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RESUMO

No cenario pos-pandemia, em que a preocupagao com formas de se proteger
de bactérias e virus aumentou, a aplicacdo de nanoparticulas de prata (AgNPs) em
tecidos se destaca como uma abordagem pouco suscetivel a resisténcia microbiana.
Esses materiais podem ser incorporados em roupas, mascaras e equipamentos de
protecdo (EPIs), oferecendo barreiras adicionais contra infec¢gées por patdégenos e
aumentando a qualidade e o tempo de vida dos tecidos. No contexto de producgao
sustentavel, a sintese verde de AgNPs representa uma alternativa sustentavel e
eficiente para a producdo de materiais com propriedades antimicrobianas. Este
trabalho investigou o potencial de fabricagdo de AgNPs a partir dos caldos de
fermentagao dos fungos endofiticos Fusarium sp. e Penicillium sp. isolados da planta
Polygala paniculata, da Mata Atlantica. A sintese verde conduzida com o caldo do
Fusarium sp. produziu AgNPs (NPs-F) com um didmetro médio de 59 nm, ao passo
que as AgNPs produzidas pelo caldo do Penicillium sp. (NPs-P) apresentaram um
diametro médio de 85 nm. No que diz respeito a atividade antimicrobiana, as NPs-F
apresentaram maior potencial bactericida e antibiofiime, sendo necessaria uma
concentracdo muito maior de NPs-P para obter o mesmo resultado observado no
tratamento com NPs-F. Também foi observado que o caldo de fermentagcdo do
Penicillium sp. apresentou uma eficiéncia de sintese muito maior, produzindo cerca
de 2,54 x 10" particulas/mL, o dobro de AgNPs produzidas pelo caldo do Fusarium
sp.. Apesar disso, a eficiéncia da sintese verde ainda € um desafio a ser superado,
com conversdes relativamente baixas de AgNOs: em AgNPs, exigindo otimizagdes

para viabilizar sua producdo em escala industrial.

Palavras-chave: Endofitos, sintese verde, nanoparticulas de prata, antimicrobianos,

fungos.



ABSTRACT

In the post-pandemic scenario, where concern about ways to protect against
bacteria and viruses has increased, the application of silver nanoparticles (AgNPs) in
fabrics stands out as an approach less susceptible to microbial resistance. These
materials can be incorporated into clothing, masks, and personal protective
equipment (PPE), providing additional barriers against pathogen infections and
enhancing the quality and lifespan of fabrics. In the context of sustainable production,
the green synthesis of AgQNPs represents a sustainable and efficient alternative for
producing materials with antimicrobial properties. This study investigated the
potential for fabricating AgNPs using fermentation broths of the endophytic fungi
Fusarium sp. and Penicillium sp. isolated from the plant Polygala paniculata, native
to the Atlantic Forest. The green synthesis conducted with the broth of Fusarium sp.
produced AgNPs (NPs-F) with an average diameter of 59 nm, while the AgNPs
produced by the Penicillium sp. broth (NPs-P) had an average diameter of 85 nm.
Regarding antimicrobial activity, NPs-F showed greater bactericidal and antibiofilm
potential, requiring a much higher concentration of NPs-P to achieve the same
results observed with NPs-F. It was also noted that the fermentation broth of
Penicillium sp. demonstrated much higher synthesis efficiency, producing
approximately 2,54 x 10" particles/mL, double the amount of AgNPs produced by
the Fusarium sp. broth. Despite this, the efficiency of green synthesis remains a
challenge to be addressed, with relatively low conversions of AgNO; into AgNPs,

requiring optimizations to enable its production on an industrial scale.

Keywords: Endophytes, green synthesis, silver nanoparticles, antimicrobials, fungi.
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1 INTRODUGAO

A nanotecnologia € um campo que comegou a ser amplamente explorado nas
ultimas décadas, sobretudo apdés a criagdo de programas como o “National
Nanotechnology Initiative” (NNI) dos Estados Unidos. Com variados tamanhos,
formatos e materiais, as nanoparticulas de prata (AgNPs) sao particulas em escala
nanomeétrica feitas de prata e capazes de desempenhar um papel muito importante
no combate aos microrganismos patogénicos, propriedade que atraiu muita atengao
durante a pandemia da COVID-19 no ano de 2020 (RUIZ-HITZKY et al., 2020).

Com a demanda dos consumidores por materiais com propriedades
antimicrobianas, o mercado passou a ofertar uma gama de produtos com a
capacidade de inibir e/ou destruir microrganismos tais como o SARS-CoV-2
(BETTENHAUSEN, 2022). O mercado téxtil soube explorar essa demanda com
maestria e aumentou a produgao dos chamados “tecidos antimicrobianos” que, até o
momento, restringia-se a produtos destinados ao setor da saude, como jalecos e
mascaras (IVANOSKA-DACIKJ et al.,, 2023). Contudo, atualmente, & possivel
encontrar, sem dificuldade, camisetas produzidas com essa mesma tecnologia.

Apesar da popularidade das nanoparticulas metalicas ter aumentado nos
ultimos anos, ndo é possivel ignorar que sua produgcdo envolve substéncias
quimicas toxicas e poluentes, como o borohidreto de sddio e N,N-dimetilformamida
(DMF)(BAIG & KAMMAKAKAM, 2021). Para remediar essa problematica, um novo
campo passou a ser explorado: a sintese verde, também chamada de sintese
bioldgica. Trata-se de uma alternativa aos meios convencionais que faz uso de
fontes biolégicas, como plantas e microrganismos, para a produgdo de agentes
redutores e estabilizadores utilizados na sintese de nanoparticulas. Nesse contexto,
a bioprospeccao de microrganismos é uma grande aliada.

Dentre os territérios de exploragdo da biodiversidade microbiana brasileira
temos a Mata Atlantica. Trata-se da maior floresta pluvial tropical do continente
americano, com cerca de 8 mil espécies endémicas (Fundagdo SOS Mata Atlantica
& INPE, 2001). Por ser considerado um dos hotspots mundiais de biodiversidade
(MYERS et al., 2000), sua bioprospecgao € altamente justificada. Deste habitat, Cruz
et al. (2018) isolaram da planta Polygala paniculata os endofiticos utilizados neste

trabalho.
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1.1 Nanotecnologia

As nanoparticulas (NPs) sao definidas como particulas soélidas com um
tamanho que pode variar de 10 até 100 nm, podem ser aplicadas em uma gama de
campos que vao desde a quimica, fisica e biologia, até a medicina, engenharia e
eletrbnica. O conceito de nanociéncia, area de estudo e manipulagdo das
nanoparticulas, foi apresentado para a comunidade pela primeira vez em 1959 pelo
ganhador do prémio Nobel Richard P. Feynman durante sua palestra “There’s Plenty
of Room at the Bottom” na reuniao anual da Sociedade Americana de Fisica no
California Institute of Technology. Posteriormente, sua palestra foi transcrita e
publicada pela primeira vez em 1960 na revista Engineering and Science do Caltech.
Apenas 15 anos depois da palestra de Feynman, o termo “nanotecnologia” foi
utilizado pela primeira vez pelo cientista Norio Taniguchi (TANIGUCHI et al., 1974).

As propriedades das nanoparticulas sdo variadas e dependem de algumas
caracteristicas intrinsecas, tais como material, tamanho e formato. Em 1990, um
grupo de cientistas analisou a Taga Licurgo do Museu Britanico, um artefato do
século 4 d.C. que ilustra a morte do rei Licurgo da Tracia (BARBER & FREESTONE,
1990). Essa taga € conhecida por seu vidro dicroico, ou seja, ela é capaz de refletir
diferentes cores a depender da incidéncia de luz, variando de vermelho a verde. A
analise revelou que o fendbmeno se deve a presenga de NPs formadas pela liga de
ouro (Au) e prata (Ag). Enquanto a cor vermelha era explicada pela absorgao de luz
pelas particulas maiores de Au, a cor verde foi atribuida a dispersédo de luz pelas
nanoparticulas de Ag com um tamanho menor que 40 nm (FREESTONE et al.,
2007). Esse fenbmeno de interagdo entre a luz e o material é conhecido como
ressonancia plasmoénica e permite distinguir o material, o tamanho e até o formato
das NPs metalicas.

Devido a gama de especificidades das NPs, suas aplicagdes sao exploradas
em diversos setores, por exemplo, na agricultura como promotores de crescimento
(ZHAO et al., 2020) e na medicina como drug delivery (DANG & GUAN, 2020). Uma
aplicacdo que tem chamado a atencdo dos estudiosos €& a propriedade
antimicrobiana das NPs de prata (AgNPs). Desde a Antiguidade, a prata era utilizada
para tratamento de feridas devido a sua atividade bactericida. A descoberta da
penicilina mudou esse cenario, resultando na difusdo dos antibidticos por todo o

mundo, deixando a prata de lado por décadas. Porém, com o desenvolvimento de
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cepas bacterianas multirresistentes, a prata volta a atrair o interesse da comunidade
cientifica (ECKHARDT et al., 2013). A vantagem da utilizagdo de AgNPs em virtude
dos antimicrobianos convencionais € seu mecanismo de agdo que nao causa a
pressao seletiva responsavel pelo desenvolvimento da resisténcia microbiana (RAI
et al., 2012).

As AgNPs utilizam de diversos mecanismos para contornar a resisténcia
bacteriana aos antimicrobianos (HINDI et al., 2009 KNETSCH et al., 2011). Os ions
de Ag® interagem com as proteinas que contém enxofre e fésforo da parede e da
membrana celular das bactérias (BLECHER et al., 2011; KNETSCH et al., 2011),
essa ligagdo com a por¢ao negativa da membrana cria fendas por onde as NPs
conseguem adentrar o espacgo intracelular. Além disso, a desestabilizacdo da
membrana causa o efluxo do conteudo citoplasmatico e a dissipacdo do gradiente
de H*, causando a morte celular (KNETSCH et al., 2011).

No espaco intracelular, as NPs sdo capazes de causar danos ainda mais
significativos como: a) inibicdo da cadeia de transporte de elétrons (HUANG et al.,
2011), b) danificagdo do DNA e do RNA microbiano (KNETSCH et al., 2011; LARA et
al., 2010), c) inibigdo da replicagdo e da divisdo celular (HUANG et al., 2011), d)
desnaturacdo da subunidade 30S do ribossomo, inibindo a traducdo (LARA et al.,
2010), e) formacao de espécies reativas de oxigénio (ROS) (KNETSCH et al., 2011)
e f) inibicdo da sintese da parede celular em bactérias gram-positivas (LARA et al.,
2010). O mecanismo bactericida utilizado pelas AgNPs é fortemente impactado por
suas propriedades, como tamanho e formato.

Apesar da eficiéncia das AgNPs no controle microbiano, a sintese quimica
desses materiais envolve solventes organicos, agentes redutores e estabilizadores,
muitas vezes toxicos, além da geracédo de residuos potencialmente nocivos para o
meio ambiente (BAIG & KAMMAKAKAM, 2021). Neste contexto, a sintese verde se
destaca como uma abordagem ecologicamente vantajosa, que n&o traz prejuizos
para o meio ambiente, além de ser mais barata, utilizando solventes como a agua e
redutores como a glicose. Outra vantagem da sintese verde € a possibilidade de
potencializar a acdo das NPs por meio da adesido de moléculas bioativas,
demonstrando um possivel sinergismo entre os metabdlitos secundarios e as NPs
(HELMY et al., 2020).
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1.2 Microrganismos endofiticos

Os enddfitos sdo microrganismos, normalmente fungos e bactérias, que
colonizam os tecidos vegetais inter e/ou intracelularmente de forma simbidtica. Essa
associagao entre plantas e microrganismos tem sido estudada ha décadas, e ainda
nao foi possivel elucidar inteiramente sua complexa relacdo. O que se sabe é que
esses microrganismos sao inofensivos para seus hospedeiros € podem aumentar a
resisténcia das plantas por meio da producdo de fitohormdnios e compostos
bioativos contra insetos e patogenos (HARDOIM et al., 2008).

Existe um paralelo entre as propriedades medicinais das plantas e os
metabdlitos produzidos por esses microrganismos que torna a bioprospecg¢ao
enddfitos bastante atrativa. E o caso do taxol, um produto natural com propriedade
antitumoral muito utilizado no tratamento de canceres de mama e ovario. Por muito
tempo a principal fonte de producdo deste composto foi a arvore Taxus brevifolia
(STIERLE et al., 1993). Todavia, o cultivo dessa planta requer tempo e investimento.
A descoberta do Taxomyces andreanae, um fungo endofitico encontrado na T.
brevifolia, como organismo produtor do taxol tornou o composto muito mais
acessivel.

Acredita-se que a capacidade dos microrganismos de produzirem compostos
vegetais, e vice e versa, tenha resultado de uma possivel transferéncia horizontal de
genes durante a evolugao (CASSADY et al., 2004). Por essa razao, a bioprospecgao
de produtos naturais é tao relevante e explorada (BOGAS et al., 2020), pois trata-se
de uma fonte inesgotavel de conhecimento vital para o desenvolvimento da

sociedade.
1.3 Tecidos antimicrobianos

Em 2020, o mundo foi abalado pela pandemia de COVID-19, a primeira da
era digital. A disseminacao do virus e as medidas de prevencgao adotadas causaram
impactos politicos, sociais e econdmicos no mundo todo. Um desses impactos foi o
crescimento da demanda por produtos com propriedades antimicrobianas, como
tecidos e produtos de limpeza (BETTENHAUSEN, 2022). A industria téxtil
desempenhou um papel de grande importancia no combate a pandemia com a

producdo massiva de mascaras e EPIs.
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De janeiro a abril de 2020, a produgédo da industria téxtil na Europa havia
caido 16,8% em comparagao com 2019, contudo, a urgéncia por mascaras e jalecos
abriu uma janela de oportunidade para a inovagao deste setor, demonstrando a
importancia dos téxteis no combate a epidemias (IVANOSKA-DACIKJ et al., 2023).
Por outro lado, a producdo extensiva de mascaras de protecao descartaveis
rapidamente se tornou um problema ambiental (LI et al., 2022), levantando uma
nova necessidade: mascaras reutilizaveis com propriedades antimicrobianas (SEIDI
et al., 2021).

A demanda por tecidos antimicrobianos ndo findou com a pandemia.
Atualmente é possivel encontrar no mercado, além de EPIs, roupas que fazem uso
do mesmo tipo de tecnologia antimicrobiana. Existem, hoje, tecidos com as mais
variadas funcionalidades, tais como regulagao térmica (CAl et al., 2019), resisténcia
a fogo (ILLEPERUMA et al., 2016) e monitoramento cardiaco (ARQUILLA et al.,
2020); estes sdao denominados smart fabrics, ou tecidos inteligentes. Apesar das
inumeras funcionalidades, a propriedade antimicrobiana dos tecidos inteligentes é a
mais comercializada no setor de vestuarios atual. As famosas “tech T-shirts”
ganharam o mercado brasileiro nos ultimos anos e prometem uma tecnologia
“‘desfavoravel a proliferagdo de bactérias do mau cheiro” - Insider® (Insider
Comércio e Confecgao de Pecgas do Vestuario LTDA, Sao Paulo, SP., Brasil).

Embora muito utilizadas, as fibras de algodao apresentam uma baixa
resisténcia aos microrganismos (SEVENTEKIN & UCARCI, 1993). A infestacéo
microbiana nas fibras causa mau cheiro, descoloracdo e perda de propriedades
como resisténcia a tracao e elasticidade, diminuindo a vida util das roupas (GUPTA,
2010). Para aumentar o tempo de vida dos produtos, as industrias téxteis aderiram a
‘moda antimicrobiana” e passaram a aplicar tratamentos de finalizagcéo
antimicrobianos aos tecidos.

Normalmente, a propriedade antimicrobiana das roupas é adquirida por meio
da aplicagdo de uma solucgéao coloidal de AgNP diretamente nas fibras do tecido pelo
método pad-dry-cure. No Brasil encontramos, por exemplo, a NANOX® (NANOX
Tecnologia S/A, Sao Carlos, SP., Brasil) que fornece os nanoaditivos antimicrobianos
utilizados na fabricagdo das camisetas da Basicamente® (BASICAMENTE, Jaragua
do Sul, SC., Brasil), informagao encontrada no préprio site da marca (Disponivel em:

https://basicamente.com/. Acesso em: 23/11/2024.).
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O mercado de nanomateriais antimicrobianos tém crescido consideravelmente
no pais. Nas Uultimas duas décadas foram realizadas diversas iniciativas
governamentais para fomentar e fortalecer esse setor. A parceria entre empresas e
instituicdes publicas resultou na consolidacdo de empresas nacionais com atuacao
internacional, como a NANOX®, evidenciando o potencial do mercado brasileiro na

area (DIAS et al., 2021).
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2 OBJETIVO GERAL

Investigar o potencial antimicrobiano das nanoparticulas de prata (AgNPs)
biossintetizadas a partir do caldo de fermentacéo dos fungos endofiticos Fusarium
sp. e Penicillium sp., isolados da Polygala paniculata, da Mata Atlantica (SisGen —
registration number: AF1A75A).

2.1 Objetivos especificos

e Obter o caldo de fermentagao dos fungos Fusarium sp. e Penicillium sp.;

e Realizar a biossintese e caracterizagdo das AgNPs;

e Avaliar in vitro a atividade antimicrobiana da AgNPs por meio da técnica da
difusdo em meio sdlido a partir de orificio;

e Determinar a concentragao inibitéria minima (CIM) das AgNPs contra os
patogenos;

e Avaliar a atividade antibiofilme das AgNPs;

e Avaliar a citotoxicidade das AgNPs.
3 METODOLOGIA
3.1 Obtencgao do caldo de fermentagao

Os fungos endofiticos foram reativados a partir do cultivo em placas de Petri
contendo 15 mL de meio de cultura Batata-Dextrose-Agar (BDA), na auséncia de
luz, a temperatura de 28°C. Para a ativacdao do Fusarium sp., 7 dias foram
suficientes, enquanto para o Penicillium sp. foram necessarios 10 dias de incubagao.
Apds o crescimento das colbnias, as cepas foram cultivadas em quadruplicata em
Erlenmeyers de 250 mL contendo 100 mL de meio liquido Batata-Dextrose (BD) e 10
discos de 5 mm de didmetro da cultura em cada um dos frascos. Em seguida, foram
incubados no agitador orbital a 120 rpm em uma temperatura préxima dos 26°C
durante 72 horas. A massa micelial dos fungos foi separada utilizando filtros de
papel e lavada com agua destilada para retirar quaisquer resquicios do substrato.
Cerca de 10 g de peso fresco da massa micelial foi recuperada e adicionada a
Erlenmeyers de 250 mL contendo 100 mL de agua destilada. Por fim, a massa

micelial foi novamente incubada por 72 horas no agitador orbital a 120 rpm e 26°C.
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3.2 Biossintese das AgNPs

Para 100 mL de caldo de fermentagao foi adicionado 1 mL de solugdo de

nitrato de prata (AgNO;), visando a concentragao final de 1 mM (1 x 10_3mol/L),
tendo em vista o estudo conduzido por Veerasamy et al. (2011) que demonstrou que
a concentragdo de AgNO,; que promoveu a maior eficiéncia na biossintese de
AgNPs foi de 1mM. As solugbes reacionais dos fungos Fusarium sp. (NPs-F) e
Penicillium sp. (NPs-P) foram mantidas em agitador orbital a temperatura de 24°C no
escuro a 120 rpm, durante nove dias. Uma das amostras contendo o caldo de

fermentagdo sem o AgNO; foi utilizada como controle.
3.3 Caracterizagao das AgNPs

A etapa de caracterizagdo das AgNPs foi realizada no Laboratoério
Interdisciplinar de Eletroquimica e Ceramica (LIEC) do Centro de Desenvolvimento
de Materiais Funcionais (CDMF) da UFSCar, Sao Carlos/SP. As solugdes reacionais
dos fungos Fusarium sp. e Penicillium sp. foram submetidas a espectroscopia de
UV-Vis com duplo feixe operando entre 200 e 800 nm em trés momentos distintos da
incubacéao (72h, 144h e com 216h de incubagao) e utilizando agua destilada como
branco (zero). Para visualizagao das AgNPs, foi conduzida a Microscopia Eletronica
de Varredura (MEV), realizada também no LIEC.

A técnica utilizada para a quantificacdo de AgNPs foi a Analise de
Rastreamento de Nanoparticulas, também denominada NTA (do inglés, Nanoparticle
Tracking Analysis). Ela foi realizada no Grupo de Nanomedicina e Nanotoxicologia
(GNano) do Instituto de Fisica de Sao Carlos da Universidade de Sao Paulo (USP).
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3.4 Avaliagao da atividade antimicrobiana das AgNPs

As propriedades antimicrobiana, antibiofiime e citotoxica das AgNPs foram
testadas contra os patdégenos Escherichia coli ATCC 11775 e Staphylococcus aureus
ATCC 29213 pertencentes ao Laboratério de Microbiologia e Biomoléculas (LaMiB)
do Departamento de Morfologia e Patologia (DMP) da UFSCar, Sao Carlos/SP. As
cepas, mantidas em freezer a -20°C, foram transferidas para o caldo Mueller Hinton
(MH) por 24 horas a 37°C. Em seguida, as col6nias bacterianas foram isoladas e,
apos 24 horas, ajustadas em uma solugao salina esterilizada (0,9%). Utilizou-se o
espectrofotdbmetro para a padronizagdo do inéculo bacteriano no comprimento de
onda de 620 nm para aferir a densidade 6ptica (DO) até obter um valor entre 0,08 e
0,10. Para os testes, os caldos de fermentagdo e as amostras contendo as AgNPs
foram filtrados com filtros de seringas estéreis com 25 mm de didmetro e poros de

0,22 ym para retirada de contaminantes.

Para o teste qualitativo do efeito antimicrobiano das AgNPs sobre as cepas de
patdgenos escolhidos, as bactérias patogénicas foram distribuidas sobre a superficie
das placas de Petri contendo o Agar MH. Em cada placa foram feitos 3 orificios
equidistantes, com didametro de aproximadamente 1 cm, nos quais foram
depositadas aliquotas de 200 uL da solucdo reacional contendo as NPs. Em
seguida, as placas foram incubadas por 24 horas a 37°C. Foram utilizadas aliquotas

de 200 pL de AgNO; a TmM e do caldo de fermentagao puro a titulo de comparagao.

A determinagdo da concentragao inibitéria minima (CIM) foi conduzida
utilizando a metodologia da Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI,
2012). Aliquotas de 100 uL de caldo MH foram distribuidas em cada um dos pogos
da microplaca. Aliquotas de 100 uL da amostra de NPs foram adicionadas ao
primeiro pogo e, apés homogeneizagao, transferidas para o segundo pogo e assim
sucessivamente até a finalizagdo da diluicdo seriada. Em seguida, 5 pL dos inéculos
patogénicos foram adicionados em cada um dos pogos da microplaca contendo as
diluicbes de AgNPs. As microplacas foram incubadas a 28°C por 24 horas.
Adicionou-se 10 uL de resazurina em cada pogo e incubou-se as microplacas
novamente por 4 horas. Como controle negativo foi utilizado 100 yL de caldo MH e

como controle positivo 100 yL de MH mais 5 pL de inéculo patogénico.
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A resazurina é utilizada como um indicador de viabilidade celular. Esse
composto, que apresenta coloragao azul, € reduzido a resorufina ao entrar em
contato com as células viaveis e passa a apresentar a cor vermelha altamente
fluorescente (LAVOGINA et al., 2022).

3.5 Avaliagao da atividade antibiofilme das AgNPs

Para o teste da atividade antibiofiime utilizou-se a bactéria produtora de
bioflme S. aureus ATCC 29213 de acordo com o trabalho desenvolvido por
Stepanovi¢ et al. (2000). Aliquotas de 100 uL do caldo caldo de tripticaseina de soja
(TSB) enriquecido com glicose 1% foram adicionadas a cada um dos pog¢os de uma
microplaca de 96 pocos. Em seguida, aliquotas de 100 pL da solugcdo de AgNPs foi
adicionada a primeira coluna e a diluigdo seriada foi realizada da mesma forma do
teste de CIM. Aliquotas de 10 pL do indculo bacteriano foram adicionadas e a
microplaca foi incubada por 72 horas a 37°C. Apds este periodo, a microplaca foi
lavada com tampao de fosfato salino (PBS) trés vezes para remogao das células em
suspensao. Em cada um dos pocos foi adicionado 100 uL de cristal violeta 1%, em

seguida a lavagem foi novamente realizada.

Por fim, adicionou-se 100 pL de etanol 95% para a solubilizagcado do biofilme e
aguardou-se 45 minutos. A placa teve sua absorbancia aferida em um
espectrofotometro a 570 nm. Foi utilizado como controle negativo apenas o caldo
TSB enriquecido com glicose 1% e como controle negativo o caldo e o indculo

bacteriano.



19

3.6 Avaliacao da atividade citotéxica das AgNPs

Foram utilizadas células da linhagem HDFn (Human Dermal Fibroblasts,
neonatal) cedidas pela Prof® Dr* Fernanda de Freitas Anibal do Laboratério de
Inflamagao e Doengas Infecciosas (LIDI) do Departamento de Morfologia e Patologia
(DMP). Para a avaliagao da viabilidade celular foi utilizado o método colorimétrico
pelo 3-(4,5-dimetil tiazol 2-il) 2,5-difenil brometo de tetrazolio (MTT), conhecido como
ensaio do MTT. Este ensaio baseia-se na capacidade de conversdo do MTT a
formazan pelas enzimas desidrogenases presentes nas mitocéndrias (MOSMANN,
1983). Assim, a produgcdo de formazan pode ser relacionada a presenca de
desidrogenases ativas, ou seja, células viaveis, possibilitando sua utilizagdo em
testes de citotoxicidade. A leitura da absorbéncia foi realizada em leitor de

microplacas no comprimento de onda de 570 nm.
4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Biossintese e caracterizagao das AgNPs

A Figura 1 ilustra a morfologia dos fungos obtida apds cultivo em meio sélido.
Apos a filtragao do micélio, o caldo de fermentagcdo do Fusarium sp. apresentou a
coloracao rosada (Figura 2.A), passado os 9 dias da adicao do AgNO; a coloragao
passou a ser amarronzada (Figura 2.B).O0 mesmo aconteceu com o caldo de
fermentagcdo do Penicillium sp. que passou de amarelada (Figura 2.C) para
amarronzada (Figura 2.D). A mudanga da cor da solugdo reacional € um bom

indicador qualitativo da formacao das AgNPs.
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Figura 1. (A) Fungo Fusarium sp. apos 7 dias de incubacgéo a 28°C e (B) fungo Penicillium sp. apés

10 dias de incubacao a 28°C.

Figura 2. Caldo de fermentacao do Fusarium sp. (A) e do Penicillium sp. (C) apés filtragem da massa
micelial dos fungos. Solugao reacional do Fusarium sp. (B) e do Penicillium sp. (D) apds 9 dias da

adi¢do do AgNO;. A mudanga da coloragédo para marrom indica a sintese das nanoparticulas.
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A partir da analise da espectroscopia foi possivel comprovar a presenca das

AgNPs e o desempenho da sintese verde pelo caldo de fermentagcédo do Fusarium

sp. e do Penicillium sp. em fungcédo do tempo de incubacgao.

Figura 3. Espectro UV-vis com a leitura da absorbancia em diferentes periodos de incubagéo.
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A Figura 3 mostra o aumento da amplitude da curva no comprimento de onda

proximo a 440 nm que pode ser interpretado como o aumento da concentragao de

AgNPs no caldo de fermentacéo do Fusarium sp..
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Figura 4. Espectro UV-vis com a leitura da absorbancia em diferentes periodos de incubagéo.
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A Figura 4 também mostra o aumento da amplitude da curva no comprimento
de onda préximo a 440 nm, indicando o aumento da concentragdo de AgNPs no

caldo de fermentacao do Penicillium sp..

As AgNPs exibem propriedades Opticas unicas que dependem do tamanho e
da forma das nanoparticulas, esse fenbmeno é conhecido como ressonancia de
plasmon de superficie (MOORES & GOETTMANN, 2006; JANA, GANGULY & PAL,
2016). O féton incidente é responsavel pela excitacdo dos elétrons do material
metalico que passam a ressoar. Os elétrons ressoantes sdo chamados de plasmons
de superficie, e causam a perda da intensidade de reflexdo do féton. A leitura de
ambas as AgNPs exibiram a absorgdo da radiagdo na regido visivel do espectro
eletromagnético no intervalo de 400 a 450 nm, espectro associado a ressonancia

plasmdnica de superficie do metal de prata em escala nanométrica.

Comparando as Figuras 4 e 5, nota-se que o pico obtido pelas NPs-P é quase
duas vezes maior que o pico obtido pelas NPs-F, sendo possivel inferir que a
concentragdo de AgNPs presentes na amostra do fungo Penicillium sp. € maior que
a concentragdo presente na amostra do Fusarium sp.. Essa hipotese foi,

posteriormente, confirmada pela analise de rastreamento de nanoparticulas (NTA).
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A banda de absorcdo proximo ao intervalo de 200-300 nm em ambos os
caldos, indica a presenca de residuos de aminoacidos aromaticos presentes nas
proteinas produzidas pelos fungos, como o triptofano e a tirosina (EFTINK &
GHIRON, 1981). Essas proteinas sdo secretadas para o ambiente extracelular,
compondo uma das muitas substancias presentes no caldo de fermentagdo. Sua
presenga corrobora a teoria de que o produto secretado pelos fungos é o

responsavel pela reducao extracelular dos Ag®.

O trabalho conduzido por Ahmad et al. (2003) indica que uma das principais
proteinas responsaveis pela sintese extracelular realizada pelo fungo Fusarium sp.
faz parte da familia das redutases NADH-dependentes. Apesar da teoria enzimatica
ter uma grande adesao da comunidade cientifica quando nos referimos a redugéo
extracelular da Ag*, o trabalho de Maliszewska et al. (2014) mostrou que a redugao
ocorria mesmo em altas temperaturas, indicando que o método enzimatico nao é
necessario para sintese, uma vez que a atividade enzimatica depende da estrutura

da proteina que se desnatura em altas temperaturas.

Por essa razdo, acredita-se que a interagao entre os aminoacidos redutores e
os ions metalicos seja a verdadeira responsavel pela sintese de NPs metalicas
(MALISZEWSKA et al., 2014). O aminoacido redutor mais provavel presente nas
proteinas € a cisteina, que apresenta um grupo tiol na cadeia lateral capaz de
interagir com os ions metalicos. Dessa forma, qualquer proteina contendo o residuo
de cisteina seria capaz de reduzir Ag*, tanto em sua forma terciaria como em sua
forma desnaturada (RANGNEKAR et al., 2007).
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Figura 5. Estruturas obtidas a partir da solugao reacional do Fusarium sp. (A) e Penicillium sp. (C).
Levando em conta a escala das imagens, € possivel inferir que as estruturas sao aglomerados de

NPs ou, ainda, particulas de escala micrométrica formadas. Os pontos vermelhos indicam a presenca

da prata nas estruturas do Fusarium sp. (B) e Penicillium sp. (D).
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A Figura 5.A ilustra a imagem obtida por meio do MEV de bancada da
solugcéo reacional do Fusarium sp. e demonstra varias estruturas com formato de
bastonetes contendo prata em sua composicdo. A Figura 5.C ilustra a imagem
obtida da solugao reacional do Penicillium sp. e demonstra uma estrutura formada
pela agregacdo de estruturas menores, também  contendo prata em sua
composicao. Contudo, nao foi possivel capturar imagens na escala nanométrica com

esse equipamento, dificultando a visualizagao das NPs isoladas.

Acredita-se que a estabilidade das AgNPs na solugcédo reacional possa ser

atribuida a presenca de proteinas no caldo de fermentagdo fungico que interagem
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com a superficie da particula. Estudos indicam que as NPs podem ser encapsuladas
e, consequentemente, estabilizadas por proteinas com grupos amina e/ou carboxila
livres, residuos de cisteina e fosfoproteinas ligadas a superficie. A estabilidade
excepcional das AgNPs produzidas a partir do Fusarium sp. € um fato ja relatado na
literatura (DURAN et al., 2005) que propdem uma forte presenca de proteinas
estabilizadoras no caldo de fermentagao desses fungos, impedindo a agregacao das
NPs. Por outro lado, as imagens obtidas pelo MEV demonstraram que as
nanoparticulas produzidas pelo Penicillium sp. (NPs-P) podem apresentar menor
estabilidade em comparagdo com as produzidas pelo fungo Fusarium sp. (NPs-F.)
Essa analise resulta da observacao da estrutura presente na solugao reacional do
Penicillium sp. que é formada pela agregacao de estruturas menores, indicando uma
menor concentracdo de agentes estabilizadores no caldo de fermentacdo deste

fungo.

Para a NTAs, as amostras de NPs-F e NPs-P foram diluidas em &agua
destilada na proporcao 1:20 e submetidas a leitura no equipamento. Essa analise
permite determinar o tamanho das particulas em meio liquido através da taxa de
movimento browniano capturado em video pelo equipamento, ou seja, 0 movimento
aleatdrio resultante da colisdo de particulas com moléculas do meio liquido. A
concentragdo da amostra € estimada pela contagem das particulas encontradas no

campo de visao, para particulas com diametro entre 10 a 1000 nm.

A Figura 6 refere-se a captura do movimento das AgNPs. Os pontos
luminescentes representam as AgNPs e os aneis em torno delas representam o
movimento browniano. A partir das figuras € possivel afirmar que a amostra do fungo
Penicillium sp. apresenta maior concentragdo devido ao elevado numero de pontos

brilhantes presentes no campo de visdo do equipamento.
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Figura 6. AgNPs produzidas pela sintese verde a partir do fungo Fusarium sp. (NPs-F) representadas

em (A) e Penicillium sp. (NPs-P) representadas em (B).

No que tange a concentragao de AgNPs, a amostra de NPs-F possui cerca de
1,29 x 10" particulas/mL, ao passo que a amostra de NPs-P possui cerca de

2,54 x 10" particulas/mL. Indicando que a eficiéncia da sintese verde utilizando o
caldo de fermentacdo do fungo Penicillium sp. € quase duas vezes maior que a

eficiéncia da sintese utilizando o caldo do fungo Fusarium sp..

Para determinar a concentragdo de AgNPs com base na massa foi realizado
o calculo representado na Equagao 1 considerando que as AgNPs apresentam o

formato circular, sendo o raio das NPs-F =~ 29,5 nm, o raio das NPs-P ~ 42,5nm e

a densidade da prata = 10, 49 g/cm3.

Numero de AgNPs X Volume da AgNPs X Densidade da Ag
Volume da solucgao

Concentrac¢ao =

Equacao 1. Célculo da concentracdo de AgNPs produzidas

Dessa forma, a concentragdo de NPs-F produzida foi igual a 14,5 pug/mL e a

concentracédo de NPs-P foi igual a 85,5 ng/mL.

Para calcular o fator de conversdao do AgNO; a AgNPs, deve-se levar a conta
a férmula da reagao (Equacédo 2), ou seja, para 1 mol de AgNO; tem-se 1 mol de
Ag*'.
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-1

AgNO, > Ag"' + NO,

+1 0
Ag + agenteredutor — Ag
Equacao 2. Reacao de redugao do AgNO,

A concentragéo inicial de Ag*™ foi de 1,08 x 10* ug/mL. Para calcular a
eficiéncia da reagdo de redugado, utilizou-se a Equagado 3, resultando em um
coeficiente de 0,1% para a sintese verde a partir do fungo Fusarium sp. e 0,8%
Penicillium sp..

Massa final de Ag

Coeficiente de conversao =
Massa inicial de Ag

Equacao 3. Calculo da eficiéncia da sintese verde

Foram encontrados dados na literatura que propdem a otimizagédo da sintese
por meio da incidéncia de luz durante a reducao. Tal hipétese nao foi testada neste
trabalho (LIU et al., 2014; ZHANG et al., 2016), mas nao impede que descartemos a
sintese verde como método de escala industrial. E necessario investigar quais
parametros podem ser utilizados para aumentar a eficiéncia e garantir um bom

desempenho de produgao.

Outra importante informacéo obtida através da NTA diz respeito ao tamanho
das AgNPs produzidas. De acordo com a analise, a maior parte das AgNPs
presentes na amostra de NPs-F apresenta cerca de 59 nm de diédmetro (Figura 7),
enquanto na amostra de NPs-P a maior parte apresenta cerca de 85 nm de diametro
(Figura 8). Além disso, o caldo do Fusarium sp. foi capaz de produzir uma maior

variedade de tamanhos em comparagao com o caldo Penicillium sp..
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Figura 7. Distribuicdo de tamanhos das NPs-F pela concentracdo produzida.
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Figura 8. Distribuicdo de tamanhos das NPs-P pela concentragao produzida.
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4.2 Atividade antimicrobiana das AgNPs

As Figuras 9 ilustram o resultado da técnica de difusdo em meio sélido a partir
de orificio para os patégenos E. coli e S. aureus, respectivamente. O poco utilizado

apresenta 8 mm de didmetro e foi considerado no aferimento da zona de inibigao.
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Figura 9. Atividade antimicrobiana das NPs-F (A.1 e C.1), caldo de fermentagao do Fusarium sp. (A.2
e C.2) e AgNO:s (A.3 e C.3) contra E. coli (A) e S. aureus (C) e atividade antimicrobiana das NPs-P
(B.1 e D.1), caldo de fermentagéo do Penicillium sp. (B.2 e D.2) e AQNO: (B.3 e D.3) contra E. coli (B)

e S. aureus (D).

O caldo de fermentagdo puro dos fungos néo foi capaz de apresentar
atividade antimicrobiana significativa contra a E. coli ou S. aureus. Conforme
observado na Tabela 1, a atividade antimicrobiana das NPs-F foi superior a atividade

antimicrobiana das NPs-P para ambos os patdégenos.

Tabela 1. Didmetro da zona de inibicado (mm) de bactérias gram-negativa e gram-positiva.

NPs-F NPs-P AgNO,

E. coli 16,7 + 0,06 14,3 + 0,12 14,5 + 0,08

S. aureus 15,0 + 0,1 13,7 + 0,16 1,50 + 0,1
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Para determinar a concentracdo inibitéria minima (CIM) das AgNPs, foi
utilizado o esquema da Figura 10, no qual estdo representadas no gradiente da cor
rosa as concentracdes utilizadas de NPs-F, no gradiente da cor verde as
concentragdes utilizadas de NPs-P, na cor laranja o controle positivo e na cor azul o

controle negativo.

Figura 10. Esquema utilizado para a determinagéo da CIM utilizando microplacas de 96 pogos.
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A Figura 11 ilustra os resultados obtidos com a E. coli. A CIM encontra-se

entre as concentragdes 1:4 e 1:8 tanto para as NPs-F quanto para as NPs-P.

Figura 11. Microplaca para determinagéo da concentragao inibitéria minima de E. coli.
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A Figura 12 ilustra os resultados obtidos com a S. aureus. A CIM encontra-se

entre as concentragdes 1:4 e 1:8 tanto para as NPs-F quanto para as NPs-P.

Figura 12. Microplaca para determinagcéo da concentragéo inibitéria minima de S. aureus.

S

A CIM ¢ identificada pela coloragao roxa dos pogos, indicando a inibigao do
crescimento das bactérias pela presenga de células vivas e mortas nos pogos. Essa
concentracao esta claramente visivel na diluicido seriada para a S. aureus, onde é
possivel observar os pogos com a coloragdo roxa, ou seja, uma mistura de células
bacterianas vivas e mortas. A equacéao utilizada para estimar as concentragbes de
NPs-F e NPs-P utilizadas na diluicdo seriada do teste de CIM esta ilustrada na

Equacéo 4.

Concentracao inicial X Volume inicial = Concentracgao final X Volume final

Equacgao 4. Célculo da concentracdao de AgNPs utilizada na diluigdo seriada.

Para as NPs-F, a concentracao inicial utilizada na diluicdo seriada de NPs-F
foi de 7,24 ng/mlL e na diluicdo seriada de NPs-P foi de 42,76 pg/mlL. Portanto, a
CIM de NPs-F para inibir o crescimento de E. coli esta entre 1,81 pg/mL e 0,90
ug/mL, para a S. aureus é de 1,81 pg/mL. Para as NPs-P a concentragao
necessaria para inibir o crescimento de E. coli esta entre 10,69 ng/mL e 5,34

wg/mL, para S. aureus é de 10,69 pg/mL.
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Tabela 2. Concentragao inibitéria minima (CIM) das AgNPs contra bactérias gram-negativa e

gram-positiva.

Patégeno CIM (ng/mL) - NPs-F  CIM (pg/mL) - NPs-P

E. coli 0,9 - 1,81 5,34 - 10,69

S. aureus 1,81 10,69

Isso demonstra que as células de S. aureus sao mais resistentes ao efeito
antimicrobiano das AgNPs quando comparadas as células de E. coli. Esse resultado
pode ser explicado pela composicdo da parede celular das bactérias. As bactérias
gram-negativas apresentam uma dupla camada composta por peptidoglicanos e
lipopolissacarideos  constituidos por lipidios e polissacarideos ligados
covalentemente com uma carga negativa (MADIGAN & MARTINKO, 2005). Dessa
forma, as AgNPs com carga positiva nao tém grande dificuldade em se fixarem na
parede celular e penetrarem o espaco intracelular (SUl et al, 2006). As
gram-positivas, por outro lado, apresentam uma parede celular de camada unica,
mas rigida, composta de peptidoglicanos de cadeias polissacaridicas lineares e
peptideos curtos (BARON, 1996). Por essa razdao, a E. coli, uma bactéria

gram-negativa, foi mais suscetivel ao efeito antimicrobiano das AgNPs.

Existem algumas teorias que buscam explicar o mecanismo de acgao
antibacteriano das AgNPs. Sabe-se que as AgNPs interagem com a membrana
celular da bactéria, aumentando sua permeabilidade e adentrando o espaco
intracelular (ANDLEEB et al., 2021). O trabalho de Tamboli et. al (2013) observou
fragmentos de DNA de E. coli em eletroforese apdés o tratamento com AgNPs,
sugerindo um dos mecanismos bactericidas dessas particulas, contudo o mesmo
ndo ocorreu com a S. aureus tratada (TAMBOLI & LEE, 2013). Para as
gram-positivas, o mecanismo mais provavel deve estar entre um dos trés
mecanismos possiveis sugeridos: 1) absorcao de ions de prata que culmina na
interrupgao da producdo de ATP e da replicagdo de DNA por meio da interagdo com
enzimas e proteinas transportadoras, 2) geracao de espécies ROS e radicais livres
no espacgo intracelular resultando em estresse oxidativo, ou 3) rompimento da
membrana celular por dano direto (MARAMBIO-JONES & HOEK, 2010).
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Outro fator importante que ndo deve ser ignorado € que, apesar do caldo de
fermentagcao do Penicillium sp. ter demonstrado maior eficiéncia na sintese verde, foi
necessaria uma maior concentragdo de NPs-P para impedir o crescimento das
bactérias, indicando que a atividade antimicrobiana das NPs-F & superior. Tal fato
pode ser explicado pela superficie de contato das NPs produzidas. O caldo de
fermentagdo do fungo Fusarium sp. produziu AgNPs com 59 nm de didmetro,
enquanto o caldo do Penicillium sp. produziu AQNPs com 85 nm de diametro. Sendo
assim, a superficie de contato das NPs-F & maior, ou seja, existe mais superficie
externa para interagir com a parede celular das bactérias, o que pode ter resultado

na maior atividade antimicrobiana apontada nos testes conduzidos.

A diferenga entre os tamanhos de AgNPs produzidas pelo Fusarium sp. e
pelo Penicillium sp. pode ser atribuida a estabilidade das particulas produzidas.
Supbem-se que a estabilidade das NPs-P seja menor e, portanto, ocorreu um
processo de agregacao que resultou em NPs de maior didmetro e consequente
menor superficie de contato. Tal hipotese sugere que um ou mais componentes
presentes no caldo de fermentagcdo do Fusarium sp. e ausentes no caldo do
Penicillium sp. tenha atuado como agente estabilizante, evitando que as NPs-F se
aglomerassem. Outra explicagdo possivel também diz respeito a composigdo do
caldo de fermentacdo fungico. E possivel que o caldo produzido pelo Fusarium sp.
contivesse componentes que potencializam a atividade antimicrobiana, atuando
sinergicamente no aumento da permeabilidade da parede celular bacteriana e

facilitando a entrada das NPs no ambiente intracelular.
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4.3 Atividade antibiofilme das AgNPs

As bactérias sdo capazes de causar contaminagdes indiretas e recorrentes
devido a producdo do biofime e de sua alta aderéncia a superficies. Uma
preocupacao constante que permeia a producao bacteriana de biofilmes em tecidos
€ a dispersao de patdégenos oportunistas por meio do ar e do liquido da lavagem de
EPIs nao descartaveis, como jalecos de algodado, presentes em hospitais e
laboratérios (FIJAN & SOSTAR TURK, 2012). Contudo, a qualidade e durabilidade
das roupas também dependem da capacidade do tecido em evitar a proliferagao de
microrganismos. Por essas razdes, foi decidido avaliar a atividade antibiofiime das
AgNPs produzidas neste trabalho. A viabilidade do biofilme bacteriano apds o

tratamento com AgNPs foi calculada a partir da Equacgéao 5.

ST Ny Absorbancia do tratado
Viabilidade do biofilme = — ——x 100
Absorbancia do controle positivo

Equacgao 5

Para as NPs-F, a concentragéo inicial utilizada foi de 7,24 pg/uL, o suficiente
para inibir cerca de 40% da formacao de biofilme pela S. aureus, seguida de 20% de

inibicao por 3,62 png/uL. As demais concentragbes nao foram capazes de inibir.

Figura 13. Avaliacao da viabilidade do biofilme ap6s aplicagdo das NPs-F.
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A concentragao inicial de NPs-P foi de 42,75 pg/mL e também inibiu cerca de

40% da formagao de biofilme, seguida de 20% de inibicdo por 21,37 pug/mL. As

demais concentragdes n&o foram capazes de inibir.
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Figura 14. Avaliagcéo da viabilidade do biofilme apds aplicagdo das NPs-P.
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Assim como o potencial antimicrobiano, o potencial antibiofiime das NPs-F
também foi maior que o potencial das NPs-P. No que diz respeito a comparagao
entre o potencial das AgNPs, & possivel que o caldo de fermentagdo do Fusarium
sp. contenha componentes que interagem com a substancia polimérica extracelular

(EPS), facilitando a entrada da NPs no ambiente da matriz.

Os biofilmes bacterianos s&o produzidos por alguns tipos de bactérias como a
S. aureus (IDREES et al., 2021). Trata-se de uma superficie aderente composta por
camadas de bactérias embebidas em uma EPS. O biofilme atua como uma barreira
fisica com alta seletividade que impede a entrada de antibidticos e outros fatores
prejudiciais, um mecanismo de protegcao altamente eficiente dessas bactérias
(FLEMMING & WINGENDER, 2010).

A formagao do biofilme pode ser motivada pela privacdo de nutrientes,
variagbes de temperatura e desidratagdo (RIZZATO et al., 2019). Estudos indicam
que ceélulas bacterianas cobertas por biofilme apresentam uma resisténcia a
antibiéticos de 10 a 1.000 vezes maior em comparagado com aquelas fora do biofilme
(REFFUVEILLE et al., 2017). Além disso, individuos com dermatite atdpica
apresentam uma alta suscetibilidade a colonizagdo por S. aureus (SONESSON, et
al., 2017), fazendo com que o uso de roupas contaminadas traga muito desconforto

e complicagdes para esse grupo.
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De maneira geral, a formagédo de biofilme pelas bactérias apresenta trés
estagios: adesdo, maturagdo e dispersdo. Porém, diferentemente das demais
bactérias, a S. aureus apresenta um processo que pode ser dividido em cinco
estagios: (1) adeséo, (2) multiplicagéo, (3) éxodus, (4) maturagéao e (5) dispersao
(O'TOOLE et al., 2000). A formagao do biofilme inicia-se com a adeséo da bactéria
a uma superficie bidtica ou abidtica; na multiplicacdo as células aderentes se
proliferaram e produzem proteinas e eDNA (do inglés, environmental DNA); na etapa
de éxodus, ocorre a liberacdo de células precocemente para a formagao de
microcolOnias; na maturacdo ocorre uma intensa atividade de divisdo celular que
resultam na formagéo e agregacgao das microcolbnias, utilizadas para ampliar a area
de superficie usada na troca de nutrientes; por fim, na etapa de dispersdao o quérum
passa a modular a matriz do biofime (MOORMEIER et al., 2014).

A EPS ndo aumenta apenas a resisténcia aos antibiéticos, mas também aos
agentes de limpeza (GILBERT et al., 2002). A formacéo de biofilmes em roupas e
tecidos é relativamente comum devido ao suor e umidade produzidos durante o uso.
Além disso, algumas fibras sdo altamente suscetiveis a contaminagdo por
microrganismos, podendo causar manchas, odores desagradaveis e a
decomposicédo precoce do material téxtil (TEUFEL et al., 2006; VISHWAKARMA, V.

2020). Todos esses fatores sdo agravados na presenga do biofilme.

E importante salientar que o biofilme é um ambiente dinamico (PETOSA et al.,
2010) e por essa razao é dificil prever seu comportamento na presenca de NPs.
Podemos sintetizar essa interacdo em dois mecanismos: adesdo das NPs a
superficie do biofilme e migracdo pela ESP; portanto, as caracteristicas
fisico-quimicas de ambos, biofilme e NPs, sdo responsaveis pela forma em que

0oCcorrerdo esses mecanismos.
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As interacbes mais importantes entre biofime e NPs sdo a eletrostética,
hidrofébica e estérica. No que diz respeito a interacdo eletrostatica, a adesao de
NPs carregadas positivamente a superficie do biofilme é favorecida devido a carga
negativa das substancias presentes no EPS, como proteinas e DNA (FLEMMING,
2000; HUANGFU et al., 2019). Da mesma forma, as NPs hidrofébicas apresentam
maior afinidade com as células bacterianas dentro do biofilme (MITZEL et al, 2016).
Por fim, as interagdes estéricas impedem a agregacdo das NPs, favorecendo a
interacao biofilme-NPs e bactéria-NPs (HUANGFU et al., 2019).

4.4 Atividade citotoxica das AgNPs

Todas as concentragcbes de NPs-F e NPs-P testadas apresentaram alta
toxicidade, resultando na morte de todas as células. A menor concentracao testada
de NPs-F foi 2,12 x 10* ug/mL e de NPs-P foi de 1,33 x 10 ug/mL. Apesar desse
resultado impossibilitar a aplicagdo das NPs como farmaco, sua alta toxicidade pode

ser explorada na nano-oncologia pelo seu potencial antitumoral.

Muitos estudos apontam que a toxicidade das AgNPs depende nao sé da sua
concentracdo, mas também do seu tamanho e formato (PAL, TAK & SONG, 2007;
MORONES et al., 2005). Se assumirmos que a liberagdo dos ions de prata pelas
NPs é a raz&o para a propriedade bactericida intrinseca da prata (NAVARRO et al.,
2008), podemos assumir também que a liberagao exacerbada desses ions é a causa
da toxicidade em células de mamiferos. As AgNPs, assim como qualquer outra
droga, causam danos aos tecidos em grandes quantidades. Portanto, para diminuir a
toxicidade em células de mamiferos e manter a atividade antimicrobiana das AgNPs,
€ necessario dosar a concentracdo de ions liberada no sistema biolégico em
determinado intervalo de tempo. Para isso, um conhecimento muito mais amplo dos

mecanismos de acdo das NPs metalicas € crucial.
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Existem alguns métodos de tratamento das NPs que buscam reduzir essa
toxicidade através do revestimento das particulas com polissacarideos (SCHRAND,
et al., 2008.), mas podem resultar na diminuicdo da atividade antimicrobiana. Outros
métodos incluem a sulfitagdo das NPs (LEVARD et al., 2013.) ou, ainda, a adigéo de
citrato a estrutura nanométrica (POKHREL et al., 2013.). A razdo por tras da
diminuicdo da toxicidade nos dois Uultimos casos, deve-se a redugao na
concentracdo de Ag® livres na solugdo por meio diminuicdo da solubilidade das

AgNPs, resultando na redugao da toxicidade.
5 CONCLUSAO

Este trabalho demonstrou a viabilidade da sintese verde para a produgao de
AgNPs a partir do caldo de fermentag&o dos fungos Fusarium sp. e Penicillium sp.. A
sintese foi confirmada pela mudanca de coloragdo da solucdo reacional, pelas
analises de espectroscopia UV-vis e MEV. A espectroscopia revelou um pico de
absorcao préximo a 440 nm, caracteristico da ressonancia plasmoénica de superficie
das AgNPs. Comparando os dois caldos de fermentag&o, o caldo do Penicillium sp.
apresentou maior eficiéncia de sintese, produzindo cerca de 2,54 x 10"
particulas/mL, aproximadamente o dobro da obtida pelo caldo do Fusarium sp. que
produziu cerca de 1,29 x 10" particulas/mL. Por outro lado, as NP-F apresentam

maior atividade antimicrobiana e antibiofiime em comparagao com as NPs-P.

A analise de rastreamento de nanoparticulas (NTA) demonstrou que a maior
parte das AgNPs produzidas pelo caldo do Fusarium sp. apresentaram um didmetro
médio de 59 nm, ao passo que o caldo do Penicillium sp. produziu AQNPs com cerca
de 85 nm de didmetro. Esse fator impactou diretamente na atividade antimicrobiana
das NPs produzidas, uma vez que AgNPs menores oferecem maior superficie de
contato, potencializando a interagdo com as células bacterianas e resultando na
atividade antimicrobiana demonstrada nos testes de difusdo em meio solido e nas
analises de CIM contra os patdégenos E. coli e S. aureus. Além disso, o caldo de
fermentagcdo do Fusarium sp. conseguiu produzir NPs com maior variedade de
tamanhos, enquanto o caldo do Penicillium sp. conseguiu produzir uma quantidade

relevante de NPs em apenas duas variedades de diametro.

Em relagdo a atividade antibiofilme, as AgNPs produzidas apresentaram

potencial relevante contra a formagao e manutencao dos biofilmes bacterianos. Essa
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capacidade tem se mostrado cada vez mais necessaria diante da crescente
resisténcia bacteriana, dado que os biofilmes atuam como barreiras protetoras com
uma alta seletividade que dificulta a agao de antimicrobianos tradicionais (RUSSELL
et al., 1999). Foi necessario cerca de 7,24 ug/mL de NPs-F e cerca de 42,75 ug/mL
de NPs-P para inibir 50% da formagao de biofilme pela S. aureus. Evidenciando,
mais uma vez, que a atividade antibiofiime das NPs-F é superior a atividade das
NPs-P.

A sintese verde foi conduzida satisfatoriamente. Contudo, deve-se trabalhar
para otimizar sua eficiéncia, que foi relativamente baixa em termos de conversao de
AgNO; em AgNPs, cerca de 0,1% para o Fusarium sp. e 0,8% para o Penicillium sp..
Existem indicios de que a incidéncia de luz durante a sintese pode aumentar
consideravelmente a producdo de AgNPs. A otimizagdo dos demais parametros da
sintese podem coloca-la em pé de igualdade com os outros métodos utilizados para
producdo em escala industrial de NPs, sobretudo por seu baixo custo médio de

producao e alta sustentabilidade que tornam essa abordagem téo atrativa.

E importante ressaltar que as sinteses foram conduzidas concomitantemente
e com 0os mesmos parametros para ambos os fungos, portanto a variagédo na
composicao do caldo de fermentagao dos fungos € a principal razdo para explicar a
diferenga entre os resultados obtidos na sintese verde. Ademais, € necessario
aprofundar no entendimento dos mecanismos de sintese e agdo antimicrobiana das
AgNPs. Apesar das evidéncias de que grupos tiol presentes em aminoacidos, como
cisteina, sejam responsaveis pela redugcao do Ag* na sintese bioldgica, ainda nao ha
elucidagdes a respeito da participacdo de outros componentes do caldo de

fermentacgao fungico.

Dessa forma, este trabalho refor¢a o potencial biotecnologico dos fungos na
sintese verde de nanoparticulas metalicas, oferecendo um método ambientalmente
sustentavel e economicamente viavel. As AgNPs obtidas mostraram propriedades
Opticas e antimicrobianas promissoras, com potencial de aplicacdo em diversas
areas. Em particular, a industria téxtil pode se beneficiar significativamente dessa
tecnologia, incorporando AgNPs em fibras para conferir propriedades
antimicrobianas aos tecidos usados na confecg¢ao de EPIs e roupas convencionais.

Essa aplicagdo tem ganhado destaque no contexto pos-pandemia, onde a demanda
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por materiais de protecdo contra bactérias e virus aumentou substancialmente. O
entendimento e aprimoramento das condicdes e dos mecanismos envolvidos na
producdo sao essenciais para a aplicagcdo da sintese verde em escala industrial,
tornando viavel a fabricagado de tecidos antimicrobianos inovadores, ambientalmente

responsaveis e com menor custo, tornando essa tecnologia mais acessivel.
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