas nanoestruturas é a eletrofiação. 

É um dos processos mais usuais, devido ao controle e alinhamento do diâmetro em 

escala nanométrica (COSTA et al., 2012). 

A nanofibra polimérica é um tipo de fio plástico na espessura nano ou 

micrométrica, composta por polímeros ou compostos poliméricos, sendo 

amplamente utilizada para regeneração tecidual e implantes, devido a sua alta 
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similaridade estrutural com a matriz extracelular, bem como a incorporação de 

medicamentos em polímeros biodegradáveis, facilitando seu uso em diversas áreas 

da medicina (LU et al., 2016). 

Os materiais poliméricos podem ser obtidos por diversos métodos como 

injeção, extrusão, termoformagem e eletrofiação. Eletrofiação é um processo em que 

uma carga elétrica de alta tensão é usada para criar polímeros fibras de filamentos. 

Existem dois métodos usados para criar o polímero líquido utilizado na eletrofiação, 

podendo ser derretido a partir da sua forma sólida ou misturado com um solvente, a 

fim de formar uma solução de polímero. 

A técnica de eletrofiação, descrita e patenteada por Cooley em 1902, consiste 

de um eletrodo, uma fonte de alta tensão, uma seringa com agulha e um coletor das 

fibras. A solução polimérica é depositada na seringa, um eletrodo é conectado à 

agulha da seringa e outro, à fonte (Figura 2). A solução começa a ser liberada 

quando a bomba de infusão é ligada. Quando o campo elétrico é alcançado, forma-

se um cone (denominado cone de Taylor) na gota pendente da solução, originando 

um jato que, em contato com o ar, tem seu solvente evaporado, formando uma 

nanofibra polimérica, a qual é depositada sobre o coletor como uma manta 

(GUERRINI et al., 2009; SALLES et al., 2016). 
 
 

Figura 2: Esquema do sistema de eletrofiação.  
 

 
 
Fonte: Salles, 2016. 
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Vários são os parâmetros que influenciam no diâmetro e na formação de 

fibras neste processo; dentre eles estão: a concentração da solução, a distância 

entre a agulha e o coletor, a vazão de alimentação, a tensão elétrica aplicada, a 

temperatura e a umidade atmosférica. 
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2. OBJETIVOS 
 
 
2.1 Geral 
 

Produzir um cimento experimental a partir de exo e/ou polissacarídeos de 

origem microbiana da Amazônia para o uso em Odontologia. 

 
 
2.2 Específicos 
 

• Selecionar linhagens microbianas fúngicas produtoras de exo e/ou 

polissacarídeos; 

• Avaliar a atividade antimicrobiana dos extratos frente a microrganismos 

patógenos da cavidade oral; 

• Analisar o rendimento da linhagem selecionada, correlacionando a 

biomassa produzida com o tempo fisiológico de produção;   

• Realizar ensaios físico-químicos dos exo e/ou polissacarídeos isolados;   

• Testar o cimento experimental quanto a sua atividade antimicrobiana.   
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 
 
 
3.1. SELEÇÃO E REATIVAÇÃO DE LINHAGENS FÚNGICAS 

													Neste estudo, foram utilizadas 21 linhagens cujos aspectos morfológicos 

indicavam pertencerem aos gêneros Trichoderma, Colletotrichum, Aspergillus, 

Paecilomices, Xylaria, Phomopsis e Pestalotiopsis (Tabela 1). As cepas dos fungos 

endofíticos e aquáticos utilizadas foram reativadas das coleções do Laboratório de 

Bioensaios e Microrganismos da Amazônia (LaBMicra/UFAM), da Central Analítica 

da Universidade Federal do Amazonas e do Laboratório de Genética Aplicada à 

Saúde e à Biotecnologia, da Universidade do Estado do Amazonas. 

 
Tabela 1 

Linhagens de fungos endofíticos e aquáticos selecionadas para o estudo 

N° Identificação coleção Origem 
264 1341 Endofítico 
320 EjF1 2.2A Endofítico 
764 Me Fe 1.3 Endofítico 
461 F40a Endofítico 
455 GhCg2 1.2 Endofítico 
882 2.3 ISP2 T+I L1P3 COA18 Aquático 
340 EJFlor 2 1.2A Endofítico 
84 Ansp Cg 1.1.3a Endofítico 
902 1.2 BDA A+TL2P1 COA26 Aquático 
265 1598e Endofítico 
406 GhF1 1.2b Endofítico 
88 VrC 2.1.3 ISP2 Endofítico 
334 EJFlor 2 1.2B Endofítico 
869 AJP 1.2.2 (1) Endofítico 
267 1334 Endofítico 
590 Dfga 212 I+AT Endofítico 
341 EjC2 1.1B - F2 Endofítico 
342 EjC2 1.1A - F1 Endofítico 
345 EjC2 1.1A - F1B Endofítico 
314 EjC11.2-F1 BDA Endofítico 
325 EjC32.1B-F1 Endofítico 

 

           Para a reativação, realizada em cabine de segurança biológica, foram 

utilizadas placas de Petri com meio BDA (batata, dextrose e ágar) e antibiótico 

(Ampicilina 100 µ/mL), sendo semeados três fragmentos (tripontual), distribuídos na 

placa e posteriormente levados para estufa a 28 ± 1 °C para crescimento por 8 dias 

(Tabela 2). 
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Tabela 2 
Composição do meio de cultura BDA 

 

 

Decorrido este tempo, foi removido um único fragmento de cada micro-

organismo e depositado no centro de placas de Petri (repique central) que 

continham meio de cultura BDA+L (batata, dextrose e ágar + levedura) (Tabela 3) e 

posteriormente levados para estufa a 28 ± 1 °C para crescimento por 8 dias (Figura 

3).  

 
Tabela 3 

Composição do meio de cultura BDA + L para 1L 

 

 

Material Quantidade Fabricante Lote 
Água destilada 

 
1000 mL LaBMicra/UFAM - 

Batata 
 

200 g - - 

Dextrose 
 

20 g Biotec Reagentes 
Analíticos, LabMaster 
Ltda, São José dos 

Pinhais, PR 
 

45881 

Ágar 
microbiológico 

15 g Kasvi, Kasvi Imp. e 
Distrib. de Produtos 

para Laboratório, São 
José dos Pinhais, PR 

090817504 

Material Quantidade Fabricante Lote 
Água destilada 

 
1000 mL LaBMicra/UFAM - 

Batata 
 

200 g - - 

Dextrose 
 

20 g Biotec Reagentes 
Analíticos, LabMaster 
Ltda, São José dos 

Pinhais, PR 
 

45881 

Extrato de 
levedura 

 

2 g Kasvi, Kasvi Imp. e 
Distribuib. de Produtos 
para Laboratório, São 
José dos Pinhais, PR 

102116502 

Ágar 
microbiológico 

15 g Kasvi, Kasvi Imp. e 
Distrib. de Produtos 

para Laboratório, São 
José dos Pinhais, PR 

090817504 
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Figura 3: Placas de Petri com BDA+L e inóculo fúngico central 

                       

                       

3.1.1. Manutenção das cepas 

 Todos os 21 gêneros de linhagens endofíticas e aquáticas foram cultivados 

em triplicata. A manutenção das linhagens sexuadas foi realizada em cabine de 

segurança biológica, usando placa de Petri contendo meio BDA+L, onde foram 

colocados 4 palitos estéreis equidistantes. Da placa-mãe, retirou-se 6 fragmentos 

com bisturi que foram dispostos entre os palitos estéris na placa (Figura 4). Estes 

foram incubados por 8 dias a 28 ± 1 °C. Os fungos assexuados tiveram seus 

conídios estimados no número 6 da escala de McFarland e foram preservados em 

glicerol e água a 20 %. 

         Figura 4: Método para conservação dos fungos sexuados - BDA+L e palitos. 
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Após período de crescimento na placa de Petri, foi feita a conservação em 

tubos Falcon de 15 mm, em glicerol a 20 %. Com bisturi, fez-se a remoção de um 

fragmento, envolvendo um palito com margem de aproximadamente 1 mm em toda 

sua extensão, e inseriu-se no tubo. O tubo ficou armazenado a 4o C, o que permitiu a 

viabilidade do fungo por vários meses (4 a 6 meses).  

Para o método de conservação em glicerol a 20%, foram feitos cortes com 

bisturi no meio contendo o fungo a ser preservado, de aproximadamente 5 x 5 cm. 

Os fragmentos (média de 8 a 10 fragmentos) foram removidos e inseridos em tubos 

criogênicos estéreis de 2 mL contendo 1,5 mL de água e glicerol (8:2). Em seguida, 

os frascos foram lacrados com Parafilm M® (Bemis Company, Wisconsin - USA) e 

levados ao freezer para conservação (Figura 5). 

 
                       Figura 5: Conservado de Trichoderma sp pronto. 

	
																	
                                          
 
 
                    
3.1.2. Caracterização macro e micromorfológica  
 

As linhagens utilizadas neste trabalho tiveram seu gênero confirmado pela 

caracterização taxonômica pelas análises das estruturas macro e micromorfológicas, 

através de placas de Petri cultivadas em meio BDA. Para caracterização 

macroscópica, foram consideradas características das culturas como: cor, textura, 

bordas, topografia, pigmento difuso, as quais foram confrontadas com dados da 

literatura. 

Para as análises micromorfológicas, foram feitos microcultivos em placas de 

Petri com meio BDA, onde foram repicados três fragmentos de cada colônia isolada, 

dispostos equidistantes e sobre dois destes, foram colocadas duas lamínulas 
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esterilizadas (18 X 18 mm). As placas foram mantidas em estufa a 28 ± 1 °C, por um 

período de 3 a 5 dias; em seguida, as lamínulas foram transferidas para lâminas de 

microscopia e coradas com Lactofenol azul de algodão (Figuras 6A, B e C).  

 
Figura 6: A, B e C - Microcultivos em placas de Petri com meio BDA dos fungos 461, 455 e 
84. 
 

       
 
 

3.1.3. Cultivo fúngico  

 Para cada gênero, foram preparados 4 frascos de Erlenmeyers de 1L e 

preenchidos com 300 mL de meio de cultura BDA + L (Tabela 4), sendo uma 

triplicata e um controle (meio de cultura sem inóculo). Todos os frascos contendo o 

meio foram autoclavados a 121o C e 1 atm., durante 15 minutos. 

Tabela 4 
Composição do meio de cultura BDL para 1 L. 

 
Material Quantidade Fabricante Lote 

Água destilada 
 

1000 mL LaBMicra/UFAM - 

Batata 
 

200 g - - 

Dextrose 
 

20 g Biotec Reagentes 
Analíticos, LabMaster 
Ltda, São José dos 

Pinhais, PR 
 

45881 

Extrato de levedura 2g Kasvi, Kasvi Imp. e 
Distribuib. de Produtos 
para Laboratório, São 
José dos Pinhais, PR 

102116502 

 

          Uma placa de Petri, contendo cultura fúngica pura, foi dividida em 8 partes 

iguais e inoculada em um Erlenmeyer com meio BDL estéril, na proporção de 1 parte 

para cada 100 mL de meio, ou seja, cada frasco contendo 300 mL recebeu três 

A B C 
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partes do meio com fungo (Figuras 7 A e B). 

Figura 7: A- Proporção de inóculos (1:100 mL); B - Meio de crescimento BDL. 

 

 

             Os frascos foram acondicionados em armários, à temperatura ambiente e ao 

abrigo da luz, mantidos em modo estático durante a fase de crescimento fúngico. As 

amostras foram retiradas de acordo com o desenvolvimento fisiológico de cada 

microrganismo, variando de 21 a 28 dias (Figura 8), para que fossem retirados 

durante a fase estacionária de crescimento e se evitasse a fase de catálise. 
 

Figura 8: Crescimento do fungo Trichoderma sp. em meio BDL após 21 dias. 

 
 
 

                                     
3.1.4. Obtenção dos metabólitos fúngicos 

          Decorrido o tempo necessário para o crescimento em meio liquido (BDL), o 

micélio foi separado por filtração a vácuo em papel Whatman® no4 (Sigma-Aldrich 

A 
B 
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Co., Missouri - EUA) em conjunto com funil de Büchner (Indústria de Porcelana 

Técnica Chiarotti Ltda, Mauá - SP) e Kitassato (Laborglas, São Paulo - SP), em 

cabine de segurança biológica (Figuras 9 A e B).  

Figura 9: A- Separação do meio liquido por filtração a vácuo em cabine de segurança 
biológica; B - Micélio separado. 

									 	
                         
 
          O caldo do cultivo de cada triplicata foi transferido para frascos âmbar estéreis 

e adicionado metanol resfriado a 4º C na proporção de 1:4 (v/v), sendo em seguida, 

mantido por 48h sob refrigeração, para precipitação dos exopolissacarídeos (EPS), 

seguindo o protocolo utilizado no LaBMicra/UFAM para os sobrenadantes mais 

viscosos.  

Ao micélio resultante da filtração que ficou no Erlenmeyer, foi adicionado 

metanol até cobrí-lo, sendo deixado para macerar por um período de 48 h em 

temperatura ambiente. Posteriormente, foi filtrado a vácuo e guardado em frascos 

estéreis. Após a primeira filtração do macerado do micélio, foi adicionado mais 

metanol ao Erlenmeyer e repetida a filtração após 24hs. Ao final, os filtrados 

correspondentes a cada fungo foram reunidos em um único frasco, sendo 

adicionado metanol na proporção de 1:4 (meio liquido/metanol) e armazenado sob 

refrigeração. Em todos os meios de cultura, procedeu-se o mesmo protocolo. 

          Foram separados 100 mL do meio fermentado e o mesmo volume do filtrado 

do micélio. Em seguida, foram acondicionados em frascos plásticos estéreis e 

centrifugados a 12.000 rotações por 10 minutos em centrífuga Hitachi CR21GIII High 

Speed Refrigerated Centrifuge (Hitachi Koki Co., Ltd. Japan).  

B A 
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Após cada centrifugação, os frascos foram levados à cabine de segurança 

biológica, para filtração a vácuo, utilizando o sistema de membrana de 

polietersulfônica (PES), com tamanho de poro de 0,22 µm, a fim de separar os 

paletes (parte insolúvel) do sobrenadante. Cada sobrenadante foi recentrifugado por 

duas a três vezes e novamente filtrado. A parte solúvel e insolúvel resultantes foram 

separadas e congeladas para posteriores ensaios (Figura 10). 

 

 
Figura 10: Protocolo de extração dos exo e polissacarídeos. 

 
 

Os extratos restantes foram submetidos a rotaevaporador, com pressão 

reduzida, à temperatura de 40 oC e permaneceram em um dissecador até a 

completa eliminação do solvente. Em seguida, foram pesados e armazenados a        

- 4 °C para a realização dos testes antimicrobianos.  

 

 

 

 

 

CULTIVO FÚNGICO 
(BDL)

MEIO LIQUIDO

EXTRATO BRUTO       
(POR PRECIPITAÇÃO)

EXOPOLISSACARIDEOS
(SOLÚVEIS)

EXOPOLISSACARIDEOS
(INSOLÚVEIS)

MICÉLIO

EXTRATO BRUTO       
(POR MACERAÇÃO)

POLISSACARIDEOS
(SOLÚVEIS)

POLISSACARIDEOS
(INSOLÚVEIS)

FILTRAÇÃO

LIOFILIZAÇÃO LIOFILIZAÇÃO LIOFILIZAÇÃO LIOFILIZAÇÃO

DIÁLISE

MeOH 4˚ C
(1:4)
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3.2. ENSAIOS DAS ATIVIDADES ANTIMICROBIANAS 

 

3.2.1. Reativação e cultivo dos microrganismos teste 

Os microrganismos testados foram cepas adquiridas da coleção Cefar 

Diagnóstica (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) Ágar (HIMEDIA®) e as leveduras em Sabouraud (SB) Ágar 

(HIMEDIA®), mantidas a 30 °C por 24 horas e 48 horas, respectivamente.  

Após reativação dos patógenos, uma colônia 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 horas e as 

leveduras por 48 horas. A concentração de colônias utilizada no teste foi 

correspondente a 107 UFC.mL-1 para bactérias e 2 × 105 UFC.mL-1 para leveduras, 

de acordo com as recomendações do Clinical and Laboratory Standards Institute 

(CLSI, 2002; 2003) (Figura 11). 

 
Figura 11: Representação esquemática da reativação e cultivo dos microrganismos teste. 

 
 

					 
3.2.2 Preparo das amostras 

As amostras foram pesadas e solubilizadas na concentração de 2 mg/mL 

(solução-mãe) em dimetilsufóxido (DMSO) 10 % + água destilada autoclavada 90 %. 

 

Sabouraud (SB) Ágar 
(HIMEDIA®)                    

30 ± 1o C - 48 h

Brain Heart Infusion (BHI) 
Ágar (HIMEDIA®) 
30 ± 1o C - 24 h

CCCD
S. aureus, E. coli,                      

P. aeruginosa, E. feacalis ,    
C. albicans e C. tropicalis

5 mL SB 
36 ± 1o C - 48 h

2 × 105 UFC.mL-1

5 mL BHI
36 ± 1o C - 24 h
107 UFC.mL-1

1 col. 
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3.2.3 Preparo dos controles 

O controle negativo foi realizado com a mesma solução que 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. 

 

3.2.4 Determinação da atividade antimicrobiana – Ensaio de Microdiluição 

Realizou-se uma triagem (screening) das amostras, para determinação da 

atividade antimicrobiana em placas de Elisa (96 poços). Foram adicionados em 

triplicata, 100 μL do meio de cultura com concentração dobrada (2X), 100 μL da 

solução-mãe da amostra preparada (2 mg/mL) e 10 μL da suspensão de células do 

patógeno testado, de acordo com a metodologia descrita por Souza (2006) (Figura 

12). Por fim, as placas de Elisa ficaram incubadas a 36 ± 1 °C por 24 h. 

 
Figura 12: Screening das amostras para determinação da atividade antimicrobiana. 

 
 

Após 24 h, colocou-se 10 µL do revelador TTC (2,3,5 - cloreto de 2,3,5 -

trifeniltetrazólio) a 2% nos poços com inóculo bacteriano. Havendo crescimento 

microbiano, o revelador muda a cor da solução para a cor vermelha.  

Com os resultados positivos do screening, realizou-se o teste de diluições 

sucessivas para a determinação da concentração inibitória mínima (CIM). Na placa 

de Elisa, adicionou-se 100 µL da amostra nos primeiros poços em triplicata (A1, A2, 

A3) e 100 µL do meio de cultura 2x. O primeiro poço foi homogeneizado com a 

própria pipeta; deste retirou-se 100 µL e inseriu-se no poço seguinte (B1, B2, B3), 
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realizando-se sucessivamente as diluições em cada poço (Figura 13). Para os 

controles positivo e negativo, realizou-se o mesmo procedimento de diluição. 
 

Figura 13: Esquema das concentrações das diluições sucessivas nos poços. 

 
                                           Fonte: SOUZA (2006). 
 

Acrescentou-se em todos os poços 10 µL do patógeno nas concentrações de 

células citadas no item 1. O experimento foi incubado a 36 ± 1 °C por 24 h. Em 

seguida, foi adicionado 10 µL do revelador NBT (nitroazul de tetrazólio) a 1% nos 

poços com inóculo leveduriforme e 10 µL de revelador TTC (2,3,5-cloreto de 2,3,5-

trifeniltetrazólio) a 1 % nos poços com inóculo bacteriano. A leitura foi realizada 

visualmente, observando-se a alteração de cor proporcionada pela solução. Quando 

houve crescimento microbiano, o revelador NBT mudou a cor da solução para azul 

escuro e o TTC para a cor vermelha. 

Como contra-prova, plaqueou-se 10 µL do experimento em meio sólido, 

somente para aqueles que mostraram ausência de crescimento microbiano. 

 

3.3 PERFIL QUÍMICO E METABÓLICO DO P. microspora  
 

Com base nos resultados de atividade biológica, foi realizada a avaliação do 

perfil químico P. microspora. Inóculos com 20 μL da suspensão de conídios na 

concentração de 15x108 cels/mL-1 (McFarland 5) foram aplicados em 21 erlenmeyers 

de 250 mL, contendo 50 mL de meio BDL. Em seguida, os frascos foram 

acondicionados em armários, à temperatura ambiente e ao abrigo da luz, e mantidos 

em modo estático durante a fase de crescimento fúngico. 
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A cada cinco dias, do 5° ao 30° dia, foram retiradas as triplicatas 

correspondentes, os meios cultivados foram filtrados como descrito no item 3.1.4 e 

os micélios secos e pesados. Ao meio líquido cultivado, foi adicionado MeOH, 

rotaevaporado, seco e pesado.  

Durante esse período, todas as amostras do meio cultivado foram avaliadas 

quanto à concentração de açúcar e pH. Esses parâmetros foram utilizados para 

avaliar as etapas de crescimento da linhagem e produção de metabólitos 

secundários em comparação à produção micelial.   

Para a análise dos extratos por espectrometria de massas, cada amostra foi 

solubilizada em MeOH na concentração de 1,0 mg/mL-1 (solução-mãe), e dessa 

solução 20 μL foram diluídos em 1,0 mL de MeOH (solução de análise). Foi utilizado 

espectrômetro tipo Ion-trap, modelo LCQ fleet (Thermo Scientific), com scan de 100 

a 500 m/z em modo positivo.  

 

3.4 PREPARAÇÃO DE EXTRATOS EM ESCALA PREPARATIVA DO P. microspora  
 

A linhagem foi cultivada em escala preparativa, em 66 Erlenmeyers de 1000 

mL, para a atapa de isolamento e caracterização de compostos bioativos, como 

descrito no item 3.1.3.  

Após o cultivo, o meio fermentado foi separado do micélio como descrito no 

item 3.1.4.; em seguida, ambos foram concentrados em rotaevaporador com 

pressão reduzida para eliminação do solvente, obtendo-se os extratos MLPm e 

MCPm, respectivamente.  

Realizou-se a Cromatografia em Camada Delgada (CCD) dos extratos MLPm e 

MCPm, com o objetivo de separação dos componentes dos extratos e para 

estabelecer a identidade de compostos. Uma pequena alíquota de cada extrato 

bruto liofilizado foi ressuspensa em metanol grau HPLC e tinham a concentração 1 

mg/mL. Para realizar esse ensaio, utilizou-se placas cromatográfica (SILICAGEL 60 

F254 - MERCK) como fase estacionária e diferentes sistemas de fases móveis.  

Foram traçadas duas linhas na placa de CCD, sendo uma inferior, onde as 

amostras foram aplicadas e outra superior, que marcava o limite para eluição da 

fase móvel. Os “spots” das amostras foram aplicados com auxílio de capilares de 

vidro mantendo-se 0,5 cm de distância entre elas. Em seguida, a placa foi 

transferida para uma cuba contendo a fase móvel, até sua completa eluição. Ao 
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término da percolação dos solventes, realizou-se a revelação por meios químicos e 

visualizada em luz ultravioleta nos comprimentos de onda de 254 nm e 365 nm. 

 
3.5 CONFECÇÃO DOS CORPOS DE PROVA DO CIMENTO EXPERIMENTAL 
 

Para o preparo do cimento experimental, foi utilizado o cimento Agregado de 

Trióxido Mineral - MTA Branco 1g (Angelus® Indústria de Produtos Odontológicos 

Ltda., Londrina - PR) (Figura 14). A composição do MTA Branco e função de cada 

componente estão descritas na tabela 5. 
 

Figura 14 – Agregado de Trióxido Mineral - MTA Branco. 

 
Fonte – Angelus® Indústria de Produtos Odontológicos Ltda. 

 

Tabela 5  

Agregado de Trióxido Mineral - MTA Branco – Composição e Função  

COMPONENTE  FÓRMULA QUÍMICA  FUNÇÃO  

Silicato Tricálcico  3CaO.SiO2  Resistência inicial e presa  

Silicato Dicálcico  2CaO.SiO2  Resistência tardia  

Aluminato Tricálcico  3CaO.Al2O2  Resistência inicial e presa  

Cal livre  CaO  Expansão e liberação de íons Ca+  

Óxido de bismuto  Bi2O3  Radiopacidade  

Fonte: Angelus® Indústria de Produtos Odontológicos Ltda. 

 

 

A proporção recomendada pelo fabricante para a manipulação do material é 

de uma gota para uma colher-medida de pó. Com vistas a padronização do peso e 
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volume, inicialmente foram aferidas as quantidades de pó e liquido, e obtivemos o 

resultado aproximado: 1 colher-medida contém 150 mg e uma gota, 50 µL.  

Foram confeccionados 6 grupos de corpos de prova. No grupo 1 (Grupo 

Controle - GC), o MTA foi manipulado na proporção segundo a recomendação do 

fabricante de 1:1 (150 mg de pó com 50 µL de água destilada estéril).  

Nos grupos 2 a 6, parte do pó de MTA foi substituído em diferentes 

concentrações (G2 - 5%, G3 - 10%, G4 -15%, G5 - 20% e G6 - 25%), pela fração 

extraída do cultivo do fungo Pestalotiopsis microspora, segundo a tabela abaixo 

(Tabela 6): 

 
Tabela 6 

Materiais e composição dos corpos de prova. 

Grupos Composição Quantidade pó  Quantidade liquido  

1 (GC) MTA Branco Angelus® 150 mg MTA 50 µL 

2 (G2) MTA + 5 % 142,5 mg MTA + 7,5 mg Pm 50 µL 
3 (G3) MTA + 10 % 135 mg MTA + 15,0 mg Pm 50 µL 
4 (G4) MTA + 15 % 127,5 mg MTA + 22,5 mg Pm 50 µL 
5 (G5) MTA + 20 % 120 mg MTA + 30 mg Pm 50 µL 
6 (G6) MTA + 25 % 112,5 mg MTA + 37,5 mg Pm 50 µL 

 

 Com a finalidade de padronizar todos os corpos de prova (CPs), o pó foi 

pesado em balança analítica (Adventurer AR2140 - Ohaus - Barueri – SP) e para o 

volume da água destilada, foi usada a micropipeta. O pó e o líquido foram dispostos 

em placa de vidro estéril e manipulados com espátula de aço estéril por 30 

segundos. Em seguida, a mistura foi inserida em um dispositivo de aço inoxidável 

estéril, desenvolvido especialmente para obter CPs com as dimensões 4 mm de 

diâmetro por 2 mm de espessura (Figuras 15 A e B). Todas as etapas de 

manipulação e confecção dos CPs foram realizadas em cabine de segurança 

biológica.  
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Figura 15: A – Matriz de aço inoxidável usada para confecção dos corpos de prova; B - 

Dimensão do CP. 

               
  

Após a inserção do material manipulado, a matriz ficou por 15 minutos em 

estufa umidificada tipo BOD a 37 ± 1 °C, até a presa final do cimento. Em seguida, 

os CPs foram removidos, em cabine de segurança biológica, acondicionados em 

tubos Falcon estéreis e estocados à temperatura ambiente por 24 horas para que 

fosse atingindo a resistência mecânica de 40 Mpa (TORABINEJAD et al., 1995), 

sendo passível de ser manipulado sem fraturas. 

 

 

3.6 ENSAIOS DAS ATIVIDADES ANTIMICROBIANAS - CORPOS DE PROVA 

 

Para o teste microbiológico, a reativação e o cultivo das cepas dos 

microrganismos testados foram realizados de acordo com o descrito no item 3.2.1. 

Para a realização do teste de difusão, foram usadas placas de Petri estéreis 

com meio sólido ágar Müller-Hinton e ágar Sabouraud, estriadas com os 

microrganismos para posterior colocação dos materiais a serem testados. Em cabine 

de segurança biológica, os CPs de cada grupo foram retirados dos tubos com pinças 

estéreis e dispostos em sentido horário nas placas, em triplicata. Em seguida, foram 

incubados a 37 ± 1 °C por 48 horas (Figura 16).  

 

 

 

 

 

 

A B 
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Figura 16: Esquema da disposição dos CPs na placa de Petri. 

 

            
 

Com auxílio de um paquímetro digital (Mytutoyo Sul Americana Ltda., Suzano 

- SP), foi realizada a medição do diâmetro dos halos de inibição, tendo como 

referência os dois pontos mais externos do halo formado ao redor de cada poço. 

Todas as placas foram avaliadas em Lupa Estereoscópica Binocular a fim de avaliar 

ausência de crescimento microbiano na região correspondente aos halos. 

Os dados foram avaliados pelos testes de Kruskal-Wallis e de Mann-Whitney 

com o nível de significância de 5 % (p<0,05). 

 

3.7 ELETROFIAÇÃO DE MEMBRANA A PARTIR DE EXTRATO FÚNGICO DE P. 

microspora 
 

O sistema para eletrofiação utilizado encontra-se no Laboratório de Pesquisa 

em Química Inorgânica (LPQI) do Departamento de Química da UFAM, e é 

composto por uma bomba de infusão volumétrica, com controle eletrônico 

programável (SAMTRONIC ST670, Samtronic Industria e Comercio LTDA, Bragança 

Paulista, SP, Brasil) que permite vazão a partir de 0,1 até 450 mL/h, fonte de tensão, 

cilindro motorizado para a coleta das fibras e ponto de ejeção (agulha hipodérmica) 

do polímero (Figura 17).  
 

 

 

G2

G3

G4

G5
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Figura 17: Sistema para Eletrofiação LPQI-UFAM. 

 
 

A solução utilizada foi preparada com os seguintes parâmetros: 5 mg de 

extrato do micélio de P. microspora, 1,7 g de acetato de celulose, 8,6 mL de acetona 

e 1,5 mL de água destilada. Foram usados um agitador magnético e, 

posteriormente, banho ultrassônico para a completa dissolução dos componentes.  

Em seguida, a solução preparada foi acondicionada em uma seringa, 

posicionada na bomba de infusão ajustada para uma vazão de 4,0 mL/h, a tensão 

da fonte elétrica foi regulada em 15 kV e a placa coletora da fibra foi revestida com 

uma folha de papel alumínio, para facilitar a retirada do material depositado.  

O polímero em solução passou através de uma agulha tipo Luer Lock no 

ponto de ejeção, sendo atraído pela folha de alumínio da placa coletora de fibras 

(Figuras 18A e B). O período de eletrofiação para a preparação da membrana foi de 

aproximadamente uma hora. 
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Figura 18: A. Eletrofiação; B. Folha de alumínio com a membrana. 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1 Características macro e micromorfologicas  

 

A análise macromorfológica dos cultivos em BDA mostrou características do 

micélio quanto à textura: aveludada, algodonosa, membranosa ou arenosa e a 

pigmentação variava entre verde, branca, marrom, amarela, preta ou cinza (Tabela 

7). 
 

Tabela 7 
Características macroscópicas dos grupos dos fungos endofíticos e aquáticos. 

 
Número Código Macroscopia frente  Macroscopia dorso 

264 1341 

  
320 EjF1 2.2A 

  
764 MeFe 1.3 
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461 F40a 

  
455 GhCg2 1.2 

  
882 2.3 ISP2 

T+I L1P3 
COA 18 

  
340 EJFlor 2 

1.2A 

  
84 AnspCg1 

1.3a 
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902 1.2 BDA 
A+TL2P1 
COA 26 

  
265 1598e 

  
406 GhF1 1.2b 

  
88 VrC 2.1.3  

  
334 EJFlor 2 

1.2B 
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869 AJP 1.2.2 
(1) 

  
267 1334 

  
590  DgCr2 

2.1b 

  
341 EjC2 1.1B 

- F2 

  
342 EjC2 1.1A 

- F1 
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345 EjC2 1.1A 
- F1B 

  
314 EjC11.2-

F1 BDA 

  
325 EjC32.1B-

F1 

  
 
 

As estruturas micromorfológicas foram observadas nas lâminas coradas e 

registradas com microscópio óptico FWL 1500 (Feldmann Wild Leitz, São Paulo - 

SP). Os dados obtidos foram comparados com a literatura específica e utilizados 

como informação complementar para identificação das espécies (Tabela 8). 
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Tabela 8 
Características microscópicas dos fungos endofíticos e aquáticos. 

 
Número Código Microcultivo Taxonomia  

264 1341 

  
 

Trichoderma sp. 

320 EjF1 2.2A 

  
www.ascofrance.com 

Colletotrichum sp. 

764 MeFe 1.3 

 

Sem identificação 

461 F40a 

 

Aspergillus sp. 

455 GhCg2 1.2 

  
  

Aspergillus sp. 
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882 2.3 ISP2 
T+I L1P3 
COA 18 

 

Sem identificação 

340 EJFlor 2 
1.2A 

 
Oliveira, 2013. 

Colletotrichum sp. 

84 AnspCg1 
1.3a 

  
Banhos, 2016. 

Pestalotiopsis sp. 

902 1.2 BDA 
A+TL2P1 
COA 26 

 

Sem identificação 

265 1598e 

  

Trichoderma sp. 

406 GhF1 1.2b 

 
www.nature.com 

Colletotrichum sp. 
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88 VrC 2.1.3  

  

Trichoderma sp. 

334 EJFlor 2 
1.2B 

  

Colletotrichum sp. 

869 AJP 1.2.2 
(1) 

  
www.researchgate.net 

Trichoderma sp. 

267 1334 

  
 

Trichoderma sp. 

590  DgCr2 
2.1b 

	  

Paecilomices sp. 

341 EjC2 1.1B 
- F2 

 
www.semanticscholar.org 

Phomopsis sp. 

342 EjC2 1.1A 
- F1 

 
www.ascofrance.com 

Phomopsis sp. 
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345 EjC2 1.1A 
- F1B 

 
www.researchgate.net 

Phomopsis sp. 

314 EjC11.2-
F1 BDA 

 
www.researchgate.net 

Xylaria sp. 

325 EjC32.1B-
F1 

 
www.ascofrance.com 

Xylaria sp. 

  

A caracterização morfológica das microestruturas é uma caracteristica 

importante para a diferenciação de espécies; entretanto, quando as diferenças entre 

as microestruturas são mínimas, faz-se necessário a utilização de outras 

ferramentas para uma identificação confiável e segura, como a identificação por 

biologia molecular, que será realizada numa próxima etapa. 

 

4.1 Rendimento fúngico  

 

A obtenção do rendimento dos extratos fúngicos foi feita de acordo o descrito 

no item 3.1.3, e teve o seguinte resultado, descrito na Tabela 9. 
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Tabela 9 
Rendimentos dos extratos de fungos endofíticos e aquáticos. 

N° Código Identificação 
morfológica 

Rendimento 
Micélio*  

Rendimento 
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 identificação 0,650 0,138 
461 F40a Aspergillus sp. 0,656 0,072 
455 GhCg2 1.2 Aspergillus sp. 0,621 0,147 
882 2.3 ISP2 T+I 

L1P3 COA 18 
Sem identificação 0,523 0,114 

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 COA 26 
Sem identificação 0,754 0,164 

265 1598e Trichoderma sp. 0,298 0,066 
406 GhF1 1.2b 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 
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 é maior que o do meio liquido, 

tendo em vista a grande quantidade de polissacarídeos, ácidos graxos e outros 

metabólitos 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 líquido pode ter sido 

influenciada pelo meio de cultura utilizado para o cultivo (BDA+L), bem como a 

forma de cultivo (pH, temperatura, aeração, velocidade de agitação) e o método de 

extração. Nem sempre as condições utilizadas geram resultados desejados; 

portanto, aperfeiçoar o processo é essencial para que o rendimento seja favorável à 

sua aplicação (PAPAGIANNI, 2004; MAHAPATRA; BANERJEE, 2013). 

Deve-se considerar, também, que tipo de hospedeiro pode influenciar no 

metabolismo (metabólitos secundários) de seu endófito, bem como o ambiente onde 

a planta se encontra, pois a especificidade de um endófito em relação a uma 

espécie vegetal pode ser influenciada pelas condições ambientais (ZHANG; SONG; 
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TAN, 2006; MORICCA; RAGAZZI, 2008; 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 biotecnológico, fato este que poderá nortear 

novas linhas de pesquisa relacionadas a esses fatores (STROBEL et al., 1996; 

SAIKKONEN et al., 2004; SPITELLER; KUSARI; HERTWECK, 2012). 

 

 

4.2 Ensaios biológicos  

 

A atividade antimicrobiana dos extratos fúngicos frente aos microrganismos 

patógenos estão apresentados na tabela 10. 

 

Tabela 10  
Atividade antimicrobiana dos extratos frente aos patógenos. 

Código 
fungo 

Gênero S. 
aureus 

E. coli P. 
aeruginosa 

E. 
feacalis 

C. 
albicans 

C. 
tropicalis 

264 T1 - - - - A - 
320 C2 - - - - - - 
764 IP5 - - - - - - 
461 A3 - - A - - - 
455 A3 - - - - - - 
882 IP5 - - - - A - 
340 C2 - - - - - - 
84 P4 A - A A A A 
902 IP5 - - - - - A 
265 T1 A - - - - - 
406 C2 - - - - - - 
88 T1 - - - - - - 
334 C2 A - - - - - 
869 T1 - - - - - - 
267 T1 - - - - - - 
590 Pa6 - - A A - - 
341 Ph7 - - - - - - 
342 Ph7 - - A - - - 
345 Ph7 - - - - A - 
314 X8 - - - - A - 
325 X8 - - - - A - 

1Trichoderma; 2Colletotrichum 3Aspergillus; 4Pestalotiopsis; 5Identificação pendente; 6Paecilomices; 
7Phomopsis; 8Xylaria; ACom atividade. 

 

 

 De acordo com os resultados da tabela 10, os extratos que tiveram ação 

antimicrobiana foram: 84, 265 e 334 contra o patógeno 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 (Figuras 19, 20, 21, 22 e 23).  
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Figura 19: Screening do teste antimicrobiano contra E. faecalis dos extratos dos fungos 84, 
342, 461, 265 e 590, onde 19A-frente da placa, 19B-dorso da placa. 

 

 
 
Figura 20: Screening do teste antimicrobiano contra P. aureoginosa dos extratos dos fungos 
84, 342, 461, 265 e 590, onde 20A-frente da placa, 20B-dorso da placa. 
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Figura 21: Screening do teste antimicrobiano contra S. aureus dos extratos dos fungos 84, 
590, 461, 265 e 334, onde 21A-frente da placa, 21B-dorso da placa. 

 

 
 
Figura 22: Screening do teste antimicrobiano contra C. albicans dos extratos dos fungos 
882, 345, 314, 325 e 84, onde 22A-frente da placa, 22B-dorso da placa. 
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Figura 23: Screening do teste antimicrobiano contra C. tropicalis dos extratos dos fungos 
342, 461, 265, 902 e 84, onde 23A-frente da placa, 23B-dorso da placa. 

 

 
 

 

4.2 Determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM) 

 

Com base nos resultados da atividade biológica apresentados pelo extrato 84, 

foi selecionada esta linhagem para dar continuidade na pesquisa e, em seguida, foi 

realizado o teste de Concentração Inibitória Mínima (CIM) na concentração de 2 

mg/mL contra E. faecalis, P. aureoginosa, S. aureus, C. albicans e C. tropicalis, 

conforme descrito no item 3.2.4 (Figuras 24, 25, 26 e 27). 

 
Figuras 24: Teste CIM do extrato 84 contra E. feacalis. 24A-frente da placa, 24B-dorso da 
placa. 

84

590265461342 90223A 

23B 
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Pode-se verificar que houve ação bactericida nos poços A (1mg/mL), B 

(0,5mg/mL) e C (0,25mg/mL), e bacteriostática na quarta diluição (poço D), conforme 

demonstra a figura 24.  
 

Figura 25: Teste CIM do extrato 84 contra P. aureoginosa. 25A-frente da placa, 25B-dorso 
da placa. 

 

     

 

24A 24B 

25A 25B 
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Já na figura 25, foi constatada ação bactericida do extrato contra P. 

aureoginosa nos poços A (1 mg/mL) e B (0,5mg/mL), e bacteriostática no poço C 

(0,250mg/mL). 

 
Figura 26: Teste CIM do extrato 84 contra S. aureus. 26A-frente da placa, 26B-dorso da 
placa. 

      
 

O extrato do fungo 84 tambem teve ação bactericida contra S. aureus na 

primeira e segunda diluições (poços A e B) e foi bacteriostático na terceira (poço C). 
Figura 27: Teste CIM do extrato 84 contra C. albicans e C. tropicalis. 

 

26A 26B 
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O extrato testado teve ação fungicida do contra C. albicans nos primeiros e 

segundos poços (A e B) e fungistático no poço C.  Com relação à C. tropicalis, só 

houve atividade fungicida na primeira diluição (poço A) e foi fungistático na segunda 

(poço B) (Figura 27). 

O menor valor de CIM obtido dos extratos foi de 0,125 mg.mL-1, contra o 

patógeno E. faecalis; já o antibiótico usado (ampicilina), apresentou ação na 

concentração de 0,052 mg.mL-1. Quanto ao S. aureus e à P. aureoginosa, os 

extratos tiveram resultados semelhantes (0,25 mg.mL-1), bem como para os 

antibióticos ampicilina e tetraciclina (0,125 mg.mL-1). Já com os patógenos 

leveduriformes, os resultados foram diferentes, C. albicans com CIM de 0,25 mg.mL-

1 e C. tropicalis com 0,5 mg.mL-1, acima dos valores da nistatina que foi de 0,125 

mg.mL-1 (Tabela 11). 

 
Tabela 11 

Concentrações inibitórias mínimas do extrato de Pestalotiopsis contra os patógenos 
testados. 

 1  
mg/mL 

0,5  
mg/mL 

0,25  
mg/mL 

0,125 
mg/mL 

0,052 
mg/mL 

E. faecalis Bc Bc Bc Bt  
Ampicilina     X 
S. aureus Bc Bc Bt   

Ampicilina    X  
P. aureoginosa Bc Bc Bt   
Tetraciclina    X  
C. albicans Fc Fc Ft   
C. tropicalis Fc Ft    
Nistatina    X  

Bc - Bactericida; Bt - Bacteriostático; Fc - Fungicida; Ft - Fungistático;   
 
 

 A cepa endofítica utilizada neste estudo (código AnspCg 1.1.3a) foi isolada 

da planta Rollinia sp., pertencente à família Annonaceae, que teve sua identificação 

confirmada por Banhos (2016) através da biologia molecular como Pestalotiopsis 

microspora, com 97% de similaridade, utizando as sequências nucleotídicas 

depositadas no GenBank do National Center for Biotechnology Information (NCBI). 

O Pestalotiopsis microspora é comumente isolado de várias espécies 

vegetais, tanto de clima tropical quanto de temperado. A possibilidade de o 

hospedeiro influenciar no metabolismo de seu endófito é fonte de discussões e 

observações de estudos na área, havendo inclusive dados conclusivos de que a 

escolha adequada do hospedeiro é fundamental para o isolamento de linhagens com 
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potencial biotecnológico (STROBEL et al., 1996; BANHOS et al., 2014). Já foram 

isoladas de vários compostos propriedades bioativas derivadas desta espécie, como 

ácido torreiânico (anticancerígeno), ácido ambuíco (antifúngico), pestacina e 

isopestacina (atividade antimicrobiana e antioxidante), jesterona e hidroxigesterona 

(antimicrobiano) (LI et al., 2001; STROBEL, 2002; HARPER et al., 2003; STROBEL, 

2004; SILVA et al., 2006; SILVA, 2014).  

Estudos para a busca dos micro-organismos endofíticos relacionados à 

família Annonaceae, suas aplicações biotecnológicas e a pesquisa de moléculas 

bioativas, levaram ao isolamento de espécies de fungos endofíticos que vivem em 

associação com estas plantas, dentre eles o Pestalotiopsis spp. (SILVA et al., 2006; 

GAMA et al., 2008; SOUZA et al., 2012). 

A resistência aos antimicrobianos é um grande problema de saúde pública 

nesses tempos modernos, principalmente no que se refere às opções de tratamento 

medicamentoso e ao controle de infecções. Estudos de endófitos fúngicos isolados 

de espécies de plantas nativas brasileiras relataram propriedades químicas e 

bioquímicas potencialmente úteis, que podem gerar novos compostos com 

aplicações práticas em uma variedade de áreas biotecnológicas, com inúmeras 

drogas úteis como importantes opções terapêuticas para inúmeras doenças 

(GLIENKE et al., 2012). 

Existe uma grande variedade de metabólitos endofíticos bioativos, mas a 

descoberta dessas substâncias está em declínio, sendo necessária a bioprospecção 

de novas fontes, em regiões ou habitats menos explorados. Um único endófito é 

capaz de produzir várias substâncias bioativas; entretanto, não têm sido 

completamente explorado quanto às suas propriedades terapêuticas (SPECIAN et 

al., 2014).  

Guimarães et al. (2009), avaliando a espécie P. guepinii isolada de 

Cladocolea micrantha (Loranthaceae), testaram-na in vitro contra os micro-

organismos patogênicos P. aeruginosa, S. aureus, E. coli, E. faecalis e 

Mycobacterium tuberculosis.  Os três 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 relação aos resultados frente P. 

aeruginosa, S. aureus e E. faecalis, enfatizando a capacidade antimicrobiana do 

gênero sobre os patógenos. 
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Gomes-Figueiredo et al. (2007) testaram as propriedades antimicrobianas de 

treze cepas endofíticas do gênero Pestalotiopsis isoladas da planta medicinal 

Maytenus ilicifolia Mart. ex. Reiss ("espinheira santa") frente à Escherichia coli, 

Klebsiella pneumoniae, Micrococcus luteus, Staphylococcus aureus e S. aureus 

resistente à meticilina (MRSA), e dois isolados pertencentes à espécie P. microspora 

(6JAES e 29SES), os quais tiveram sucesso em inibir o crescimento dos 

microrganismos testados, achados estes que estão em acordo com os resultados 

encontrados neste estudo. 

Maria et al. (2005) avaliaram o potencial antimicrobiano de 14 fungos 

endofíticos 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 etílicos brutos de quatro 

endófitos derivados de fermentação submersa mostraram resultados positivos. A 

cepa do Pestalotiopsis microspora, obtida da raiz da Acanthus ilicifolius, mostrou 

considerável inibição 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 os 

nossos achados quanto à atividade do P. microspora frente à P. aerugionsa, S. 

aureus e C. albicans. 
 
4.3 Perfil metabólico do P. microspora 
 
 

Com base nos resultados de atividade biológica, foi realizada a avaliação do 

perfil químico do P. microspora, onde inóculos com 20 μL da suspensão de conídios, 

na concentração de 15x108 cels.mL-1 (McFarland 5), foram aplicados em 21 

erlenmeyers de 250 mL, contendo 50 mL de meio BDL. Em seguida, os frascos 

foram acondicionados em armários, à temperatura ambiente e ao abrigo da luz, 

mantidos em modo estático durante a fase de crescimento fúngico. 

A cada cinco dias, do 5° ao 30° dia, às triplicatas dos cultivos foi acrescido 

MeOH; os meios cultivados foram filtrados e rotaevaporados, sendo os micélios 

secos e pesados.  

Durante esse período, as amostras do meio cultivado foram avaliadas quanto 

à concentração de açúcar e pH. Esses parâmetros foram utilizados para avaliar as 
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etapas de crescimento da linhagem e produção de metabólitos secundários em 

comparação à produção micelial (Figura 28).   

Para a análise dos extratos por espectrometria de massas, cada amostra foi 

solubilizada em MeOH na concentração de 1,0 mg.mL-1 (solução-mãe), e dessa 

solução, 20 μL foram diluídos em 1,0 mL de MeOH (solução de análise). Foi utilizado 

espectrômetro de massas THERMO (ionização por electrospray – ESI-MS), com 

scan de 100 a 1.000 m/z em modo positivo. A faixa de massas com maiores picos foi 

de 100 a 500 m/z.  

 
Figura 28 - Consumo de açúcar, pH e crescimento micelial do fungo P. microspora. 

 
 

Na fase inicial, chamada de fase lag, o fungo está se adaptando ao meio em 

que está crescendo, o que pode ser constatado nos primeiros 5 dias, onde a 

concentração de açúcar 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 concentração 

de açúcar e um aumento do pH, chegando a 7 no 20º dia e mantendo-se estável até 

o final do cultivo. Neste período, ocorreu o maior crescimento micelial, atingindo o 
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ápice no 20º dia e ficou constante até o período final de cultivo (fase estacionária), 

onde foi interrompido o cultivo a fim de evitar a fase de catálise. 

A avaliação da concentração do açúcar, em paralelo ao crescimento micelial, 

se mostrou bom parâmetro avaliativo, demonstrando as fases fisiológicas pelas 

quais a linhagem passa, principalmente o fim da fase log e o início da fase 

estacionária, sendo este o melhor período para isolamento de compostos bioativos 

(BORZANI et al., 2001; BANHOS et al., 2016). 

No inicio da fase estacionária, ocorre a produção de metabólitos secundários, 

mas a produção de compostos bioativos ainda estariam em baixas concentrações, o 

que pode ser deduzido pela mudança do pH inicial, ao longo do crescimento, de 5 

para 7, pois o pH inicial de cultivo de fungos está entre 5 e 6, onde as principais 

enzimas envolvidas no metabolismo primário atuam melhor nessa faixa de pH. 

Contudo, a alteração do meio de cultivo para neutro pode ser indício de que um 

ambiente menos favorável favoreça as enzimas relacionadas às funções 

bioquímicas envolvidas com o metabolismo secundário, atingindo o ápice da 

produção de metabólitos por volta do 30º dia (STROBEL et al., 1996; LOU et al., 

2012; SELIM et al., 2012; KRUSCHEWSKY, LUZ e BEZERRA, 2014; DOMINATO, 

2017). 

 

4.3.1 Perfil químico do P. microspora 
 

A avaliação do perfil químico do P. microspora revelou picos majoritários m/z 

391 e m/z 181 no 5o dia de cultivo. Entre 15o e 20o dias, o pico foi m/z 384 e no 30o 

dia, prevaleceram os picos m/z 164, 355 e 369 e 384 (Figuras 29 A, B e C). 
 

Figuras 29: A - Espectro de massa obtido do 5 o dia de cultivo; B - Espectro obtido do 20 o 

dia de cultivo; C - Espectro obtido do 30 o dia de cultivo. 
 

 

A 
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Os perfis indicam fases fisiológicas diferentes, coerentes com os dados de 

consumo de açúcar e o crescimento micelial, onde em A, foi o inicio da fase 

exponencial (5o dia), em B a fase estacionária de crescimento (20o dia) e em C, a 

fase final do crescimento (30o dia). A partir do 20o dia, ocorreu o aparecimento dos 

sinais dos metabólitos responsáveis pelos compostos bioativos, sendo de grande 

importância o acompanhamento por espectrometria de massas das fases de 

crescimento, o que pode tornar o processo mais eficiente no aumento da produção 

de compostos de interesse biotecnológico. Todavia, não é possível afirmar quais 

compostos são responsáveis pela atividade biológica, por conta do grande número 

de sinais presentes, mas é possível observar a mudança de picos durante o 

crescimento fúngico, indicando que os compostos bioativos estão sendo produzidos 

principalmente na fase estacionária. 

Os metabólitos, produzidos pelos fungos, costumam ocorrer no fim do 

crescimento exponencial ou em substratos com fontes limitadas de nutrientes, sendo 

produzidos a partir de intermediários metabólicos comuns, porém em vias 

biossintéticas reguladas por genes específicos (LOU; XING; DENG, 2012; 

MARCON, 2013; DOMINATO, 2017). 

Podem ser observados que alguns sinais correspondentes a metabólitos 

secundários presentes nesta cepa já foram isolados de Annona cacans, planta 

nativa do Brasil, encontrada nos estados de Minas Gerais, Paraná, Rio de Janeiro, 

B 

C 
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Rio Grande do Sul, Santa Catarina e São Paulo (Figuras 30 A, B, C, D), como os 

flavonóides eriodictiol 7,3',4'-trimetil éter - m/z 331 (A) e 4’,5-diidroxi-3’,7- 

dimetoxiflavanona - m/z 313 (B); a aristolactama B-II - m/z 279 (C) e o ácido fenólico 

como ácido p-cumárico - m/z 164 (D) (SAITO, 1990; REIS, 2011; TASCO, 2016).  

 
Figura 30: Substâncias previamente isoladas de Annona cacans.  

                                   
         A - eriodictiol  7,3', 4'-trimetil éter                    B - 4’,5-diidroxi-3’,7- dimetoxiflavanona 

 
 

                                      
C - aristolactama B-II                                                         D - ácido p-cumárico 

 

 

Com o perfil químico obtido, não é possível detectar quais compostos são 

responsáveis pela atividade biológica, já que há grande número de sinais presentes, 

mas é possível diferenciar os íons moleculares que são formados nos intervalos do 

20º ao 30º dia, indicando que novos compostos bioativos estão sendo produzidos e 

detectados.  

 

 

4.4 Ensaio da atividade antimicrobiana do cimento experiemental  
 

Os valores das medianas, assim como os valores mínimo e máximo dos 

diâmetros dos halos de inibição de cada material estão representados na Tabela 12.  
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Tabela 12 
Diâmetro dos halos de inibição (mm) obtidos de acordo com o microrganismo e os 

grupos estudados. 
 

Grupos 
  
  
Microrganismo 

G1 
MTA Branco 

Angelus® 

G2 
MTA + 5 % 

G3 
MTA + 10 % 

G4 
MTA + 15 % 

G5 
MTA + 20 % 

G6 
MTA + 25 % 

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 (8,9 - 9,7) 9,3 (8,7 - 9,9) 
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 - 10,4)  8,9 (7,2 - 10,6) 
C. albicans - - - - - - 
C. tropicalis - - - - - - 

 

Comparando-se as diferentes concentrações nos corpos de prova para cada 

microrganismo usado no estudo, pôde-se observar que houve atividade para o S. 

aureus, E. coli, P. aeruginosa e E. feacalis apenas nos grupos G1, G5 e G6. O grupo 

G6 (MTA + 25 %) promoveu o maior halo de inibição em relação aos demais grupos, 

inclusive quando comparado com o grupo G1 (MTA Branco Angelus®). 

Os halos de inibição para o S. aureus foram maiores do que aqueles 

apresentados pelos demais microrganismos (p<0,05), sendo o grupo G6 o que 

apresentou maior halo entre os grupos testados, mas os G5 e G1 não apresentaram 

diferenças entre si (p>0,05). 

Para E. coli, não houve diferenças estatísticas significantes entre si, em 

relação aos diâmetros dos halos dos grupos G1, G5 e G6 (p>0,05).  

Para E. faecalis e P. aeruginosa, os grupos G5 e G6 também apresentaram 

diâmetros maiores do que o grupo G1 (p<0,05); entretanto, os grupos G5 e G6 não 

tiveram diferenças estatísticas significantes entre si (p>0,05). 

A comparação do diâmetro dos halos de inibição de cada material em relação 

aos diferentes microrganismos mostrou que nos grupos G1, G5 e G6, os halos de 

inibição observados para o S. aureus foram semelhantes àqueles da E. coli (p>0,05) 

e maiores do que os apresentados pelo P. aeruginosa e E. faecalis (p<0,05).  

Com relação às cepas de C. albicans e C. tropicalis, apesar de terem sido 

constatadas atividades contra estes patógenos nos testes anteriores, não foi 

reproduzida esta característica no teste em questão, pois não houve formações de 

halos de inibição significantes e por isso não os consideramos. 
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O agregado trióxido mineral (MTA) é um material usado na Odontologia, de 

fácil manipulação e com apreciáveis características físicas, químicas e biológicas. 

Sua atuação principal é na indução da dentinogênese, cementogênese e 

osteogênese. Possui vantagens em relação a outros materiais, pois promove 

selamento marginal próximo ao ideal, possui compatibilidade biológica, não 

induzindo efeitos lesivos ao organismo, é desprovido de potencial mutagênico, de 

citotoxidade e induz à formação de tecido mineralizado (PARIROKH e 

TORABINEJAD, 2010 a; COSTA et al., 2012).  

Silva (2014) realizaram um estudo com a finalidade de avaliar as 

propriedades físicas, químicas e biológicas de um cimento experimental à base de 

Portland contendo diferentes agentes radiopacificadores, o MTA - Angelus branco e 

o cimento Portland branco, em diversas proporções com óxido de zircônio e 

tungstato de cálcio. Os cimentos experimentais foram manipulados utilizando líquido 

composto por 80% de água destilada e 20% de propilenoglicol. O resultado obtido foi 

o desenvolvimento de cimentos que exibiram propriedades iguais ou superiores ao 

MTA Angelus branco. 

Em outro trabalho, Costa et al. (2014) avaliaram o tempo de presa, 

solubilidade, o pH, a liberação de íons cálcio e a radiopacidade do cimento Portland 

puro ou associado a quatro radiopacificadores (sulfato de bário, carbonato de 

bismuto, óxido de bismuto e iodofórmio), comparando-o ao MTA branco (Angelus, 

Londrina, Brasil) e concluíram que os radiopacificadores carbonato de bismuto e 

óxido de bismuto proporcionaram tempo de presa inicial, solubilidade, pH, liberação 

de íons cálcio e radiopacidade adequados quando associados ao cimento de 

Portland. 

Siqueira et al. (2017) objetivaram avaliar a radiopacidade, a ação 

antimicrobiana, a estrutura de superfície e a composição química do cimento 

Portland (CP) associado a diferentes concentrações de óxido de cálcio e utilizaram o 

Agregado de Trióxido Mineral (MTA), o CP cinza e o CP acrescido de óxido de cálcio 

nas concentrações de 1%, 2%, 5% e 10%. A avaliação da ação antimicrobiana foi 

realizada por meio do teste de difusão em ágar, com os microrganismos: S. aureus, 

E. faecalis, P. aeruginosa, B. Subtilis e C. albicans. Os materiais testados foram 

manipulados e inseridos em cavidades de 6 mm confeccionadas no ágar.  

Concluiram que nenhum grupo testado apresentou eficácia antimicrobiana, com 

ausência de halos de inibição. 
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Nogueira (2008) teve como objetivo avaliar, in vitro, o efeito antibacteriano e 

citotóxico do Agregado de Trióxido Mineral (MTA-Branco, Angelus), associado à 

solução de clorexidina (CHX) em diferentes concentrações. Para a análise da 

atividade antibacteriana foi empregado o método de difusão em ágar e utilizados os 

microrganismos S. aureus, P. aeruginosa, E. coli e E. faecalis. Nas Placas de Petri 

foram preparados poços com 4 mm x 5 mm, e preenchidos com o cimento MTA, 

preparado com água destilada estéril (G1-controle) e solução de CHX nas 

concentrações de 0,06% (G2), 0,12% (G3), 0,2% (G4) e 1% (G5). A adição de CHX 

1% ao MTA aumentou a atividade antibacteriana do cimento sobre S. aureus 

(p<0,05). Para E. coli e P. aeruginosa, não houve diferença estatística em relação 

aos tamanhos dos halos de inibição para todos os materiais estudados (p>0,05). 

Para o E. faecalis, MTA + CHX 0,2% e MTA + CHX 1% apresentaram menores 

halos de inibição quando comparados aos demais grupos (p<0,05).  

O objetivo do estudo de Bertoluzzi (2007) foi avaliar a influência do acréscimo 

de 10% de cloreto de cálcio (CaCl2) no tempo de presa, solubilidade, desintegração, 

pH e atividade antimicrobiana do MTA Branco (MTA), cimento Portland branco com 

radiopacificador (CPB) e ProRoot MTA (PRO), com e sem CaCl2. A atividade 

antimicrobiana foi avaliada pela técnica da difusão em ágar, empregando o método 

do poço. Os microrganismos utilizados foram procedentes da ATCC: E. coli, P. 

aeruginosa, S. aureus, E. faecalis, S. mutans, C. albicans, S. epidermidis. Todos os 

cimentos, com e sem CaCl2, apresentaram atividade antimicrobiana, mas sem 

diferença estatística significante entre eles.  

Andrade et al. (2015) verificaram a ação antimicrobiana, solubilidade, tempo 

de presa, escoamento, pH, liberação de cálcio e características da superfície do 

MTA associado às substâncias hipoclorito de sódio gel a 1%, clorexidina gel a 2%, 

água destilada associada a 10% de propilenoglicol (CCPG), KY gel, solução salina e 

água destilada. Para o teste antimicrobiano, utilizaram o S. mutans, L. casei, E. 

faecalis e C. albicans, por meio do método de contato direto. Os resultados dos 

testes antimicrobianos mostraram que os diferentes aditivos, associados ao MTA, 

apresentaram maior propriedade inibitória do que bactericida; o único veículo 

avaliado que proporcionou alguma melhora no efeito antimicrobiano foi a clorexidina 

gel a 2%.  
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4.5 Eletrofiação de membrana a partir de extrato fúngico de P. microspora 

Os polissacarídeos são uma classe de polímeros amplamente utilizada em 

diversas aplicações da biotecnologia e medicina, tendo com principais propriedades 

a sua abundância na natureza, biodegradabilidade e atoxicidade (EIRAS et al., 

2007).  

A eletrofiação de membranas oriundas de polissacarídeos, com vistas ao uso 

farmacológico, tem sido descrita na literatura para a obtenção de produtos 

destinados à área de saúde; em nosso trabalho, foi usado um polissacarídeo 

derivado de P. microsopora (MALAFAYA et al., 2007; BURD, HUANG, 2008). 

Uma técnica que tem recebido atenção na produção de membranas é a 

incorporação de agentes bioativos às matrizes poliméricas através da eletrofiação 

(COSTA et al., 2012a, 2012b) Estes agentes podem ser incorporados aos 

biomateriais em várias etapas do processo de produção, utilizando diferentes 

estratégias, podendo estar ligados, dispersos ou dissolvidos na estrutura dos filmes. 

Em nosso produto, foram utilizados 5 mg dissolvidos em acetato de celulose (WANG 

et al., 2000; SANTOS, 2014; ZHENG, 2015). 

O desenvolvimento e a aplicação de um biomaterial envolvem várias áreas do 

conhecimento, sendo necessário que haja colaboração entre profissionais de 

diferentes especialidades; e a obtenção desta membrana, poderá ser o inicio de 

nova frente de pesquisa na área de biomateriais, as de origem microbiana da 

Amazônia. 
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6. Conclusão 

 

Baseado nas condições experimentais desse trabalho, pôde-se concluir que: 

 

• Das linhagens usadas neste trabalho, tiveram atividade antimicrobiana: 

Aspergillus - P. aeruginosa; Pestalotiopisis - S. aureus, P. aeruginosa, E. 

feacalis, C. albicans e tropicalis; Colletotrichum - S. aureus; Paecelomices - 

P. aeruginosa, E. feacalis; Phomopsis - P. aeruginosa e C. albicans; Xylaria 

- C. albicans; Identificacao pendente - C. albicans e C. tropicalis; 

•  O gênero Pestalotiopsis mostrou-se mais efetivo nos testes antimicrobianos, 

especificamente o P. microspora, fungo endofítico obtido da planta Rollinia sp, 

da família Annonaceae, com o CIM de 0,12 (E. feacalis; S. aureus, P. 

aeruginosa), 0,25 (C. albicans) e 0,5 (C. tropicalis);  

• O resultado do perfil metabólico do P. microspora sugere que os compostos 

bioativos são produzidos a partir do 20º até o 30º, na fase estacionária, 

período adequado para o isolamento de substâncias; 

• Na avaliação da atividade antimicrobiana do cimento experiemental, houve 

atividade para o S. aureus, E. coli, P. aeruginosa e E. feacalis nos grupos GC, 

G5 (MTA + 20%)  e G6 (MTA + 25%); entretanto, o G6 (MTA + 25%)  

apresentou maiores valores em todos os grupos e não houve diferença 

siginificativa entre os grupos de E. coli, S. aureus e E. faecalis; 

• A adição do extrato de polissacarídeo do P. microspora melhorou a atividade 

antimicrobiana do MTA, constituindo-se numa alternativa promissora para a 

produção de um cimento experimental de uso odontológico. 

• A eletrofiação, utilizando o extrato do P. microspora, é uma possibilidade a 

ser estudada futuramente, pois permitirá a inclusão de características 

antimicrobianas derivadas de fungos endofíticos em membranas, para uso 

biotecnológico. 
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