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RESUMO

A biossintese de nanoparticulas de prata (AgNPs) mediada por cianobactérias é um método de
sintese verde, caracterizado por seu baixo impacto ambiental em comparagdo com 0s processos
quimicos convencionais. Neste estudo, realizamos a biossintese de AgNPs utilizando extrato
aquoso da cianobactéria filamentosa marinha brasileira Affixifilum granulosum. As nanoparticulas
foram caracterizadas com técnicas de microscopia eletrénica de transmissao, espectroscopia de
raios X por energia dispersiva, espectroscopia de espalhamento dinamico de luz e espectroscopia
no infravermelho por transformada de Fourier. Demonstramos sua eficacia na inibicao do
crescimento microbiano, incluindo bactérias Gram-positivas (Bacillus cereus, B. subtilis e
Staphylococcus aureus), bactérias Gram-negativas (Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa)
e fungos (Candida albicans e C. glabrata). Adicionalmente, constatou-se que as AgNPs sdo
biocompativeis em ensaios de citotoxicidade, mantendo a viabilidade de células fibroblasticas e de
macro6fagos. Esses resultados destacam o potencial das AgNPs como agentes antibacterianos com
baixa citotoxicidade, indicando promissora aplicacdo na terapéutica antimicrobiana, além da

sintese ecoldgica a partir de um recurso marinho brasileiro.

Palavras chaves: sintese verde, potencial biotecnologico, fibroblasto, macréfago.



ABSTRACT

The biosynthesis of silver nanoparticles (AgNPs) mediated by cyanobacteria is a green synthesis
method characterized by its low environmental impact compared to conventional chemical
processes. In this study, we performed the biosynthesis of AgNPs using the aqueous extract of the
Brazilian marine filamentous cyanobacterium Affixifilum granulosum. The nanoparticles were
characterized using transmission electron microscopy, energy-dispersive X-ray spectroscopy,
dynamic light scattering spectroscopy, and Fourier-transform infrared spectroscopy. We
demonstrated their efficacy in inhibiting microbial growth, including Gram-positive bacteria
(Bacillus cereus, B. subtilis, and Staphylococcus aureus), Gram-negative bacteria (Escherichia
coli and Pseudomonas aeruginosa), and fungi (Candida albicans and C. glabrata). Additionally,
we found that the AgNPs are biocompatible in cytotoxicity assays, maintaining the viability of
fibroblast and macrophage cells. These results highlight the potential of AgNPs as antibacterial
agents with low cytotoxicity, indicating their promising application in antimicrobial therapy,

alongside their eco-friendly synthesis from a Brazilian marine resource.

Keywords: green synthesis, biotechnological potential, fibroblast, macrophage.
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1. INTRODUCAO

A nanotecnologia esta em constante evolucdo, englobando atividades que incluem a
sintese, andlise e aplicacdo de estruturas, dispositivos e sistemas em dimensdes nanométricas
(Madhuri et al., 2018). Nesse contexto, as nanoparticulas de prata (AgNPs) ganharam destaque
devido a estabilidade quimica, atividade catalitica e propriedades antimicrobianas (Ameen et
al., 2020). Essas propriedades tornam as AgNPs aplicaveis em diversas areas, como medicina,
industria e pecudria, particularmente em regioes onde o controle de microrganismos € crucial,
como o semidrido nordestino. A acao antimicrobiana das AgNPs ja foi evidenciada contra
Escherichia coli, Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus (Iravani
et al., 2011).

As AgNPs podem ser sintetizadas por diferentes métodos, incluindo quimico,
fotoquimico, fisico e biolégico. No entanto, as sinteses quimicas e fisicas apresentam custos
elevados e alta toxicidade (Silva et al., 2017), o que é particularmente desafiador para regides
como o semiarido, onde os recursos sao limitados e a sustentabilidade é uma prioridade. Assim,
a sintese verde surge como uma solucdo viavel, promovendo a reducao do uso de substancias
toxicas e a otimizacao de recursos renovaveis (El-Naggar et al., 2017).

Neste contexto, a utilizacdo de cianobactérias marinhas do litoral baiano como
mediadoras na sintese verde de AgNPs representa uma oportunidade para o desenvolvimento
biotecnolégico da regido, por valorizar recursos naturais abundantes e subutilizados. As
ficobiliproteinas presentes em cianobactérias, por exemplo, atuam como agentes redutores no
processo de biossintese de nanoparticulas (Bodnar et al., 2018), destacando o potencial desses
microrganismos em oferecer uma fonte sustentavel e renovavel de produtos bioativos aplicaveis
na biotecnologia (Carmichael, 1994; Costa et al., 2012).

Além disso, alguns estudos tém enfatizado o potencial das cianobactérias na sintese
verde de AgNPs. Singh et al. (2021) demonstraram que AgNPs obtidas a partir do extrato da
cianobactéria Lyngbya majuscula intensificaram a atividade antiproliferativa de células
leucémicas e a atividade antibacteriana contra Pseudomonas aeruginosa. Ameen et al., (2020)
destacaram a aplicacdo de Arthrospira platensis na sintese de nanoparticulas de prata,
evidenciando seu efeito bactericida contra patégenos respiratorios. O estudo de Pandey et al.,
(2020) evidenciou o potencial biofertilizante das cianobactérias, enfatizando sua habilidade em
sintetizar uma variedade de nanoparticulas metalicas, incluindo prata, ouro, 6xido de zinco e

ferro.
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A relevancia desse trabalho se estende ainda a contribuicdo para a Agenda 2030,
particularmente no que diz respeito ao desenvolvimento sustentavel, promocao da satide e bem-
estar (ODS 3), e inovacao e infraestrutura sustentavel (ODS 9). Ao explorar tecnologias verdes
e promover o uso de recursos renovaveis na regido do semiarido, este estudo oferece um
caminho para o desenvolvimento de solugdes tecnolégicas que atendem as necessidades locais,
gerando beneficios socioecondmicos e contribuindo para a resiliéncia e sustentabilidade da
regiao.

Nesse estudo, investigamos a eficacia antimicrobiana de AgNPs biossintetizadas a partir
de extratos aquosos da cianobactéria filamentosa Affixifilum granulosum (Oscillatoriales),

visando explorar seu potencial biotecnolégico.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. NANOBIOTECNOLOGIA

A nanobiotecnologia, uma subarea da biotecnologia, surgiu como um campo
interdisciplinar que combina os principios da biologia com a nanotecnologia. Seu
desenvolvimento histérico comecou a ganhar forma nas tltimas décadas do século XX, quando
cientistas comecgaram a explorar o potencial das nanoparticulas em sistemas biologicos (Clark et
al., 2016). A capacidade de interagir com sistemas biologicos em nivel molecular e celular
permitiu avancos significativos em areas como medicina, agricultura e ciéncia dos materiais,
dando origem a novas abordagens para diagnosticos, terapias e biossinteses sustentaveis
(Khatoon et al., 2018).

A nanotecnologia € a ciéncia que envolve a manipulacao e aplicacdo de estruturas em escala
nanomeétrica, tipicamente entre 1 e 100 nanometros. Nesse nivel, as propriedades fisicas,
quimicas e biologicas dos materiais podem diferir significativamente das mesmas substancias
em escalas maiores, o que permite o desenvolvimento de novos materiais e dispositivos com
funcionalidades especificas (Elgorban et al., 2016). Isso ocorre porque, a medida que as
particulas diminuem de tamanho, uma proporcao maior de seus atomos fica exposta na
superficie, aumentando as areas de contato (Hulikere et al., 2019). A simples reducdo no
tamanho dos materiais pode levar ao surgimento de caracteristicas distintas e novas
propriedades, como elasticidade, tenacidade, resisténcia, condutividade elétrica, propriedades
magnéticas, acumulacdo de carga elétrica e diferentes cores, todas decorrentes da maior area de

contato superficial (Elgorban et al., 2016).

2.2. NANOPARTICULAS METALICAS / NANOPARTICULAS DE PRATA

As nanoparticulas metalicas (NPM) sdo particulas compostas por elementos metalicos,
como ferro, niquel, prata, ouro, entre outros. Elas se destacam por exibirem propriedades fisico-
quimicas distintas em comparagdo aos materiais na escala macroscépica. Essas diferencas
incluem modificagdes na reatividade quimica, bem como nas propriedades mecanicas, pticas,
elétricas e magnéticas. As propriedades tinicas das NPM sdo, em grande parte, resultantes do
efeito de area superficial, que altera significativamente o tamanho do material em comparacao
ao observado em escalas maiores (Clark et al., 2016).

A prata é um metal de transi¢do, com ntimero atdomico 47 e massa molar 107,86g/mol.

Quando em escala nanométrica, conferem propriedades Opticas unicas possibilitando
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aplicacdes como biossensores e biomarcadores (QIAN et al., 2024). Nanoparticulas de prata
quando em meio liquido, encontram-se em suspensdo, pois se trata de pequenos solidos
insoliveis em um meio dispersante, confere cor caracteristica e absorbancia em comprimentos
de onda especificos, sendo que nanoparticulas esféricas de 10nm de diametro aproximadamente
apresentam banda plasmonica A410nm para AgNP. Possui propriedades como boa
condutividade, propriedades cataliticas, efeito antimicrobiano e elevada area superficial. Essas
propriedades tém possibilitado sua ampla utilizacdo na industria, principalmente na area de

alimentos, biomédica, producdo de nanosensores, catalise e téxtil (Sharma et al., 2017).

2.2.1. SINTESE DE NANOPARTICULAS

A obtencdo de nanoparticulas, processo chamado de sintese, ocorre por meio de dois
métodos: o primeiro denominado "top-down" (de cima para baixo) e o segundo "bottom-up" (de
baixo para cima). Na técnica top-down, materiais macroestruturados sao desconstruidos por
técnicas, como nanolitografia ou moagem de alta energia, para obter produtos nanoparticulados
(Siddigqi et al., 2018). Embora essa abordagem seja adequada para producdao em grande escala,
muitas vezes é dificil alcancar homogeneidade nas caracteristicas do produto final. Por outro
lado, na abordagem bottom-up, as nanoparticulas sao formadas por interacdes entre atomos ou
moléculas individuais. Essa técnica permite o controle preciso de parametros, como distribuicao
de tamanho e forma das nanoparticulas, sendo amplamente empregada na producao de NPs
(Silva et al., 2017).

Os protocolos de sintese de nanoparticulas podem envolver métodos fisicos, quimicos,
fotoquimicos e biolégicos (Lian et al., 2016). Dentre os métodos fisicos utilizados para a sintese
de nanoparticulas estdo inclusos a decomposicdo térmica, a irradiacdo a laser, a condensacao, a
difusdo e a descarga elétrica (He et al., 2016). As vantagens dos métodos fisicos sdo a
velocidade, a radiagdo usada como agente redutor e a auséncia de substancias quimicas
perigosas envolvidas. Mas as desvantagens incluem o baixo rendimento, o alto consumo de
energia, e falta de distribuicao uniforme (Siddiqi et al., 2016).

Os meios que envolvem o uso de produtos quimicos para a producdo de nanoparticulas sao
chamados de métodos de sintese por via quimica. Estes, normalmente, sdo realizados por reagao
eletroquimica ou reducao quimica do material (Ahmed et al., 2016). Esse processo geralmente
emprega trés componentes principais, como: precursores de metais, agentes redutores e agentes
de estabilizacdo (Silva et al., 2017) e, embora produzam AgNPs puras, usualmente utilizam

produtos quimicos tdxicos. Agentes estabilizadores também sdo muito utilizados neste contexto
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para prover uma prolongacao da estabilidade coloidal e para aumentar o controle sobre a forma
geomeétrica das nanoparticulas (Elgorban et al., 2016).

Os métodos fotoquimicos de preparacdo de nanoparticulas utilizam a fotorreducao de um
precursor ou de ions de prata. Na preparacdo de nanoparticulas de prata, ocorre a utilizagao de
intermedidrios ativados fotoquimicamente, por exemplo, um radical. As vantagens da utilizacao
de métodos fotoquimicos sdo a preparacao de AgNPs com elevada pureza, facil processamento,
ampla faixa de meios reacionais que podem ser utilizados como polimeros, micelas e emulsoes (
Iravani et al., 2015).

Tanto os métodos fisicos quanto os quimicos sdo comumente agressivos ao meio ambiente,
pois usam solugdes e metodologias que usualmente geram residuos téxicos e demandam alto
gasto de energia (Boverhof et al., 2016). O uso de produtos quimicos téxicos é ainda objeto de
preocupacao, pois esses produtos podem depositar-se na superficie das nanoparticulas. Deste
modo, existe uma necessidade cada vez maior de desenvolver protocolos de sintese que sejam
limpos, ou seja, que ndo utilizem substancias téxicas e que produzam nanoparticulas
biocompativeis (Sharma et al., 2017).

Ao longo da ultima década, houve uma maior énfase sobre a tematica quimica verde e os
processos quimicos (Pandey et al., 2020). Esses esforcos objetivam a eliminagao total ou, pelo
menos, a minimizacdo do uso e da geracdo dos residuos com a implementagdo de processos
sustentaveis. A sintese verde envolve trés principais etapas que devem ser avaliadas com base
nas perspectivas da quimica verde: selecdo do meio a ser utilizado como solvente; selecdo de
um agente redutor ecologicamente correto; selecdo de substancias ndo toxicas que serao
utilizadas na estabilizacdo das AgNPs sintetizadas (Silva et al., 2017).

A sintese verde visa, mais precisamente, ao desenvolvimento de metodologias e/ou
processos que usem e gerem a menor quantidade possivel de materiais toxicos e/ou inflamaveis
(Rizki; Klaypradit, 2023). Neste caso, 0s riscos seriam minimizados e, uma vez que o processo
fosse implementado, os gastos com tratamento de residuos seriam reduzidos (Sharma et al.,
2017). A sintese verde de NPs prop0de a utilizacao de organismos biolégicos, ou partes deles, em
substituicdo aos reagentes quimicos toxicos para obtencdo de nanomateriais, apresentando-se
como uma alternativa sustentavel (Iravani, 2011). Este método de sintese geralmente utiliza
solventes com baixa toxicidade (ex. dgua), reduzindo os impactos ambientais relacionados a

estes processos.
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2.2.2 BIOSINTESE DE NANOPARTICULAS METALICAS POR
MICRORGANISMOS

A sintese biolégica de nanoparticulas pode utilizar fungos, leveduras, bactérias,
enzimas, e cianobactérias para formar as nanoparticulas em meio extra ou intracelular (Iravani,
2011), como ilustrado na figura 1. No meio intracelular, ha a absorcdo dos ions metalicos que
reagem com moléculas dentro da célula, sendo reduzidos para formar as nanoparticulas. Por
outro lado, no meio extracelular, a sintese pode ocorrer através da interacao dos ions metalicos
com moléculas liberadas pela célula ou com proteinas presentes na membrana e na parede
celular. Nessas situagcdes, componentes como biomoléculas e metabdlitos secundarios atuam
como agentes redutores, facilitando a reducao dos compostos-alvo e culminando na formacao
AgNPs (Silva et al., 2017). No meio intracelular, ha a absorcao dos ions metalicos que reagem
com moléculas dentro da célula, sendo reduzidos para formar as nanoparticulas. Por outro lado,
no meio extracelular, a sintese pode ocorrer através da interacdo dos ions metalicos com
moléculas liberadas pela célula ou com proteinas presentes na membrana e na parede celular.
Nessas situacdes, componentes como biomoléculas e metabdlitos secundarios atuam como
agentes redutores, facilitando a reducao dos compostos-alvo e culminando na formagao AgNPs

(Silva et al., 2017).
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Figura 1: Mecanismos de sintese de nanoparticulas metalicas mediados por células. Fonte: Silva et al., 2017.
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Diversos pesquisadores tém direcionado suas pesquisas para a sintese verde, devido a sua
facilidade, versatilidade e menor impacto ambiental. Essa abordagem utiliza uma ampla
variedade de extratos vegetais como fonte de compostos redutores, que podem ser obtidos de
diferentes partes das plantas, como raizes, caules, folhas, e até mesmo residuos provenientes de
processos industriais (Cruz et al., 2016). O requisito fundamental para esses extratos é a
presenca de compostos com propriedades redutoras, como flavonoides, terpenoides, taninos,

compostos fendlicos, ficobiliproteinas e acidos organicos (Abdelghany et al., 2018).

2.2.3 CIANOBACTERIAS E SEU POTENCIAL NA BIOSSINTESE DE
NANOPARTICULAS DE PRATA

As cianobactérias estdo entre os organismos mais antigos do planeta. Evidéncias fésseis
indicam que elas existem ha cerca de 3,5 bilhdes de anos. Esses microrganismos consistem nas
primeiras formas de vida fotossintética, desempenhando um papel fundamental na oxigenacao
da atmosfera terrestre primitiva (Carmichael, 1994). Ao longo dos anos, as cianobactérias
colonizaram uma variedade de habitats aquaticos e terrestres, sendo encontradas em aguas
doces, salobras e marinhas, ocorrendo em oceanos, rios, lagos, e até mesmo em ambientes
extremos, como desertos e geleiras. Sua adaptacdao a uma ampla gama de condi¢oes ambientais
é notavel, sendo impulsionada por sua capacidade de realizar a fotossintese e fixar nitrogénio
(El-Sheekh et al., 2014).

As cianobactérias contém ficobiliproteinas, pigmentos fotossintéticos que desempenham
um papel na captura de luz para a fotossintese. Essas proteinas sdo associadas a croméforos,
como ficocianina, ficoeritrina e aloficocianina, que sdo responsaveis pela absorcao da luz e pela
conversao de energia luminosa em energia quimica durante o processo fotossintético (Mandhata
et al.,, 2022). As ficobiliproteinas, presentes nas cianobactérias, desempenham um papel
fundamental na sintese de nanoparticulas devido as suas propriedades redutoras e
estabilizadoras. Essas proteinas sdo pigmentos fotossintéticos que capturam a luz para a
fotossintese e sdo compostas por cromo6foros ligados covalentemente a proteinas (El-Naggar et
al., 2017). Essas propriedades, associadas a presenca de grupos funcionais como aminodacidos,
permitem que as ficobiliproteinas ajudem na reducdo de ions metélicos, como ions de prata
(Ag"), para formar nanoparticulas de prata (AgNPs) (Mandhata et al., 2022), como ilustrado na

figura 2.



25

( y vonoides " anlnos Ficobiliproteinas
A Flavonoid 5 Tanin: s
| Tons . Extrato " " H 2 {
metalicos
) Reacio de Complexacio Nucleacio Crescime nto

C A b oL 4 . \ g
& aS®
SvssSae e ® W e
- Y . . & v g
O T " & Q‘ i x . %
L N e S & :
Sea SN $ ¢ o @
- “:' ;:0‘;.,;:‘5 o .\\- ) >,

ey e . .& 5 ® %,
EROC S oY g L™ . &Q’ +  NPEstivel

Figura 2: Exemplo das etapas do processo de biossintese mediada por extratos. Fonte: Guimardes et al.,

2021

Durante o processo de biossintese de nanoparticulas, as ficobiliproteinas podem atuar
como agentes redutores, convertendo ions metalicos em sua forma metalica nanoparticulada.
Além disso, elas também podem desempenhar um papel estabilizador, impedindo a agregacao
das nanoparticulas recém-formadas, mantendo seu tamanho e morfologia (Ameen et al., 2020).
Dessa forma, as ficobiliproteinas ndo s6 facilitam a nucleacdo e o crescimento das
nanoparticulas, mas também contribuem para a estabilidade coloidal, garantindo que as AgNPs
formadas apresentem as caracteristicas fisico-quimicas ideais para aplica¢Ges especificas, como

a eficacia antimicrobiana (Pandey et al., 2020).

2.3 ACAO ANTIMICROBIANA DAS NANOPARTICULAS DE PRATA

As AgNPs tém sido extensivamente estudadas devido a sua notavel acgdo
antimicrobiana. Elas sdo conhecidas por sua capacidade de inibir o crescimento e a
sobrevivéncia de diversos microrganismos, incluindo virus (Liao et al., 2019), fungos
patogénicos, como Candida albicans, que podem causar infecg¢des fingicas como a candidiase (
Elgorban et al,, 2016), e as bactérias Gram-positivas, como Staphylococcus aureus e
Escherichia coli, e Gram-negativas, como Pseudomonas aeruginosa.

O uso das AgNPs oferece varias vantagens no enfrentamento de microrganismos resistentes

(Lian et al., 2019). Suas propriedades Unicas, como tamanho reduzido e alta relagao superficie-
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volume, permitem uma interacao eficiente com as células microbianas, facilitando sua entrada e
interacdo com componentes celulares vitais (Bruna et al., 2021). Um aspecto promissor é a
possibilidade de combinar as AgNPs com antibiéticos e antiftingicos convencionais, o que pode
aumentar a eficacia desses agentes (Singh et al., 2021). A combinagdo de nanoparticulas de
prata com medicamentos convencionais pode superar mecanismos de resisténcia e proporcionar
um efeito sinérgico no combate a microrganismos resistentes (Liao et al., 2019).

Bruna et al. (2021) destacam a importancia da carga positiva do ion Ag" liberado pelas
AgNPs ap0s atravessarem a parede celular dos microrganismos. Essa carga positiva é
fundamental para sua atividade antimicrobiana, pois cria uma atracdo eletrostatica entre as
AgNPs (carregadas positivamente) e a membrana celular dos microrganismos (carregada
negativamente). Como resultado, as AgNPs afetam a permeabilidade seletiva da membrana,
aumentando-a, e interferem na respiracao celular, levando a morte das células.

Adicionalmente, as AgNPs tém a capacidade de penetrar nas células e interagir com as
ligacdes dissulfeto presentes nos contetidos de glicoproteinas e proteinas dos microrganismos,
incluindo virus, bactérias e fungos. Esse evento prejudica as proteinas e, por consequéncia, afeta
negativamente o DNA, dificultando sua replicacdo, e também o RNA, impossibilitando sua
transcricdo (Liao et al., 2019). As modificagOes nessas estruturas interferem nos processos
bacterianos, levando a morte celular (Bruna et al., 2021). A Figura 3 ilustra a interacdao do ion

prata com as células bacterianas.
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Figura 3: Nanoparticula de prata atravessando a parede celular da célula bacteriana. Fonte:

http://methanenanosilver.weebly.com
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3. MATERIAL E METODOS
3.1. COLETA DA CIANOBACTERIA

As cianobactérias foram coletadas em pogas de maré (Fig. 4A) na regidao mesolitoranea
da Praia de Jardim de Alah, na cidade de Salvador, Bahia, regido tropical do Brasil, com
georreferenciamento através de GPS de campo (Garmin eTrex Legend® HCx) (12°59'51" S,
38°26'36" W). A biomassa foi coletada durante as marés baixas de sizigia, com o auxilio de
espatula metalica, e armazenadas em sacos plasticos contendo agua do mar (Fig. 4B) para

posterior triagem em laboratorio.

Figura 4: Area de coleta da cianobactéria na regido mesolitoranea no bairro de Costa Azul Salvador Bahia (A)
Poga de maré com cianobactérias. (B) Cianobactérias armazenadas para realizagdo de triagem. Fonte: Prépria

autoria

3.1.2 OBTENCAO E PROCESSAMENTO DO EXTRATO

Para a obtencdo dos extratos aquosos, a biomassa obtida foi congelada em nitrogénio
liquido, liofilizada (FreeZone 2.5 Liter -50C Benchtop Freeze Dryer) e pesada para verificagao

de rendimento ao final do processo (Fig. 5A).
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Figura 5: Etapas do processo de biossintese das nanoparticulas de prata (A) Biomassa da cianobactéria liofilizada.

(B) Extrato em infusdo (C) Filtracdo a vacuo (D) Extrato filtrado. Fonte: Prdpria autoria

Posteriormente, foi adicionado volume suficiente de dgua Mili-Q® para cobrir o
material liofilizado, permanecendo em repouso por 24 horas (Fig. 5B). Em seguida, o extrato foi
filtrado através de sistema de filtragdo a vacuo, com membrana de porosidade 0.22 pm (Kasvi®
) (Fig. 5C). Apos a filtragdo, o extrato foi mantido a 8°C até a utilizacdo para a sintese de

nanoparticulas.

3.1.3 BIOSSINTESE DE NANOPARTICULAS DE PRATA
Inicialmente foram realizados testes com proporc¢des de extrato com contragées que
variam entre 1%, 5% e 10%. O AgNOsfoi utilizado a 6mM ((51mg/mL) tempo de sintese de 45

min e temperatura 70 °C conforme exemplificados nas tabelas de 1 a 6.

Tabela 1: Teste 10:10

Proporcio | Extrato AgNO3 pH Tempo | Temperatura | Formacio
Ex+AgNO3 (%) (mM) Extrato (h) de AgNPs
10:10 1% 6mM 8,5 45min nio
10:10 5% 6mM 8.5 45min 70° sim
10:10 10% 6mM 8,5 45min sim

Tabela 2: Teste 6:17
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Proporc¢ao | Extrato pH Tempo | Temperatura Formacao
Ex+AgNO3 (%) AgNO3(mM) | Extrato (h) de AgNPs
6:17 1% 6mM 8.5 45min nio
6:17 5% 6mM 8.5 45min 70° nio
6:17 10% 6mM 8.5 45min ndo

Tabela 3: Teste 6:19

Proporcio | Extrato AgNOs pH Tempo | Temperatura Formacio
Ex+AgNO3 (%) (mM) Extrato (h) de AgNPs
6:19 1% 6mM 8,5 45min sim
6:19 5% 6mM 8.5 45min 70° sim
6:19 10% 6mM 8.5 45min nio

Tabela 4: Teste 1:19

Proporc¢ao | Extrato AgNOs pH Tempo Temperatura Formacio

Ex+AgNO; (%) (mM) Extrato (h) de AgNPs
1:19 1% 6mM 8,5 45min sim
1:19 5% 6mM 8.5 45min 70° sim
1:19 10% 6mM 8.5 45min sim

Apos todos esses testes, padronizamos a metodologia na proporcao 1:19. A biossintese
das AgNPs foi entdo realizada utilizando 1mL de nitrato de prata PA (AgNO;) a uma
concentracdo de 6 mM e 19 mL do extrato aquoso da cianobactéria a 10%, com pH 8,5, sem
ajustes. O extrato aquoso a 10% foi colocado em um becker de 25mL e aquecido em placa
aquecedora até atingir 70°C. Posteriormente, foi adicionado 1 mL de nitrato de prata (AgNO3), ¢

om agitacdo constante por uma hora (Fig. 4C).

3.2. CARACTERIZACAO DAS NANOPARTICULAS DE PRATA
3.2.1. ESPECTROSCOPIA DO UV-VISIVEL

As AgNPs sintetizadas foram analisadas utilizando o Espectrofotometro UV-Visivel
modelo V-M5 da BEL Engineering®. Para garantir a precisao da leitura, o equipamento foi

calibrado com agua ultrapura (Mili-Q), que foi utilizada nas leituras subsequentes. As medicdes
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foram realizadas em uma cubeta de quartzo com caminho 6ptico de 10 mm, e os espectros de
absorcao foram registrados no intervalo de comprimento de onda de 200 a 700 nm.

Na andlise por espectrofotometria UV-Vis, espera-se observar um espectro de absorcao
que indique a presenca e estabilidade das nanoparticulas de prata na solucdo. O resultado chave
é a banda plasmonica de superficie, que se manifesta como um pico de absor¢do devido a
ressonancia dos elétrons de conducao na superficie das nanoparticulas quando excitados pela
luz (Johnson et., 2024) Para as nanoparticulas de prata, essa banda normalmente aparece entre
400 e 450 nm, e sua posicao e intensidade fornecem informacgoes valiosas sobre o tamanho,
forma e distribuicdo das particulas. Um pico bem definido e simétrico indica uma distribuigao
uniforme de tamanhos e uma sintese eficiente (Karimi et al., 2024).

Cada metal apresenta uma banda plasménica em uma faixa especifica de comprimento
de onda, de acordo com suas propriedades eletronicas. Por exemplo, nanoparticulas de ouro
(Au) tém um pico entre 520 e 530 nm, enquanto o cobre (Cu) exibe uma banda entre 560 e 580
nm. A AgNP se diferencia por apresentar um pico mais agudo e em uma regiao mais baixa do
espectro, o que facilita sua identificacdo (Sathiyaraj et al., 2023).

Assim, o principal resultado esperado é um pico de absorcado claro na faixa de 400 a 450
nm, confirmando a presenca das AgNPs. A nitidez e simetria desse pico podem indicar a
uniformidade das particulas, enquanto alteraces na banda plasmonica podem sugerir mudancas

na estabilidade ou interacoes com outras substancias.

3.2.2. MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRASMISSAO E ESPECTROSCOPIA POR
DISPERSAO DE ENERGIA

A técnica de contrastacao negativa para Microscopia Eletronica de Transmissao (TEM)
foi utilizada neste estudo para a avaliacdo do tamanho (didametro) das nanoparticulas
biossintetizadas. No Laboratério de Microscopia da Fiocruz-Bahia, as amostras foram
previamente preparadas colocando-se uma gota (10pL) sobre uma grade de niquel recoberta por
formvar a 0,5% (Souza, 2007). Apés dois minutos, foi retirado o excesso da gota com o auxilio

de um papel filtro (Fig. 6)
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Figura 6: Processo de contrastacdo negativa das AgNPs. (A) AgNPs gotejada na grade (B) Secagem da grade (C)

Grade pronta para analise. Fonte: Souza, 2007 (A e B) / Prépria autoria (C)

A grade permaneceu em placa de Petri até a realizacdo das analises no Laboratdrio
Alume da Universidade Federal da Bahia (UFBA). As imagens foram obtidas com o auxilio de
um microscépio eletronico de transmissao (JEM-2800 JEOL® - 200kv JEOL, T6quio, Japao)
equipado com um espectrometro de raios-x por energia dispersiva (EDS) da OXFORD
instrumentos, o qual realizamos as andlises de EDS para analise quimica elementar.

O histograma de distribui¢dao de frequéncia para determinar o tamanho das (AgNPs) foi
gerado utilizando o software Image J. Aproximadamente 30 micrografias foram carregadas no
programa, que foi calibrado de acordo com a escala de cada imagem. As particulas foram
selecionadas automaticamente pelo software, iniciando a contagem e medicao das particulas

para a criacao do histograma.

3.2.3. ESPELHAMENTO DIMANICO DE LUZ (DLS) E POTENCIAL ZETA

A técnica de Espalhamento Dinamico de Luz (DLS) mede o diametro hidrodinamico
(D.h), que reflete o tamanho médio das particulas em suspensao, incluindo a camada de solvente
ao seu redor, a partir das flutuacdes na intensidade da luz espalhada, causadas pelo movimento
browniano. O didmetro médio (d.m) corresponde a média desses didmetros, e espera-se que
nanoparticulas de prata (AgNPs) tenham um (d.m) na faixa de alguns a dezenas de nanémetros,
dependendo das condi¢es de sintese. O indice de polidispersao (PdI) indica a uniformidade da
distribuicdo de tamanhos, com valores baixos sugerindo uma amostra monodispersa e valores
altos, uma amostra polidispersa (Barzinjy et al., 2020).

A técnica de Potencial Zeta é amplamente utilizada na caracterizacdo de nanoparticulas
para medir a magnitude da carga elétrica presente na superficie dessas particulas quando

suspensas em um liquido. Essa medida é essencial para entender a estabilidade das suspensées
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coloidais e o comportamento de agregacdao das nanoparticulas em solucdes (Abdelghany et al.,
2018)

A medicdo é sensivel a temperatura, e a padronizacao a 25°C garante a consisténcia dos
resultados. As medig0es, realizadas em triplicata, foram realizadas a 25°C utilizando-se 100 pL
da amostra diluida em 900 pL de agua para injecdo (Fresenius Kabi, Alemanha), disposta na

cubeta DTS 1070 do Zetasizer NanoZS (Malvern Instruments Zen 3600, Reino Unido).

3.2.4. ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO COM TRANSFORMADA DE
FOURIER (FTIR)

A técnica de FTIR baseia-se nas vibragdes dos atomos em uma molécula quando se
incide radiacdo eletromagnética na faixa do infravermelho (4000 — 400 cm-1). A radiacdo
absorvida por uma molécula é, entdo, convertida em energia de vibragdo, a qual € registrada por
um espectrometro na forma de bandas de absorcdo e utilizada para fornecer evidéncias da
presenca de grupo funcionais na estrutura organica (Gentle et al., 2020).

Em uma analise de FTIR, espera-se observar a presenca de bandas de absorcao em
diferentes regides do espectro, que correspondem as vibragOes caracteristicas de grupos
funcionais presentes na amostra. Cada grupo funcional tem uma faixa especifica de absor¢do no
infravermelho, e essas bandas indicam como os atomos dentro das moléculas vibram ao
absorver a radiacao infravermelha (Kavitha et al., 2020).

Por exemplo:

® C-H (ligacdo de carbono-hidrogénio) pode aparecer na regiao de 3000-2850 cm™.
® O-H (grupo hidroxila) costuma aparecer na regidao de 3650-3200 cm™.

® C=0 (carbonila) tem uma absorcdo caracteristica em torno de 1750-1700 cm™.

A andlise das bandas de absorcdo permite identificar os grupos funcionais presentes na
amostra, confirmando a composicdo quimica e fornecendo informacdes sobre a estrutura
molecular da substancia estudada. Portanto, espera-se observar um padrdo de bandas que pode
ser correlacionado com a presenca de diferentes grupos funcionais, fornecendo uma impressao
digital da amostra analisada. Para esta analise utilizou-se o equipamento Nicolet iS10 FTIR
Spectrometer (ThermoFisher Scientific, Waltham, EUA), com adicdo de trés gotas (~50

pL/gota) por amostra para realizacdo da leitura.

3.3. BIOENSAIOS ANTIMICROBIANOS
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3.3.1. MICRORGANISMOS TESTADOS

Os microrganismos testados foram classificados em: (I) Bactérias Gram-positivas -
Bacillus cereus (CCT 0096), Bacillus subtilis (ATCC 6633) e Staphylococcus aureus (ATCC
6538); (II) Bactérias Gram-negativas - Escherichia coli (ATCC 94863) e Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 94863); e (III) Fungos - Candida albicans (ATCC18804) e Candida
glabrata (CCT 0728).

3.3.2. MICRODILUICAO EM CALDO

Os testes de sensibilidade a agentes antimicrobianos foram realizados por método de
microdiluicdao em caldo (Balouiri et al. 2016), com modifica¢des Lopes Santos et al., 2023 a fim
de verificar a Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) de cada amostra contra 0os microrganismos
(I) Bactérias Gram-positivas: Bacillus cereus (CCT 0096), B. subtilis (ATCC 6633) e
Staphylococcus aureus (ATCC 6538); (IT) Bactérias Gram-negativas: Escherichia coli (ATCC
94863) e Pseudomonas aeruginosa (ATCC 94863); e (III) Fungos Candida albicans
(ATCC18804) e C. glabrata (CCT 0728). As culturas dos microrganismos foram mantidas em
meios de cultivo adequados, sendo agar nutriente (Acumedia) para as bactérias e agar de
levedura e malte (Acumedia) para os fungos. O periodo de incubacao foi de 24 horas (37°C)
para as bactérias e de 72 horas (26°C) para os fungos. As linhagens foram adquiridas da
Fundacdo de Cultura Tropical André Tosello, Campinas, Sdo Paulo.

As diluigdes sucessivas foram realizadas em microplacas de 96 pocos (Fig. 7), de fundo
chato, com as cepas bacterianas e fliingicas. Cada poco da primeira fileira horizontal continha
um volume final de 200 pL, composto por 100 pL. do meio de cultivo caldo nutriente para
bactérias e/ou caldo de levedura e malte para fungos (Acumedia), em todos os pogos, seguido
pela adicdo de 100 pL das solucdes estoque das amostras nos pogos da fileira A, em triplicata.
Fez-se uma diluicdo seriada, com transferéncia de 100 pL, da fileira A para B, sucessivamente,
até a fileira H. Em seguida, 100 pL da suspensdo do microrganismo, ajustada para escala 0.5 de

McFarland, foi distribuida em todos os pocos da placa.
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Figura 7: Esquema exemplificando as etapas do ensaio antimicrobiano. Fonte: Propria autoria

As concentracdes das solugoes estoque foram as seguintes: AgNPs (51 pg/mL), extrato
aquoso de cianobactéria 10% (0,4 pg/mL) e AgNO; 6mM (204 pg/mL). Os antibidticos
empregados foram geramicina (concentracao da solucdo estoque: 12,5 pg/mL) para bactérias
Gram-negativas; tetraciclina (concentracdo da solucdo estoque:100 pg/mL) para bactérias
Gram-positivas e ciclopirox olamina (concentragdo da solucdo estoque: 200 pg/mL) para
fungos. As placas foram colocadas em uma estufa (SolidSteel) e incubadas a 37°C por 24 horas
para as bactérias e a 26°C por 72 horas para os fungos. Apés o periodo de incubagdo, as placas
foram examinadas para determinar a concentracdo inibitéria minima de amostra. Cada

experimento foi repetido em triplicata para garantir a precisdo dos resultados.

3.3.3. CONCENTRACAO BACTERICIDA MINIMA (MBC)

Ao identificar a inibicdo de crescimento em determinados pocos, as solugdes desses
pocos foram retiradas e semeadas em meio agar nutriente para bactérias, e agar de levedura e
malte para fungos (Fig. 8). As bactérias foram incubadas a 37°C por 24 horas, enquanto os

fungos foram incubados a 26°C por 72 horas.
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Retirar a solucio do poco que teve inibicio Semear em meio #gar Incubar a 37°C por 24 horas ]
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agar de levedura e malte horas para fungos. microbiano, determinando a concentragéo
para fungos bactericida e/ou fungicida minima.

Figura 8: Esquema exemplificando as etapas de determinacgdo da concentragdo bactericida minima para

bactérias e fungos. Fonte: Propria autoria.

Em seguida, as placas foram examinadas para determinar a presenca ou auséncia de

crescimento microbiano e determinar a concentracdo bactericida e/ou fungicida minima.

3.4. TESTE DE CITOTOXICIDADE CELULAR
3.4.1 OBTENCAO E MANUTENCAO DAS CELULAS EM CULTURA

Os ensaios de citotoxicidade foram realizados utilizando-se as linhagens de células
J774 (macréfagos murinos) e MRC5 (fibroblastos de pulmdo humano) obtidas da American
Type Culture Collection - ATCC (Rockville, Maryland, U.S.A.). As linhagens celulares foram
cultivadas em garrafas de cultura (75 cm®) no meio Eagle modificado por Dulbecco em pH
7,2~7,4 (DMEM; Life Technologies, GIBCO-BRL, Gaithersburg, MD), suplementado com
10% de soro bovino fetal (GIBCO) e 50 pg/mL de gentamicina (GIBCO).

3.4.2 AVALIACAO DE CITOTOXICIDADE COM ALAMAR BLUE
A avaliacdo da citotoxicidade dos compostos testados e a determinagdo do valor da
concentracdo citotoxica para 50% das células (CCs), foi realizado através do método
colorimétrico Alamar Blue (Invitrogen, Carlsbad, CA). Nesse ensaio, baseado em Silva et al.,
(2018), as células foram distribuidas em placas de 96 pocos numa densidade pré-definida de 1
x 10* células por pogo (Fig. 9). As AgNPs, o extrato aquoso da cianobactéria, 0 AgNOsa 6mM
e o controle positivo (DOX; doxorrubicina) foram adicionados em uma série de 8
concentracoes (400 pg/mL; 200 pg/mL; 100 pg/mL; 50 pg/mL; 25 pg/mL; 12,5 pg/mL; 6,25
pg/mL: 3,12 pg/mL;), com excecao da doxorrubicina, que foi utilizada em concentragoes
variando de 0,08 a 10 pg/mL. As placas foram incubadas por 72 horas em estufa a 37°C com
5% de CO..
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AgNPs, o extrato aquoso da cianobactéria, o .
AgNO3 a 6mM foram adicionados em uma
Células foram distribuidas em placas série de 8 concentragbes (400 pg/mL; 200
de 96 pogos numa densidade pré- ug/mL; 100 pg/ml; 50 pgfml; 25 pg/ml; 12,5
definida de | x 104 células por pogo. pg/mL; 6,25 pg/ml; 3,12 pg/ml) e o controle @
positivo (DOX; doxorrubicina), que foi

utilizada em concentragoes variando de (0,08

a 10 pg/mlL).

A leitura das placas foi realizada em
espectrofotémetro  (Spectramax 190,
Molecular  Devices, Sunnyvale, CA),
utilizando os comprimentos de ondas de
570 e 600nm.

Apos esse periodo, foram adicionados
20 pl/pogo de Alamar Blue e as

placas foram incubadas por mais 4h.

Figura 9: Esquema exemplificando as etapas do teste de citotoxicidade celular. Fonte: Prépria autoria.

Apos esse periodo, foram adicionados 20 pL/pogo de Alamar Blue e as placas foram
incubadas por mais 4h. A leitura das placas foi realizada em espectrofotdmetro (Spectramax
190, Molecular Devices, Sunnyvale, CA), nos comprimentos de ondas de 570 e 600 nm. Apds
a execucgao dos experimentos, foram calculados os valores de concentracdo inibitoria para 50%

das células normais (CCs) utilizando dados obtidos de trés experimentos independentes.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 IDENTIFICACAO DA ESPECIE

A cianobactéria coletada foi identificada como Affixifilum granulosum (Caires et al.,
2018; Lefler et al.,, 2021 e Strunecky et al., 2023) por apresentar talo formando massas
cespitosas densas e epiliticas em pocas de maré (Fig. 10A). Os filamentos sdo
predominantemente retos a ondulados, apresentado média de 26,6 pm de didametro, bainha
hialina, delgada ou espessa, as vezes lamelada (Fig. 10B). Os tricomas com diametro médio de
14,0 pm, levemente constritos e comumente atenuados, com células discoides apresentando

comprimento médio de 2,72 pm e célula apical arredondada.

Figura 10: (A) Poca de maré, com cianobactérias apresentado talos formando massa densa; (B) Micrografia em

campo claro do filamento. Fonte: Prépria autoria.

4.2 BIOSSINTESE E CARACTERIZACAO DAS NANOPARTICULAS
O extrato aquoso das cianobactérias apresentaram uma coloracdo purpura (Fig. 11A)
devido a presenca de ficobiliproteinas. Apos a adicdo de AgNO, e a reacao de sintese, observou-

se uma mudanga na cor da solucdo, que passou de purpura para marrom claro (Fig. 11B).
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Figura 11: (A) Extrato da cianobactéria; (B) Solucdo obtida ap6s o processo de sintese das AgNPs. Fonte: Propria

autoria.

Essa alteracdo na coloracdo foi a primeira evidéncia da formacdo das nanoparticulas
de prata (AgNPs), que em estado coloidal e formato esférico exibem coloracao amarela ou
marrom em concentracoes elevadas (Hamouda et al., 2019; Abo-Shama et al., 2020).

A primeira técnica analitica para se investigar a formacdo das nanoparticulas foi a
espectroscopia UV-Vis. Na figura 12 apresenta-se um grafico de absorbancia da amostra obtida
pela sintese na proporcdo 10:10, utilizando 10 mL de extrato nas concentragoes de 1%, 5% e
10%, e 10 mL de AgNO; a 6 mM (51 mg/mL).

No espectro de absorbancia (Fig. 12A), a curva na cor preta ndo apresentou pico na
faixa de comprimento de onda de 410 nm, indicando que ndo houve formagao de AgNPs quando
o extrato foi utilizado a 1%. Ja& o espectro na cor verde (Fig. 12A) exibiu um pico de
comprimento de onda entre 410 e 430 nm, confirmando a formacdo de AgNPs com o extrato a
5%. Por sua vez, o espectro representado pela cor laranja (Fig. 12A), mostrou um pico na faixa

de 450 a 470 nm, indicando a formacao de AgNPs com o extrato a 10%.
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Figura 12: (A) Gréfico de UV-visivel mostrando as sinteses na proporcao 10:10 (B) Micrografia das AgNPs
10:10 Ex5% (C) Micrografia das AgNPs 10:10 Ex10%. Fonte: Prépria autoria

Os picos de comprimento de onda na faixa de 430 a 470 nm indicam a formagao de
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AgNPs maiores e mais agregadas, como evidenciado pelas micrografias (Figs. 12B e 12C). Ao
compararmos as imagens de TEM, a sintese realizada com o extrato a 5% resultou em particulas
com tamanho médio de 96,29 nm e desvio padrdo de 178,73. Ja a sintese com o extrato a 10%
apresentou um tamanho médio de 81,26 nm e desvio padrdo de 97,66. Observa-se que, com o0
extrato a 10%, as particulas estdo um pouco mais dispersas, com menores médias e desvios

padrdes, sugerindo uma distribuicao de tamanho mais homogénea.

O grafico apresentado (Fig. 13) ilustra a sintese AgNPs realizada na propor¢ao de
6:19, utilizando 19 mL de extrato nas concentracdes de 1%, 5% e 10%, e 6 mL de AgNO, a 6
mM (51 mg/mL).

O espectro de absorbancia, representado pela cor verde (Fig. 13A), ndo exibiu pico de
comprimento de onda na faixa de 410 nm, indicando que ndao houve formacao de AgNPs com o
extrato a 10%. Ja o espectro na cor vermelha (Fig. 13A), apresentou um pico na faixa de 410nm,
sugerindo a formacdo de AgNPs com o extrato a 5%. E o espectro de absorbancia na cor preta
(Fig. 13A), mostrou um pico de comprimento de onda entre 420 e 450nm, confirmando a

formacdo de AgNPs com o extrato a 1%.
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Figura 13: (A) Gréfico de UV-visivel mostrando as sinteses na proporg¢do 6:19 (B) Micrografia das AgNPs 6:19
Ex5% (C) Micrografia das AgNPs 6:19 Ex1%. Fonte: Propria autoria

Apesar de o pico de comprimento de onda na cor vermelha apresentar 410nm, a
micrografia (Fig. 13B) revela que as AgNPs ainda estdo agregadas, com um tamanho médio de
80,40 nm e desvio padrdo de 121,07. Por outro lado, a micrografia (Fig. 13C) mostra particulas
mais dispersas, com um tamanho médio de 58,08 nm e desvio padrao de 74,16. Nesta sintese, a
utilizacdo do extrato a 1% resultou em particulas menores e mais uniformes em comparagao

com o extrato a 5%.

O grafico representado (Fig. 14) mostra a sintese das AgNPs realizada na proporcao
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de 1:19, utilizando 19 mL de extrato nas concentracées de 1%, 5% e 10%, e 1 mL. de AgNO, a 6
mM (51 mg/mL). O espectro de absorbancia, indicado pela cor verde (Fig. 14A), apresentou um
pico de comprimento de onda na faixa de 410 nm, confirmando a formacao de AgNPs com o
extrato na concentracao de 10%. Ja o espectro de absorbancia representado pela cor vermelha
(Fig. 14A) também mostrou um pico na faixa de 410 nm, correspondendo a formacdo de AgNPs
com o extrato a 5%. E o espectro de absorbancia na cor preta (Fig. 14A) exibiu um pico de

comprimento de onda na faixa de 420 nm, referente a sintese das AgNPs com o extrato a 1%.
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Figura 14: (A) Grafico de UV-visivel mostrando as sinteses na proporgdo 1:19 (B) Micrografia das AgNPs 1:19
Ex1% (C) Micrografia das AgNPs 1:19 Ex5%. (D) Micrografia das AgNPs 1:19 Ex10%. Fonte: Prépria autoria

A micrografia apresentada na (Fig. 14D), obtida com comprimento de onda de 410 nm,
representado pela cor verde (Fig. 14A), utilizou extrato na concentracao de 10%. Nessa
condicdo, AgNPs se mostraram dispersas, com formato esférico, e apresentaram um tamanho
médio de 20,26 nm e desvio padrdo de 21,9, demonstrando valores homogéneos.

Por outro lado, a micrografia (Fig. 14B), que também apresentou um pico de
comprimento de onda de 410 nm representado pela cor vermelha (Fig. 14A), utilizando extrato
a 1% revelou AgNPs agregadas, com tamanho médio de 53,11nm e desvio padrao de 68,09. Ja
na micrografia da (Fig. 14C), com comprimento de onda de 420 nm representado pela cor preta
(Fig. 14A), utilizando extrato a 5% observou-se um tamanho médio de 42,01nm e desvio padrao
de 103,6, indicando uma maior variacdo no tamanho das AgNPs.

Com base nas andlises realizadas, a utilizacdo do extrato a 10% foi selecionada devido a
menor média e desvio padrdo observados no tamanho das AgNPs. Esse critério foi decisivo para
padronizar a sintese utilizando a proporcdo de 1:19, a qual apresentou resultados mais
consistentes, com um tamanho médio de 20,26 nm e desvio padrdo de 21,9, indicando uma
distribuicdo de tamanho uniforme das AgNPs. A partir dessa padronizacdo, iniciou-se as
analises de potencial zeta, DLS e FTIR, além de um estudo mais detalhado das imagens obtidas
por MET.

O potencial zeta é geralmente utilizado para determinar a carga de superficie e a
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estabilidade das AgNPs (Sizochenko et al., 2021). O grafico (Fig. 15) mostra uma distribuicao
unimodal, um tnico pico, indicando que as nanoparticulas possuem uma distribui¢do de carga
relativamente uniforme em torno de um valor central de potencial zeta. O pico principal esta
localizado em torno de -19,31 mV, o que sugere que a superficie das AgNPs possui uma carga

negativa.
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Name Mean Standard Deviation RSD Minimum Maximum
Zeta Potential (mV) -19,31 0,4829 2,501 -19,63 -18,75
Zeta Peak 1 Mean (mV) -20,62 1,384 6,712 -22,18 -19,54
Zeta Peak 2 Mean (mV) -2,763 5,215 188,7 -6,451 0,9241
Conductivity (mS/cm) 0,1029 0 0 0,1029 0,1029
Wall Zeta Potential (mV) 4,855 2,997 61,72 1,765 7,749
Zeta Deviation (mV) 6,643 1,948 29,32 4439 8,132
Derived Mean Count Rate (kcps) 7128 0 0 7128 7128
Reference Beam Count Rate (kcps) 1539 0 0 1539 1539
Quality Factor 2,354 0,1341 5,695 2,243 2,503

Figura 15: Gréfico de Potencial zeta com valores de carga de superficie. Fonte: Propria autoria

O valor negativo do potencial zeta é comum em AgNPs estabilizadas por biomoléculas,
devido a presenca de grupos funcionais carregados negativamente por exemplo, grupos
carboxilatos ou sulfatos (Singh et al., 2024). Em termos de estabilidade coloidal, valores de
potencial zeta acima de £30 mV indicam alta estabilidade, pois as particulas tendem a repelir-se

mutuamente, prevenindo a agregacao. Valores entre +20 mV e +30 mV indicam estabilidade
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moderada, e valores abaixo de +20 mV indicam baixa estabilidade (Druzian et al. 2023, Badawy
et al. 2011).

Com um potencial zeta de -19,31 mV, as nanoparticulas podem ser consideradas
moderadamente estaveis, mas ha um risco maior de agregacao em comparacao com particulas
com potenciais zeta mais altos. A carga superficial negativa de -19,31 mV sugere uma barreira
eletrostatica reduzida, o que pode facilitar a penetrabilidade das AgNPs em estruturas celulares
(Singh et al. 2024).

Os resultados obtidos da analise por DLS indicam que as AgNPs apresentaram um
tamanho médio um tamanho médio de 145,6 nm com uma distribui¢do polidispersa. A maior
parte das particulas estd concentrada em torno de 89,22 nm, representa no grafico (Fig.16),
mostrando uma distribuicdo de intensidade com um pico tinico e bem definido, indicando que a
maioria das AgNPs tem um tamanho concentrado em torno do valor observado. A auséncia de

outros picos sugere uma distribuicdao homogénea.
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Figura 16: Grafico de DLS com distribuicdo do tamanho médio das nanoparticulas de prata. Fonte: Propria

autoria.

O PdI é uma medida da largura da distribuicdo do tamanho das particulas. Um valor de
PdI menor que 0,1 indica uma distribuicdo monodispersa, enquanto valores maiores indicam
uma distribuicdo polidispersa (Greulich et al. 2011).

Os resultados obtidos pela técnica de FTIR permitiram identificar a presenca de
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potenciais grupos funcionais (Fig. 17). O extrato da Affixifilum cf. granulosum, destacado em
vermelho na (Fig. 17), exibiu um pico de absorcdo entre 500-1000 cm™, caracteristicos dos
grupos funcionais presentes no extrato, como O-H (hidroxilas), C=0O (carbonilas) e N-H

(amidas).
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Figura 17: Espectros no infravermelho com transformada de Fourier do extrato aquoso da Affixifilum granulosum
sobreposto ao das nanoparticulas de prata, em vermelho o espectro do extrato e em preto o espectro da AgNPs.

Fonte: Propria autoria.

As AgNPs representadas pela cor preta apresentaram picos de absorcdo na faixa de
1500-1700 cm™, picos nesta regido sao tipicos de estiramentos de C=0 (carbonilas) ou C=C em
compostos arométicos. E comum observar uma redugio ou deslocamento destes picos apés a
formacdo das AgNPs, indicando que esses grupos estao envolvidos na reducdao do ion prata.
Comparando o pico de absorc¢ado entre 500-1000 cm ™ do extrato, com a das AgNPs, sugere que
grupos funcionais do extrato podem atuar na reducdo do ion prata (Ag+) para prata metalica
(Ag0) e podem estabilizar as AgNPs formadas. (Abo-Shama et al., 2020, Madhuri et al., 2018,
Singh et al., 2021).

Nas andlises realizadas por MET, as AgNPs apresentaram morfologias esféricas (Fig.
18A), distribuidas em tamanhos entre 5 e 21 nm de diametro, como demonstrado pelo
histograma de distribuicdo de frequéncia (Fig. 18B). Resultados semelhantes foram obtidos por
(Hamouda et al.,, 2019 e Pandey et al., 2020) as AgNPs se apresentaram esféricas, com
diametros que variaram de 3,30 a 17,97 nm, demonstrando que quanto menor o diametro da

particula melhor a capacidade de penetrabilidade em membranas celulares.
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Figura 18: (A) Micrografia da AgNPs por microscopia eletronica de transmissdo mostrando particulas esféricas;

(B) Histograma de distribuicdo de frequéncia das AgNPs. Fonte: Propria autoria.

A composicao quimica das AgNPs, caracterizada por espectroscopia de raios X por
energia dispersiva (EDS), permite destacar as linhas de emissdo da prata elementar (Ag): La; e
Li,, centradas em torno de 3keV, e as linhas Koy, e K31, centradas em torno de 22 e 25 keV
(insert), além disso, vé-se picos de emissdo relacionados a outros elementos e alguns reagentes
utilizados

na sintese (Fig. 19A).
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Figura 19: (A) Espetro de emissdo de raios-x determinado por EDS. Destaque para as emissdes La; e L1, em
torno de 3 kv. (B) Micrografia de alta resolucdo (HTEM) das AgNP. Em detalhe distancia interplana atdmica de

0,235 nm relacionada aos planos (111). Fonte: Propria autoria

Essa analise de alta resolugdo revelou uma estrutura monocristalina de rede FCC das AgNPs
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sintetizadas, conforme ilustrado na (Fig. 19B).

4.3 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Os resultados da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e da Concentracao Bactericida
Minima (CBM) para cada substancia testada estdo resumidos na Tabela 5. Os valores para AgNPs
demonstraram uma MIC de 6,3 pg/mL tanto para bactérias Gram-positivas (Bacillus cereus),
quanto para Gram-negativas (Pseudomonas aeruginosa). Para as cepas Gram-positivas de
Bacillus subtilis e Staphylococcus aureus, assim como para a cepa Gram-negativa Escherichia coli
, @ MIC observada foi de 12,7 pg/mL. Ao analisarmos o extrato aquoso a 10%, todos os valores de
MIC foram >0,1 pg/mL, evidenciando que nao teve efeito nessa concentracdo testada. Além disso,
é interessante observar que nas cepas fungicas Candida glabrata e C. albicans, a CIM das AgNPs
foi de 12,75 pg/mL, sugerindo atividade antifiingica. E importante mencionar que esse valor é

menor em comparacdo com o CIM do AgNQOs, indicando inibicdo do crescimento fingico.

Tabela 5: Atividade antimicrobiana de nanoparticulas sintetizadas através do extrato de
cianobactérias expresso em Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) e Concentragao

Bactericida Minima (CBM) (pg/mL).

MIC / MBC (ug/mL)

Gram + Gram - Fungi
Amostras Bacillus Bacillus Staphylococcus  Pseudomonas Escherichia Candida Candida
cereus subtilis aureus aeruginosa coli albicans glabrata
MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MIC
AgNPs 6.3 127 12.7 >6.3 127 >12.7 6.3 >12.7 12.7 >127 127 127
Extrato 10% =0.1 =0.1 =01 =01 =01 =0.1 =0.1 =0.1 =0.1 =0.1 =0.1 =01
agnos 127  »255 127 =255 12.7 255 1297 »255 6.3 225 12.7 12.7
Ciclopirox 32 63
Olamine
(Loprox)
Geramicina - - - - - - 3.13 12.5 6.2 12.5 - -
Tetracicline <0.2 <3.1 <02 <3.1 <0.2 12.5

Faixa de concentracOes testadas: AgNPs: (12,7 pg/mL—-0,09 pg/mL); Extrato 10%: (0,1
pg/mL—-0,0005 pg/mL); AgNO3: (51 pg/mL-0,39 pg/mL): Gentamicina (12,5 pg/mL-1,5
pg/mL) para bactérias Gram-negativas; Tetraciclina (100 pg/mL-0,75 pg/mL) para bactérias

Gram-positivas; Ciclopirox Olamina (200 pg/mL-1,5 pg/mL) para fungos, (>) nio teve efeito na

mais alta concentracdo testada.

Quando comparados os valores de MIC das AgNPs com o Ag’, infere-se que a MIC de

12,7 pg/mL apresentado pelo Ag” foi efetivo na inibicdo do crescimento microbiano. No
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entanto, os valores de CBM acima de 25,5 pg/mL indicam que essa concentragdo nao foi efetiva
para inibir o crescimento microbiano tanto das cepas Gram-positivas Bacillus cereus, B. subtilis
e S. aureus. Ja os valores de CBM das bactérias Gram-negativas P. aeruginosa e E. coli de 25,5
pg/mL inibiram o crescimento microbiano.

Madhuri et al., 2018 e Singh et al., 2021, observaram que os efeitos antimicrobianos das
AgNPs estdo diretamente ligados as suas propriedades fisico-quimicas, incluindo tamanho e
forma. Essas caracteristicas desempenham um papel fundamental nos mecanismos de interacao
das AgNPs, permitindo que elas atravessem paredes ou membranas celulares e afetem
diretamente os componentes intracelulares (Madhuri et al., 2018)

As infecgdes causadas por bactérias Gram-positivas, como Bacillus cereus, associadas a
intoxicacdo alimentar, pode resultar em sintomas como nauseas, vomitos e diarreia. Da mesma
forma, Bacillus subtilis, encontrado comumente no solo, pode levar a infec¢Ges em feridas e
infeccOes respiratérias em individuos imunocomprometidos. Staphylococcus aureus, outra
bactéria Gram-positiva, é conhecida por causar uma ampla gama de infec¢des, desde infeccdes
cutaneas leves até infeccdes graves, como pneumonia e sepse (Madhuri et al., 2018 e Liao et al.,
2019). O tamanho relativamente pequeno das nanoparticulas permite uma interagdo mais eficaz
com a parede celular bacteriana, resultando em uma maior permeabilidade da membrana
bacteriana. Como resultado, as AgNPs podem interferir nos processos celulares bacterianos,
incluindo a integridade da membrana e a funcdo celular, o que pode levar a inibicao do
crescimento bacteriano e, eventualmente, a morte celular (Amini 2019).

E relevante destacar que as bactérias Gram-positivas possuem uma parede celular densa
composta por varias camadas de peptidioglicano, enquanto as bactérias Gram-negativas
apresentam apenas uma Unica camada desse componente (Madhuri et al., 2018, Liao et al., 2019
e Amini 2019) A estrutura da parede celular das bactérias Gram-positivas age como uma
barreira contra a penetracdo de ions Ag’ no citoplasma. No entanto, os ions Ag’ podem

facilmente danificar a parede celular das bactérias Gram-negativas (Rodrigues et al., 2019)

4.4 AVALIACAO DE CITOTOXICIDADE COM ALAMAR BLUE

A tabela 6 apresenta a viabilidade celular, em percentual, para as substancias testadas,
incluindo AgNO;, Extrato, AgNPs e Doxorrubicina, em duas linhagens celulares diferentes:
J774 e MCR-5. A CC50 (concentracdo citotoxica em 50%) é o valor que representa a
concentracdo da substancia necessaria para induzir efeitos citotéxicos em 50% das células

testadas.
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Tabela 6: Avaliacdo da citotoxicidade celular com linhagens de macr6fagos J774 e fibroblastos

de pulmao MRC5.

CCso (pg/mL) CCso(pg/mlL)
Amostras J774 MCR-5
AgNOs3 > 400 > 400
Extrato > 400 > 400
AgNPs > 400 > 400
Doxorrubicina 0,3 (£ 0,0) 0.52 (+ 0.0)

Todos os valores representam a média + DP e foram calculados a partir de trés experimentos independentes. CC50

= concentragao citotéxica a 50%. DP. = Desvio padrdo

Para AgNQOs;, o extrato e as AgNPs, os valores de CC50 sdo todos maiores que 400
pg/mL, indicando que nessas concentracdes as substancias ndo causaram efeitos citotoxicos
significativos nas células J774 e MCR-5. Isso sugere que essas substancias possuem baixa
toxicidade nessas linhagens celulares. Por outro lado, para a Doxorrubicina, um medicamento
quimioterapico amplamente utilizado, os valores de CC50 sdo significativamente menores: 0,3
pg/mL para J774 e 0,52 pg/mL para MCR-5. Isso indica que a Doxorrubicina é altamente
citotéxica para ambas as linhagens celulares testadas, com concentracdes muito baixas
necessarias para causar efeitos citotoxicos em 50% das células.

Ao comparar os resultados dos ensaios de viabilidade celular com os ensaios
antimicrobianos, observamos que as amostras testadas mantiveram uma viabilidade celular de
100% em relacdo as linhagens de macrofagos J774 e fibroblastos de pulmdao MRCS. Essas
observacgoes sugerem que as AgNPs possuem propriedades antimicrobianas eficazes, inibindo o
crescimento de bactérias patogénicas. Esses dados sugerem que o AgNQOs, o extrato e as AgNPs
tém potencial para serem usados em aplicacOes bioldgicas sem causar efeitos citotdxicos
significativos, enquanto a Doxorrubicina é altamente citotoxica e deve ser usada com cautela,
considerando seus potenciais efeitos adversos nas células. Além disso, a alta viabilidade celular
observada nas concentracoes testadas indica que as AgNPs possuem baixa citotoxicidade para

as células de macro6fagos e fibroblastos.
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CONCLUSAO

A utilizagdo do extrato aquoso da cianobactéria Affixifilum granulosum na biossintese
das AgNPs mostrou-se eficaz no processo de sintese verde. A formacdo das AgNPs foi
confirmada por andlises espectroscopica, de microscopia eletrénica, EDS, Potencial Zeta, Dls e
FTIR. As AgNPs demonstraram atividade antifingica contra Candida albicans e C. glabrata,
além de exibir acdo bacteriostatica contra bactérias Gram-positivas, como Bacillus cereus, B.
subtilis e Staphylococcus aureus, e bactérias Gram-negativas, como Pseudomonas aeruginosa e
Escherichia coli. Além disso, as AgNPs demonstraram baixa citotoxicidade em células, nao
comprometendo a viabilidade de macrofagos da linhagem J774 e fibroblastos de pulmao da
linhagem MRC5. Esses dados destacam a viabilidade dessas nanoparticulas como alternativas
antimicrobianas eficazes e com capacidade para tratar infec¢des flingicas e bacterianas,
ampliando o conhecimento biotecnologico das cianobactérias marinhas brasileiras, pioneiro
para futuros projetos similares e para a criacao de biotecnologias baseadas nessa rota verde de

biossintese.
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