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RESUMO

A resisténcia antimicrobiana ¢ um problema mundial de saide publica, uma vez que varias
espécies de microrganismos patogénicos ou oportunistas tém se tornado resistentes a diversos
farmacos disponiveis no mercado, isto ocorre dentre outros fatores, pelo uso extensivo e
indiscriminado de antibidticos e antifingicos. As doengas infeciosas, estdo entre as principais
causas de morbidade e mortalidade nos homens e nos animais, por isso a busca por novos
farmacos de origem natural para tratamentos mais eficientes, menos toxicos € com amplo
espectro de agdo antimicrobiana tém ganhado cada vez mais espago na pesquisa. Diante disto,
0 objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial de atividade antimicrobiana de linhagens de
Trichoderma da regido Amazonica contra bactérias e fungos de interesse médico. Para isto, o
potencial antimicrobiano das linhagens selecionadas foi inicialmente avaliado em meio solido
pelo método do bloco de gelose contra seis bactérias, uma levedura e um fungo filamentoso.
Posteriormente, foram selecionadas trés linhagens de Trichoderma que apresentaram
atividade antimicrobiana e foram cultivadas em dois meios liquidos: Batata-dextrose
modificado com 2% de extrato de levedura (BD) e Farelo de trigo (FT) para obtengdo dos
extratos metabdlitos com solvente Acetato de etila. Apos o cultivo e obten¢do dos extratos
foram avaliadas a concentragdo minima inibitoéria (CMI), a concentragdao bactericida minima
(CBM) e a concentracao fungicida minima (CFM) dos extratos obtidos. Em seguida, realizou-
se o teste de toxicidade em nauplios de Artemia salina. Todas as linhagens de Trichoderma
avaliadas no bloco de gelose apresentaram inibicdo a pelo menos uma das seis bactérias
testadas com diferentes tamanhos de halos de inibicdo. Da mesma forma, todas as linhagens
apresentaram atividade contra a levedura, no entanto nenhuma foi capaz de inibir o fungo
filamentoso. A CMI e a CBM dos extratos variaram de 0,03 pg.mL"! a > 2,0 pg.mL"!, no
entanto a CFM encontrada foi de 1,00 pg.mL-!. Nos testes de toxicidade dos extratos de
Trichoderma nao foram observadas atividades toxicas contra os nauplios de Artemia salina
nas concetracdes avaliadas. Diante dos resultados apresentados, observou-se que as linhagens
de Trichoderma avaliadas neste trabalho sdo promissoras, pois apresentam atividade
antimicrobiana eficientes contra os microrganismos testados.

Palavras-chave: Resisténcia antimicrobiana; Metabodlitos bioativos; Antibiose; Produtos
naturais, Amazonia.



ABSTRACT

Antimicrobial resistance is a worldwide public health problem, since several species of
pathogenic or opportunistic microorganisms have become resistant to several drugs available
on the market, this occurs among other factors, due to the extensive and indiscriminate use of
antibiotics and antifungals. Infectious diseases are among the main causes of morbidity and
mortality in men and animals, so the search for new drugs of natural origin for more efficient
treatments, less toxic and with a broad spectrum of antimicrobial action has gained more and
more space in the search. Given this, the objective of this work was to evaluate the potential
of antimicrobial activity of Trichoderma strains from the Amazon region against bacteria and
fungi of medical interest. For this, the antimicrobial potential of the selected strains was
initially evaluated as a solid medium by the agar block method against six bacteria, a yeast
and a filamentous fungus. Subsequently, three strains of 7richoderma were selected that
showed antimicrobial activity and were grown in two liquid media: Potato-dextrose modified
with 2% yeast extract (BD) and Wheat bran (FT) to obtain metabolite extracts with solvent
Acetate of ethyl. After cultivating and obtaining the extracts, the minimum inhibitory
concentration (CIM), the minimum bactericidal concentration (CBM) and the minimum
fungicidal concentration (CFM) of the obtained extracts were evaluated. Then, the toxicity
test was performed on Artemia salina nauplii. All Trichoderma strains evaluated in the agar
block showed inhibition of at least one of the six bacteria tested with different sizes of
inhibition halos. Likewise, all strains showed activity against yeast, however none was able to
inhibit the filamentous fungus. The CMI and CBM of the extracts ranged from 0.03 pg.mL-!
to > 2.0 pg.mL!, however the CFM found was 1.00 pg.mL-. In the toxicity tests of
Trichoderma extracts, no toxic activities were observed against Artemia salina nauplii in the
evaluated concentrations. In view of the results presented, it was observed that the
Trichoderma strains evaluated in this work are promising, as they present efficient
antimicrobial activity against the tested microorganisms.

Keywords: Antimicrobial resistance; Bioactive metabolites; Antibiosis; Natural products,
Amazon.
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1 INTRODUCAO

Os produtos naturais vém sendo explorados pela humanidade para fins terapéuticos,
sendo as plantas a fonte natural de susbtancias biotivas mais utilizada na medicina popular
(STROBEL et al, 2004). No entanto, diversos compostos naturais biotivos sdo produzidos
pelo metabolismo celular dos demais seres vivos, como 0s animais € 0S microrganismos
(GUO, 2017).

O interesse por metabdlitos originados de microrganismos s6 ocorreu em 1929, apos
Fleming descobrir a penicilina, substdncia com ag¢do antibacteriana isolada de Penicillium
notatum. Esta descoberta contribuiu para o tratamento de infecgdes bacterianas e para a busca
por metabolitos bioativos provenientes de microrganismos (PUPO et al, 2007). Com isso
houve a descricdo de diversos fArmacos e uma ampla diversidade de indicagdes terapéuticas,
como a cefalosporina, o acido micofenolico, as estatinas e outros, que ampliaram o interesse
na pesquisa para a descoberta de novas substancias (MOREIRA, 2013).

Dentre os microrganismos, Trichoderma spp. ¢ eficiente contra alguns fungos e
bactérias que causam doengas no homem. Isso ocorre por conta da grande quantidade de
metabolitos secundarios produzidos por eles, como: 4acido harzianico, alameticinas,
antraquinonas, azafilonas, daucanas, harzialactonas, bisorbicillinoides, butenolides, tricholina,
glisopreninas, acido heptelidico, gliovirina, pironas, tricotecenos, isocianatos, trichosetina,
viridina, peptaiboles, entre outros (REINO et al, 2008; MOHIDDIN et al, 2010; MOREIRA,
2013). A maioria desses metabdlitos tem agdo antifiingica e antibacteriana, podendo ser ou
nao volateis, os quais apresentam um amplo espectro de acdo antimicrobiana (PAPHITOU,
2013).

Estudos indicam que espécies de Trichoderma produzem metabodlitos com agdo
antimicrobiana contra alguns patogenos humano como Candida albicans, C. tropicali, C.
krusei, C. glabrata, Aspergillus fumigatus, A. terreus e Cladosporium shaerospermum,
inclusive contra bactérias associadas a infec¢des nosocomiais como Staphylococcus aureus e
S. epidermidis (TIJERINO et al, 2011; MOREIRA, 2013; SADYKOVA et al, 2015).

As doengas infecciosas, principalmente as bacterianas estdo entre as maiores
causadoras de morbidade e mortalidade no homem, tornando-se um dos maiores desafios da
medicina desde a descoberta das bactérias no final do século XIX (DAVIES; DAVIES, 2010).
Além da penicilina, outros antimicrobianos foram desenvolvidos visando o controle das
doencas infecciosas. Entretanto, com o uso extensivo e inapropriado desses antibioticos,

varias bactérias associadas a epidemias de doencas humanas evoluiram para formas
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multirresistentes (SANTOS, 2007; SAGA; YAMAGUCHI, 2009; GUMBO, 2012;
PAPHITOU, 2013).

A resisténcia microbiana a diversos fairmacos e a falta de alternativas terapéuticas
eficazes para o tratamento das infec¢des sdo fatores preocupantes e um dos maiores desafios
da satde publica mundial (PAPHITOU, 2013). Por isso, inimeras pesquisas vém sendo
realizadas com o intuito de isolar e purificar substancias de origem natural, com atividade
antimicrobiana mais efetiva, menos toxica e com diferentes mecanismos de acao (SAGA;
YAMAGUCH]I, 2009; DAVIES; DAVIES, 2010; PAPHITOU, 2013).

Neste sentindo, estudos que visem a descoberta de novas susbtincias bioativas
provenientes de fungos amazonicos se mostram bastante promissores, pois a biodiversidade
microbidlogica da regido ¢ grande e pouco explorada, o que aumenta a probabilidade da
descoberta de novos compostos de interesse biotecnoldgico. Assim, o intuito desta pesquisa
foi avaliar o potencial antimicrobiano de Trichoderma spp. contra bactérias e fungos de

interesse clinico.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 CARACTERISTICAS GERAIS DOS FUNGOS

O Reino Fungi foi um dos cinco descrito por Whittaker em 1969 e atualmente
representa o segundo maior em numero de espécies, ficando atras apenas do reino animal,
especificamente a classe insecta (ESPOSITO; AZEVEDO, 2010). Estima-se que existam,
aproximadamente, 1,5 milhdes de espécies de fungos, habitando de forma harmdnica ou nao,
todos os ecossistemas do planeta (ABREU et al, 2015). Por isso, s3o considerados
cosmopolitas, podendo ser encontrados em todos os ambientes como solo, agua, ar, além de
animais e plantas, vivendo como parasitas ou simbiontes mutualistas (SILVA; COELHO,
2006).

Os fungos sdo organismos eucariontes, aclorofilados, heterotroficos com nutri¢do
absortiva por osmose ou difusdo, podendo ser unicelulares (leveduras) ou pluricelulares
(filamentosos) e apresentam caracteristicas micro ou macroscopicas (SILVA; COELHO,
2006). Quanto a sua reproducdo, os fungos sdo classificados de trés formas: Teleomorfo,
quando a reproducdo ¢ de forma sexuada, com a formagao de esporos; Anamorfo, quando se
reproduzem assexuadamente, através da produg¢do de conidios ou Holomorfo quando se
reproduzem de ambas as formas (ESPOSITO; AZEVEDO, 2010).

Os fungos, geralmente, estdo associados a doengas em seres humanos, plantas e
animais, assim como a degrada¢do de produtos organicos e na deterioragdo dos ndo organicos,
gerando diversos prejuizos econdmicos € ambientais (ALEXOPOULOS et al, 1996). Estima-
se que das mais de 100 mil espécies de fungos conhecidas, somente 200 podem causar
doencas ao homem e aos animais (TORTORA et al, 2012). No entanto, apresentam grande
importancia ecoldgica, por serem eficientes decompositores da matéria organica viva ou
morta, realizando assim, a ciclagem de nutrientes no ambiente (ESPOSITO; AZEVEDO,
2010).

Virias espécies de macrofungos como o Agaricus bisporus, Pleurotus ostreatus, A.
brasiliensis e Lentinula edodes sao utilizados como alimentos in natura (LARGETEAU et al,
2011; CHIAVEGATTI et al, 2018; PAZZA et al, 2019). E outras como os filamentosos e
leveduriformes sdo utilizados em processos fermentativos para a producdao de alimentos e
bebibas (TORTORA et al, 2012). Além disso, sdo usados para produzir diversas enzimas de

interesse econdmico, que auxiliam na producdo de detergentes, vitaminas, antibidticos,
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biocombustiveis, dentre outros produtos (JEGANNATHAN; NIELSEN, 2013; ABREU et al,
2015).

2.2 O GENERO Trichoderma

Trichoderma foi descrito pela primeira vez por Peerson em 1794, que inicialmente o
classificou como 7. viride Peerson (SAMUELS, 2006). No entanto, em 1969 Rifai realizou a
primeira revisao do género agregando nove espécies: 7. glaucum Rifai, T. hamatum Bain, T.
polysporum Link, T. koningii Lieckfeld, T. aureoviride Rifai, T. pseudokoningii Rifai, T.
harzianum Rifai, T. longibrachiatum Bissett e T. viride Persoon as quais foram diferenciandas
pela ramificagdo dos conidioforos e a morfologia dos conidios (RIFAI, 1969; SAMUELS,
20006).

Os conidioforos sdo hifas especializadas, férteis, simples ou complexas, do sistema
vegetativo, que originam em sua extremidade as células conidiogénicas (fialides). E estas, por
sua vez, formam os conidios, que sdo estruturas de dissemina¢do das espécies, ou seja, 0s

esporos dos fungos anamorfos (FIGURA 1) (BONONI; GRANDI, 1999; NEUFELD, 1999).

@ Conidios A
6.9

Conidiéforo

Figura 1- A) Morfologia de Trichoderma sp. (adaptado de Rifai, 1996). B) Fotomicrografia de T.
harzianum fidlides (adaptado de Samuels et al, 2002)
Fonte: Feitosa (2016).

Os fungos anamorfos, também chamados de mitospdricos, imperfeitos ou conidiais,

apresentam como caracteristica principal a reproducdo assexuada através da produgdo
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continua e abundandante de conidios (FIGURA 2) (KUMAR, 2013; SRIVASTAVA et al,

2014).
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Figura 2 - Simplificagdo do ciclo de vida assexual de Trichoderma
Fonte: Machado et al, (2012).

Dentre os anamorfos, Trichoderma pertence ao filo Ascomycota, classe
Sordariomycetes, ordem Hypocreales e familia Hypocreaceae (HARMAN et al, 2004b;
BRITO et al, 2014). Sao fungos de vida livre, com ampla distribuicdo no ambiente,
principalmente em regides de clima temperado e tropical, comumente sdo encontrados em
solos, raizes, habitats naturais ricos em matéria organica vegetal, associados a madeira em
decomposi¢cdo ou parasitando outros fungos. Além disso, podem viver endofitamente sem
causar danos aparentes ao hospedeiro e raramente causam doencas em plantas vivas
(HARMAM et al., 2004b; MUKHERIJEE et al., 2011; SRIVASTAVA et al., 2014).

O género Trichoderma (anamorfo) ¢ descrito como a fase assexual do género
Hypocrea (teleomorfo) que por algum motivo perdeu a capacidade de se reproduzir
sexuadamente, entretanto muitas cepas de 7richoderma nao t€m o estagio sexual conhecido
até o momento (HARMAM et al., 2004b).

Devido ao pleomorfismo, ha uma grande dificuldade em definir a nomenclatura
desses fungos. Até 2015, a Subcomissdo Internacional de Taxonomia de Trichoderma e
Hypocrea (ISTH) listava 256 espécies identificadas (http://www.isth.info/trichoderma/).

Porém, com o auxilio de novas metodologias, os taxonomistas estdo revisando a nomenclatura
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desse grupo, com propostas de novas espécies (HARMAM et al, 2004b; SRIVASTAVA et al,
2014).

2.3 A IMPORTANCIA DE Trichoderma

Este género apresenta grande importancia ecologica e econOmica, principalmente
para a agricultura, por ser um eficiente antagonista contra diferentes fitopatégenos de diversas
plantas como: Botrytis cinerea, Colletotrichum lindemuthianum, C. ampelinum, Fusarium
oxysporum, F. graminiarum, F. semitectum, Rhizopus sp., R. solani, Sclerotium rolfsii e
Verticillium dahliae, dentre outros (ISAIAS et al, 2014; LEELAVATHI et al, 2014; SHENTU
et al, 2014).

A interacdo entre o antagonista, o patdogeno e o hospedeiro pode favorecer o
biocontrole, através de diferentes mecanismos de a¢do, simultdneos ou ndo, tais como:
competi¢do por espago € nutrientes, antibiose, induc¢do a resiténcia das plantas ao patdogeno ou
micoparasitismo onde ocorre uma cascata de agdes que vai desde o reconhecimento do
patdégeno até a expressiao do antifingico (MUKHERIJEE et al, 2012; KUMAR, 2013;
GELLEN et al, 2014; WOO et al, 2014).

Em vista deste potencial antagdnico e micoparasitario, algumas linhagens de
Trichoderma reduzem a gravidade das doencas de plantas, através da inibicdo dos agentes
fitopatogénicos de raizes e solo (VITERBO; HORWITZ, 2010). Isto ocorre devido a agao
conjunta de enzimas que degradam a parede celular e alguns metabolitos secundarios
sintetizados pelo fungo (LORITO et al, 1996)

Algumas espécies sao bioindutoras de crescimento vegetal, uma vez que auxiliam na
germinagdo de sementes e no crescimento das plantas através da produgdo de fitohormonios e
da solubilizac¢ao de nutrientes do solo (OLIVEIRA et al, 2012; CHAGAS et al, 2016).

Trichoderma é considerado inofensivo ao homem e ao meio ambiente, no entanto,
em alguns casos, algumas espécies oportunistas podem causar doencas em humanos
imunosuprimidos (HARMAM et al, 2004b; LOUZADA et al, 2009; MUKHERIJEE et al,,
2011; PINTO et al, 2014; SRIVASTAVA et al., 2014). As espécies patogénicas oportunistas
com maior incidéncia sdo: Hypocrea orientalis, T. citrinoviride Bissett, T. harzianum e T.
longibrachiatum (DRUZHININA et al, 2008).

Por outro lado, Trichoderma sp. apresenta atividade antifingica contra patdgenos

que causam doengas nos seres humanos, como as espécies: A. fumigatus, A. terreus, C.
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albicans, C. glabrata, C. tropicalis, C. krusei e C. shaerospermum (TIJERINO et al, 2011;
MOREIRA, 2013; SADYKOVA et al, 2015).

Trichoderma ¢ um dos fungos filamentosos mais estudados mundialmente, por
apresentarem alto potencial de aplicabilidade em diversos setores industriais e processos
biotecnolodgicos (PINTO et al, 2014). Visto que sintetizam diversas enzimas hidroliticas como
as celulases, quinases, glucanases, proteases dentre outras, com grande importancia industrial
(MUKHERIJEE et al, 2013). Como também produzem exoglucanases, endoglucanases,
celobiase e quitinase, enzimas, que agem na degradacdo e lise da parede celular de fungos

patogénicos (BOMFIM et al, 2010).

2.4 DOENCAS INFECCIOSAS DE ORIGEM BACTERIANA E FUNGICA

As doengas infecciosas sdo causadas por parasitas como os helmintos e protozodrios;
por proteinas infectantes, os prions, ou por microrganismos como os virus, fungos e bactérias
(KONEMAN; CURY, 2010). Dentre estes destacam-se as infecgdoes de origem bacterianas e
fungicas, que afetam milhdes de pessoas em todo o mundo, ocasionando um problema
mundial de sdude publica (PADOVEZE; FORTALEZA, 2014).

As doencas geralmente ocorrem quando um microrganismo patogénico infecta um
hospedeiro suscetivel. Entretanto, microrganismos da microbiota normal também podem
causar doengas oportunistas, isto pode acontecer quando o microrganismo esta fora do seu
habitat normal ou ainda quando hd um desequilibrio metabolico no hospedeiro. Este
desequilibrio geralmente ocorre quando a imunidade estd baixa o que contribui para a
colonizagdo exarcebada de fungos e/ou bactérias oportunistas (NOGUEIRA; MIGUEL,
2010).

De maneira geral, as infec¢cdes podem ser consideradas de duas formas, de acordo
com sua origem: 1) Infeccdo comunitaria: ocorre quando o microrganismo patogénico ja
estava incubado antes da internagdo do paciente no hospital; 2) Infeccdo nosocomial ou
hospitalar: a contaminagdo ocorre no ambiente hospitalar, neste caso o processo infecioso se
manifesta durante o periodo de internag¢ao ou logo apds a alta (DAVID, 1998).

As infecgdes hospitalares sdo uma das principais causas de morbidade e mortalidade
entre os pacientes internados na UTI, uma vez que estes pacientes sao submetidos a diversos

processos invasivos por um longo periodo de tempo. Além disso, a alteragdo do sistema
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imunoldgico destes pacientes ¢ um fator decisivo que os tornam mais suscetiveis a invasao
destes patdogenos no seu organismo (DAVID, 1998; ANDRADE et al, 2015).

Nas ultimas décadas o numero de infecgdes oportunistas aumentou
consideravelmente entre pacientes imunocomprometidos, isto pode estd diretamente
relacionado com a evolugdo nos tratamentos de varias doengas; desta forma o uso prolongado
de antibidticos, antifingicos, anti-neopldsicos, imunossopressores, assim como o transplante
de 6rgdo e a sindrome da imununodeficiencia adquirida (AIDS) afetam o sistema imunoldgico
do paciente deixando-o mais suscetivel a infecgdes invasivas severas podendo até evoluir para
o obito (SOUZA, 2006; LAI et al, 2008; ALANGADEN, 2011).

Dentre os microrganismos comumente associados a infecgdes em humanos estdo as
bactérias Gram-positivas: estafilococos, estreptococos e enterococos; além das Gram-
negativas da familia FEnterobacteriaceae e alguns bastonetes ndo fermentadores
(FERNANDES, 2000). Entretanto, as infec¢des fungicas destacam-se como a quarta maior
causadoras de sepse entre pacientes internados na UTI, dentres os fungos os mais isolados
neste ambiente como agente etioldgico sao as leveduras do género Candida (FERNANDES,

2000).

2.4.1 Bacillus cereus

O grupo Bacillus cereus agrupa sete espécies de bactérias: B. cereus, B.
thuringiensis, B. anthracis, B. mycoides, B. pseudomycoides, B. weihenstephanensi ¢ B.
cytotoxicus (LECHNER et al, 1998; NAKAMURA, 1998; GUINEBRETIERE et al, 2013).
Geneticamente, essas espécies sao altamente similares, tanto que a hibridizagdo DNA-DNA e
a andlise das sequéncias RNAr 16s e 23s ndo foram suficientes para separar claramente as
espécies desse grupo (ASH et al, 1991; FRITZE, 2004).

Bacillus cereus sdo Gram-positivas, anaerobicas facultativas e formadoras de
endosporos resistentes a condicdes ambientais extremas como desidratracdo e altas
temperaturas, o que resulta em uma ampla distribuicdo da espécie nos diversos ambiente
como ar, solo, 4gua e material animal e vegetal (GRIFFITHS; SCHRAFT, 2017).

A espécie B. cereus ¢ considerada patogénica para o homem e outros animais, pois
pode causar intoxicacdes alimentares e infeccoes oportunistas (HENDRIKSEN et al, 2006;
LOGAN; DEVOS, 2009). E contaminante comum de alimentos e produtos alimentares
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processados, como carnes, vegetais, arroz, farindceos, formulas infantis, produtos lacteos,
dentre outros (CHAVES; PIRES; VIVON], 2011; CHAVES et al,, 2017).

Segundo Paiva (2009), B. cereus geralmente sao encontrados nos alimentos em
baixos niveis, menos de 10> UFC/g, os quais sdo considerados aceitaveis. No entanto, quando
ocorre falhas na conservacdo dos alimentos, estes microrganismos se multiplicam
significativamente com niveis acima de 105 UFC/g, causando doengas gastrointestinais como
sindrome diarreica e sindrome emética (PAIVA, 2009; GRIFFITHS; SCHRAFT, 2017).

Além das doengas gastrointestinais, B. cereus também pode causar
patologias oculares virulentas como conjuntivite, panoftalmite, ceratite, iridociclite e abscesso
orbital; e ainda pode ocasionar infecgdes oportunistas no trato respiratorio e infecgdes de
feridas (BOTTONE, 2010).

Bacillus cereus também estd presente no ambiente hospitalar, principalmente em
unidades de terapia intensiva, pois a utilizacdo de dispositivos invasivos nos pacientes como:
cateteres intravenosos € umbilicais, valvulas cardiacas, marca-passos e sondas urindrias
contribuiem para a formagdo de biofilmes que se aderem a esses dispositivos. A partir da
formacdo do biofilme, as células bacterianas sdo liberadas periodicamente na corrente

sanguinea, causando bacteremia (BOTTONE, 2010).

2.4.2 Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus ¢ uma bactéria Gram-positiva, anaerdbica facultativa, de
forma esférica, nao moével, ndo formadora de esporos e coagulase-positiva (GNANAMANI et
al, 2017). E altamente adptavel podendo ser encontradas na pele, mucosas, glandulas da pele,
solo, 4gua e ar; além disso € resistente a dessecc¢do, pois podem sobreviver em superficies
secas por um longo periodo e ainda sdo resistentes a altas concentragdes de sal (BITRUS et
al, 2018).

Segundo Ratti e Sousa (2009), S. aureus ¢ um comensal nasal que habita na
microbiota humana em aproximadamente 20 a 40% dos adultos saudaveis. No entanto, este
microrganismo oportunista ¢ frequentemente encontrado em infec¢des de comunidade, sendo
o agente etioldgico de diversas infecgdes em humanos e animais causando grandes impactos
na saude publica (LUZZAGO et al, 2014).

As doencas em humanos variam de infecgdes leves da pele e dos tecidos moles a

endocardite com risco de vida, abscesso superficial cutineo, intoxicagdo alimentar,
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osteomielite cronica, pneumonia ou bacteremia, que estdo associadas a morbidade e
mortalidade significativas (SHAW et al, 2004). Ja nos animais, S. aureus pode causar mastite
em vacas, botriomicose em cavalos, dermatite em caes, septicemia e artrite em aves (ZUNITA
et al, 2008; LUZZAGO et al, 2014).

Staphylococcus aureus foi reconhecido pela primeira vez como patdogeno humano ha
mais de 130 anos, apds ser isolado de abscessos supurativos. No entanto, em 1940 foram
relatados o desenvolvimento de resisténcia de S. aureus a penicilina através da producao da
penicilase, uma enzima hidrolisante (BASSET et a/, 2011). Atualmente, estima-se que mais
de 90% dos estafilococos isolados sdo produtores da penicilinase, ou seja, sdo resistentes a
penicilina (CRAFT et al, 2019).

Posteriormente, a meticilina comegou a ser utilizada como estratégia para o
tratamento de infec¢des causadas por S. aureus, entretanto apoés um ano de uso da droga, S.
aureus também adquiriu resisténcia a meticilina, nesse periodo foram descritas as primeiras
cepas de S. aureus resistentes a meticilina - MRSA (PURRELLO et al, 2011). Desse modo,
nos ultimos anos, os MRSA evoluiram tornando-se resistentes a multiplos farmacos, sendo

reconhecido como o principal causador de infecgdes hospitalares (DAVIES; DAVIES, 2010).

2.4.3 Staphylococcus epidermidis

Staphylococcus epidermidis ¢ uma bactéria Gram-positiva que faz parte da
microbiota natural humana, sdo encontradas principalmente na pele e mucosas como as axilas,
cabeca e narinas. Acredita-se que a colonizagdo de S. epidermidis nestas regides favorece a
saude do seu hospedeiro, uma vez que impede proliferacdo de outros microrganismos
patogénicos mais virulentos (OTTO, 2009; CHESSA et al, 2015).

Por outro lado, S. epidermidis apresenta um grande potencial patogénico, uma vez
que expressa varios fatores de viruléncia, sendo entdo descrito como um dos principais
agentes infeciosos de doengas relacionadas assisténcia a saude que envolvem dispositivos
médicos, como cateteres, proteses, sondas, dentre outros, através da formacgdo de biofilme
(NANVAR et al., 2014; CHESSA et al., 2015).

Estudos demonstram que essas infecgdes e consequentemente a formagao de biofilme
nos dispositivos médicos sdo causadas por cepas presentes na pele do proprio paciente; ou

ainda podem ser transmitidas através dos profissionais de saude que manipulam os
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dispositivos e acabam contaminando-o durante processo de inser¢do (OTTO, 2009;
NANVAR et al, 2014; CHESSA et al, 2015).

Além das doengas relacionadas a dispositivos médicos, S. epidermidis também pode
causar outras doencas como inflama¢do aguda ou cronica nos ossos (osteomielite), infegdes
de feridas, otite média, endoftalmite, meningite, infe¢des do trato urindrio € pneumonia
(ZIEBUHR et al, 2006; SOUSA, 2009). Estas doengas afetam principalmente pacientes
imunocomprometidos, recém-nascidos e pacientes que permanecem internados por muito

tempo (EIFF et al., 2001; EIFF et al., 2002; VUONG; OTTO, 2002).

2.4.4 Escherichia coli

Escherichia coli ¢ uma bactéria Gram-negativa, com formato de bastonete, anaerdbia
facultativa, oxidase negativa e fermentadora de carboidratos. Faz parte da familia
Enterobacteriaceae, uma vez que coloniza o intestino dos seres humanos e animais, nas
primeiras horas apds o nascimento e geralmente habita de forma harmdnica a microbiota
intestinal do seu hospedeiro (BOPP et al, 1999; KUHNERT et al, 2000).

Normalmente, E. coli ¢ mutualista, pois exerce uma relacdo benéfica com seus
hospedeiros, uma vez que suprime a coloniza¢do de bactérias patogé€nicas e além disso,
sintetiza diversas vitaminas em seu hospedeiro. No entanto, algumas cepas com genes de
viruléncia ou mesmo as cepas comensais podem causar doencas em hospedeiros
imunocomprometidos ou com a microbiota intestinal alterada, causando patologias como
diarreias inflamatéria e nao inflamatoria, sindrome hemolitico-urémica, infeccdo urindria,
meningite neonatal, pneumonia e até septicemia (NATARO; KAPER 1998; KAPER et al,
2004).

Segundo Liu et al, (2012), a diarreia ¢ uma das maiores causas de morbidades e
mortalidades em criangas menoress de cinco anos; estima-se que aproximadamente 10,5% das
mortes em criancas desta faixa etaria em 2010 foram causadas por diarreia. No entanto, esta
porcentagem pode ser ainda maior em paises subdesenvolvidos onde ndo h4 saneamento
basico adequado para as familias, uma vez que a transmissao de E. coli ocorre de forma fecal-
oral através da ingestdo de agua e alimentos contaminados (NATARO; KAPER 1998;
FISCHER et al, 2012).

As cepas patogénicas de E. coli, podem ser classificadas como extraintestinais ou

entéricas, os patotipos reconhecidos sdo E. coli enteropatogénica (EPEC), E. coli
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enterotoxigénica (ETEC), E. coli produtora de toxina shiga (STEC), E. coli
enterohemorragica (EHEC), E. coli enteroinvasora (EIEC), E. coli enteroagregativa (EAEC) e
E. coli de aderéncia difusa (DAEC). Esses sao diferenciados através de marcadores genéticos

de patogenicidade especificos (KAPER et al, 2004; MARKEY et al, 2013).

2.4.5 Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae ¢ uma bactéria Gram-negativa, anaerobias facultativas,
imdvel, com formato de bastonete e pertencente a familia Enterobacteriaceae (ADEOLO et al,
2016). Estao presentes em diferentes habitas como: plantas, solo, esgoto, aguas de superficies;
assim como em mucosa da nasofaringe e intestinal de humanos e animais podendo viver como
comensal ou um potencial patdgeno (KONEMAN et al, 2001; WYRES; HOLT, 2018).

Klebsiella pneumoniae foi descrita pela primeira vez como agente etiologico da
pneumonia em 1882 por Carl Friedlander e desde entdo vem sendo isolada como um dos
patogenos de infeccdes nosocomiais mais comuns do mundo e uma das principais bactérias
causadoras de sepse em neonatais (ZAIDI, 2005; PENDLETON, 2013; OKOMO, 2019).

As infeccgdes causadas por K. pneumoniae, geralmente sdo infec¢des oportunistas
associadas aos cuidados de saude (HAIs) em pacientes vulneraveis como € o caso dos recém-
nascidos, idosos, pacientes imunocomprometidos ou aqueles que sdao portadores de
dispositivos médicos. As patologias mais comuns sdo pneumonia, infec¢des de ferida, do trato
urinario e¢ bacteremia (PODSCHUN; ULLMANN, 1998; WYRES et al, 2020). Além das
infeccoes hospitalares, K. pneumoniae também pode causar infeccdes adquiridas na
comunidade (IAC) graves, como endoftalmite, pneumonia, fasceite necrotizante, abscesso

hepatico e nao hepatico e meningite (RUSSO; MARR, 2019).

2.4.6 Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa pertence a familia Pseudomonadacea, ¢ uma bactéria
Gram-negativa, com formato de bacilos, aerébia, ndo fermentadora de glicose, movel, de vida
livre, amplamente distribuida no ambiente, podendo ser encontrada em solo, plantas e agua
(TRABULSI; ALTERTHUM, 2004; PALLERONI, 2008).

E uma bactéria altamente adaptavel, pois consegue sobreviver a grandes variacdes de

temperatura e umidade, por isso ¢ uma das bactérias que apresenta grande diversidade
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ecoldgica, podendo ocupar os mais diversos nichos (TRABULSI; ALTERTHUM, 2004;
PALLERONI, 2008).

Pseudomonas aeruginosa ¢ considera uma bactéria oportunista que possui varios
fatores de viruléncia que podem causar diversas doengas ao homem, no entanto as doengas
afetam principalmente pacientes hospitalizados e pacientes com o sistema imunoldgico
comprometido. Entretanto, raramente P. aeruginosa causa doencas em seres humanos
satidaveis, estima-se que apenas 2 a 4% desses individuos foram infectados por essa bactéria
(TRABULSI; ALTERTHUM, 2004; KHALIFA et al, 2011; GELLATLY; HANCOCK, 2013;
ALHAZMI, 2015).

As doengas relacionadas a P. aeruginosa sdo infecgdoes oculares, auditivas,
cutaneas, urogenitais, pulmonares e bacteremias (GELLATLY; HANCOCK, 2013;
ALHAZMI, 2015). A disseminagdo e contaminagdo por essa bactéria em ambiente hospitalar
ocorre através do uso de aparelhos médicos tais como: nebulizadores, cateteres, endoscopios e
equipamentos de didlise (VALLET, 2003; ALHAZMI, 2015). Além disso, os objetos pessoais
dos profissionais da sdude que estdo em contato direto com o paciente, podem ser potenciais
reservatorios e vetores de P. aeruginosa (TESS et al, 1993; MCNEIL et al, 2001).

Segundo dados publicados pela ANVISA (2015), P. aeruginosa ¢ um dos patdgenos
mais isolados em ambientes hospitalares no mundo; neste contexto ¢ descrito como segundo
patogenos mais frequentemente isolado em pacientes com pneumonia associado a ventilzacao
mecanica nos Estados Unidos.

No Brasil, P. aeruginosa ocupa o 5° lugar do ranking dos microrganismos mais
1solados em pacientes internados na UTI. Com destaque para a regido Norte do Brasil, onde
P. aeruginosa é relatada como o segundo patdégeno mais notificados como agentes etiologicos
de infec¢des primaria de corrente sanguinea confirmada laboratorialmente - IPCSL; no
entanto, estima-se que o numero de pacientes infectados seja ainda maior, uma vez que 0s
casos nesta regido sao subnotificados ou as informacdes sao escassas quando comparadas ao

restante dos estados brasileiros (ANVISA, 2015).

2.4.7 Aspergillus niger

Aspergillus niger foi descrito pela primeira vez por Van Tieghen em 1867, ¢ um

fungo filamentoso que se reproduz assexuadamente (anamorfo) através da produgdo continua

e dispersdo cosmopolita de conidios. Sdo fungos de vida livre que podem ser encontrados
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principalmente no solo e decompondo a matéria organica vegetal viva ou morta (SCHUSTER
et al, 2002; MARTINS et al, 2005; BENNETT, 2010).

Aspergillus niger ¢ amplamente utilizado nas industrias de fermentacao para
producdo de acidos organicos, principalmente o acido citrico que ¢ muito utilizado nas
industrias farmacéuticas e alimenticias para a producdo de medicamentos e alimentos,
respectivamente (PEL et al, 2007). Além disso, 4. niger também produz diversas enzimas
como as amilases, lipases, celulases, xilanases e proteases, amplamente utilizadas nas
industrias em processos biotecnoldgicos (BASU et al., 2007; PEL et al, 2007).

Por outro lado, 4. niger esta entre as espécies do género Aspergillus descritas como
causadoras da aspergilose; uma infec¢ao oportunista que afeta o sistema respiratorio dos seres
humanos e animais, podendo se disseminar para outros 6rgaos € em caso mais graves pode
levar o paciente a morte (STEVENS, 2001).

As infecgdes causadas por A. niger, ocorrem principalmente através da inalacao dos
conidios por individuos imunodeficientes; dessa forma as principais doengas relacionadas a
este fungo sdo: aspergiloma, doenca bronquica superficial, a alveolite alérgica extrinseca,
doenca broncopulmonar alérgica, sinusite, otite, endoftalmite e endocardite em valva protética
(BARNES; MARR, 2006; LAI et al, 2008; O’GORMAN, 2011; BEISSWENGER et al,
2012).

2.4.8 Candida albicans

Candida albicans ¢ um fungo leveduriforme, diploide e dimdrfico, normalmente
habitam de forma comensal a microbiota da pele, cavidade oral e na mucosa dos tratos
gastrointestinal e genitourinario dos seres humanos; podem ser adquiridas durante o parto na
passagem do feto pelo canal vaginal da mae. No entanto, quando ocorre um desequilibrio na
relagdo agente-hospedeiro, esta levedura pode causar doengas, por isso sdo consideradas
como patogenos oportunistas (OSTROSKY-ZEICHNER; PAPPAS, 2006; SANTOS et al,
2006).

Leveduras do género Candida s3ao causadoras da candidiase, uma infec¢do
oportunista que afeta a mucosas oral e/ou vaginal, podendo evoluir para a candidemia, uma
infec¢do sistemicamente na corrente sanguinea que afeta outros o6rgdos. Estima-se que 50%

das infeccgoes totais de candidiase seja causada pela espécie C. albicans, seguido das espécies
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ndo-albicans: C. glabrata, C. parapsilosis ¢ C. tropicalis. (CASTON-OSORIO; RIVERO;
TORRES-CISNERO, 2008; WEINDL et al, 2010; ALANGADEN, 2011).

As infecg¢des causadas por Candida spp. estao associadas a infecgdes nosocomiais, pois
sdo as maiores causadoras de infec¢des flingicas em ambiente hospitalar, gerando um desafio
para a sobrevivéncia de pacientes com doengas graves ou pacientes em pos-operatdrio; dentre
as espécies de Candida, observar-se que C. albicans ¢ predominante nas infec¢des nas
unidades hospitalares de pacientes queimados (BRASIL, 2004).

As apresentagdes clinicas das doengas mucocutanea por Candida spp., mais conhecida
como candidiase oral, ocorrem de diferentes formas de acordo com a cronicidade da doenga:
candidiase pseudomembranosa aguda, candidiase atrdofica cronica, ueilite angular, candidiase
hiperplastica cronica e candidiase mucocutanea cronica (WEINDL et al, 2010).

A candidiase vulvovaginal foi descrita pela primeira vez por JS Wilkinson em 1949
como um processo infeccioso e/ou inflamatoério da vulva e vagina, ocorre pelo menos uma vez
na vida de 75% das mulheres (KIM; SUDBERY, 2011). Esta infec¢do tem como principal
agente etiologico a C. albicans com 80 a 90% das descri¢des dos casos, o restante ¢ causado
por espécies de Candida nao-albicans (ZIARRUSTA, 2002; HOLANDA et al, 2007,
CORREA et al., 2009).

2.5 RESISTENCIA ANTIMICROBIANA

A descoberta dos antibioticos foi um marco revolucionario no tratamento de doengas
infeciosas de origem bacteriana, pois reduziu substancialmente o niimero de morbidade e
mortalidade dos seres humanos e animais (PAPHITOU, 2013). Os antibidticos sao
medicamentos com ac¢do bactericida ou bacteriostatica que agem contra microrganismos
patogénicos ao homem, animais e plantas (TAKAHASHI; LUCAS, 2008; FARHA; BROWN,
2016).

Por outro lado, as bactérias sdo organismos altamente adaptativos ao ambiente, desse
modo o mecanismo de resisténcia ¢ uma consequéncia natural para a sobrevivéncia e
perpetuacdo das espécies, mas o uso inadequado destes medicamentos tem acelerado
drasticamanete esse processo (PAPHITOU, 2013; LOUREIRO et al, 2016).

Antigamente acreditava-se que a resisténcia bacteriana ocorria somente no ambiente
hospitalar, no entanto hoje sabe-se que o uso extensivo e indiscriminado de antibidticos na

medicina, na veterindria, na agricultura e na pecudria sdo fatores que corroboram com o
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aumento da resisténcia bacteriana as drogas disponiveis no mercado, tornando-se um dos
maiores problemas de satde publica em todo o mundo (GUMBO, 2012).

Os mecanismos de resisténcia bacteriana aos antibidticos podem acontecer de
diferentes formas: 1) Alteragdo ou destruicdo do antibidtico por enzimas espécificas, como ¢
caso das B-lactamases que tem como alvo os agentes B-lactimicos; 2) Redugdo da
permeabilidade celular ao antibidtico ou bombas de efluxo dos antibidticos, pois ambos
evitam a acumulacdo do farmaco no interior das células bactérias; 3) Alteracdes nas
moléculas alvo dos antibiodticos, como acontece com as bactérias do género Enterococcus que
apresentam resisténcia intrinseca as cefalosporinas; 4) Produg¢do de moléculas alvo
alternativas que nao sao inibidas pelo antibiotico ( HAWKEY, 1998; FORBES et al, 2007).

Com relagdo a resisténcia fingica, Snelders (2008) afirmou que esse processo ocorre
quando ha a exposicdo prolongada de fungos aos compostos azolicos em ambiente hospitalar
ou agricolas. Dentre os fungos, Candida spp. foi descrito como o principal género isolado de
infeccoes em humanos que apresentaram aumento na resisténcia a antiflingicos,
principalmente a compostos azolicos (DA COSTA et al, 2009; PAM et al, 2012;
MALDONADO et al, 2014; NEVES-JUNIOR et al, 2015). Uma vez que, estes antifngicos,
principalmente o fluconazol, sdo os mais utilizados na preven¢do e no tratamento de infecgdes
causadas por Candida spp. e isso pode ter ocasionado o aumento da resisténcia fingica a
esses farmacos (SILVA et al, 2013b; SULEYMAN; ALANGADEN, 2016).

A resisténcia antimicrobiana gera consequéncias clinicas como o aumento de
doengas infecciosas ja estabelecidas e emergentes, uma vez que muitas linhagens evoluiram
para forma multirresitentes e estdo associadas a infec¢des nasocomiais graves, dificeis de
combater (GUMBO, 2012). Além disso, hd também as consequéncias econdmicas, pois, as
opcoes terapéuticas para esses microrganismos resistentes sdo limitadas ou até indisponiveis o
que gera uma permanencia prolongada do paciente no hospital aumentando
consideravelmente os custos dos cuidados de saude (PAPHITOU, 2013; LOUREIRO et al,
2016).

2.6 METABOLITOS SECUNDARIOS E A ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE
Trichoderma spp.

Os metabdlitos secundarios sdo substancias bioativas de origem natural, com baixo

peso molecular, sintetizadas na fase estacionaria sob condic¢des especificas (SPECIAN et al,
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2014). No meio ambiente a sintese metabdlica estd relacionada com os fatores bidticos e
abidticos e para o cultivo em laboratorio, os parametros como tempo, temperatura, pH e
nutrientes podem influenciar na produgao destes metabolitos (SPECIAN et al, 2014).

Dentre os organismos produtores de subtancias bioativas, os fungos tém se
destacado, justamente por serem produtores efetivos de metabolitos secundarios de interesse
industrial, além de serem fonte renovavel de obtencdo dessas substancias (CRAGG et al,
2012).

Os metabolitos secundarios de origem flingica apresentam atividades bioativas:
antitumorais, antifingicas, citotoxicas, antivirais, imunossupressoras, antiparasitarias,
antibidticas, entre outras. Nesse sentido, os metabdlitos com agdao antimicrobiana tém sido
amplamente pesquisados, com o intuito de desenvolver novos farmacos eficazes no
tratamento de doengas infeciosas (SILVA, 2014; SPECIAN et al, 2014).

Trichoderma spp. produz uma gama de metabdlitos secundarios, como pironas,
terpenos, esteroides, gliotoxinas, gliovirinas, peptaibols e outros, alguns dos quais tém
relevancia médica e biotecnoldgica (SCHUSTER; SCHMOLL, 2010; MUKHERIJEE et al,
2013). Nos ultimos tempos, Trichoderma spp. t€ém sido amplamente estudados como agentes
antimicrobianos contra fitopatégenos e patdégenos, podendo ser uma alternativa para a
descoberta de novas moléculas ou substancias de interesse farmacéutico (FARHA; BROWN,
2016).

Nesse sentido, Garbin (2011) isolou fungos endofiticos e epifiticos da palmeira
jucara (Euterpe edulis MARTIUS 1824) e realizou testes antimicrobianos contra os seguintes
patogenos: E. coli (ATCC 25922), S. aureus (ATCC 25923), P. aeruginosa (ATCC 27853),
MRSA (S. aureus metilcilina aminoglicosideo resistente) e C. albicans (ATCC 10231).
Trichoderma sp., quando cultivado em BDA, inibiu o crescimento somente de S. aureus,
apresentando halo de inibicdo de 8 a 10 mm e, quando cultivado em Sabouroud, inibiu S.
aureus € E. coli com halo de inibi¢do de 6 a 10 mm. Além disso, inibiu uma cepa de S. aureus
MRSA com os dois meios testados, apresentando halo de inibigao de 12 a 16 mm.

Moreira (2013) isolou Trichoderma sp. (UFMGCB 8203) de folhas de Araucaria
angustifolia e realizou extragdo etandlica a partir do cultivo em meio BDA. Posteriormente, a
atividade antimicrobiana dos extratos etandlicos foram testados quanto os patogenos: S.
aureus (ATCC 12600), E. coli (ATCC, 11775), P. aeruginosa (ATCC 10145), C. albicans
(ATCC 60193), C. krusei (ATCC 6258) e C. sphaerospermum (CCT 1740). Os resultados
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obtidos mostraram a inibi¢do no crescimento contra S. aureus e E. coli, bem como contra o
fungo C. sphaerospermum.

Pires et al. (2015) testaram o potencial antibacteriano de fungos endofiticos isolados
dos cactos da Floresta Tropical Seca brasileira (Caatinga) contra bactérias patogénicas ao
homem. Dentre os fungos isolados, 7. longibrachiatum Rifai inibiu sete dos dez patdgenos
testados: S. aureus Rosenbach (UFPEDAOQ2), Mycobacterium smegmatis (Trevisan) Lehmann
& Neumann (UFPEDAT71), E. faecalis (Andrewes & Horder) Schleifer & Kilpper-Bélz
(UFPEDA138), B. subtilis (Ehrenberg) Cohn (UFPEDARS86), Micrococcus luteus
(UFPEDA100), Salmonella enteritidis (UFPEDA414) e uma cepa multirresistente de S.
aureus (UFPEDA 663).

Portando, os estudos acima citados evidenciam o potencial de Trichoderma spp.
como fonte promissora para a descoberta de novas moléculas ou substancias para o tratamento

efetivo de doengas infecciosas de origem bacteriana e fungica.
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3 OBJETIVOS

3.1 GERAL

Analisar in vitro a atividade antimicrobiana de Trichoderma spp. contra fungos e

bactérias de importancia médica.

3.2 ESPECIFICOS

Avaliar qualitativamente a atividade antimicrobiana das linhagens de Trichoderma

através do método do bloco de gelose por difusao em agar;

Identificar a concentragdo minima inibitéria dos extratos metabdlicos de
Trichoderma spp. contra bactérias Gram-positivas, Gram-negativas, levedura e fungo

filamentoso;

Identificar a concentrag@o bactericida minima e a concentracdo fungicida minima dos

extratos metabolicos de Trichoderma spp.;

Avaliar o grau de toxicidade dos extratos metabolicos de Trichoderma em nauplios

de Artemia salina e identificar a CLs,dos extratos.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Microrganismos

4.1.1 Selecao, reativacao e manutencao das culturas de Trichoderma

Foram utilizadas seis linhagens de Trichoderma spp. (TABELA 1), selecionadas em
testes anteriores, obtidas da Colecao de Fungos da Amazoénia — CFAM, pertencente a Colegao
Biologica do Instituto Lednidas e Maria Deane - Fiocruz Amazonia.

Os fungos foram reativados em meio solido Batata, Dextrose e Agar - BDA (TABELA
2), pH 5,0 e incubados a 28 °C, sem luminosidade, durante oito dias. Este protocolo, também,

foi utilizado para a manutenc¢do das culturas durante a realizagdo dos experimentos.

Tabela 1 - Linhagens de Trichoderma selecionadas para a avaliagdo da atividade antimicrobiana

5 .
Espécie N® de registro Local de isolamento

da cultura
Trichoderma crassum CFAM 0235 *Solo CIGS — Manaus/AM
Trichoderma sp. CFAM 0767 Solo CIGS — Manaus/AM
Trichoderma sp. CFAM 0837 Solo CIGS — Manaus/Am
Trichoderma harzianum CFAM 1172 **Solo Reserva Mamiraud - Tefé/AM
Trichoderma virens CFAM 1376 Agua Municipio Rural do Lago do Limio — Iranduba /AM
Trichoderma virens CFAM 1379 Agua Municipio Rural do Lago do Limao — Iranduba /AM

Nota: *CIGS: Centro de Instru¢cdo de Guerra na Selva ** Reserva de Desenvolvimento Sustentavel Mamiraua

Tabela 2 - Formulacao do meio BDA

Quantidade/volume (g/L) Componentes
200 g Batata portuguesa
20 g Dextrose (Kasvi)
20g Agar (Kasvi)
1L Agua destilada

4.1.2 Selegdo, reativacdo e manutencao das culturas de bactérias e fungos

Nos testes bioldgicos foram utilizadas seis bactérias, sendo trés Gram-positivas e trés
Gram-negativas, uma espécie de levedura e uma espécie de fungo filamentoso (TABELA 3).
As bactérias foram acessadas da Colecdo de Bactérias da Amazonia — CBAM e os fungos
foram obtidos da Colecdo de Fungos da Amazdénia — CFAM, ambos pertencente a Colegao

Biologica do Instituto Lednidas e Maria Deane - Fiocruz Amazonia.
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As bactérias foram reativadas em meio sintético Agar Mueller-Hinton - AMH
(Merck), pH 5,0 e incubadas na Demanda Bioquimica de Oxigénio - BOD a 37 °C, por 24h.
A levedura foi cultivada em Agar Saboraud - SAB (TABELA 4), pH 5,6 e incubada a 28 °C,
por 48h, o fungo filamentoso foi cultivado em BDA, pH 5,0 e incubado a 28 °C durante oito
dias. Essas condi¢des de cultivo foram utilizadas para a manutencdo dos microrganismos

durante os experimentos.

Tabela 3 - Microrganismos selecionados para a realizag@o dos testes antimicrobianos

N° de registro

Microrganismo Espécie Local de isolamento
da cultura
Bacillus cereus CBAM 0549 Ambiente (solo)
Bactérias Gram-positivas Staphylococcus aureus CBAM 0629 Amostra clinica
Staphylococcus epidermidis CBAM 0614 Amostra clinica
Escherichia coli CBAM 0001 Amostra clinica
Bactérias Gram-negativas Pseudomonas aeruginosa CBAM 0665 Ambiente (agua)
Klebsiella pneumoniae CBAM 0672 Amostra clinica
Levedura Candida albicans CFAM 1186 Amostra clinica
Fungo filamentoso Aspergillus niger CFAM 050 Ambiente (solo)
Tabela 4 - Formulag¢do do meio SAB
Quantidade/volume (g/L) Componentes
30g Dextrose (Kasvi)
20g Peptona (Fisher Scientific)
15¢g Agar (Kasvi)
1L Agua destilada

4.2 Avaliacao da atividade antimicrobiana em meio sélido

A avaliagdao da atividade antimicrobiana das linhagens de Trichoderma foi realizada
primeiramente em meio solido pelo método do bloco de gelose por difusdo em agar, segundo

as descri¢des de Ichikawa et al, (1971) e Teixeira et al, (2011).

4.2.1 Cultivo dos microrganismos

4.2.1.1 Trichoderma

Inicialmente as linhagens de Trichoderma (CFAM 0235, CFAM 0767, CFAM 0837,
CFAM 1172, CFAM 1376 e CFAM 1379) descritas na Tabela 1, foram cultivadas em meio

BDA, sem luminosidade, a 28 °C, durante oito dias.
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4.2.1.2 Cultivo de Aspergillus niger em meio solido e padronizagdo do indculo

A linhagem de A. niger (CFAM 050) foi cultivada em meio sélido seguindo o mesmo
protocolo utilizado no cultivo de Trichoderma, no entanto apds o periodo de incubagdo foram
adicionados 10 mL da solucao esterilizada de dgua destilada e glicerol 10% na placa de Petri
formando uma suspensao de micélio e esporos. Em seguida, esta suspensdo foi colocada em
tubo tipo Falcon, homogeneizada em agitador de tubos voértex e posteriormente levada para
contagem de células em camara de Neubauer para que fossem realizadas as padronizac¢des dos

inoculos de A. niger (1,0 x 103 esporos/mL).

4.2.1.3 Cultivo da levedura, das bactérias e padronizacao dos indculos

A linhagem de C. albicans (CFAM 1186) foi cultiva em meio SAB e incubada sem
luminosidade a 28 °C, por 48h. As linhagens de bactérias (CBAM 0001, CBAM 0549, CBAM
0614, CBAM 0629, CBAM 0665 e CBAM 0672) descritas na tabela 3, foram semeadas em
placas de Petri contendo o meio AMH e incubadas na BOD, sem luminosidade, a 37 °C,
durante 24h.

Apos os respectivos periodos de incubag¢do dos microrganismos supracitados foram
preparadas as suspensoes celulares, para isto foram retiradas com a alca de platina, coldnias
isoladas de cada cultura e adicionadas em tubos de ensaio contendo solucao salina 0,85%
previamente esterilizada.

Em seguida, foram medidas as densidades Opticas das suspensodes celulares, através da
leitura em espectrofotometro (Biospecto) com comprimento de onda a 625 nm para as
bactérias e 530 nm para a levedura, com um valor de absorbancia compreendido entre 0,08 —
0,1 (bactérias) e 0,12 — 0,15 (levedura), cuja turbidez era semelhante a coluna 0,5 da escala de
McFarland o que correspondente a 1,5 x 108 Unidade Formadora de Colonia (UFC/mL) para
bactérias € 2,0 x 10 UFC/mL para levedura (BONA et al, 2016).

4.2.2 Teste do Bloco de gelose
Ap6s a padronizacdo das suspensdes celulares, foram retirados 150 pl. de cada

suspensdo celular e inoculados com auxilio de cotonetes na superficie da placa de Petri com

os seguintes meios de cultura: AMH (bactérias), SAB (C. albicans) e BDA (A. niger). Nesses
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cultivos foram sobrepostos trés discos com = 8§ mm de didmetros retirados da area central das
culturas de Trichoderma crescidas em BDA. Em seguida, as placas cultivadas foram
incubadas na BOD a 37 °C por 24h para o crescimento das bactérias, 28 °C por 48h para C.
albicans e 28 °C por oito dias para A. niger (FIGURA 3).

O controle positivo foi realizado com a aplicacdo de discos de papel de filtro contendo
Cloranfenicol e Itraconazol (5 mg/ mL) no centro das placas e o controle do meio de cultivo

foi realizado inoculando-se somente blocos de agar de BDA sobre os microrganismos

testados.
Cultura de Trichoderma
r\ (8 dias de crescimento)
—— Semeadas em meio sdlido
(AMH/SAB/BDA)
Leitura dos resultados (halos):
24 h para bactérias
- 48 h para C. albicans
8 dias para A. niger
. . ) O Discos com micélio de Trichoderma spp. (triplicata)
Suspensdo de bactérias (1,5 x 10° UFC/mL)—24 h " )
Suspensio de C. albicans (2,0 x 105 UFC/mL— 48 h @ Controle positivo: Cloranfenicol/ Itraconazol (5 mg/mL)

Suspens8o de A niger (1,0 x 10° esporos/mL) — 8 dias © Controle negativo: disco com agar

Figura 3 — Esquema da metodologia utilizada no teste do bloco de gelose
Fonte: A autora (2020).

A avaliagdo da atividade antimicrobiana foi feita de forma qualitativa com intuito de
selecionar linhagens bioativas que apresentassem atividade antimicrobiana contra os
microrganismos testados. Desta forma, a leitura do resultado foi feita com base na presenca
ou auséncia de halos de inibi¢ao e a medicao dos mesmos foram realizadas com auxilio de um
paquimetro digital (mm). As médias aritméticas das triplicatas foram analisadas no programa
Microsoft Office Excel 2013. A interpreta¢do dos resultados foi realizada de acordo com a

Tabela 5, seguindo as descri¢des de Ergorv (1994 apud SADYKOVA et al, 2015, p. 356).

Tabela 5 - Classificagdo do grau de sensibilidade de acordo com as médias dos halos de inibi¢cao do teste do
bloco de gelose

Tamanho do halo de inibi¢cio (mm) Grau de sensibilidade
0 Auséncia de sensibilidade
1-12 Baixa sensibilidade
13-29 Média sensibilidade

>3( Alta sensibilidade




40

4.3 Cultivo de Trichoderma spp. em meio liquido

A partir dos resultados do bloco de gelose foram selecionadas e cultivadas em meio
liquido, trés linhagens de Trichoderma (CFAM 0235, CFAM 0767 e CFAM 1172) para a
obtecdo dos extratos metabodlicos.

Primeiramente os fungos foram inoculados em placas de Petri contendo meio BDA e
incubados sem luminosidade a 28 °C, durante oito dias. Apds esse periodo foi realizada a
padronizagdo dos in6culos em 1,0 x 10° esporos/mL através da contagem de células na
camara de Neubauer.

Os indculos foram adicionados em dez Erlenmeyers de 250 mL contendo 100 mL de
meio de cultivo Batata, Dextrose - BD modificado com a adi¢ao do Extrato de levedura
(TABELA 6) e meio Farelo de Trigo - FT (TABELA 7), totalizando 1000 mL de cultivo de

cada fungo nos meios de cultivo.

Tabela 6 - Formulagdo do meio BD modificado com a adi¢ao do extrato de levedura

Quantidade/volume (g/L) Componentes
200 g Batata portuguesa
20g Dextrose (Kasvi)
2g Extrato de levedura (Becton Dickinson)
1L Agua destilada

Tabela 7 - Formulacdo do meio FT*

Quantidade/volume (g/L) Componentes
60 g Farelo de trigo tipo grosso
20g Dextrose (Kasvi)
1L Agua destilada

*(Oliveira, 2019).

Os Erlenmeyers com as culturas de fungos foram incubados em agitador orbital com
agitacdo continua de 150 rpm, a 28 °C, durante dez dias (TABELA 8). O controle do meio de

cultivo foi feito com os Erlenmeyers contendo somente os meios de cultivo.

Tabela 8 - Condicdes utilizadas no cultivo submerso das trés linhagens de Trichoderma selecionadas para a
obtencdo dos extratos metabolicos

Temperatura Velocidade de

Meio de cultura pH °C) Tempo Luminosidade agitacio (rpm)

BD 5,0 28 10 dias Auséncia de luz 150
FT 5,0 28 10 dias Auséncia de luz 150
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4.4 Obtencao dos extratos metabdlicos de Trichoderma spp.

4.4.1 Separagao da biomassa micelial do meio de cultura fermentado

Apo6s o cultivo submerso foi realizada a filtracdo a vacuo das culturas, para realizar a
separacdo da biomassa micelial do meio de cultura fermentado. Para isso, foi utilizado um
sistema de filtracdo a vacuo (Membrana PES 0,22 um — Kasvi) acoplado a bomba de sucgdo a
vacuo.

A biomassa micelial foi mantida em estufa de secagem analdgica a 30 °C até a
secagem completa dos micélios que durou aproximadamente quatro dias, enquanto que com o
caldo de cultivo foi realizada a extragdo quimica empregando a técnica de Parti¢do liquido-

liquido — PLL utilizando o solvente Acetato de Etila 100% (AcOEt) Synth®.
4.4.2 Extragdo quimica dos metabolitos intracelulares

Apos a obtencdo da biomassa do micélio seco, este foi pesado em balanca analitica
para saber o rendimento micelial de cada cultura, em seguida foram macerados em almofariz
e colocados em Erlenmeyes de 250 mL. Para cada miligrama de micélio foram adicionados 10
mL do solvente AcOEt, os quais ficaram extraindo de forma estatica na capela de exaustdo de
gases durante 96 horas, seguido de banho ultrassom (UNIQUE, modelo USC-2800, 40 Hz)
por 20 minutos.

A seguir, foi realizada a filtragdo simples utilizando funil de Biichner de porcelana e
papel filtro (Quanty), assim a fase organica foi adicionada em tubos de vidro, previamente
pesados, e apOs a evaporagdo completa do solvente na capela de exaustdo de gases, os
extratos metabodlicos obtidos foram pesados e acondionados em geladeira até a realizagdo dos
testes biologicos.

O célculo do rendimento dos extratos proveniente do micélio seco foi realizado de

acordo com a Equagdo 1:

m2
Rendimento do extrato (%) = ol H]D[{
m

Onde: m2: massa do extrato (g)
ml: massa do micélio seco (g)



42

4.4.3 Extragdo quimica dos metabolitos extracelulares de Trichoderma spp.

Os metabolitos extracelulares foram extraidos do meio de cultivo fermentado, através
da PLL utilizando o solvente AcOEt. Primeiramente, o volume do meio fermentado foi
medido com auxilio de uma proveta, com intuito de saber o rendimento da amosta e
consequentemente o volume de solvente utilizado em cada particao (v:v). Foram realizadas
duas extracoes no funil de separacdo em cada cultura de Trichoderma, a seguir a fase aquosa
foi descartada e a fase orgénica com AcOEt foi concentrada no evaporador rotativo a pressao
reduzida a 60 rpm com temperatura de 30 °C, seguido de secagem completa do solvente na
capela de exaustdo de gases. ApOs secos, os extratos foram pesados para saber os rendimentos
e acondionados em geladeira até a utilizagao nos testes biologicos.

As estapas realizadas para a obten¢do dos extratos metabolicos das linhagens de

Trichoderma constam a seguir na figura 4.



Trichoderma spp.
(Cultivo submerso)

Filtrag¢do a vacuo

(BD e FT)

Biomassa Micelial

Secagem completa
dos micélios

Extracdo quimica
(AcOEY)

Caldo de cultivo

Particao liquido-
liquido (PLL)

Acetato de Etila

(AcOEt)

Concentragao dos
extratos
(Capela de exaustao)

Fase aquosa
(Descartada) (AcOEY)

Fase organica

Concentragao dos
extratos
(Rotaevaporador)

Pesados para
identificar o
rendimento

Acondicionados na
geladeira

Figura 4 - Fluxograma representando a obtencao dos extratos metabdlicos de Trichoderma spp. apds
o cultivo submerso nos meios BD e FT

Fonte: A autora (2020).
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4.5 Concentrancio Minima Inibitéria-CMI

A CMI foi determinada pelo método de microdiluicao, seguindo as recomendagdes do
Clinical and Laboratory Standards Institute - CLSI (2012), documento MO07-A9, com
adaptacdes para realizacdo do teste com a levedura utilizando o meio SAB e da leitura dos
resultados em espectrofotdmetro de microplacas (Bio Rad iMark™) com valor de absorbancia

0,05.

4.5.1 Teste da CMI em microplacas de 96 pogos

Os doze extratos de Trichoderma spp. obtidos do cultivo submerso foram pesados e
solubilizados em Dimetilsulféxido (DMSO) 5% na concentracdo de 4 mg.mL-!, assim ao
inocular-se 100 pL. do extrato nos pocos da linha A, a concentacdo inicial dos testes foi de 2
mg/mL.

Nas microplacas de 96 pogos, foram adicionados 100 pL. de caldo Mueller-Hinton para
bactérias ou 100 pL caldo Saboraud para a levedura em todos os pogos da linha A até G, em
seguida foram adicionados 100 puL dos extatos em quadruplicata, pois um pogo ¢ referente ao
branco de cada concentracao (coluna 1, 5 € 9) e trés pogos sdo referentes ao teste (colunas 2-

4, 6-8, 10-12) (TABELA 9 e FIGURA 5).

Tabela 9 — Esquema utilizado para o preenchimento das microplacas para o teste da concentragdo minima
inibitoria.

Contro-
Branco Branco Controle Branco Contole  Controle l.e .
Teste Controle .. . Positivo
teste Solvente  Solvente .. positivo  Negativo .
positivo Meio de
cultura
(uL)
Caldo MH /
Caldo SAB 120 100 70 50 70 50 100 120
Extratos 100" 100" - - - - - -
Microrganismo - 20 - 20 - 20 20 -
DMSO 5% - - 50 50 - - - -
Clorafenicol/ ) ) i i 50 50 i i
Itraconazol

Fote: A autora (2020).

Nota: *Os extratos foram adicionados apenas na linha A em quadruplicata (um pogo referente ao branco e trés
pogos-teste). Em seguida, foram realizadas dilui¢des seriadas, transferindo-se 100 uL da linha A para a linha B ¢
assim sucessivamente até alcangar a linha G, totalizando um volume de 120 pL. em cada pogo.
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Branco extrato 1

/_Z Pogos teste do extrato 1 (triplicata)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12

2,00 mg/mL A
1,00 mg/mL C B
0,50 mg/mL C ¢
0,25 mg/mL c D O Extrato 1
0,12 mg/mlL . () extrato 2
0,06 mg/mL C " O Extrato 3

C O Controle +
0,03 mg/mL

G O Controle -
O Controle de crescimento

Figura 5 — Método de inoculagao utilizado para determinac¢do da concentracdo minima inibitéria — CMI
dos extatos de Trichodema spp.
Fonte: A autora (2020).

Apos isso, foram realizadas diluigdes seriadas, transferindo-se 100 pL. da linha A para
a linha B e assim sucessivamente até alcangar a linha G, assim totalizando as sete dilui¢des
testadas: 2,00, 1,00, 0,50, 0,25, 0,12, 0,06 ¢ 0,03 mg/mL. Os 100 puL retirados da linha G,
foram descartados, pois a linha H foi utilizada para os controles, sendo realizado o controle
positivo com cloranfenicol 30 pg/mL ou Itraconazol 30 pg/mL, o controle negativo com
solvente DMSO 5% e controle de crescimento do microrganismo com caldo Mueller-Hinton
ou caldo Saboraud.

Nos pogos-teste foram inoculados 20 pL. da suspensao celular dos microrganismos
preparadas conforme as descricdes do tépico 4.2.1.3, no entanto apds o procedimento
descrito, foi realizada uma nova diluicdo em caldo Mueller-Hinton/Caldo Saboraud até que
fosse alcangada a concentragdo 2,5 x 10® UFC/mL. Portanto, ao inocular-se 20 pL da
suspensdo no pogo-teste a concentragdo de microrganismo foi de 5 x 10* UFC/pogo, que € a
concentragdo indicada pelo CLSI.

As microplacas foram incubadas a 37 °C por 24 h para as bactérias e 28 °C por 48 h
para levedura e apds esse periodo foi realizada a leitura de absorbancia 0,05 em
espectrofotometro Bio Rad iMark™ com comprimento de onda de 595 nm.

A CMI foi determinada como a menor concentragdo do extrato fingico capaz de inibir

o crescimento visivel do microrganismo testado.
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4.6 Concentracio bactericida minima (CBM) e concentracio fungicida minima (CFM)

Os bioensaios para a determinagdo da CBM e a CFM foram realizados em triplicata,
segundo as descri¢des de Santurio et al, (2007) e Bona et al, (2014).

Foram retiradas aliquotas de 10 puLL dos pocos em que ndo apresentaram crescimento
microbiano no teste da CMI, de acordo com os resultados da leitura espectrofotométrica, e
inoculadas nas placas de Petri contendo meio agar Mueller-Hinton ou Saboraud, em seguida
as placas foram incubadas a 37 °C por 24 h para as bactérias e 28 °C por 48 h para a levedura.

Apos o periodo, nas placas onde houve crescimento visivel do microorganismo sobre o
agar Mueller-Hinton/Saboraud, o extrato foi considerado bacteriostatico/fungistatico e
naquelas onde ndo houve crescimento microbiano aparente, o extrato foi considerado
bactericida/fungicida. Logo, a CBM e a CFM foram consideradas como a menor concentracao

dos extratos de Trichoderma spp. que apresentaram agao bactericida/fungicida.

4.7 Teste de toxicidade com larvas de Artemia salina

4.7.1 Cultivo de Artemia salina

Para o cultivo dos microcrustaceos foi inicialmente preparada, em um baldo de fundo
chato, 500 mL de solugdo salina (sal marinho ndo-iodado — Tropic Marin® - 35,5 g) com pH
8,5. A seguir, foram adicionados 50 mg de cistos de A. salina e incubados a 25 °C £ 2 com
aeracdo e iluminagdo constantes durante 24h, para que houvesse a eclosao das larvas

(nauplios).

4.7.2 Preparo das solucdes estoque dos extratos e do controle positivo

Para o preparo das solucdes estoque dos extratos metabdlicos de Trichoderma spp.
foram pesados, em balanca analitica, 0,05 g de cada extrato, os quais foram solubilizados em
0,05 mL de Tween 80 (polissorbato), em seguida foram adicionados 9,9 mL de solugdo
fisiologica a 0,9%, totalizando 10 mL de solugdo estoque para cada extrato.

O controle positivo consistiu na solugdao de 0,05 mL de Tween 80 e 9,9 mL de solugdo

fisiologica a 0,9%.
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4.7.3 Bioensaio

Nas linhas A-D da coluna 1 das microplacas de 24 pocos, foram adicionados os
controles positivos de cada extrato, onde foram adicionados 2 mL de solucao salina e 200 pL
da solucao controle. Nas linhas A-D das colunas 2-6 foram os pogos-teste, nestes foram
adicionados 2 mL de solucao salina e 200 uL da solucdo estoque dos extratos com a

concentragdo inicial de 700 pg/mL (FIGURA 6).

r Pogos-teste (quintuplicata)

( \

Controle

= =]
OO OO Ny
O
g
'ﬂ_J.
(=]
s

/

Figura 6 — Método de inoculacdo utilizado para determinar a Concentragdo letal média - CL50
dos extratos de Trichoderma spp. contra Artemia salina.
Fonte: A autora (2020).

Em seguida foram adicionados dez nauplios de 4. salina em todos os pogos (controle e
teste), posteriormente as placas foram incubadas a 28 °C durante 24 h. Assim, em cada linha
da microplaca foram testados um extrato distinto em quintuplicata, com volume final de 2,2
mL em cada pogo.

Apos as 24 e 48 h de incubagdo foram realizadas as contagens dos nduplios mortos ou
com perda de movimento para a derteminagdo da CLsy de acordo com o método Mayer et al,
(1982). No entanto, a partir dos resultados obtidos dos testes com a concentracao inicial de

700 ng/mL, os extratos que ndo apresentaram letalidade aos nauplios ou aqueles apresentaram
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letalidade acima de total da populacdo, foram reavaliados em concentagdes menores (500,
250, 125 pg/mL) de acordo com a necessidade.

Vale ressaltar que além do controle testado em cada experimento, foi preparada uma
placa somente para o controle das larvas, totalizando assim 4 pogos-controle para cada
concentragao avaliada.

A mortalidade dos nauplios foram observadas apds 24 e 48 h de incubacgdo. O calculo

da porcentagem de mortalidade foi realizado de acordo com Teixeira et al. (2011):

| % M = (n° de individuos mortos / totais de individuos) x 100 |

Onde: % M = porcentagem de mortalidade dos nauplios

A classificagdo da toxicidade dos extratos metabolicos de Trichoderma spp. foi
realizada de acordo com a porcentagem de mortalidade dos nduplios, segundo as descrigdes

da tabela 10:

Tabela 10 - Classificagdo da toxicidade ds extratos de Trichoderma spp. de acordo com as
mortalidades dos nauplios de Artemia salina.

Mortalidade (%) Classificacao (sigla)
0-9 Nao toxico (NT)
10-49 Ligeiramente toxico (LT)
50-89 Toxico (T)
90 — 100 Altamente toxico (AT)

Fonte: Harwig e Scott (1971).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Teste do bloco de gelose por difusao em agar

O teste do bloco de gelose teve como intuito selecionar linhagens de Trichoderma
bioativas que apresentaram atividade antimicrobiana contra um ou mais dos oito
microrganismos testados, sendo eles: trés bactérias Gram-positivas: B. cereus, S. epidermidis
e S. aureus; trés bactérias Gram-negativas: E. coli, P. aeruginosa e K. pneumoniae, uma
levedura: C. albicans e um fungo filamentoso: A. niger.

Com base nos resultados obtidos, observou-se que as seis linhagens 7. crassum (1), T.
harzianum (1), T. virens (2) e Trichoderma sp. (2) avaliadas neste trabalho apresentaram
atividade antibacteriana contra uma ou mais cepas de bactérias com diferentes tamanhos de
halo de inibicdo (TABELA 11 e FIGURA 7).

Assim, a partir das analises das médias dos halos de inibicdo entre as triplicatas de
cada teste, foi possivel classificar o grau de sensibilidade (auséncia de sensibilidade, baixa
sensibilidade, média sensibilidade e alta sensibilidade) dos microrganismos testados contra

Trichoderma spp. (TABELA 11).

Tabela 11 — Resultado do teste do bloco de gelose de Trichoderma spp. contra bactérias e fungos de importancia
médica (média das triplicatas dos halos de inibi¢do - mm).

Microrganismos”
Fungos CBAM CBAM CBAM CBAM CBAM CBAM CFAM CFAM
0001 0549 0614 0629 0665 0672 1186 050
Halo de inibi¢ao (mm)

T. crassum - CFAM 0235 19,3 9,6 24,6 27,0 0,0 9,0 9,3 0,0
T. harzianum - CFAM 1172 22,0 13,3 16,3 243 21,0 16,6 15,6 0,0
T. virens - CFAM 1376 19,3 9,3 39,3 19,3 17,6 15,6 12,3 0,0
T. virens - CFAM 1379 22,6 6,3 23,0 24,0 20,3 20,6 14,3 0,0
Trichoderma sp. - CFAM 0767 25,6 18,3 34,6 22,6 0,0 17,6 14,3 0,0
Trichoderma sp. - CFAM 0837 0,0 0,0 13,3 0,00 0,0 0,0 19,3 0,0

*E coli (CBAM 0001), B. cereus (CBAM 0549), S. epidermidis (CBAM 0614), S. aureus (CBAM 0629), P. aeruginosa
(CBAM 0665), K. pneumoniae (CBAM 0672), C. albicans (CFAM 1186) e A. niger (CFAM 050).
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Figura 7- Diferentes tamanhos dos halos de inibi¢do de Trichoderma spp., observados no teste do bloco
de gelose. A: Trichoderma sp. (CFAM 0837), T. harzianum (CFAM 1172) e T. virens (CFAM 1376 ¢
CFAM 1379) testados contra Staphylococcus aureus (CBAM 0629). B: Trichoderma sp.

Fonte: A autora (2020).

A linhagem T. harzianum (CFAM 1172) apresentou atividade contra todas as bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas selecionadas para este estudo, demonstrando diferentes
tamanhos de halos de inibi¢do, com as médias variando de 13,33 mm contra B. cereus a 24,33
mm contra S. aureus.

Estes dados corroboram com os resultados de Sadykova et al. (2015), que avaliaram a
atividade antibacteriana atraves da técnica de disco-difusdo em agar, dos extratos de 42 cepas
de oito espécies de Trichoderma, dentre elas quatro cepas de 7. harzianum, as quais
apresentaram inibicdo em diferentes graus de sensibilidade a pelo menos trés das quatro
bactérias Gram-positivas testadas, incluindo uma cepa de S. aureus resistente. Além disso,
duas cepas inibiram as duas bactérias Gram-negativas avaliadas, com destaque para a cepa de
E. coli ATCC 25922.

Neste sentido, Saad (2016) analisou a atividade antibacteriana do extrato de T.
harzianum através da técnica de difusdo em 4gar por pogo contra nove bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas, dentre elas P. aeruginosa, S. epidermidis, E. coli, S. aureus e K.
pneumoniae. E assim como no presente estudo, 7. harzianum também se mostrou ativo e
inibiu o crescimento de todas as bactérias avaliadas.

Com base nisto, observou-se a eficiéncia da linhagem 7. harzianum (CFAM 1172) em
inibir bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, incluindo cepas de interesse médico como

as avaliadas neste estudo. No entanto, apesar dos diferentes tamanhos de halos de inibigdo, as
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médias encontram-se dentro do intervalo de 13—-29 mm, o que indica um grau médio de
sensibilidade dos microrganismos-teste ao agente antibacteriano (TABELA 12).

As duas linhagens de T. virens (CFAM 1376 e CFAM 1379) também inibiram todas as
bactérias avaliadas, mas demostraram uma variagdo maior entre o tamanho dos halos de
inibi¢do entre as cepas. Desta maneira, foi possivel observar que houve diferentes graus de
sensibilidade das bactérias aos agentes antibacterianos, uma vez que a E. coli (CBAM 0001)
demonstrou sensibilidade média as duas linhagens de 7. virens. Porém, B. cereus (CBAM
0549) apresentou baixa sensibilidade para ambas as linhagens. Diferente de S. epidermidis
(CBAM 0614), que expressou alta sensibilidade a 7. virens (CFAM 1376) e média a 7. virens
(CFAM 1379), da mesma forma S. aureus (CBAM 0629), P. aeruginosa (CFAM 0665) e K.
pneumoniae (CBAM 0672) apresentaram sensibilidade média, mas a ambas as linhagens de 7.
virens.

Saleh et al. (2011) avaliaram a atividade antimicrobiana através da técnica de difusdo
em agar por pogo, do extrato bruto de 7. virens, contra doze bactérias patogé€nicas, dentre elas
E. coli, K. pneumoniae, P. aeruginosa, S. aureus, incluindo uma cepa de S. aureus resistente a
meticilina (MRSA). O extrato bruto de 7. virens se mostrou eficiente contra E. coli com halo
de inibicdo de 12 mm, a S. aureus com 10 mm e a MRSA com halo de inibi¢do de 12 mm. No
entanto, 7. virens ndo foi capaz de inibir as cepas de K. pneumoniae e P. aeruginosa,
diferentes dos resultados encontrados nesta pesquisa, pois as linhagens de 7. virens (CFAM
1376 e CFAM 1379) foram ativas contra K. pneumoniae (CBAM 0672) e a P. aeruginosa
(CBAM 0665) ambas apresentando sensibilidade média as duas linhagens testadas.

Apesar dos resultados promissores de 7. virens encontrados nesta avaliacdo, poucos
trabalhos foram publicados recentemente com o intuito de avaliar o potencial antimicrobiano
desta espécie contra patégenos humanos. Isso indica a necessidade da continuidade dos
estudos com 7. virens para verificar sua eficiéncia antimicrobiana, assim como seu espectro

de acdo contra microrganismos de interesse médico.



Tabela 12 — Grau de sensibilidades dos microrganismos-teste as linhagens de Trichoderma spp.

Microrganismos
Fungos E. coli B. cereus S. epidermidis S. aureus P. aeruginosa K. pneumoniae C. albicans A. niger
CBAM 0001 CBAM 0549 CBAM 0614 CBAM 0629 CBAM 0665 CBAM 0672 CFAM 1186 CFAM 050
Halo de inibi¢do (mm)
T. crassum - CFAM 0235 ++ + ++ ++ - + + -
T. harzianum — CFAM 1172 ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ -
T. virens — CFAM 1376 ++ + +++ ++ ++ ++ + -
T. virens — CFAM 1379 ++ + ++ ++ ++ ++ ++ -
Trichoderma sp. — CFAM 0767 ++ ++ +++ ++ ++ ++ ++ -
Trichoderma sp. — CFAM 0837 - - ++ - - - ++ -

Leitura: (-) 0 mm = sem sensibilidade, (+) até 12 mm = baixa sensibilidade, (++) 13—29 mm: média sensibilidade e (+++) a partir de 30 mm: alta sensibilidade.
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Trichoderma crassum (CFAM 0235) e Trichoderma sp. (CFAM 0767) inibiram cinco
das seis bactérias avaliadas neste estudo com diferentes graus de sensibilidade. Desta forma,
ambas as linhagens apresentaram halos de inibi¢do contra todas as bactérias Gram-positivas:
B. cereus CBAM 0549 (baixa sensibilidade a 7. cassum e média sensibilidade para
Trichoderma sp.), S. epidermidis CBAM 0614 (média sensibilidade para 7. crassum e alta
sensibilidade para Trichoderma sp.) e S. aureus CBAM 0629 (média sensibilidade contra
ambas as linhagens).

Dentre as bactérias Gram-negativas, apenas duas cepas foram inibidas: E. coli CBAM
0001 (média sensibilidadeda as duas linhagens) e K. pneumoniae CBAM 0672 (baixa
sensibilidade a 7. crassum e média sensibilidade a Trichoderma sp.). Entretanto, a cepa de P.
aeruginosa CBAM 0665 nao apresentou nenhuma sensibilidade a 7. crassum (CFAM 0235) e
nem a Trichoderma sp. CFAM 0767 durante a avaliagdo dos experimentos.

Trichoderma crassum foi descrito pela primeira vez na literatura por Bissett (1991),
ap6s a identificagdo de microrganismos isolados em solos florestais no Canada. Mas, nao
foram encontradas na literatura, informagdes sobre os potenciais biotecnologicos desta
espécie, pois os trabalhos que fazem referéncia a 7. crassum sao de diversidade bioldgica que
tém como objetivo, descrever a ocorréncia da espécie em determinadas regides (BISSETT,
1991; CHAVERRI et al, 2003; HOYOS-CARVAIJAL et al, 2009 ¢ LOPEZ et al, 2012).

Entretanto, em estudos anteriores, realizados em nosso grupo de pesquisa, Oliveira
(2019) avaliou o pontecial antibacteriano, através da técnica do bloco de gelose por difusdo
em agar, da linhagem 7. crassum (CFAM 0235) contra dez cepas de S. aureus. Das dez
linhagens testadas, nove foram inibidas por este fungo, apresentando diferentes tamanhos de
halos de inibigdo, os quais as médias variaram entre 2,37 a 7,17 mm. Com base nisto € com 0s
resultados obtidos nesta pesquisa, observamos que a linhagem 7. crassum (CFAM 0235)
apresenta potencial antibacteriano e ¢ eficiente contra cinco das seis bactérias avaliadas neste
estudo.

Dentre as linhagens testadas, Trichoderma sp. (CFAM 0837) foi a com menor
potencial de inibi¢do bacteriana, pois inibiu apenas a cepa de S. epidermidis (CBAM 0614)
com a média dos halos de inibicdo de 13,33 mm. No entanto, foi a linhagem que apresentou o
maior halo de inibi¢do contra a levedura C. albicans, com a média de 19,33 mm. Vale
ressaltar que apesar da diferenga no tamanho dos halos de inibicao, o grau de sensibilidade

dos microrganismos a Trichoderma sp. (0837) foi considerado médio de acordo com a Tabela

12.
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Ainda sobre a atividade antifingica avaliada neste experimento, observou-se que todas
as linhagens de Trichoderma foram capazes de inibir a levedura C. albicans (CFAM 1186)
com diferentes tamanhos de halos de inibicdo (FIGURA 8), os quais variaram entre 9,33 mm
para T. crassum (CFAM 0235) a 19,33 mm para a linhagem de Trichoderma sp. (CFAM
0837).

Quanto ao grau de sensibilidade de C. albicans (CFAM 1186) aos agentes
antifungicos, foram considerados baixo para 7. crassum (CFAM 0235) e T. virens (CFAM
1376) e grau médio para as demais linhagens avaliadas (TABELA 6). Sadykova (2015)
também encontrou inibi¢do de crescimento de um dos cinco extratos de 7. harzianum contra

uma cepa padrdo de C. albicans, com halo de inibigao de 26 mm.

Figura 8 - Diferentes tamanhos de halos de inibi¢do de Trichoderma spp. observados
no teste do bloco de gelose de Trichoderma sp. (CFAM 0837), T. harzianum (CFAM
1172) e T. virens (CFAM 1376 ¢ CFAM 1379) testados contra Candida albicans
(CBAM 1186). No centro da plac placa o controle positivo (C+) com Itraconazol e
abaixo o controle negativo (C-) apenas com o bloco de agar

Fonte: A autora (2020).

Contudo, nesta avaliacdo, nenhuma linhagem de Trichoderma foi capaz de inibir o
fungo filamentoso A. niger (CFAM 050). Dados diferentes foram encontrados por Sadykova
(2017), que ao avaliar cinco extratos de 7. harzianum contra cinco espécies de Aspergillus,
dentre elas uma linhagem de A. niger, observou que quatro extratos foram capazes de inibir 4.
niger com halos que variaram de 11 a 31 mm. A diferenca nos resultados encontrados entre

linhagens da mesma espécie pode acontecer por causa da diversidade bioldgica e genética que
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existe dentro das espécies, o que pode gerar diferentes graus de sensibilidade ao agente
antimicrobiano (RAMOS; SAID, 2011).

Fazendo um comparativo geral entre as médias dos halos de inibigdo e
consequentemente, o grau de sensibilidade dos microganismos-teste as linhagens de
Trichoderma, foi possivel observar que mais da metade dos microrganismos, ou seja, 58%
apresentaram sensibilidade média ao agente antimicrobiano, seguido de 25% com auséncia de
sensibilidade, 13% que demonstraram baixa sensibilidade e apenas 4% que se mostraram

altamente sensiveis as linhagens de Trichoderma (FIGURA 9).

100% -

80%

60%

40%

Grau de sensibilidade (%)

20%

0% | | | | | |

Auséncia Baixa Media Alta

Figura 9 — Grau de sensibilidade dos microrganismos testados contra as linhagens de Trichoderma.
Auséncia sensibilidade: microrganismo que na leitura do teste do bloco de gelose ndo apresentaram
halos de inibi¢cdo na superficie da placa de agar; Baixa sensibilidade: halos com até¢ 12 mm; Média
sensibilidade: halos no intervalo de 13 até 29 mm e Alta sensibilidade: halos de inibi¢do a partir de 30
mm.

Fonte: A autora (2020).

Neste teste inical do bloco de gelose, consideramos linhagens bioativas aquelas que
apresentaram atividade antimicrobiana a pelo menos um dos oito microrganismos avaliados.
Apesar da variagdo nos tamanhos dos halos de inibicdo de Trichoderma spp. encontrados
nestes resultados, halos maiores ndo indicam um poder de agdo antimicrobiana maior, assim
como halos menores ndo indicam um menor potencial de inibicdo. Uma vez que, o tamanho

do halo formado na superficie da placa com agar esta relacionado com o peso molecular e a

velocidade de difusdo dos compostos antimicrobianos (BONA et al, 2014).
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Da mesma forma, ndo podemos afirmar que a auséncia da formagdo do halo de
inibi¢do esta relacionada exclusivamente com a auséncia da atividade antimicrobiana da
linhagem testada. Isso pode acontecer por causa da difusdo lenta ou incompleta dos
compostos, como ¢ o caso dos compostos menos polares, pois estes se difundem mais
lentamente no meio de cultura (BONA et al, 2014).

Assim, a sele¢do das linhagens para o cultivo submerso ndo foi realizada somente com
base no tamanho dos halos e quantidade de microrganismos inibidos pelas linhagens. Foram
levados em considerag@o os dados obtidos em testes anteriores, realizados em nosso grupo de
pesquisa, os quais indicaram as linhagens 7. crassum (CFAM 235), Trichoderma sp. (CFAM
767) e T. harzianum (CFAM 1172) como as mais promissoras para prosseguir nos estudos da

atividade antimicrobiana.

5.2 Obtencao dos extratos metabdlicos de Trichoderma

As trés linhagens selecionadas foram cultivadas nos meios liquidos BD e FT para a
obten¢do dos extratos metabolicos dos fungos selecionados. Apods a extragdo quimica com
acetato de etila - AcOEt, foi obtido um total de doze extratos, quatro de cada fungo, sendo

dois provenientes do meio de cultura fermentado e dois advindos da biomassa do micélio seco

(FIGURA 10).

Figura 10 — Extratos brutos das linhagens de Trichoderma obtidos com acetato de etila
Fonte: A autora (2020).

O acetato de etila ¢ um solvente de média polaridade, baixa toxicidade celular e é

amplamente utilizado em estudos que visam prospectar substancias bioativas, pois ¢ capaz de
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extrair substancias polares e apolares, inclusive aquelas provenientes do metabolismo
secundario de microrganismos, além disso possui baixo custo quando comparado a solventes
de polaridade semelhante (RIBEIRO, 2015).

Dentre os extratos obtidos da biomassa micelial, os extratos 1172 FM do fungo T.
harzianum (CFAM 1172) cultivado no meio FT e o extrato 235 BM da linhagem 7. crassum
(CFAM 0235) cultivado em meio BD, apresentaram as maiores porcentagens de rendimento
6,95 e 5,35%, respectivamente. Por outro lado, o extrato 767 FM obtido do fungo
Trichoderma sp. (CFAM 0767) cultivado no meio FT, apresentou o menor rendimento

(0,65%) entre os extratos do micélio (TABELA 13).

Tabela 13 — Rendimentos dos extratos de Trichoderma spp. obtidos do cultivo submerso em 1 L nos meios BD e
FT. Os extratos foram extraidos da biomassa micelial através do solvente AcOEt.

****Massa do

. Meio de Identificagdo  ***Biomassa do Rendimento do
Espécies s extrato bruto o
cultura do extrato micélio seco (g) extrato (%)
®
T. crassum “BD 235 BM 6,504 0,348 5,35%
(CFAM 0235) “FT 235 FM 9,066 0,237 2,61%
Trichoderma sp. BD 767 BM 14,052 0,106 0,75%
(CFAM 0767) FT 767 FM 15,800 0,104 0,65%
T. harzianum BD 1172 BM 6,899 0,183 2,65%
(CFAM 1172) FT 1172 FM 6,157 0,428 6,95%

“BD = Meio Batata Dextose (modificado com 2 g de extrato de levedura); **FT= Meio Farelo de trigo;
“*Biomassa do micélio pesado apds secagem completa na estufa; “***Massa do extrato bruto obtida apds o
processo de extragdo quimica com AcOEt.

Com base nos resultados descritos na Tabela 13, observou-se que os fungos que
produziram maiores quantidades da biomassa do micélio seco, ndo foram os que
proporcionaram maiores rendimentos na massa do extrato bruto. Como foi o caso do extrato
767 FM, da linhagem Trichoderma sp. (CFAM 0767) cultivado em meio FT, pois este
apresentou a maior quantidade de biomassa do micélio seco com 15,800 g, no entanto a massa
do extrato bruto foi a menor com 0,104 g, ou seja, a menor porcentagem de rendimento entre
os extratos obtidos com 0,65%. Seguido do extrato 767 BM, também da linhagem CFAM
0767 cultivado no meio BD, que apresentou a segunda maior quantidade de biomassa do
micélio seco com 14,052 g, contudo a massa obtida deste extrato foi de 0,106 g o que
equivale a apenas 0,75% de rendimento. No entanto, o extrato 1172 FM descrito
anteriormente como o com maior rendimento 6,95% entre os extratos da biomassa micelial,

foi o que apresentou menor quantidade da biomassa do micélio seco com 6,157 g.
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Isso pode acontecer devido a diferenca fisioldgica dos fungos em resposta as
condigdes de cultivo os quais foram testados ou ainda pelo solvente extrator, que neste
trabalho foi utilizado apenas o acetato de etila, um solvente intermediario.

Para a avaliagdo dos rendimentos do extratos obtidos a partir do caldo de cultivo
fermentado, foram considerados apenas a quantidade de massa do extrato bruto em AcOEt,
identificada apos a secagem completa do solvente e pesagem em balanga analitica.

Os extratos que apresentaram maiores rendimentos foram o 767 BE do fungo
Trichoderma sp. (CFAM 0767) cultivado em meio BD, com rendimento de 0,277 g e o
extrato 1172 FE da linhagem T. harzianum (CFAM 1172) cultivado em meio FT com 0,224 g.
Seguido do extrato 767 FE do Trichoderma sp. (CFAM 0767) cultivado em meio FT com
0,214 g e o extrato 235 FE do fungo 7. crassum (CFAM 0235) cultivado em meio FT com
0,113 g.

Os extratos que apresentaram os menores rendimentos da massa do extrato bruto
foram os 1172 BE da T. harzianum (CFAM 1172) cultivado em meio BD e o extrato 235 BE
da linhagem 7. crassum (CFAM 0235) também cultivado em meio BD apresentando os
rendimentos de 0,044 g e 0,037 g, respectivamente (TABELA 14).

Tabela 14 — Rendimentos dos extratos de Trichoderma spp. obtidos do cultivo

submerso em 1 L nos meios BD e FT. Os extratos foram obtidos do caldo de
cultivo através do solvente AcOEt

Espécics Meio de Identificagdo  Massa do extrato bruto
P cultura do extrato (rendimento em g)

T. crassum BD* 235 BE 0,037
(CFAM 0235) FT* 235FE 0,113
Trichoderma sp. BD 767 BE 0,277
(CFAM 0767) FT 767 FE 0,214
T. harzianum BD 1172 BE 0,044
(CFAM 1172) FT 1172 FE 0,224

“BD = Meio Batata Dextrose (modificado com 2 g de extrato de levedura),
**FT= Meio Farelo de trigo.

Apesar da variacao na quantidade e rendimento da massa dos extratos obtidos, estes
foram considerados suficientes para realizar as etapas propostas nesta pesquisa, visto que os

fungos foram cultivados em baixa escala, apenas 1 L para cada meio de cultura.
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5.3 Concentrac¢ao Minima Inibitoria - CMI

Todos os extratos foram avaliados no teste de microdilui¢do em placas de 96 pogos
(FIGURA 11) para a determinacdo da concentracdo minima inibitéria dos extratos brutos
contra as seis bactérias: E. coli (CBAM 0001), B. cereus (CBAM 0549), S. epidermidis
(CBAM 0614), S. aureus (CBAM 0629), P. aeruginosa (CBAM 0665), K. pneumoniae
(CBAM 0672) e a levedura C. albicans (CFAM 1186). No entanto, o fungo filamentoso 4.
niger (CFAM 050) ndo seguiu nos testes antimicrobianos, pois ndo apresentou sensibilidade a
nenhuma linhagem de Trichoderma no teste do bloco de gelose.

O valor da CMI foi de 0,03 mg.mL"! para as bactérias, identificados em oito dos doze
extratos avaliados: 235 BE, 235 BM, 767 BE, 767 FE, 767 BM, 767 FM, 1172 FE e 1172
FM, ou seja, as trés linhagens de Trichoderma avaliadas neste estudo, foram capazes de
produzir extratos bioativos, com atividade antibacteriana em baixa concentragdo, contra uma
ou duas cepas de bactérias de interesse médico. No entanto, a CMI identificada para a
levedura C. albicans (CFAM 1186) foi de 0,50 mg.mL -! observada nos extratos 235 BE e 235
BM, 767 FE e 767 FM de acordo com a Tabela 15.

Figura 11— Concentragdo minima inibitoria dos extratos de Trichoderma spp. contra
Staphylococcus aureus (CBAM 0629). CMI dos extratos: 235 BE (colunas 1-4), 235
FE (5-8) e 767 BD (9-12). Linha H = controles positivo e negativo.

Fonte: A autora (2020).



Tabela 15 - Identificagdo da concentragdo minima inibitoria (CMI) dos extratos de Trichoderma spp. contra as bactérias e a levedura
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T. crassum Trichoderma sp. T. harzianum -------------------
Fungo CFAM CFAM CFAM CFAM CFAM CFAM CFAM CFAM CFAM CFAM CFAM CFAM
0235 0235 0235 0235 0767 0767 0767 0767 1172 1172 1172 1172
Extrato 235 BE 235 FE 235 BM 235 FM 767 BE 767 FE 767BM  767FM  1172BE 1172FE 1172BM 1172 FM
1
Microrganismos CMI (mg.mL")
E. coli
(CBAM 0001) R 0,12 0,03 0,12 0,03 0,06 0,03 0,03 R 0,03 0,12 0,03
B. cereus
(CBAM 0549) 1,00 2,00 R R 1,00 0,03 R R 1,00 1,00 0,12 0,03
S. epidermidis
(CBAM 0614) 0,50 1,00 0,06 0,06 1,00 0,50 0,06 0,50 0,50 2,00 0,50 2,00
S. aureus
(CBAM 0629) 0,50 1,00 0,50 1,00 1,00 0,50 1,00 0,50 1,00 1,00 1,00 1,00
P. aeruginosa
(CBAM 0665) 0,03 R R R R 0,03 R 0,50 R 1,00 0,50 0,50
K. pneumoniae
(CBAM 0672) 0,50 1,00 0,50 1,00 1,00 0,50 1,00 0,50 1,00 1,00 1,00 1,00
C. albicans
(CFAM 1186) 0,50 1,00 0,50 1,00 1,00 0,50 1,00 0,50 1,00 1,00 1,00 1,00

R= resistente (n2o houve inibi¢ao do crescimento nas concentra¢des avaliadas).
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Os extratos 235 BE e 767 FE foram ativos contra a bactéria Gram-negativa P.
aeruginosa (CBAM 0665) com a concentacdo minima de 0,03 mg.mL!, assim como os
extratos 1172 FTM e o 767 FE que inibiram a bactéria Gram-positiva B. cereus (CBAM
0549) com a mesma concentragao.

Resultados similares foram observados nos extratos 235 BM, 767 BE, 767 BM, 767
FM 1172 FE e 1172 FTM, uma vez que todos apresentaram a CMI contra a bactéria Gram-
negativa E. coli (CBAM 0001). Dentre os extratos citados, podemos destacar os extratos 767
FE que apresentou a CMI contra duas bactérias: B. cereus e P. aruginosa, ambas Gram-
positivas e o 1172 FTM que apresentou CMI contra uma bactéria Gram-positiva B. cereus
(CBAM 0549) e uma Gram-negativa E. coli (CBAM 0001).

Vale ressaltar que dentre os microrganismos analisados no teste de microdilui¢ao, a
bactéria E. coli (CBAM 0001) apresentou suscetibilidade a metade dos extratos na
concentrac¢ao de 0,03 mg.mL-!, mas apresentou resisténcia nas concentragdes avaliadas a dois
extratos: 235 BE e 1172 BE, ambos cultivados em meio BD e extraidos do caldo de cultura
fermentado. Diferente da cepa de P. aeruginosa (CFAM 0665), que mesmo apresentando
sensibilidade aos extratos 235 BE e 767 FE na concentagdo minima de 0,03 mg.mL-!,
demonstrou resisténcia a metade dos extratos nas concentragdes avaliadas.

Da mesma forma B. cereus (CBAM 0549) foi inibido com a CMI por dois extratos:
767 FE e 1172 FM, mas se mostrou resistente nas concentragdes avaliadas a quatro dos doze
extratos testados. Por outro lado, a levedura C. albicans (CFAM 1186) mesmo com a CMI
maior do que as identificadas para as bactérias, ndo demonstrou resisténcia a nenhum extrato
das linhagens de Trichoderma.

Narendran e Kathiresan (2016) isolaram 7richoderma sp. da rizosfera de Rhizophora
annamalayana coletada da floresta de mangue Pichavaram na India. O extrato bruto do fungo
foi extraido com acetato de etila apds 28 dias de cultivo em BD e seu potencial antibacteriano
foi testado contra seis bactérias patogénicas, dentre elas E. coli, B. cereus e S. aureus. A CMI
identificada neste estudo foi de 150 ug.mL"! para B. cereus e S. aureus, e 125 ug.mL"! para E.
coli.

Neste sentido Leylaie e Zafari (2017) isolaram as espécies 7. asperellum, T.
brevicompactum, T. koningiopsis e T. longibrachiatum de plantas vincas encontradas no Ira.
As linhagens foram cultivadas em meio BD durante duas semanas para a obtencdo dos
extratos metabolicos. Os extratos de metanol e acetato de etila foram testados quanto a sua

atividade antibacteriana contra quatro bactérias dentre elas S. aureus e E. coli. Os extratos de



62

acetato de etila demonstraram a valor da CMI no intervalo de 7,8-15,6 ug.mL™!, enquanto que
os extratos obtidos com metanol apresentaram a CMI no intervalo de 7,8-32,2 ug.mL".
Hurmam et al. (2020) avaliaram a atividade antimicrobiana dos extratos dos fungos 7.
viride e T. stromaticum, extraidos com diclorometano, contra sete microrganismos
patogénicos. A CMI foi expressa em porcentagem, com destaque para E. coli com a CMI de
25% para o extrato de 7. viride e 3,125% de T. stromaticum. Entretanto, para a C. albicans a
CMI foi de 6,25% para o extrato obtido de 7. viride e 50% para o extrato de 7. stromaticum.
Com base nos resultados encontrados nos trabalhos acima citados, podemos observar
que os valores da CMI identificados nesta pesquisa foram menores do que os relatados nas
literaturas. Isso pode acontecer devido as condicdes de cultivo utilizadas e ao solvente
empregado para a obtencao dos extratos brutos, uma vez que tais fatores podem influenciar

diretamente nos resultados obtidos (OLIVEIRA, 2019).

5.4 Concentraciio Bactericida Minima e Concentracio Fungicida Minima

A concentragdo bactericida minima (CBM) e a concentragdo fungicida minima (CFM)
foram determinadas a partir dos resultados obtidos no teste da CMI (FIGURA 12). Desta
forma, foram obtidos o valor da CBM de 0,03 mg.mL-! para o extrato 767 FE contra as
bactérias B. cereus (CBAM 0549) e P. aeruginosa (CBAM 0665), ambas Gram-positivas
(TABELA 16).

Valores diferentes foram encontrados por Leylaie e Zafari (2017) que ao analisarem a
CBM dos extratos de acetato de etila e metanol extraidos das linhagens 7. asperellum, T.
brevicompactum, T. koningiopsis e T. longibrachiatum, contra as bactérias Gram-positivas
Clavibacter michiganensis, S. aureus e as bactérias Gram-negativas Ralstonia solanacearum
e E. coli obtiveram as menores concentragdes bactericidas no intervalo de 15,6 - 62,5
pg.mL™!. Além disso, os autores relataram a eficiéncia antimicrobiana dos extratos obtidos
com acetato de etila quando comparado aos extratos de metanol, demonstrando que os

solventes utilizados para a obtencdo dos compostos biativos podem influenciar nos resultados

da CBM e CFM.
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Figura 12 — Concentragdo bactericida minima dos extratos de Trichoderma spp.
(767 FE e 1172 BE) contra Staphylococcus epidermidis (CBAM 0614).
Fonte: A autora (2020).

Resultados semelhantes aos encontrados nesta pesquisa foram relatados por Oliveira
(2019) apos analisar a CBM de seis filtrados de Trichoderma spp. cultivados sob diferentes
condi¢des de cultivo. Testados contra nove cepas de S. aureus, incluindo uma cepa padrao
ATCC 80958, os valores da CBM variaram entre 0,94 mg.mL™'a >7,5 mg.mL"!. Os dados
demonstraram que as diferentes condi¢des utilizadas no cultivo de Trichoderma spp.,
principalmente a luminosidade, interferiu nos valores da CBM encontrados entre a mesma
linhagem de Trichoderma sp.

A CFM identificada neste estudo foi de 1,0 mg.mL™! do extrato 767 FE (TABELA
15), contra a levedura C. albicans (CFAM 1186), corraborando com os resultados
encontrados por Cortez et al. (2015) que ao avaliar a CFM dos 6leos essenciais de Lippia alba
e Cymbopogon citratus isolados e a mistura dos dois identificaram a CFM de 0,500 ¢ 1,0
mg.mL"! contra as cepas padrio de C. albicans, C. tropicalis e C. paraplisosis.

Morais et al. (2020) avaliaram a CFM dos extratos etéreos obtidos dos frutos verdes e
maduros da Solanum lycocarpum e do antifingico cetoconazol contra C. albicans e C. krusei.

Os extratos etéreos apresentaram a CFM superior a 2000 mg.mL™! para as duas espécies de
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Candida. No entanto, a combinacdo entre o extrato dos frutos verdes e o antifingico
apresentaram CFM de 500 mg.mL™! para a C. albicans ¢ 1000 mg.mL"! para a C. krusei.
Diferente da analise realizada entre o extrato dos frutos maduros € o cetoconazol, pois estes

apresentaram CFM de 15 pg/mL para a C. albicans e superior a 2000 png/mL para a C. krusei.



Tabela 16 - Concentragdo bactericida minima (CBM) e concentragdo fungicida minima (CFM) dos extratos de Trichoderma spp. contra as bactérias ¢ a levedura
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T crassum Trichoderma sp. T. harzianum ——--------memmmmem-
Fungos CFAM CFAM CFAM CFAM CFAM CFAM CFAM CFAM CFAM CFAM CFAM CFAM
& 0235 0235 0235 0235 0767 0767 0767 0767 1172 1172 1172 1172
Extratos 235 BE 235FE 235BM  235FM  767BE  767FE  767BM  767FM 1172BE 1172FE 1172BM 1172 FM
1
Microrganismos CBM/CFM (mg.mL")
E. coli
(CBAM 0001) >2,00 >2,00 >2,00 >2,00 >2,00 >200  >2,00  >200  >200  >200  >200  >200
B. cereus (CBAM
0549) 1,00 2,00 >2,00 >2,00 1,00 0,03 2,00 >2.,00 0,50 1,00 >2.,00 >2.,00
S. epidermidis
(CBAM 0614) 0,50 1,00 0,06 0,06 1,00 0,50 0,06 >2.,00 0,50 >2.,00 >2.,00 >2.00
S. aureus (CBAM
0629) >2.00 >2.,00 >2,00 > 2,00 >2.00 2,00 > 2,00 >2.,00 >2.00 > 2,00 >2.,00 >2.00
P. aeruginosa
(CBAM 0665) >2.00 >2.,00 >2.,00 >2.00 >2.00 0,03 > 2,00 >2.,00 >2.00 > 2,00 >2.,00 >2.00
Ifcgf&mgg;gj >2,00 >2,00 >2,00 >2,00 >200  >200  >200  >200 025  >200  >200  >2,00
C. albicans
(CFAM 1186) >2.00 2,00 >2.,00 >2.00 >2.00 1,00 >2.,00 >2.,00 >2.00 > 2,00 >2.,00 >2.00

Fonte: A autora (2020).
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5.5 Bioensaio de toxicidade dos extratos de Trichoderma spp. com nauplios de Artemia
salina

Os doze extratos obtidos das linhagens de Trichoderma spp. foram avaliados quanto
a sua toxicidade em nauplios de A. salina nas seguintes concentragdes: 700, 500, 250 e 125
ug mL!. As leituras foram realizadas apds 24 e 48 h de incubagdo e os individuos que ndo
apresentaram movimento no momento da leitura foram considerados mortos.

A maioria dos extratos (8): 235 BE, 235 BM, 235 FM, 767 BE, 767 BM, 767 FE;
1172 BM e 1172 BM nao apresentaram mortalidade a nenhum nauplio de A. salina, ou seja, a
porcentagem de individuos vivos apds as 24 h de incubacao nas diferentes concentragdes foi
de 100%. No entanto, apos a leitura de 48 h, observou-se que dez dos doze extratos causaram

mortalidade em pelo menos uma das quatro concentracdes avaliadas (TABELAS 17, 18 e 19).

Tabela 17 — Teste de toxicidade dos extratos obtidos do fungo Trichoderma crassum (CFAM
0235) com néuplios de Artemia salina.

Extratos Co(r; C;;Itlrf_%;es Individuos mortos apds o periodo de incubagéo

M e DP! %! M e DP? %?

24 h 24 h 48 h 48 h

235 BE 0" 0 0% 0 0%
235 BE 700 0 0% 0 0%
235 BE 500 0 0% 0 0%
235 BE 250 0 0% 0 0%
235 BE 125 0 0% 0 0%
235 FE 0 0 0% 0 0%
235 FE 700 0 0% 0.5+0.5 5%
235 FE 500 0 0% 1.741.2 17%
235 FE 250 0 0% 2.5+1.8 27%
235 FE 125 0 0% 0.3£0.5 3%
235 BM 0 0 0% 0 0%
235 BM 700 0 0% 0 0%
235 BM 500 0 0% 0.3£0.5 3%
235 BM 250 0 0% 0 0%
235 BM 125 0 0% 0.3£0.5 3%
235 FM 0 0 0% 0 0%
235 FM 700 0 0% 0 0%
235 FM 500 0.2+0.4 2% 0.2+0.4 2%
235 FM 250 0 0% 0 0%
235 FM 125 0 0% 0 0%

'M e DP = Média e desvio padro de individuos mortos apos a leitura; 2 % = porcentagens de
mortalidade; *0 = Controle.
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Tabela 18 — Teste de toxicidade dos extratos obtidos do fungo Trichoderma sp. (CFAM 0767)
com nauplios de Artemia salina.

Extratos Co(icgli?%;)es Individuos mortos apds o periodo de incubagdo
M e DP! %! M e DP? %2

24 h 24 h 48 h 48 h

767 BE 0 0 0% 0 0%
767 BE 700 0 0% 0 0%
767 BE 500 0 0% 0.5+0.5 5%
767 BE 250 0 0% 0 0%
767 BE 125 0 0% 0.3+0.5 3%
767 FE 0 0 0% 0 0%
767 FE 700 0 0% 0.3+0.5 3%
767 FE 500 0 0% 0.2+0.4 2%
767 FE 250 0 0% 4.54+3.3 45%
767 FE 125 0 0% 0.2+0.4 2%
767 BM 0 0 0% 0 0%
767 BM 700 0 0% 0 0%
767 BM 500 0 0% 0.2+0.4 2%
767 BM 250 0 0% 0 0%
767 BM 125 0 0% 0 0%
767 FM 0 0 0% 0 0%
767 FM 700 0 0% 0 0%
767 FM 500 0.3£0.5 3% 0.2+0.4 2%
767 FM 250 0 0% 0 0%
767 FM 125 0 0% 0 0%

I'M e DP = Média e desvio padrido de individuos mortos apds a leitura; 2 % = porcentagens de
mortalidade; *0 = Controle.

Tabela 19 — Teste de toxicidade dos extratos obtidos do fungo Trichoderma harzianum
(CFAM 1172) com nauplios de Artemia salina.

Extratos Co(r:cheIrllerag;)es Individuos mortos apds o periodo de incubagdo

M e DP! %! M e DP? %>

24 h 24 h 48 h 48 h
1172 BE 0 0 0% 0 0%
1172 BE 700 0 0% 0 0%
1172 BE 500 0 0% 0 0%
1172 BE 250 0 0% 0 0%
1172 BE 125 0 0% 0 0%
1172 FE 0 0 0% 0 0%
1172 FE 700 0.2+0.4 2% 4.7£3.0 47%
1172 FE 500 0 0% 3.24£2.0 32%
1172 FE 250 0 0% 7.243.2 28%
1172 FE 125 0 0% 0 0%
1172 BM 0 0 0% 0 0%
1172 BM 700 0 0% 0 0%
1172 BM 500 0 0% 0 0%
1172 BM 250 0 0% 0 0%
1172 BM 125 0 0% 0 0%
1172 FM 0 0 0% 0 0%
1172 FM 700 0 0% 0 0%
1172 FM 500 0.5+0.5 5% 0.5+0.5 5%
1172 FM 250 0 0% 0.3£0.5 3%
1172 FM 125 0 0% 0.5£0.5 5%

'M e DP = Média e desvio padro de individuos mortos apos a leitura; > % = porcentagens de
mortalidade; *0 = Controle
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Com relagdo ao periodo de incubagdo, nota-se que os individuos incubados durante 24
h apresentaram as menores porcentagens de mortalidade (0 a 5%), indicando que os extratos
avaliados nas quatro concentracdes ndo foram toxicos a A. salina durante esse periodo de
exposi¢do. No entanto, resultados diferentes foram observados com os individuos incubados
por 48 h, pois a porcentagem de mortalidade variou de 0 a 47%.

Mesmo com essa variacdo na porcentagem de mortalidade, o grau de toxicidade
contra 4. salina foi classificado, de acordo com a metodologia adotada neste trabalho, em nao
toxico (NT) e ligeiramente téxico (LT). Portanto, observa-se que nenhum extrato de
Trichoderma spp. avaliados nas quatro concentra¢des: 700, 500, 250 ¢ 125 ug mL! foi
considerado toxico e/ou altamente toxico a 4. salina. Por i1sso, ndo foi possivel determinar a
concentragdo letal média (CL 50) dos extratos metabdlicos de Trichodema spp.

Os extratos classificados como LT: 235 FE; 767 FE e 1172 FE foram todos cultivados
no meio farelo de trigo e extraidos quimicamente do caldo de cultura fermentado. Um fato
interessante foi observado com os individuos avaliados nestes pogos-teste; os nauplios mortos
ficaram na superficie da placa, diferente do nauplios mortos nos demais pogos, onde os
individuos ficaram no fundo dos pogos, de acordo com as descri¢des nas literaturas. Assim,
acredita-se que o meio de cultura pode ter influenciado de alguma forma na toxicidade desses
extratos contra A. salina. Entretanto, ndo se sabe o que pode ter acontecido, por isso €
importante que mais pesquisas sejam realizadas com esses extratos para que sejam
identificados os fatores que possam ter influenciado nos resultados encontrados nesta
pesquisa.

Meyer et al. (1982) realizaram um estudo de toxicidade com extratos de plantas em
nauplios de A. salina e a partir disso, estabeleceram uma relagdo entre o grau de toxicidade e
a dose letal média, CL50. Desde entdo, este estudo tem servido de base para experimentos que
visam realizar uma andlise inicial de toxicidade de diversas substincias ou compostos de
origem natural. A utilizacdo de A. salina ¢ uma alternativa aos testes com ratos, pois € um
teste relativamente simples, rapido, de facil manipulagdo em laboratdério, baixo custo
econdmico e principalmente por demonstrar correlagdo com diversas atividades bioldgicas

como antitumoral ¢ antimicrobiana (CALOW, 1993; LIMA et al, 2014).
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6 CONCLUSOES

As seis linhagens de Trichoderma: T. crassum (1), T. harzianum (1), T. virens (2) e
Trichoderma sp. (2) produziram compostos antimicrobianos capazes de inibir pelo menos

uma das seis bactérias testadas.

Todas as linhagens foram ativas contra a levedura C. albincans, mas nenhuma

linhagem conseguiu inibir o crescimento do fungo filamentoso 4. niger.

O extrato 767 FE do fungo Trichoderma sp. CFAM 0767, cultivado em meio FT,
mostrou-se como o mais promissor, apresentando os menores valores de concentragdao

inibitoria, bactericida minima e fungicida minima.

Os doze extratos das linhagens de Trichoderma avaliados em nauplios de A. salina
ndo se mostraram toxicos nas concentracoes testadas, por isso ndo foi possivel identificar as

suas CLso.

As linhagens de Trichoderma avaliadas neste trabalho sdo promissoras, pois
apresentaram  atividade  antimicrobiana  eficiente  contra 0s  microrganismos
patogénicos/oportunistas testados e ndo apresentaram toxicidade nos testes preliminares com

0s microcrustaceos A. salina.
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