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RESUMO 

Fungos de espécie Trichoderma são altamente especializados em sobreviver de 
maneira simbíotica por meio de atividades endofíticas habitando o inteiror de tecidos 
vegetais. Além disto, estes microo-organismos produzem substâncias descritas 
como metabólitos secundários, que estão sendo materiais biológicos cada vez mais 
estudados, estas com o objetivo de serem obtidos substâncias de potencial 
biotecnológico, com atividade antibiofilme, citotóxicas entre outras. Portanto, este 
trabalho teve como objetivo realizar a análise de metabólitos secundários de isolados 
de Trichoderma. Para estas atividades, 10 espécies de Trichoderma denominados 
18, T00, 57, 46, B102, AB302, AM201, AB107, S404 e ALL42, tiveram seus 
metabólitos secundários investigados. Com os ensaios de letalidade em Artemia 
salina, foi possível avaliar os metabólitos secundários dos isolados de Trichoderma 
com relevância na concentração letal média (CL50) assim, dos dez metabólitos 
secundários dos isolados de Trichoderma, seis destes denominados 18, T00, 46, 
B102 e AM201 apresentaram toxicidade relevantes com CL50. Porém, foram 
estipulados pelo autor um ponto de corte onde foram considerados os metabólitos 
dos isolados de Trichoderma que apresentaram CL50 com concentração de até 100 
µg.ml-1 e assim, ficando de fora o isolados AM201. O isolado B102 apresentou 
elevada toxicidade também não sendo selecionado. Dessa forma, somente os 
metabólitos secundários dos isolados de Trichoderma denominados 18, T00 e 46 
foram selecionados para os ensaios de citotoxicidade ou viabilidade celular pelo 
método de MTT e inibição de biofilmes de cepas de Pseudomonas aeroginosa. Os 
resultados da viabilidade celular mostram que os metabólitos secundários dos 
isolados apresentaram uma diminuição entre 13 a 20%, mesmo não apresentando 
regularidade na diminuição da viabilidade entre as concentrações utilizadas em todos 
os metabólitos dos isolados. A atividade antibiofilme dos metabólitos secundários dos 
isolados de Trichoderma contra a biofilmes produzidos por cepas de Pseudomonas 
aeruginosa revelou que os metabólitos secundários dos três isolados utilizados (18, 
T00 e 46) foram muito eficientes naquelas cepas de P. aeruginosa categorizadas de 
acordo com a formação de biofilme como forte. 
  

Palavras-chave:  Trichoderma spp., Moléculas bioativas, Formação de biofilme. 



ABSTRACT 

Fungi of the Trichoderma species are highly specialized in surviving symbiotically 
through endophytic activities inhabiting the interior of plant tissues. In addition, these 
microorganisms have substances described as secondary metabolites, which are 
being increasingly detected as biological materials, with the aim of being substances 
of biotechnological potential, with antibiofilm, cytotoxic activity, among others. 
Therefore, this work aimed to carry out an analysis of secondary metabolites of 
Trichoderma isolates. For these activities, 10 Trichoderma species named 18, T00, 
57, 46, B102, AB302, AM201, AB107, S404 and ALL42 had their secondary 
metabolites investigated. With the lethality assays in Artemia salina, it was possible 
to evaluate the secondary metabolites of the Trichoderma isolates with conversion 
into the mean lethal concentration (LC50), thus, of the ten secondary metabolites of 
the Trichoderma isolates, six of which were named 18, T00, 46, B102 and AM201 
adopted LC50 toxicity. However, the author, considering the metabolites of the 
Trichoderma isolates that demonstrated LC50 with a concentration of up to 100 µg.ml-
1, thus excluding the AM201 isolates, stipulated a cut-off point. Isolated B102 showed 
high toxicity and was not selected. Thus, only the secondary metabolites of the 
Trichoderma isolates called 18, T00 and 46 were selected for cytotoxicity or cell 
viability assays by the MTT method and evacuation of biofilms of Pseudomonas 
aeroginosa strains. The results of cell viability show that the secondary metabolites 
of the isolates showed a decrease between 13 and 20%, even though there was no 
regularity in the reduction of viability between the concentrations used in all the 
metabolites of the isolates. The antibiofilm activity of the secondary metabolites of the 
Trichoderma isolates against the biofilms produced by Pseudomonas aeruginosa 
strains revealed that the secondary metabolites of the three isolates used (18, T00 
and 46) were very efficient in those strains of P. aeruginosa categorized according to 
formation of biofilm as strong. 
 
 
Keywords: Trichoderma spp,. Bioactive molecules. Biofilm formation. 
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1. INTRODUÇÃO

 

Os metabólitos primários são materiais decorrentes de processos que 

envolvem uma diversidade de reações, estas anabólicas, catabólicas e anfibólicas, 

aos quais são mediadas por enzimas que propiciam materiais biossintéticos, 

juntamente com a energia e a conversão de materiais proteicos e lipídicos, onde 

estas atividades são essenciais para o cenário de sobrevivência de seus agentes, 

dispostas em quantidades equilibradas e não acumuláveis (DEMAIN e FANG, 2019).  

Em contrapartida, os metabólitos secundários embora também sejam 

produtos de reações químicas do metabolismo, nem sempre estão envolvidos 

diretamento nos aspectos que se referem ao desenvolvimento e crescimento dos 

organismos aos quais pertence, porém a longo prazo podem sim interferir na 

sobrevivência de seus agentes (AGOSTINI-COSTA et al., 2019).  

Portanto, quando se refere aos metabólitos secundários sabe-se que estes 

materiais são composições químicas que estão associadas a processos de 

sinalização, interação e desenvolvimento com outros tipos de organismos. A 

diversidade destes agentes são frutos da versatilidade genética do gênero de seus 

produtores, que diante de diferentes tipos de exposições a fatores ambientais 

conseguem desenvolver mecanismos onde suas proteínas receptoras reconhecem 

estes fatores e por meio de uma transducionalização de sinal podem reprimir ou 

ativar diferentes genes (ZEILINGER et al., 2016).  

É conhecido que substâncias naturais, são extremamente diversificadas e 

sintetizados por algas, plantas, bactérias, animais e fungos. Sendo utéis no que se 

refere ao fornecimento de vantagens aos seus produtores, em aspectos de defesa 

metabólica, competição, disponibilidade de nutrientes e outros (AGOSTINI-COSTA 

et al., 2019; BREITLING et al., 2019).  

Sobre produtores de metabólitos secundários destaca os fungos Trichoderma 

spp. como microrganismos altamenete eficientes no que diz respeito a produção de 

metabólitos secundários, dando enfoque, inclusive a algumas destas substâncias 

como por exemplo: ácido harziânico, antraquinonas, azafilonas, butenolides, 

daucanas, tricholinas, glisopreninas, ácido heptelídico, pironas, entre outras, que em 
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sua maioria apresentam bons resultados nas atividades antibacterianas e

antifúngicas (PAPHITOU, 2013).  

O Trichoderma, tem sido um dos fungos filamentosos mais estudados, para o 

desenvolvimento e aplicabilidade de novos processos biotecnológicos em atividades 

industriais (PINTO et al., 2014).  

Diante disto, por apresentar uma atividade metabólica favorável e ampla 

distribuição geográfica, estudos envolvendo os fungos da espécie Trichoderma, tem 

elucidação a investigação do seu potencial de uso na aplicação de bioprodutos 

(RAMADA et al., 2016; MEDEIROS et al., 2017; DEBODE et al., 2018).  
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2. REFERENCIAL TEÓRICO E REVISÃO DA
 

LITERATURA

 
2.1 Metabólitos secundários 

Os microrganismos são capazes de produzir uma grande variedade de 

metabólitos secundários que podem ser usados em diversas aplicações 

biotecnológicas especialmente as aplicações no campo da medicina o que 

representa uma importante fonte de compostos bioativos para saúde animal e 

humana, agroquímicos e farmacologia. Vários metabólitos secundários com 

diferentes estruturas e atividades biológicas estão sendo isolados de diferentes 

organismos e diversos estudos têm sido realizados para entender e caracterizar a 

via biossintética, levando à descoberta de novos compostos (COLLEMARE et al., 

2008, CRANEY; AHMED; NODWELL, 2013).  

 Apresentam-se como moléculas químicas estruturalmente heterogêneas com 

baixo peso molecular  as quais não se encontram envolvidas no crescimento do 

microorganismo, mas são produzidos quando grandes quantidades de precursores 

do metabolismo primário se encontram acumulados, como por exemplo, piruvato, 

aminoácidos entre outros (KELLER, 2005; BELINATO et al., 2019).  

 Como essas moléculas não constituem o esqueleto molecular básico, sua 

ausência não restringe a vida do microrganismo, porém, sua ausência pode 

compromenter sua sobrevivência podendo desencadear desvantagens à um grupo 

filogenético (THIRUMURUGAN et al. 2018). 

A síntese de metabólitos secundários está relacionada com genes localizados 

em clusters, os quais possuem outros genes que codificam para enzimas 

biossintéticas, algumas proteínas reguladoras e resistência contra ação tóxica dos 

próprios metabólitos, o que evita ação tóxica contra as próprias espécies produtoras, 

além disto, estes materiais promovem a secreção dos metabólitos secundários 

(BRAKHAGE, 2013).  

Yin et al. (2012) destacam que estes aglomerados gênicos, comuns em 

bactérias, fungos filamentosos e plantas, são modulados por estímulos ambientais 

tais como fonte de carbono, luz, pH entre outros, sendo relevantes para 

determinados grupos gênicos e que irão variar entre as espécies fúngicas.  
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Levando em consideração a diversidade de função, estrutura e biossíntese,

os metabólitos secundários são classificados em cinco classes: terpenóides e 

esteroides, alcalóides, derivados de ácidos graxos e policetídeos, polipeptídeos não 

ribossomais e peptídeos sintetizados ribossomicamente e modificados pós 

traducionalmente (RiPPs) (O’CONNOR, 2010; MCINTOSH et al., 2011, SOLTANI, 

2016, RISDIAN; MOZEF; WINK, 2019).  

A produção de metabólitos secundários garante aos fungos vantagem em 

habitats no qual ele habita e no qual eles necessitam competir com outros micro-

organismos sendo que, muitos desses metabólitos apresentam efeitos tóxicos ou 

inibitórios em outros microrganismos  (GONZÁLEZ-MENÉNDEZ et al., 2018). 

 
          2.2 Fungos como ferramentas para produção de metabólitos secundários 
 

O isolamento e a identificação de micro-organismos a partir de fontes naturais 

tem sido uma ferramenta atraente na obtenção de espécies aplicáveis e 

geneticamente estáveis. A bioprospecção de microrganismos permite a descoberta 

de espécies com potencial de patogenicidade e virulência podendo produzir uma 

gama de metabólitos secundários com funções importantes sendo explorados para 

aplicações como antibióticos, anticancerígenos, antifúngicos entre outras aplicações 

(OSBOURN, 2010).  

Fungos filamentosos possuem a habilidade de crescer em substratos simples 

e de baixo custo, bem como sua capacidade de produzir diversos metabólitos, com 

aplicações importantes na indústria farmacêutica como os antibióticos, agentes 

hipocolesterolemiantes, inibidores tumorais e imunossupressores, ou ainda sua 

atuação na agricultura como micoparasita de patógenos de  plantas e animais 

(KELLER et al., 2005; BRAKHAGE e SCHROECKH, 2010; MEYER, 2019).  

 
          2.3 O gênero Trichoderma  

 
O gênero Trichoderma pertence à classe dos Sordariomycetes do filo 

Ascomycota, apresentando em torno de 250 espécies aceitas e identificadas dentro 

da filogenia molecular. Vivem sob matéria orgânica em decomposição e reproduzem 

de forma assexuada podendo ainda, colonizar plantas lenhosas e herbáceas, onde 

nestas situações, são encontrados em sua forma sexual teleomórfica (gênero 

Hypocrea) Outras cepas não possuem estágio sexual conhecido. Espécies de 

Trichoderma abrangem fungos que habitam os mais variados tipos de solo, 

possuindo crescimento rápido em meio de cultura, com micélio hialino e hifas 
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septadas, com conídios de diferentes formas e tamanhos, em diferentes tons de

verde (HARMAN et al., 2004; MEYER et al., 2019; SILVA et al., 2019).  

Embora os fungos sejam dependentes de fatores como temperatura, pH e 

umidade para o seu desenvolvimento, as espécies de Trichoderma são consideradas 

altamentes versáteis e interessantes quando direcionadas para aplicações de 

desenvolvimento de materiais biológicos (NIETO-JACOBO et al., 2017).   

Adnan e colaboradores (2019) relatam que existem 10 espécies destaques de 

Trichoderma, as quais são: T. virens, T. atroviride, T. harzianum,T. reesei, T. viride, 

T. spirale, T. coningii, T. asperellum, T. ganense e T. hamatum, sendo elas as mais 

estudadas e utilizadas em técnicas de isolamento, já que desde 1930 o impacto 

antagônico destes fungos são agentes de interesse de pesquisa científica, isto 

também por se saber que alguns dos mecanismos destes fungos são, antibiose, 

competição, predação, micoparasitismo e resistência a agentes patogênicos 

(RABUSKE, 2021).  

As espécies de Trichoderma estão sendo consideradas como promissores na 

produção de metabólitos secundários com ação antimicrobiana, antitumoral, 

antioxidante e antiviral onde o Trichoderma viride, por exemplo, pode ser 

demonstrado como um dos agentes estudados para tais ações que sustentam 

importantes interesses a respeito dos mecanismos desencadeados pelos 

metabólitos secundários (AWAD et al., 2018). 

          2.4  Métodos de extração de metabólitos secundários  
 
A extração de metabólitos objetiva aspectos tais como a liberação eficiente, 

remoção de interferentes e possibilitar a compatibilidade de técnicas analíticas 

subsequentes. É importante ter em mente que muitas variáveis podem interferir no 

rendimento da substância bioativa durante o processo de extração tendo como 

principais a concentração do solvente, a temperatura, o método e o tempo de 

extração levando a maiores ou menores concentrações das substâncias bioativas 

(ÁLVAREZ et al., 2010; GONG et al., 2017). 

As extrações em amostras sólidas e líquidas diferem na metodologia de 

extração. Assim, em amostras sólidas, o protocolo mais utilizado para extração de

metabólitos é a extração sólido-líquido na qual a extração consiste na separação de 

um ou mais componentes de uma mistura sólida por meio de um solvente líquido e 

para amostras líquidas são utilizadas as extrações líquido-líquido na qual os 

compostos dissolvidos ou suspensos em uma mistura líquida são separados de 
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outros compostos da mistura de acordo com suas propriedades físicas e químicas.

Posteriormente, as amostras extraídas e preparadas são analisadas por técnicas 

como ressonância magnética nuclear (NMR), cromatografia gasosa-espectrometria 

de massa (GC-MS) ou cromatografia líquida-espectrometria de massa (LC-MS) 

permitindo a detecção de um grande número de metabólitos secundários 

simultaneamente (ÁLVAREZ et al., 2010; GUMMER et al., 2012). 

 

           2.5  Técnicas de análises e identificação de metabólitos  

As amostras extraídas e preparadas são analisadas por técnicas como 

ressonância magnética nuclear (NMR), cromatografia gasosa-espectrometria de 

massa (GC-MS), cromatografia líquida-espectrometria de massa (LC-MS) e 

espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR) permitindo a 

detecção de um grande número de metabólitos secundários simultaneamente 

(GUMMER et al., 2012). 

A Cromatografia a Gás acoplada a Espectrometria de Massa (Gas 

Chromatography coupled Mass Spectrometry-GC/MS), é uma técnica analítica que 

apresenta elevada resolução, robustez e reprodutibilidade e está entre as técnicas 

mais empregadas nos estudos de metabólitos secundários, sendo uma técnica 

híbrida, funciona em duas etapas: inicialmente atua separando componentes de uma 

mistura gasosa a ser analisada (GC) seguido da análise por espectrometria de 

massas (MS), possibilitando a identificação dos componentes químicos gasosos 

separados pelo GC (KRUGER et al., 2015).  

A Cromatografia Líquida acoplada à Espectrometria de massas (LC-MS) 

possibilita  analisar diversas substâncias por conta de uma variedade de fases 

estacionárias disponíveis, além dos diferentes modos de separação, como a eluição 

em fase reversa com ou sem pareamento iônico, interação hidrofílica, e troca iônica 

com a separação dos componentes de uma mistura entre duas fases: uma fixa e de 

grande área superficial denominada fase estacionária, e um fluido que interage com 

a fase fixa, chamado fase móvel (ARDREY, 2003; MALVIYA, 2010).  

A ressonância magnética nuclear (nuclear magnetic resonance-NMR) é uma 

técnica analítica muito na qual permite a identificação de rotina de novos compostos 

por ser abrangente, robusta, pouca ou nenhuma manipulação das amostras, 

podendo ser analisadas amostras biológicas intactas sólidas ou semi-sólidas, uso de

pouca quantidade de amostra e não destroe a amostra após análise mesmo 

contaminadas com solventes deuterados (BELINATO et al., 2019).  
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A espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (Fourier

transform infrared spectroscopy- FT-IR) é uma técnica analítica usada na obtenção 

de espectros na absorção no infravermelho ou emissão de sólido, líquido ou gás, 

coletando simultaneamente dados espectrais de alta resolução em uma ampla faixa 

espectral (BRIELLE E ARKIN, 2018). 

 Embora seja uma técnica menos utilizada em estudos de identificação de 

metabólitos secundários vem sendo utilizada pela potencial aplicação na elucidação 

da estrutura química de metabólitos secundários além de ser uma técnica de baixo 

custo, simples e não destrutiva (IZQUIERDO-GARCÍA et al., 2011). 

Os dados obtidos das análises de GC-MS e LC-MS e NMR precisam ser 

convertidos de modo que possam ser utilizados em outas etapas de análises pois, 

os dados gerados são abundantes e muito complexos necessitando de ferramentas 

adequadas e com isso minimizando erros na interpretação dos resultados e 

conservando a integridade das oscilações biológicas observadas (CANUTO et al., 

2018; BELINATO et al., 2019). 

 

2.6 Técnicas de Bioensaios 

Bioensaios são testes de toxicidade realizados em laboratório que têm como 

objetivo determinar o grau ou efeito biológico de uma substância desconhecida ou 

de uma substância-teste (droga, hormônio, químicos, etc.), o qual é feito através de 

comparação experimental do efeito da substância testada com efeitos causados por 

uma substância conhecida, em uma cultura de células vivas ou em um organismo-

teste. Estes ensaios diferem entre si, especialmente no que diz respeito ao tempo de 

exposição do organismo-teste ao agente que será testado (CHAPMAN, 2006).

 

 2.6.1 Ensaios de letalidade com Artemia salina 
 

Artemia salina é um microcrustáceo pertencente a ordem Anostraca 

popularmente conhecida como camarão de salmoura, a qual é encontrada em águas 

salgadas fazendo parte do ciclo alimentar de peixes. A sua reprodução pode ser 

observada de duas formas, como cistos e náuplios (larvas), quando em cistos 

costumam apresentar um comprimento médio de 250 µm e estes são passíveis de 

armazenamento a seco, não sensíveis ao vácuo. Já quando são visualizados como

náuplios, descreve-se como agentes recém-eclodidos com aproximadamente 450 

µm de comprimento de acordo com a figura 1a. Ao chegar na fase adulta, a Artemia 
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pode vir a apresentar um comprimento de 10mm conforme visualizado na figura 1b

(NASCIMENTO et al., 2013; IGARASHI, 2008; STAPPEN et al., 2019). 

Figura 1. Microcrustáceo Artemia salina 

 
a) Náuplios (larvas) recém-eclodidos b) Artemia em fase adulta.  

Fonte: MILLÁN, 2021; Autoria própria.  

Os ovos de Artemia podem ser facilmente encontrados em lojas de materiais 

aquáticos, e possuem a característica positiva de serem metabolicamente inativos 

quando não são eclodidos, o que os possibilita a sua conservação a vácuo por longos 

períodos em temperaturas amenas (IGARASHI, 2021).  

Por vivenciarem um ciclo de vida curto e possuíram uma alta taxa de 

fecundidade através da eclosão de seus cistos, as Artemias são consideradas seres 

extremamente interessantes para estudos em laboratório. Além do mais, estes 

microcrustáceos são providos de grande habilidade no que se refere a manuentação 

de seu equlibrio homeostático quando expostos elevadas variações de temperaturas 

como por exemplo de 6- 35º C (ARULVASU et al., 2014).  

Amarouayache et al. (2017) relatam que Artêmias possuem ao menos três 

características que as proporcionam a capacidade de sobreviver em diferentes 

ambientes, a primeira delas está relacionada a habilidade destes organismos em 

gerenciarem os níveis de oxigênio mesmo em condições de alta salinidade, por meio 

da síntese de pigmentos próprios. Em seguida, a característica de formar cistos 

dormentes as permitem serem imunes a ambientes desfavoráveis, e por fim 

Artemias, no interior de seus órgãos detém boas quantidades de Na+/K-ATPase o 

que lhes é útil na expulsão de sal do meio interno para externo, ou seja este 

mecanismo único apresentado por estes agentes, é fundamental para defesa contra 

a) b) 
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possíveis predadores (CAMARGO, 2005; SAEZ et al., 2000; NTGUNGWE et al.,

2020).  

Além disto, a Artemia é vista como um agente de valor biológico, isto por ser 

eficaz em seu habitat quando se refere a redução de agentes poluentes flutuantes, e 

apresentar-se com aplicabilidade útil no desempenho de pesquisas em áreas como 

genética, biologia molecular, toxicologia, fisiologia e ecologia. Onde observa-se que 

a execução do ensaio de letalidade com o uso de Artemia salina é uma alternativa 

rápida, de baixo custo e de fácil manejo e manutenção no ambiente laboratorial, 

quando visa-se o objetivo de realizar testes de toxicidades (FERNANDES; 

GONÇALVES, 2016; VEIGA e VITAL, 2011). 

Melo et al. (2020), acrescenta que o uso de Artemias é amplamente 

empregado nos estudos em laboratório devido a serem, agentes sensíveis a uma 

gama diversa de substâncias, expressando assim resultados de caráter toxicológico 

aos bioensaios e investigam compostos biológicos oriundos de produtos naturais.  

Carvalho et al.  (2017), desenvolveram alguns estudos a fim de aprimorar teste 

de toxicidade que são realizados com materiais oriundos de bactérias, fungos, vírus, 

plantas, agrotóxicos e outros. Para isto, os autores elucidaram o emprego da 

ferramenta estatística Probit, inserida no aplicativo computacional Rstudio, onde o R 

é descrito como uma linguagem computacional, que dispõe de ferramentas para a 

análise de dados estatísticos. 

 

         2.6.2 Avaliação da atividade citotóxica  
 

O ensaio colorimétrico de citotoxicidade pelo 3-(4,5- dimetil tiazol 2-il) 2,5 difenil 

brometo tetrazólio (MTT), é uma técnica que permite a análise e monitoramento da 

proliferação de células cancerígenas, por meio da observação da viabilidade celular 

obtida através da atividade enzimática mitocondrial de células vivas. Para isto, 

efetua-se a diluição dos sais de tetrazólio em um controle positivo e um controle 

negativo. Neste ensaio a incubação das células é realizada a 37º C em bandejas de 

96 poços por espaços de tempos variados, e ao final do período de incubação as 

placas são centrifugadas e o seu sobrenadante aspirado e descartado com o auxílio

de uma pipeta. Na quantificação e leitura das amostras utiliza-se um 

espectofotrômetro para a análise dos resultados (MOSMANN, 1983; WANG et al., 

2014).  

As vantangens de desenvolver os estudos de citotoxicidade por meio de 
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ensaios colerimétricos (MTT), envolvem a rapidez da efetivação dos testes, a

facilidade do manejo dos materiais, o custo, que é barato e a possibilidade de se 

processar grande número de amostras por meio do uso dos espectrômetros de 

varredura de multipoços (leitores ELISA) (MOSMANN, 1983; WANG et al., 2014). 

No desenvolvimento do ensaio de MTT trabalha-se a comprovação da 

citotoxicidade de um determinado composto, bioativo ou toxina, ao metabolismo 

celular de glicídeos de células pertencentes a linhagens específicas. Este processo 

ocorre por meio da avaliação das atividades da função mitocondrial das estruturas 

testadas, fator essencial para a funcionalidade celular. Além disto, neste ensaio 

realiza-se também a avaliação do potencial redox das enzimas desidrogenases 

mitocondriais (enzima mitocondrial redutase), e para que seja obtida a viabilidade 

celular, é quantificado a redução do MTT (sal solúvel em água, de coloração amarela) 

em formazan (sal insolúvel em água, de coloração roxa), processo que ocorre por 

meio da atividade metabólica relacionada ao NADH e NADHP (STODDART, 2011; 

MOSMANN, 1983; WANG et al., 2014). A figura 2 abaixo representa a reação do 

MTT com a enzima mitocondrial redutase. 

Figura 2. Reação do MTT com a enzima mitocondrial redutase em células viáveis  

 
Fonte: WANG et al., 2014; Adaptado pela autora.  

 

     2.6.3 Teste de susceptibilidade aos antimicrobianos 

Determina-se, então, a menor quantidade necessária para a inibição do 

crescimento de um microrganismo-teste para medir a atividade antimicrobiana de um 

agente. Esta quantidade determinada é chamada concentração mínima inibitória 

(CMI), a qual é geralmente obtida pela preparação de uma série de tubos de cultura 

por meio da adição de uma concentração diferente do mesmo agente em cada um 

dos tubos, os quais são inoculados posteriormente. Segundo Andrews (2001), a 

menor concentração capaz de inibir o crescimento de micro-organismos é designada 

como ‘padrão ouro”, quando visa-se descrever as suceptibilidades dos organismos 

aos agentes antimicrobianos.  
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       2.6.4 Teste de susceptibilidade 

Os testes de susceptibilidade, ou sensibilidade, são geralmente realizados em 

quaisquer organismos responsáveis por um processo infeccioso que requeira terapia 

antimicrobiana quando não é possível prever a sensibilidade do organismo em 

questão, mesmo quando é possível identificá-lo. Este tipo de teste é mais indicado 

quando o organismo causador é de uma espécie capaz de resistir aos agentes 

microbianos normalmente empregados (ANVISA/NCCLS, 2003). 

 

2.6.5 Biofilmes bacterianos  

Freitas et al. (2010), descreve os biofilmes bacterianos como matrizes 

polimétricas extracelulares, que permenecem aderidas nas superfíceis de sua origem 

microbiana, ao qual são compostos por estruturas complexas designadas como 

microcolônias, estas heterogêneas, que possuem a permeabilidade de influir alguns 

nutrientes e fluidos.  

É relatoado que os biofilmes podem ser descritos como material característico 

da evolução de microrganismos. Onde estas matrizes são principalmente 

constituídas por moléculas de DNA, proteínas, polissacarídeos, íons e 

margitarioramente por água (RITMANN, 2017; PERCIVAL et al., 2011; JAMAL et al., 

2017).  

Sobre os caminhos que levam a formação do biofilme, Kasnowski et al. (2010), 

descreve que existem ao menos três mecanismos ao qual podem ser constituídos 

esse material. Em um primeiro processo, a formação se dá pelo impacto da 

motilidade em superficie bacteriana que promove a redistribuição de células 

anexadas. Na segunda possível síntese, bactérias podem sofrer processo de divisão 

binária e no terceiro mecanismo uma grande massa de células são recrutadas para 

a formação de uma estrutura biofilme. A forma, ou escolha de qual mecanismo será 

requerido para a formação dos biofilmes nas estruturas bacterianas, irá depender de 

aspectos relacionados com a natureza da superfície onde este organismo se 

encontra, e de aspectos físicos-químcos condicionantes do ambiente.   

De maneira mais específica, no que se refere aos estágios de formação do 

biofilme é possivel trazer a elucidação de quatro etapas: Adesão reversível, adesão 

irrevesível, formação de matriz polimérica e por fim amadurecimento e dispersão. No

primeiro estágio descrito como a adesão reversível, Jamal et al. (2017) explica que 

inicia-se uma ativiade de quimiotaxia promovida por flagelos e pilis que aproximam 
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as bactérias que anteas estavam dispersas na forma planctônica, á superficie por

meio de movimentos brownianos, superando assim as forças de repulsão da 

superfície á bactéria. Aponta-se este estágio como reversível, devido a adesão das 

bactérias as superfícies serem possivel de serem desfeitas por influência de forças 

eletrostáticas, atração de Van der Waals e interações hidrodinâmicas e hidrofóbicas.  

Em um segundo estágio, a adesão muda de reversível para irreversível 

devido, adesinas específicas da superficie síntetizarem polímeros extracelulares, nas 

superfícies das bacterias, promovendo assim uma imobilidade do microrganismo, 

que consequentemente desencadeia o início a um processo de replicação 

bacteriana. É válido considerar, que neste segundo estágio, o meio, a fase de 

crescimento, as caracteríticas específicas das linhagens microbianas e as suas 

sinalizações celulares podem influenciar no processo de aderência das células 

(JAMAL et al., 2017; RENDUELES et al., 2012; AKANKSHA et al., 2018).

Seguindo para o estágio da formação da matriz polimérica, percebe-se neste 

momento a existência de um biofilme maduro, isto devido à polimeros extracelulares 

conhecidos principalmente como exopolissacarídeos (EPS) atuarem como adesivos 

e como caminho para a passagem de nutrientes até as bactérias. Além disto, é 

descrito a existência de aglomerados bacterianos envolidos por água, que auxiliam 

na passagem de nutrientes e oxigênio para o interior das células e permitem 

tambéma excreção de metabólitos para a região extracelular (AMARAL, 2020).  

Ao chegar ao seu último estágio de formação o biofilme é preparado para 

dispersar suas bactérias, ocasionando assim uma a segregação a partir de enzimas 

sacarolíticas de comunidades bacterianas pela superfície. Bactérias como 

Pseudomonas aeruginosa, e Pseudomonas fluoresnces para o desprendimento de 

seus agentes utilizam da produção de alginato-liase. (RENDUELES et a., 2012; 

AKANSHA et al., 2018).  

Para elucidaçao dos estágios de formação de biofilme, Amaral (2020) retrata 

por meio da figura 3 a ilustração deste processo:  
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Figura 3. Os quatro estágios de formação de biofilme

 

Fonte: AMARAL, 2020.  

Uma das principais preocupações do contexto clínico quanto as produções de 

biolfime advinda de agentes patogênicos, se dá ao fato desta estrutra conferir grau 

significativo de resistência bacteriana, prejudicando assim as terapias antibacterinas 

convencionais (CARVALHO, 2017).  

Lewis et al. (2010), pontua que no interior dos biofilmes as bactérias acabam 

vivenciando processos evolutivos mais avançados e complexos que os seus 

ancestrais no que se refere aos seus aspectos fisiológicos, onde mesmo que 

possuam características genéticas semelhantes aos de seus grupos, a partir da 

existência de seus biofilmes elas se tornam, metabolicamente inertes, com 

processos de replicação lento, começam a regular a reparação do DNA e dos 

processos oxidativos,  ampliam a modulação do sistema toxina-antitoxina e se 

tornam metabolicamente aceleradas na produçao de fosfato, desencadeando 

comportamento resistente frente a concentração mínima inibitória de produtos 

antibacterianos.  

Ashutosh et al. (2017), acrescenta que as colônias bacterianas em biofilme 

são capazes de se locomoverem para outras ambientes, o que fortelece ainda mais 

a propação infecciosa. Diante disto, infecções como endocardites, prostatites, 

conjutivites, otites, vaginites, periodontites, implantes biomédicos direcionados ao 

tratamento de fibrose cística, lentes de contato, alguns cateres venosos, arteriais e 

urinários, dispositivos intrauterinos e até mesmo próteses, corriqueiramente são 

impactados pela formação de biofimes bacterianos (JAMAL et al., 2017).   

 

2.6.6 Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa são bactérias Gram-negativas, de caratér oportunista ao qual

apresentam ampla versatidlidade. Além disto, são agentes causadores de infecções 
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adquiridas em ambientes de internação hospitalar, em sua maioria correlacionadas

com processos infecciosos que acomentem pacientes em tratamento de câncer, 

imunodeprimidos pelo vírus da imunodeficiência humana – HIV e em casos de 

queimaduras graves (SHOKRI et al., 2018;GOMILA et al., 2018).  

Uma das principais preocupações que envolvem as P. aeruginosas refere-se 

ao fato de ser uma bactéria com alta adaptabilidade, o que confere a este 

microrganismo a capacidade de resistir aos antibióticos, tornando o efeito inibitório 

dos fármacos limitante (PANG et al., 2019).  

Crespo et al. (2018), relata as P. aeruginosa como produtoas exímias de 

biofilme, o que as tornam interessante nos estudos onde há o intuito de investigar a 

atividade antibiofilme. Sabe-se que o biofilme é uma ferramenta que propõe as estas 

bactérias a capacidade de resilência frente as respostas imunes em até 1000 vezes 

mais do que em situações onde não há a formação desta estrutura de resistência 

bacteriana.  

O crescimento dos biofilmes de P. aeruginosa, se dão maneira lenta, e em 

ambiente como pouca presença de oxigênio, quando em processos infecciosos 

acredita-se que esta síntese ocorre nas vias aéreas e em feridas crônicas, e em 

superfícies abióticas, corriqueiramente equipamentos médicos e implantes também 

são ambientes de formação desta estrutura (SONDERHOLM et al., 2017; O’TOOLE

et al., 1998; KLAUSEN et al., 2003). 

Sobre a elucidação específica da formação de biofilme por bactérias P. 

aeruginosas, Thi et al. (2020), descreve em seu estudo o ciclo da construção deste 

mecanismo de resistência em 6 fases, boa parte deste processo contempla aspectos 

gerais da formação de biofilmes bacterianos. Em um processo inicial, as bactérias 

seguem rumo a uma associação à sua superfície, para que assim realize a síntese 

das substâncias proteícas, DNA, lipídios, polissacarídeos e (EPS), em seguida numa 

segunda fase ocorre a transição de ligações, antes revesíveis agora irreversíveis, em 

uma terceira etapa efetua-se a formação de microcolônias com uma estrutura mais 

rigidamente aderida a superfície. Chegando à quarta etapa, autólises celulares 

promovem a liberação e o rompimento das microcolônias possibilitando assim a 

dipersão das células, e ainda nesta período há uma transformação do material 

bacteriano que antes era séssil para plânctonico se disseminando em regiões ainda 

não colonizadas, além disto o que possibilita a efetuação deste processo é a

degradação do DNA extracelular (eDNA) por endonucleases (EndA). Esta transição 

é dita como um detalhe crucial para que seja permitido a repetição do ciclo de 
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biofilme, onde se confere já a quinta e etapa da síntese (HICKMAN et al., 2008; MA

et al., 2009; RASAMIRAVAKA et al., 2015; CHERNY et al., 2019).

O sexto e último estágio ocorre após 2h, descrita como fase de atraso a 

transformação fenotípica dos materiais bacterianos em plânctonicos com níveis 

reduzidos de c-di-GMP intracelular que é uma molécula sinalizadora para formação 

de biofilme e virulência à bactérias, e também de pioverdina conhecido como 

siderófos que conferem fator de virulência à P. aeruginosa (OLIVEIRA, 2015; DE 

OLIVEIRA., 2018; CHUA et al., 2015).  A figura 4 ilustra abaixo, ilustra o ciclo de 

formação de biofilme de bactérias p. aeruginosa.  

Figura 4. Ciclo de síntese de biofilmes de P. aeruginosa 

 

Fonte: THI et al., 2020; Adaptado pela autora.  
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3. OBJETIVOS 

3.1. Objetivo geral 

Analisar a atividade citotóxica e antibiofilme de metabólitos secundários de 

isolados de Trichoderma sp. 

3.2. Objetivos específicos 
 

● Determinar a CL50 para cada metabólito secundário de Trichoderma a 

partir de teste em Artemia salina.  

● Investigar a atividade citotóxica dos metabólitos secundários em 

células CALU-3 através do ensaio em MTT ; 

● Avaliar a atividade antibiofilme de cepas de Pseudomonas aeruginosa 

dos metabólitos secundários dos isolados de Trichoderma.
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

4.1  Manutenção dos isolados 

Foram utilizados neste trabalho 10 isolados de Trichoderma denominados, 18, 

T00, 57, 46, B102, AB302, AM201, AB107, S404 e ALL42 provenientes da coleção 

de cultura do Laboratório de Enzimologia UFG. Os fungos foram mantidos com 

repiques periódicos em meio MYG (0,5% de extrato de malte, 0,25% de extrato de 

levedura, 1% de glicose e 2% de ágar) e estocados a 4ºC. 

4.2 Condições de fermentação dos isolados de Trichoderma para 

produção dos metabólitos secundários. 

Soluções esporos na concentração de 1x107 mL-1 de cada um dos fungos 

foram inoculados em frascos de 500 mL contendo 200 mL de meio MYGP (malte 

0,3%; extrato de malte 0,3%; peptona 0,3% e glicose 1%). Os frascos contendo cada 

um dos fungos foram incubados em agitador rotatório à 28ºC a 200 rpm no escuro 

por 21 dias. Após esse período, os meios foram filtrados a vácuo e o filtrado (extrato 

bruto) foi submetido extração por partição líquido-líquido 

4.3 Extração dos metabólitos secundários dos isolados de Trichoderma 

Os filtrados (extratos brutos) dos isolados de Trichoderma foram submetidos 

à extração por partição líquido-líquido com acetato de etila. Após a separação das 

fases em um funil de separação, a fase apolar foi coletada e levada a um 

rotaevaporador. O resíduo formado foi ressuspendido com solução de acetonitrila 

50% em água. A exemplificação da extração dos compostos metabólitos secundários 

do fungo Trichoderma sp. estão expostos na figura 5 abaixo e as biomassas obtidas 

após o processo de rotaevaporação estão descritos na tabela 1.  

Figura 5. Extração dos metabólitos secundários 
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Fonte: Autoria própria.  

Tabela 1. Biomassas obtidas dos metabólitos secundários   

Isolados metabólitos Biomassa 

18 0,15g 

57 0,15g 

B102 0,42g 

AM201 0,14g 

T00 0,09g 

ALL42 0,14g 

46 0,21g 

AB107 0,08g 

AB302 0,15g 

S404 0,9g 

Fonte: Autoria Própria  
 
4.4 Avaliação da toxicidade dos metabólitos secundários de Trichoderma 

pelo ensaio de letalidade de Artemia salina 

 
Os ensaios foram confeccionados a partir da metodologia adaptada de 

Rahman et al. (2005) com algumas alterações. Foram pesados 60mg de cistos de 

Artemia salina, que foram colocados para eclodir em água marinha sintética, 

preparada a partir da dissolução de 40g de sal marinho NaCl obtido comercialmente, 

em 1 litro de água destilada, acrescida de 6mg/L de extrato de levedura.  

Após o preparo da água marinha sintética que foi realizado com o auxílio de 

um bécker de 1L e uma espátula para a dissolução dos sais, a solução salina foi 

submetida ao processo de autoclave dentro de uma garrafa com tampa meio 

rosqueada, sendo em seguida foi reservada para o esfriamento da solução, com o 

intuito de que logo após um período de aproximadamente 5 horas fosse transferida 

para o artemilheiro. Este confeccionado a partir do uso de um funil de decantação, 

suspenso através de um suporte de ferro.  

Na etapa de organização do artemilheiro, foram transferidos 500 mL da 

solução salina ao funil, seguido da adição de 60mg dos cistos da Artemia. Além disto, 

para que a solução estivesse em aeração constante, foi adicionado na região interna

do funil, uma mangueira de uma bomba para oxigenação de aquário, com o intuíto 

de manter a oxigenação constante dentro do artemilheiro em ambiente fechado.  

Após a incubação dos cistos em água marinha artificial no artemilheiro, 

durante um período de 36 horas, em temperatura ambiente de aproximadamente 
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25ºC, com iluminação constante, realizou-se a pesca dos náuplios, recém eclodidos.

Para a este processo, utilizou-se uma pequena lanterna para atrair os náuplios para 

a região inferior do funil, e com o auxílio de uma placa de petri de vidro, foram 

despejados parte da água marinha artificial com as Artemias dentro da placa.  

Foram pescados 10 indivíduos em 100 µg.mL-1 de água marinha artificial, por 

meio do auxílio de uma pipeta de 100 µg.mL-1 e uma lupa do contador de colônias 

de bactérias digital, este útil para ampliar a visualização dos náuplios dentro da placa 

de petri. Os 100 µL com os 10 indivíduos foram transferidos para poços de uma 

microplaca poliestireno de de 96 poços.  

Para cada um dos 10 metabólitos secundários de isolados de Trichoderma, 

foram utilizadas as concentrações de 1250, 625, 125 e 12,5 µg.mL-1, preparadas 

com os extratos de metabólitos secundários dissolvidos em água marinha artificial 

oriunda dos 500mL restantes de água marinha artificial que não foram empregados 

ao artemilheiro. Estas concentrações foram dispostas em 100 µg.mL-1 em triplicatas 

nas microplacas de cultura de células, nos poços que já haviam sido transferidos 10 

náuplios em um volume de 100 µg.mL-1.  Após este processo de exposição dos 

náuplios ao bioativos, as placas foram dispostas em bancada por mais um período 

de 24 horas, ainda sob iluminação constante e temperatura ambiente de 

aproximadamente 25ºC, para que no dia seguinte fosse realizada a leitura. 

Na realização de leitura, para o auxílio da visualização dos poços, fez-se a 

utilização do contador de colônias de bactérias digital, e foram realizadas as leituras 

a partir da contabilização de indivíduos mortos em cada um dos poços, em suas 

diferentes concentrações. 

Foram incluídos também, no ensaio com a Artemia alguns poços que não 

apresentavam os bioativos, somente os indivíduos e a adição de concentrações de 

100, 50, 25, 12,5 6,25 µg.mL-1 de Dicromato de potássio (K2Cr2O2) este adicionado 

como controle de técnica e um controle com acetonitrila 50%. A partir dos dados, 

analises estatísticas foram efetivadas para a determinação da (DL50) dos bioativos 

utilizados no experimento. Além disto, o teste foi realizado em 3 réplicas para cada 

concentração, totalizando para cada concentração, testes com um total de 90 

indivíduos. Para a elucidação da preparação e execução dos testes com Artemia 

salina segue a figura a 6.  
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Figura 6. Ensaio em Artemia salina 

 
Fonte: Autoria própria. 

 

Com o objetivo de confirmar que não houve contaminação da solução salina 

desde o ínicio do ensaio, foram dispostos em todos os testes quatro poços com 10 

indivíduos em um volume de 100µl acrescidos de 100 µl da água salina que havia 

sido utilizada na dissolução dos bioativos. Além de um poço com 100µl de acetonitrila 

50%, que foi adicionado para a certificação de que a acetonitrila não é um agente 

tóxico as Artemias.  

A realização do ensaio de letalidade com Artemia salina, foi aplicado por meio 

do uso de 10 extratos de metabólitos secundários: 18, T00, 57, 46, B102, AB302, 

AM201, AB107, S404 e ALL42.  

Para a elucidação dos resultados obtidos no ensaio de letalidade em Artemia 

Salina, foram coletados os dados de indivíduos mortos e vivos e dispostos em tabelas 

no Excel ® separadas para cada composto, e a partir da ferramenta Probit, por meio 

do aplicativo Rstudio foram obtidos os resultados referentes as (CL 50%) dos 

extratos metabólitos, além disto o programa dispõe da demonstração das 

concentrações mínimas de mortes e das concentrações máximas, a fim de que possa 

ser estabelecido um intervalo entre os valores inferiores e superiores as (CL 50%) 

descritas sobre cada composto. 

 

4.5 Ensaio Biológico in vitro  

4.5.1 Culturas das linhagens CALU-3  

Foram utilizadas células CALU-3 do banco de células do laboratório de 

Biotecnologia molecular de fungos da faculdade de Medicina de Ribeirão Preto, 
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departamento de Bioquímica e Imunologia da Universidade de São Paulo (USP). A

linhagem celular CALU-3, são células de adenocarcinoma pulmonar humano, 

derivada de um sítio metastático, que se caracterizam como células epiteliais e se 

desenvolvem de forma aderida. As células foram cultivadas em meio RPMI 1640 pH 

7,4, contendo soro fetal bovino (SFB) a 10%, suplementado com 24 mmol.L-1 de 

bicarbonato de sódio, 2 mM de L-glutamina, 1mM de piruvato sódico e com 10.000 

U de penicilina e 10 mg de estreptomicina por litro. As culturas foram mantidas em 

estufa umidificada a 37°C com atmosfera de CO2 a 5%. 

As células CALU-3 (1,5 x 104 células/poço) foram semeadas em placas de 96 

poços e incubadas por 24 h com meio completo para reestabelecimento das 

condições adequadas, por exemplo, a completa adesão celular. Para a avaliação da 

citotoxicidade, as linhagens CALU-3 foram incubadas em dois períodos, 24 e 48 

horas com as concentrações de metabólitos secundários nas seguintes 

concentrações: 12, 8, 4, 1 e 0,5 µg.mL-1. 

 

4.5.2 Determinação da citotoxicidade dos metabólitos dos isolados de 

Trichoderma pela viabilidade celular por meio do ensaio de redução de MTT.

As células nas condições de cultivo descritas acima foram tratadas com os 

metabólitos secundário dos isolados de Trichoderma nas concentrações descritas no 

item 4.5.1 e avaliada a viabilidade em dois momentos, 24 e 48 horas, onde o 

metabolismo celular avaliado pela redução do reagente MTT 3-(4,5 dimetiltiazol-2yl)-

2-5-difenil-2H tetrazolato de bromo (MOSMANN et al., 1983). Após o período de 

tratamento, o meio de cultivo foi retirado e desprezado, 200μL de uma solução de

azul de tetrazólio (MTT) a 0,5 mg/mL foi adicionada nos poços que continham as 

células, seguindo a metodologia descrita por Mosmann (1983). Em seguida, as 

culturas foram incubadas a 37ºC durante 2 horas, ao abrigo da luz, até a observação 

da presença dos cristais de formazan. Após este período foi retirado o sobrenadante 

(solução de MTT) e na sequência os cristais formados foram solubilizados em 200 

μL de dimetilssulfóxido (DMSO). A leitura espectrofotométrica da absorbância foi

realizada em comprimento de onda de 550 nm, em leitora de placas (Biotek, μQuant). 

Para o cálculo da viabilidade celular (%) utilizou-se a equação abaixo. Atividade 

mitocondrial representa o aumento ou diminuição em relação às células não 

estimuladas, expresso em porcentagem. 
            %  = â é s s     ×100             

                                        â é   
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 4.6 Análises Estatísticas 

Para que a análise seja realizada, é necessário a obtenção do aplicativo 

Rstudio 3.4.0 (R CORE TEAM, 2017) de acordo com CARVALHO et al. (2017), as 

quais foram seguidas as suas recomendações sobre o download e instalação do 

programa, após a instalação é solicitado a programação específica orientada pelos 

autores, para que assim seja realizada a análise dos dados antes tabelados pelo 

pesquisador agora no programa R por meio da ferramenta Probit que possui 95% de 

intervalo de confiança. 

A partir da observação de Meyer e colaboradores (1982), há estabelecida uma 

classificação a respeito da toxicidade das amostras aplicadas ao ensaio de letalidade 

com Artemia, a qual doses que apresentam uma (CL50) ˃ 1000 µg.ml-1, não são 

consideradas tóxicas e de maneira contrária, amostras com (CL50) ˂ 1000 µg.ml-1 são 

designadas como tóxicas. 

Após os ensaios de letalidade em Artemia salina, os metabólitos dos isolados 

de Trichoderma que apresentaram CL50 com concentração de até 100 µg.ml-1 (18, 

T00 e 46) foram selecionados para os ensaios de citotoxicidade ou viabilidade celular 

pelo método de MTT e inibição de biofilmes de cepas de Pseudomonas aeroginosa.  

4.7 Ensaio de inibição dos metabólitos secundários de isolados de 

Trichoderma em  biofilmes de cepas de Pseudomonas Aeruginosa 

4.7.1 Preparação dos compostos  
 
Os metabólitos secundários de isolados de Trichoderma selecionados a partir 

dos ensaios de toxicidade em Artemia salina, isolados 18, T00 e 46, seguiram para 

os ensaios de inibição de biofilmes em cepas de Pseudomonas aeruginosa. Assim, 

foram utilizadas as concentrações que variaram de acordo com as concentrações 

dos metabólitos dos isolados de Trichoderma (Figura 9).  

Dessa forma, foram diluídos em caldo TSB (Trypticase Soy Broth), cada 

metabólito foi submetido separadamente ao processo de diluição de acordo com a 

figura 9 abaixo:  
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Figura 7.  Diluição dos metabólitos secundários em caldo TSB 

 
Fonte: Autoria própria. 

 

As concentrações finais utilizadas para o ensaio foram, metabólito T00 = 1,5

µg/ml-1, 18 = 1,85 µg/ml-1 e 46= 3,5 µg/ml-1.

4.7.2 Ensaios de formação de biofilme  
 

Para a realização dos ensaios de formação de biofilme as quantificações da 

biomassa total dos biofilmes foram realizadas pelo método do cristal violeta conforme 

descrito por Stepanović et al. (2000) acrescido de algumas modificações.  

Um total de 13 Pseudomonas aeruginosa foi avaliado, sendo 11 isolados 

clínicos gentilmente cedidos pela profa. Lilian Carneiro do Laboratório de 

Biotecnologia de Micro-organismos do Instituto de Patologia Tropical e Saúde 

Pública da Universidade Federal de Goiás e 2 cepas padrão do tipo American Type 

Culture Collection - P. aeruginosa ATCC 27853 e ATCC 9027 da coleção do 

Laboratório de Bioensaios da Universidade Estadual de Goiás - UEG.  

As alíquotas dos micro-organismos foram reativadas em ágar cetrimide (Kasvi, 

Espanha) suplementado com 10% de glicerina PA (Synth, São Paulo, Brasil) a 35,5° 

C por 24 horas e o aspecto macroscópico das colônias e pureza das amostras foram 

checados antes do início dos testes. Após a incubação, três a cinco colônias típicas 

foram dissolvidas em solução fisiológica estéril (SFE 0,9%) e a turbidez da
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suspensão foi ajustada com a escala 0,5 de McFarland. Em seguida, 0,1 mL da

suspensão foram transferidos para tubos com 9,9 mL de caldo triptona soja (TSB). A 

partir desta solução microbiana, 50 µL foram colocados em poços de uma microplaca 

de poliestireno de 96 poços com fundo plano contendo 50 µL dos compostos 

descritos como metabólitos secundários por poço, perfazendo um inóculo bacteriano 

inicial de 1,5x105 ufc por poço e a concentração de 0,5 mg.mL-1, e a microplaca foi 

incubada a 35,5 ºC por 24 horas.  

Em seguida, foram realizadas leituras visuais das microplacas onde o 

processamento foi realizado segundo metodologia descrita por Naves et al. (2008) 

com modificações. O caldo Triptona soja (TSB) foi retirado e os poços foram lavados 

duas vezes com 150 μL com SFE em lavadora automática de microplacas Aquari®

(MA 615, Brasil) para a remoção das células não aderidas. Após isto, foram 

adicionados 150 µL do corante cristal violeta 1% nas placas por 10 minutos. 

Posteriormente, o corante foi desprezado e os poços lavados três vezes com 200 µL 

de água destilada, com o descarte do volume total e secagem das placas a 35,5 ºC 

por 20 minutos em estufa. Em seguida foram adicionados 150 µL de etanol absoluto 

(Neon) em cada poço para a coloração das bactérias aderidas, a microplaca foi 

incubada durante 10 minutos a temperatura ambiente e foram realizadas as leituras 

das densidades ópticas (DO) dos poços a 492 nm no espectrofotômetro de 

microplacas BioTech EpochTM. 

Foram utilizadas ao todo 9 microplacas para a realização dos ensaios com os 

metabólitos secundários, devido teste ser realizado em triplicadas, ou seja, três 

microplacas para cada grupo de bactéria testado. Para melhor elucidação 

experimento está esquematizado nas figuras abaixo:  

Figura 8. Disposição dos compostos nas microplacas 

 
Legenda: Pa (Pseudomonas aeruginosa) Pa 85 e 90 cepas padrão ATCC; 18/T00/46 = Metabólitos 
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secundários; CV = Controle de Viabilidade (Bactéria sem composto); CNI = Controle Não Inoculado 
(Apenas TSB).  
Fonte: Autoria Própria. 

 
Figura 9. Experimento ensaio de biofilme

 
Fonte: Autoria própria.  

 

Para a classificação das leituras de DO das bactérias quanto à formação de 

biofilme foram descritas quatro categorias: não formadora (NF), formadora débil (FD), 

formadora moderada (FM) e formadora forte (FF) de acordo com as seguintes 

fórmulas (STEPANOVIĆ et al. 2000): 

NF = DOBA ≤ DOPC = 0,061 

FD = DOBA > DOPC ≤ 2x DOPC = 0,061 até 0,122 

FM = DOBA > 2x DOPC ≤ 4x DOPC = maior que 0,122 até 0,244 

FF = DOBA > 4x DOPC = maior que 0,224. 

Onde a DOPC = densidade óptica do poço controle e DOBA = densidade 

óptica da bactéria aderida.  

Portanto para a análise dos resultados sobre a formação de biofilme frente a 

presença de metabólitos secundários, realizou-se a comparação dos grupos tratados 

e não tratados e através da verificação das significâncias de diferenças, estabeleceu-

se os valores determinavam a inibição ou não inibição da formação do biofilme de 

pseudomonas aeruginosas. A significância das diferenças foi avaliada com o teste t 

de Student (p≤ 0,05). Todos os testes foram realizados em triplicatas independentes.
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Foram incluídos controles de viabilidade e de esterilidade para cada condição

testada. 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

5.1  Avaliação da toxicidade dos extratos de metabólitos secundários 

pelo ensaio de letalidade em Artemia salina 

Com a avaliação da concentração letal média (CL50) dos metabólitos 

produzidos pelo isolados utilizados neste estudo em Artemia salina permitiu a 

seleção dos metabólitos secundários dos isolados de Trichoderma com toxicidade 

importante dentro da classificação de Meyer, 1982. A tabela 2, mostra os valores 

obtidos através das análises estatísticas obtidas através do software Rstudio por 

meio da ferramenta PROBIT, que demonstrou as (CL50) e o intervalo de confiança de 

cada um dos metabólitos secundários testados.  

Tabela 2. Avaliação de toxicidade em Artemia salina de metabólitos secundários de fungos de 

espécies de Trichoderma spp. 

Fonte: A autora.  

 

Os controles utilizados para a viabilidade do ensaio, a acetonitrila 50% e 

apenas a água marinha artificial, não apresentaram mortes, indicando que não houve 

contaminação da solução salina e que a acetonitrila 50% não exerceu influência 

tóxica aos indivíduos do estudo, enquanto que o controle de técnica, Dicromato de 

potássio (K2Cr2O7), apresentou (CL50) de 24,28 µg.ml-1.    

Mediante os resultados obtidos observou-se que os metabólitos secundários 

dos isolados de Trichoderma 18, T00, 46, AM201 apresentaram toxicidade relevante, 

com CL50 inferiores a 1000 µg. ml-1. Não foi possível o estabelecimento de uma 

concentração letal média (CL50) dos isolados de Trichoderma 57, AB302, S404 e 

Isolados 

metabólicos 
CL50 µg.ml-1 

Intervalo de confiança 95% Classificação de 

toxicidade (MEYER, 

1982) 
Limite inferior 

µg.ml-1 

Limite superior 

µg.ml-1 

18 67,53 35,46 114 Apresentou toxicidade 

T00 12,12 3,32 22,26 Apresentou toxicidade 

46 
 

50,42 
 

23,34 91,16 Apresentou toxicidade 

B102 0,00391 4,78 1987 Apresentou toxicidade 

AM201 626 220 6218 Apresentou toxicidade 

AB107 3692 1485 30063 
Não apresentou 

toxicidade 
     



43
ALL42, pelo fato de que, os valores das mortes não apresentaram variações

estatísticas, impossibilitando assim, a elucidação de um resultado por meio do 

Rstudio. Portanto ao analisar os dados brutos do ensaio em Artemia salina destes 

metabólitos, observou-se que a partir da concentração de 125 µg/ml-1 todos os 

indivíduos do ensaio morreram. Apenas para o metabólito ALL42, não houve 

toxicidade relevante em nenhuma das concentrações testadas, demonstrando um 

percentual de 83,33% de sobrevivência dos indivíduos testados.  

  Já os metabólitos secundários do isolado de Trichoderma AB107 

apresentaram CL50, com valor de 3692, ultrapassando o limite de acordo com Meyer 

et al. (1928), portanto, não apresentando toxicidade. É importante salientar que os 

metabólitos do isolado de Trichoderma B102 embora tenha apresentado valores de 

CL50 estes mostram uma elevada toxicidade (Tabela 2).  

Além disto, resultados semelhantes ao deste estudo, foram elucidadas por 

outros autores que investigaram a atividade toxicologia de extratos de Trichoderma 

asperellum dl34, T. citrinoviride cf27 e T. harzianum R5 em Artemia salina. Neste 

experimento os autores isolaram e identificaram 18 compostos de T. asperellum ao 

qual destes metabólitos descritos como diterpenóide (TA1) e (TA2) que 

apresentaram CL50 = 12,0 µg.ml-1 e 38,2 µg.ml-1, a partir do fungo T. citrinoviride cf27 

cerca de 23 composto também foram destacados, destes um norditerpenóide (TC2) 

demonstrou CL50 = 65,5 µg.ml-1, por fim dos 14 compostos investigados de T. 

harzianum R5, o terpenóide (TH1) resultou em uma CL50= 68,6 µg.ml-1 (LIANG, 

2016).  

Nisto, verifica-se uma maior amplitude toxicologia quando refere-se aos 

extratos de metabólitos de fungos Trichoderma, isto quando comparados por 

exemplo com outros extratos obtidos por meio de micélios de fungos como o Diplodia 

pinea, fungo com a característica capaz de se comportar tanto como endofítico ou 

saprofítico. Aponta-se esta consideração, devido após a realização de ensaios de 

letalidade extratos de Diplodia pinea, somente um dos seus 7 compostos, foi possível 

obter-se a CL50 de 746,1 μg.mL-1 (MOURA, 2021).  

Quando comparados com outros metabólitos da mesma espécie, a partir do 

ensaio realizado por Melo (2021), foi observado que de um total de 12 extratos de 

Trichoderma spp, após serem administrados os compostos aos náuplios em um 

período de 24 horas, 8 dos metabólitos, estes nomeados como 235 BE, 235 BM, 235

FM, 767 BE, 767 BM, 767 FE; 1172 BM e 1172 BM não apresentaram toxicidade os 

indivíduos do estudo.  
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Nortate et al. (2018), também realizou ensaios de letalidade em Artemia salina

com extratos de diversos fungos como Aspergillus, Thamnidium, Fusarium, 

Penicilium, Sclerotinia e Trichoderma, onde em uma média geral de toxidade os 

extratos apresentaram uma variação de de CL50 de 201,56 – 948,37 μg.mL-1.  

A respeito dos extratos metabólicos de Trichoderma que não apresentam 

toxicidade a Artemia salina, Song et al. (2019), ao analisar alguns derivados de 

Trichoderma asperellum A-YMD-9-2, destacou que o metabólito catenioblin C, na 

CL50 = 100 μg.mL-1, não apresentou nenhum grau de letalidade em seu estudo.  

 

5.2 Avaliação da atividade citotóxica dos extratos de metabólitos 

secundários  

Não foi possível avaliar o efeito citotóxico em linhagens CALU-3, que são 

células de adenocarcinoma pulmonar humano, derivada de um sítio metastático. A 

viabilidade celular foi discrepante entre as concentrações testadas dos metabólitos 

secundáros dos isolados de Trichoderma. Observa-se que para os metabólitos do 

isolados 18 e 46  (Tabelas 3)  as concentrações utilizadas diminuiu em média 20% 

da viabilidade celular com exceção da concentração 4 μg.mL-1 que não alterou a 

viabilidade celular. Os metabólitos secundários do isolado de Trichoderma T00, 

apresentou em média uma diminuição em torno de 13% entre as concentrações 

utilizadas (Tabela 3). Mediante os resultados fica evidente que as concentrações 

devem ser reavaliadas e outras células podem também ser utilizadas. 

Lu et al. (2018), após a extração e identificação de um polissacarídeo (TPS), 

oriundo de Trichoderma kanganensis, observou que em ensaio de citotoxicidade por 

MTT em células normais não apresentam nenhum grau de letalidade, já em tumorais 

CT26, o polissacarídeo foi efeciente em inibir a uma concentração de 800 µg/mL, 

cerca de 34,28% do material cancerígeno.  

Estudos sobre citotoxicidade com extratos de Trichoderma Reesei, também 

foram realizados por Sajadi et al. (2022), ao qual antes de realizar os ensaios em 

MTT, identificou seus compostos por cromatografia e espectrometria de massas 

(GC-MS), obtendo assim das seguintes substâncias: hidroxietil benzaldeído, cineal, 

ciclohexeno, acetato de terpenil, ácido propiônico, ácido octadecanóico e ácido 

hexadecanóico, concomitantemente no que se diz respeito á ação do extrato contra 

células de linhagem cancerígena Hepa1-6, observou-se eficácia de 10-15% de

toxicidade.  

Além disto, Li et al. (2017), acrescenta sobre a TPA1 substância decorrente 
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de metabolismo de Trichoderma sp. KK19L1, que este composto apresenta potencial

atividade contra células cancerígenas, após a promover estudos que demonstram 

indução a apoptose de células HeLa em fase G2/M.  

 

Tabela 3. Viabilidade celular referente a exposição dos metabólitos secundários do isolado 18, T00 

e 46 em 48 horas. 

Isolado Metabólitos Viabilidade 
% 

 Calu-3 (1,5 x 104 células/poço)-Controle 100 

18 

Controle 0,5 μg.mL-1 111,2903 

1,0 μg.mL-1 88,01843 

2,0 μg.mL-1 81,33641 

4,0 μg.mL-1 107,6037 

8,0 μg.mL-1 82,94931 

12,0 μg.mL-1 81,56682 

 

T00 

Controle 0,5 μg.mL-1 
105,53 

1,0 µg/mL 96,543778 

2,0 µg/mL 84,3318 

4,0 µg/mL 96,31336 

8,0 µg/mL 100 

12,0 µg/mL 81,56682 
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Controle 0,5 μg.mL-1 106,4516 

1,0 µg/mL 86,86636 

2,0 µg/mL 87,32719 

4,0 µg/mL 112,212 

8,0 µg/mL 87,5576 

12,0 µg/mL 85,25346 

                  Fonte: Autoria própria.  

 

5.3 Avaliação da atividade inibitória da formação de biofilme de P. 

aeruginosa por metabólito secundário de Trichoderma sp.  

A atividade antibiofilme dos metabólitos secundários dos isolados de 

Trichoderma 18, T00 e 46 produzidos por cepas de Pseudomonas aeruginosa foi 

analisada (Tabela 5). Para um comparativo foi utilizado a tabela 4 onde mostra a 

categoria de formação de biofilme entre as cepas de Pseudomonas aeruginosa.  
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Tabela 4.  Índice e categoria de formação de biofilme de P. aeruginosa. 

Cepas

DO492nm Categoria de  

MED DP Formação Biofilme

Pa3 0,142 0,069 Moderada 

Pa 5 0,356 0,109 Forte  

Pa 6 0,394 0,082 Forte  

Pa 10 0,256 0,067 Forte  

Pa 11  0,142 0,018 Moderada 

Pa 13 0,192 0,063 Moderada 

Pa 20 1,077 0,442 Forte  

Pa 22 0,166 0,068 Moderada 

Pa 23 0,265 0,072 Forte  

Pa 28 1,676 1,153 Forte  

Pa 29 0,983 0,731 Forte  

Pa 27853  0,246 0,103 Forte  

Pa 9027 0,170 0,051 Moderada  

CNI 0,061 0,011 - 

Legenda: Pa = Pseudomonas aeruginosa; ATCC = American type culture collection; DO492nm = 

Densidade óptica a 492 nanômetros; MED = Média DP = desvio padrão; CNI = Controle não inoculado. 

 

Das 13 cepas bacterianas, nove foram classificadas como formadoras fortes 

de biofilme (69,2%), quatro foram classificadas como moderadas (30,7%) e nenhuma 

foi classificada como fraca. 

Em seguida a tabela 5 abaixo, representa os resultados referentes a produção 

de biofilme sob o efeito dos extratos metabólitos secundários 18, T00 e 46, estes 

resultados foram organizados (tabulados) e calculados o seus DP (Desvio Padrão) e 

suas MED (Médias). 
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Tabela 5.  Resultados da formação de biofilme na presença de metabólitos secundários 

18 T00 46 CV p 

Cepas MED DP MED DP MED DP MED DP  
18 vs
CV 

T00 vs 
CV 

46vs 
CV 

Pa 3 0,137 0,020 0,099 0,013 0,136 0,067 0,142 0,069 0,467 0,107 0,296 

Pa 5 0,255 0,071 0,250 0,061 0,166 0,055 0,356 0,109 0,759 0,695 0,274 

Pa 6 0,186* 0,047  0,279 0,094 0,268 0,055 0,394 0,082 0,002 0,181 0,082 

Pa 10 0,179 0,043 0,168* 0,064 0,181* 0,044 0,256 0,067 0,257 0,001 0,021 

Pa 11 0,386 0,061 1,152 0,200 0,358 0,079 0,142 0,018 0,015 0,002 0,011 

Pa 13 0,514 0,052 0,760 0,237 0,922 0,159 0,192 0,063 0,076 0,077 0,022 

Pa 20 0,345* 0,032  0,249 0,081 1,641 0,512 1,077 0,442 0,095 0,017 0,016 

Pa 22 0,170 0,041 0,131 0,034 0,100 0,023 0,166 0,068 0,335 0,806 0,083 

Pa 23 0,191 0,061 0,148 0,075 0,133 0,043 0,265 0,072 0,283 0,111 0,028 

Pa 28 1,897 0,453 2,968 0,181 2,627 0,331 1,676 1,153 0,018 0,002 0,008 

Pa 29 0,585* 0,162 0,946* 0,296 1,166 0,466 0,983 0,731 0,034 0,021 0,030 

Pa 85 0,233 0,054 0,232 0,071 0,199 0,088 0,246 0,103 0,521 0,222 0,678 

Pa 90 0,119 0,023 0,090* 0,013 0,141* 0,065* 0,170 0,051 0,852 0,003 0,027 

CNI 0,140 0,026 0,137 0,038 0,142 0,056 0,061 0,011 - - - 

Legenda: Pa (Pseudomonas Aeruginosas); 18/T00/46 = Metabólitos secundários; CV = Controle de 

Viabilidade (Bactéria sem composto); CNI = Controle Não Inoculado (Apenas TSB); * = Diferença 

significativa (p<0,05). 

Fonte: Autoria Própria.  

Para a análise dos resultados da formação do biofilme na presença dos 

metabólitos secundários, realizou-se a comparação da média (MD) do grupo não 

tratado (CV) com os resultados médios do 18, T00 e 46. Neste aspecto a significância

das diferenças (p) foram avaliadas com o teste t de Student (p≤ 0,05).   
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De acordo com os resultados obtidos dos tratamentos das cepas de P.

aeruginosa, com extratos de metabólitos secundários, o composto 18 na 

concentração de (1,85 µg/ml-1) apresentou significativa inibição de formação de 

biofilme perante as cepas Pa6, Pa20 e Pa29, já o composto T00 na concentração de 

(1,50 µg/ml-1) demonstrou significativa inibição da formação de biofilme as cepas 

Pa10, Pa29 e Pa90, e por fim 46 na concentração (3,5 µg/ml-1) inibiu 

significativamente a formação de biofilme das cepas Pa10 e Pa90, ambas as cepas 

inibidas na presença de metabólitos secundários são consideradas fortes produtoras 

de biofilme, com execeção da cepa Pa 90 que é considerada formadora moderada 

de biofilme, de acordo com dados visualizados na tabela 4 . 

Outros estudos desenvolvidos por Cordeiro et al. (2022), também 

apresentaram resultados positivos, no que se refere a inibição da atividade 

bacteriana de patógenos Gram negativos e Gram positivos, ao qual na presença de 

extratos de Trichoderma sp FSF12 o composto apresentou uma (CMI = 31,25 µg/ml-

1) para P.  Aeruginosa, (CMI = 15,62 µg/ml-1) frente a Escherichia coli e (CMI= µg/ml-

1) para Bacillus subtilis. Ainda neste trabalho, a partir de técnicas cromatográficas 

foram verificados nos extratos do fungo empregados no ensaio antibacteriano a 

presença de cinco metabólitos secundários diferentes descritas como (1) 5’- inosil, 

(2) tirosol, (3) ácido graxo poliinsaturado, (4) harzialactona e (5) 2-anidromevalônico.  

Melo (2021), em uma investigação sobre as atividades antimicrobianas de 

fungos Trichoderma, mais especificadamente com T. crassum, Trichoderma sp. e T. 

Harziaum, contra outros fungos e bactérias, empregou extratos de metabólitos 

secundários destes agentes para a obteção de concentrações mínimas inibitórias 

destes compostos em bactérias descritas como Bacillus cereus, Staphylococcus 

aureus, E. coli e Klebsiella pneumoniae e P. aeruginosa.  

 A partir da análise da exposição dos patógenos aos extratos de fungos, foram 

elucidados que algumas cepas de P. aeruginosa mostraram-se sensíveis á uma CMI 

= 0,03 mg.ml-1a presença de metabólitos secundários 235BE oriundo de T. crassum, 

já frente aos extratos 767FE e 767FM de Trichoderma sp. às CMI obtidas foram (0,03 

mg.ml-1para o primeiro metabólito e 0,50 mg.ml-1para o segundo), por fim em T. 

Harzianum maiores CMI foram vistas, frente ao composto 1172 FE CMI = 1,00 mg.ml-

1e aos 1172BM e 1172FM uma CMI = 0,50 mg.ml-1.  

No que se refere a inibição de biofilmes produzidos por P. aeruginosas, alguns

autores relatam que estudos com T. viriade, aos quais possuiam composição química 
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desconhecida, se mostraram efetivos na atividade antibiofilme (CHAPPELL e NAIR,

2020).  

Dawande et al. (2019), também se propuseram a investigar fungos endofíticos 

em prol de verificar as possibilidades da existência de atividade antibiofilme destes 

agentes contra P. aeruginosa, como resultado observou-se que em uma 

concentração máxima de 200 µg/ml-1 de extrato de Trichoderma sp. houve uma 

inibição de 33,06% da formação de biofilme das bactérias.  
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6. CONCLUSÕES

 Neste estudo foram investigadas as atividades tóxicas, citotóxicas e inibitórias 

de isolados de Trichoderma;  

 A avaliação da concentração letal média (CL50) destes metabólitos em Artemia 

salina, foi interessante para realizar uma triagem dos isolados de Trichoderma onde, 

os metabólitos dos isolados AB107 não apresentaram toxicidade. Em relação aos 

metabólitos secundários dos isolados 57, AB302, S404 e ALL 42 não foi possível 

estabelecer a CL50 pelo software Rstudio. Porém ao analisar os dados brutos o ALL 

42 não apresentou toxicidade, e os demais apartir da concentração 125 µg/ml-1 foram 

tóxicos para todos os indivíduos testados; 

 Os metabólitos do isolado B102 apresentou toxicidade muito acentuada. 

Assim, os metabólitos secundários dos isolados 18, T00,46, AM201 apresentaram 

toxicidade relevante, com CL50 inferiores a 1000 µg. ml-1. Porém, ainda assim, foram 

considerados os metabólitos secundários dos isolados de Trichoderma que 

apresentaram concentrações de CL50 até 100 µg.ml-1. Dessa forma, os metabólitos 

secundários dos isolados de Trichoderma selecionados para os ensaios seguintes 

foram 18, T00 e 46; 

 Em relação aos resultados da viabilidade celular, os metabólitos secundários 

dos isolados apresentaram uma diminuição entre 13 a 20%, porém, não houve 

regularidade na diminuição da viabilidade entre as concentrações utilizadas em todos 

os metabólitos dos isolados;  

 Mediante o exposto, há a necessidade em refazer este experimento com 

outras concentrações ou até mesmo a avaliação da viabilidade celular em outros 

tipos celulares. Mesmo assim, foi possível averiguar a interferência desses 

metabólitos na viabilidade celular; 

 A atividade antibiofilme dos metabólitos secundários dos isolados de 

Trichoderma frente a biofilmes produzidos por cepas de Pseudomonas aeruginosa 

revelou que os três isolados utilizados (18, T00 e 46) foram muito eficientes naquelas 

cepas de P. aeruginosa categorizadas de acordo com a formação de biofilme como 

forte; 

 Metabólitos secundários de espécies de Trichoderma veem apresentando um 

grande potencial de aplicação no campo da medicina e isto fica relevante com os 

resultados apresentados neste trabalho em relação à atividade antibiofilme em cepas 



51
de Pseudomonas aeruginosa e até mesmo na viabilidade celular em células

cancerosas. 
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