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RESUMO

A sintese verde de nanoparticulas de prata (AgNPs) utilizando fungos do género
Trichoderma representa uma abordagem promissora para diversas aplicagcbes
biotecnolégicas, especialmente na area biomédica. Neste estudo, AgNPs foram
biossintetizadas a partir de extratos celulares de oito linhagens de Trichoderma e
caracterizadas por espectrofotometria UV-Vis, potencial zeta e espalhamento dinamico
de luz (DLS). Os resultados indicaram que as linhagens Trichoderma sp. UFPITO8 e T.
orientale UFPITO09 produziram AgNPs altamente estaveis e monodispersas. A sintese foi
influenciada por fatores como o meio de pré-inéculo e a temperatura, que afetaram
diretamente a estabilidade e o tamanho das nanoparticulas. Entre as linhagens avaliadas,
T. orientale UFPIT09 destacou-se pela produ¢cao de AgNPs com pico de ressonancia
plasmbnica em 425 nm, reveladas por microscopia eletrénica de transmissdo (TEM)
como esféricas e com didmetro médio de aproximadamente 20 nm. A analise por FTIR
identificou biomoléculas presentes no extrato fungico envolvidas na formacdo e
estabilizacdo das nanoparticulas. As AgNPs demonstraram atividade antibacteriana
contra 12 linhagens bacterianas, incluindo cepas clinicas multirresistentes, com halos de
inibicdo variando entre 5 e 14 mm, além da capacidade de erradicar biofilmes
bacterianos. Testes de citotoxicidade in vitro revelaram atividade anticancerigena dose-
dependente contra células de adenocarcinoma mamario humano (MDA-MB-231).
Portanto, as AgNPs biossintetizadas neste estudo apresentam-se como uma alternativa
sustentavel e eficaz, com potencial aplicagdo como agentes antibacterianos, antibiofiime

e anticancer.

Palavras-chave: Trichoderma; AgNPs; Antibacteriana; Antibiofilme; Anticancer;

sintese verde.



ABSTRACT

Green synthesis of silver nanoparticles (AgNPs) using fungi of the genus
Trichoderma represents a promising approach for various biotechnological applications,
particularly in the biomedical field. In this study, AgQNPs were biosynthesized from cell
extracts of eight Trichoderma strains and characterized by UV-Vis spectrophotometry,
zeta potential, and dynamic light scattering (DLS). The results showed that Trichoderma
sp. UFPITO8 and T. orientale UFPITO9 produced highly stable and monodisperse AgNPs.
The synthesis was influenced by factors such as the pre-inoculum medium and
temperature, which directly affected nanoparticle stability and size. Among the evaluated
strains, T. orientale UFPIT09 stood out by producing AgNPs with a surface plasmon
resonance peak at 425 nm, revealed by transmission electron microscopy (TEM) as
spherical particles with an average diameter of approximately 20 nm. FTIR analysis
identified biomolecules in the fungal extract involved in the formation and stabilization of
the nanoparticles. The AgNPs exhibited antibacterial activity against 12 bacterial strains,
including multidrug-resistant clinical isolates, with inhibition zones ranging from 5 to 14
mm, as well as the ability to eradicate bacterial biofilms. In vitro cytotoxicity assays
revealed dose-dependent anticancer activity against human breast adenocarcinoma cells
(MDA-MB-231). Therefore, the AgNPs biosynthesized in this study represent a
sustainable and effective alternative with potential applications as antibacterial,

antibiofilm, and anticancer agents.

Keywords: Trichoderma; AgNPs; Antibacterial; Antibiofilm; Anticancer; Green synthesis.
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1. INTRODUGAO

Os Ecétonos sao areas que conectam comunidades bioldgicas, tratando-se de
uma regido de transicdo nas extensoes territoriais onde coexistem dois ou mais dominios
vegetais, por ser uma area de tensao ecologica possuem alta diversidade biolégica que
se interrelacionam nos espacos geograficos com diferentes ecossistemas, apresentando
caracteristicas especificas e peculiares que, em geral, os tornam mais vulneraveis a
degradagao ambiental. Sendo assim, os fungos do solo dessa regido sdo adaptados a
condi¢cbes adversas, tornando-os interessantes para exploracdo de potencialidades
biotecnolégicas (Silva et al., 2020).

Neste interim, os fungos sdo considerados microrganismos excelentes para
emprego em nanotecnologia, o que contribuiu com o surgimento da miconanotecnologia,
area que utiliza estes seres em processos nanotecnoldgicos (Kashyap et al., 2012;
Hanafy, 2018). O género Trichoderma consiste em fungos filamentosos, ndo patogénicos
e com alto grau de diversidade genética, sendo bastante promissores nessa area, pois ja
sdo reconhecidos por possuirem enorme potencial biotecnoldgico, principalmente pela
producdo de diversas biomoléculas (lkram et al., 2019; Delabona et al., 2020), além de
ja serem utilizados como biocontrole na agricultura (Ji et al., 2020). Assim, recentemente
mais de 70 cepas de Trichoderma foram relatadas com utilizagdo na sintese ecolégica
de nanoparticulas de prata (AgNPs) (Herrera Pérez; Castellano e Ramirez Valdespino,
2024).

As AgNPs estédo inseridas na nanotecnologia que é considerada uma area da
nanociéncia que tem atraido a atengao de diversos pesquisadores, devido as aplicagoes
dos nanomateriais, estruturas em nanoescala, que apresentam uma de suas dimensdes
na faixa de 1 a 100 nm (Elwakiel et al., 2020). Dentre os nanomateriais amplamente
estudados, as nanoparticulas (NPs) metéalicas destacam-se, principalmente, as de prata
(Qais et al., 2019), pois 0 metal prata vem sendo explorado desde a Antiguidade, pelo
conhecimento de longa data de que ele mantinha itens pereciveis frescos por mais tempo
(Duran et al., 2010).

Para a sintese destas nanoparticulas duas abordagens s&o amplamente
empregadas, a top down, na qual um material metalico é fragmentado até atingir a escala
nanomeétrica e a bottom up, que a partir da auto-montagem atémica ou molecular obtém-
se uma particula de nanoescala (Ahmed et al., 2016). De acordo com Siddiqi et al (2018),
as técnicas utilizadas para a sintese de nanoparticulas podem ser de origem quimica,
fisica ou bioldgica, de maneira que as duas primeiras possuem alto consumo de energia
e envolvem, em muitos casos, substancias prejudiciais ao meio ambiente devido a

liberagao de residuos quimicos toxicos e poluentes, enquanto as técnicas bioldgicas sao
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rentaveis, limpas, atoxicas e ecologicamente corretas.

Ao longo das ultimas décadas, a demanda por alternativas sustentaveis, verdes e
econdmicas para a sintese de nanoparticulas (NP) aumentou exponencialmente. Dessa
forma, além da conhecida sintese verde mediada por plantas, o potencial de diferentes
microrganismos como bacteérias e fungos tém sido amplamente investigados (Vanlalveni
et al., 2024). Aléem disso, as enzimas e biomoléculas nas células microbianas s&o
capazes em catalisar a reducao de Ag+ para Ag° durante o processo de biossintese.
Assim, as NP possuem uma maior estabilidade e biocompatibilidade (ndo possuem
efeitos nefastos sobre tecidos biologicos) reduzindo a sua toxicidade favorecendo
diversas aplicagdes biomédicas (Singh et al., 2015; Biswas et al., 2018).

Atualmente, sabe-se que a prata impedia os processos microbianos associados a
deterioragao devido ao efeito bactericida e bacteriostatico (Misirli et al., 2022). Assim, as
AgNPs possuem variada atividade antimicrobiana, contra uma grande quantidade de
microrganismos patogénicos, principalmente aqueles considerados multirresistentes a
antibiéticos (Railean-Plugaru et al., 2016; Rajeshkumar et al., 2016; Quinteros et al.,
2016).

A resisténcia bacteriana, anunciada pela Organizagdo Mundial de Saude (OMS)
como uma das dez ameagas globais a saude (Algammal et al., 2023), € um perigo
crescente para a saude publica, especialmente devido as infeccbes causadas por
bactérias multirresistentes (MDR), que apresentam alta letalidade e patogenicidade
(Nystrom et al., 2018). Esse cenario impulsiona o crescimento do mercado de resisténcia
aos antibidticos, cujo valor global foi estimado em USD 8,72 bilhdes em 2023, com uma
projecao de crescimento anual composto (CAGR) de 5,27% entre 2024 e 2030. Nesse
contexto, destaca-se a necessidade urgente de desenvolver novas substancias capazes
de substituir os antibioticos tradicionais (Grand View Research)

Assim, as AgNPs surgem como uma alternativa promissora no combate a
resisténcia bacteriana, particularmente contra cepas MDR, pois suas propriedades
aumentam a eficacia antibacteriana (Ameen e Majrashi, 2023). Além disso, AgNPs né&o
apenas exibem efeitos bactericidas significativos, mas também impedem a formagao de
biofilme, o que é crucial na persisténcia das infecgdes (Gong et al., 2024).

Portanto, o presente estudo realizou a selegédo de fungos filamentosos do género
Trichoderma isolados do ecotono Caatinga-Cerrado Piauiense, capazes de biosintetizar
nanoparticulas de prata com atividade antibacteriana e antibiofilme frente a linhagens

bacterianas de isolados clinicos multirresistentes.
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2. REFERENCIAL TEORICO
2.1. RESISTENCIA BACTERIANA

A resisténcia aos antibiéticos é definida como a capacidade dos microrganismos
de neutralizar a acdo dos agentes antimicrobianos e esse fenbmeno ocorre quando um
antibidtico perde sua eficiéncia para inibir o crescimento bacteriano (Beceiro et al., 2013;
Nadeem et al., 2020). Desde que Alexander Fleming descobriu em 1928 que o Penicillium
inibia o crescimento de bactérias, a industria de antibidticos experimentou um grande
avanco, diversos antibioticos foram identificados e aplicados com sucesso no tratamento
de doencgas infecciosas (Fleming, 1929). Visto que a resisténcia bacteriana é um
fendbmeno que ocorre naturalmente no ambiente e é parte da adaptacio das bactérias a
condicdes adversas, portanto, pouco tempo apds a introdugdo desses medicamentos,
comegaram a surgir casos de resisténcia bacteriana (Wright., 2007; Lee et al., 2018).

Por isso, a resisténcia bacteriana aos antibiéticos representa um dos maiores
desafios para a saude publica mundial, de acordo com a Organizagao Mundial da Saude
(OMS), estima-se que, até 2050, esse fendbmeno podera resultar em 10 milhdes de
mortes em todo o planeta, caso a tendéncia de uso inadequado e excessivo de
antibidticos continue. Esse cenario alarmante €& agravado pelo fato de que o uso
excessivo e improprio desses medicamentos € uma das principais causas que
contribuem para o desenvolvimento de resisténcia bacteriana (De Kraker et al., 2016;
World Health Organization, 2014).

Em 2019, uma pesquisa global revelou que 1,27 milhdo de pessoas morreram
diretamente em funcao da resisténcia aos antibidticos, com base em dados de 204 paises
e regides. Além disso, outros 4,95 milhbes de mortes ocorreram em contextos
relacionados a resisténcia, sendo uma parte significativa dessas fatalidades atribuida a
infecgbes causadas por Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA), afetando
mais de 100.000 pessoas ao redor do mundo (Bourne et al., 2023).

A medida que as bactérias circulam pelo ambiente, elas se dispersam e os genes
de resisténcia se espalham, assim as bactérias resistentes podem se propagar de forma
verticalmente, em que seus genes sdo transmitidos de geragdo em geracdo, e
horizontalmente, por meio da troca ou compartilhamento de porgdes de material genético
(Liu et al., 2022). Dessa forma, as bactérias podem ser transportadas pela agua, pelos
alimentos, bem como por meio de contato entre pessoas ou até dentro do corpo humano,
a transmissao entre individuos ocorre principalmente por meio da tosse, do espirro ou do
contato com maos contaminadas (Pulingam et al., 2022; Kamal et al., 2022).

Em um ambiente natural, as bactérias competem constantemente por recursos
necessarios a sobrevivéncia, esse cenario leva diversos microrganismos a produzirem

substancias quimicas durante seu metabolismo, as quais tém a capacidade de inibir ou
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matar outros microrganismos. Por exemplo, as penicilinas sdo metabdlitos produzidos

pelo Penicillium, enquanto as cefalosporinas sdo metabdlitos do Cephalosporium, outros
exemplos podem ser observados na tabela 1. Assim, devido a pressdo seletiva pela
sobrevivéncia, o0s microrganismos competidores desenvolvem mecanismos de
resisténcia aos antibioticos, de modo que as linhagens que secretam antibidticos
frequentemente possuem mecanismos de resisténcia correspondentes para se proteger

contra os efeitos dessas substancias (Mohr, 2016; Lewis, 2020).

Tabela 1 — Antimicrobianos sintetizados por fungos

Antimicrobiano Fungo Atividade
biolégica Referéncia
Acido Fusidico Fusidium coccineum Antibidtico Gemechu, 2024
) esteroide
Acido micofendlico Penicillium glaucum . Antibidtico Sharma e Sharma,
imunosupressor 2016
Cefalosporina Penicillium notatum Antibiotico Masis-Ramos et
al., 2021
-Cefalosporina C Cephalosporium acremonium Antibidtico Pardo et al., 2022
Gliotoxina Aspergillus fumigatus Antibidtico Vasilchenko et al.,
imunosupressor 2023
Griseofulvina Penicillium griseofulvum Antifangico Silva-Rodrigues et
al ., 2024
Penicilina Penicillium chrysogenum Antibidtico Horri et al., 2020
Pneumocandina B Glarea lozoyensis Antifangico Dong et al., 2021
(caspofungina)
Verticilina Clonostachy Antibacteriano Zhao et al., 2019

Anti-
tripanossémico
Fonte: A autora (2025).

Neste viés, estudos demonstraram que arqueias de 30.000 anos atras ja eram
resistentes a antibiéticos B-lactamicos (como a penicilina) e antibiéticos aminoglicosideos
(como a estreptomicina) (D'costa et al., 2011). Assim, a resisténcia bacteriana a
medicamentos surge como um mecanismo de autoprotegdo, resultado da selegao
natural. Ao longo de um processo evolutivo prolongado, diversas bactérias
desenvolveram mecanismos de resisténcia contra antibioticos, o que lhes permite
escapar da acado de uma variedade ainda maior de substancias antimicrobianas (Zhang
e Cheng, 2022).

Além disso, a ingestdao de antibidticos em animais, a prescricdo irracional e
excessiva, a automedicacao, a falta de qualificagdo das equipes de profissionais de
saude, a baixa disponibilidade de testes de sensibilidade cultural e a dosagem incompleta
dos farmacos sao fatores que contribuem significativamente para a disseminagao de

bactérias resistentes a antibioticos (EFSA et al., 2021). Ademais, o monitoramento
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insuficiente, as dificuldades associadas a pobreza, tanto individual quanto nacional, como

0 acesso limitado a cuidados de saude, a fome, as doencgas recorrentes e cronicas, e a
incapacidade de arcar com medicamentos mais caros e eficazes, bem como a falta de
novos medicamentos, agravam ainda mais o problema da resisténcia bacteriana aos
antimicrobianos (Liu et al., 2021).

Embora seja esperado que novos antibidticos oferegcam mecanismos mais
eficazes de protecado contra patdgenos, seus efeitos seriam temporarios caso o uso
excessivo e inadequado de antibidticos continue (Lee et al., 2013). Sabe-se que a
resisténcia a um antibiético pode surgir logo apos sua aprovagao para uso clinico. Dois
dos principais fatores que contribuem para esse fenémeno s&o: (1) o uso de antibidticos
que inibe as bactérias suscetiveis, permitindo que as resistentes sobrevivam, e (2) a
ativagao de genes de resisténcia dormentes nas bactérias devido a pressao exercida
pelos antibidticos. Os isolados bacterianos que prosperam sob essa pressao podem
espalhar o gene de resisténcia para outros hospedeiros, e esse processo pode até
continuar a se disseminar para outras comunidades (Levy e Marshall, 2004).

Os mecanismos de resisténcia a antibidticos nas bactérias podem ser classificados
principalmente em trés vias comuns: (1) alteracdo do sitio-alvo do antibidtico, (2)
modificagdo ou destruicdo da molécula do antibidtico, e (3) inibicdo da ligagdo do
antibidtico ao sitio-alvo por meio de mecanismos de eliminagao. Além disso, os genes de
resisténcia sdo geralmente adquiridos pelas bactérias por meio de transformagao
(captacao do gene resistente do ambiente), transdugéo (transferéncia do gene resistente
por bacteri6fagos) e conjugacao bacteriana (transferéncia do gene resistente entre cepas
bacterianas) (Blair et al., 2015; Wright, 2005), conforme ilustrado na figura 1. Em suma,
as principais barreiras bacterianas, que impedem os antibiéticos de atingir seus alvos
s&o: biofilmes bacterianos, paredes celulares e enzimas destrutivas (Diab et al., 2015).

Dessa forma, devido ao aumento progressivo de bactérias resistentes a
antibidticos é essencial considerar alternativas aos medicamentos existentes. Algumas
das opgdes propostas incluem modificagdes na estrutura dos antibidticos, terapia
antibidtica combinatoria, uso de combinagdes de antibidticos com adjuvantes, utilizagéo
de aminoglicosideos e seus derivados, além de alternativas como os biofarmacos
(Pulingam et al., 2022).

Figura 1 — Principais mecanismos de aquisi¢cao de genes de resisténcia bacteriana.
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Figura 2 — Mecanismos de resisténcia a antibiéticos em bactérias
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Fonte — A autora (2025).

2.2. NANOTECNOLOGIA

O ponto inicial da nanotecnologia foi a palestra proferida por Richard Feynman em
1959, onde o mesmo propds a manipulacdo de atomos e que o homem n&o necessitava
meramente aceitar os materiais da forma que a natureza prové, desde que as leis da
natureza n&o sejam afetadas (Cadioli e Salla., 2006). O conceito de nanotecnologia vem
sendo aprimorado de acordo com 0s avangos da ciéncia, por isso ainda ndo ha um
consenso internacional para o termo. Na area da saude, a European Medicines Agency
define a nanotecnologia como o uso de pequenas estruturas menores de 1.000
nandbmetros de didmetro que sdo projetadas para apresentar propriedades especificas
(Lammers et al., 2011).

Enquanto a nanociéncia corresponde ao estudo dos fendbmenos naturais que

regem o comportamento de atomos, moléculas e estruturas na escala nanométrica, a
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nanotecnologia consiste na aplicacdo da nanociéncia para o controle e manipulagédo da

matéria estruturada no nivel atdmico e molecular, permitindo o desenvolvimento de
dispositivos, materiais funcionais e sistemas com propriedades significativamente
diferentes daquelas observadas na escala micro ou macroscopica (Dimer et al., 2013).
Assim, na ultima década o uso da nanotecnologia tem atraido a atengcdo de muitos
pesquisadores e aplica-se em setores multidisciplinares como engenharia, biologia,
eletrénica, quimica, fisica, informagdo, medicina, ciéncia dos materiais, energia e
informatica (Kumar, Kumar e Luthra., 2023).

Ha diversas areas com aplicagbes nanotecnoldogicas possiveis, tais como:
aumento da capacidade de armazenamento e processamento de dados dos
computadores, criacdo de novos mecanismos para a producao de medicamentos, criagao
de materiais mais leves, baratos e mais resistentes, economia de energia, prote¢gao ao
meio ambiente e menor uso de matérias primas escassas. Sendo assim, a
nanoeletrbnica, nanobiotecnologia e nanomateriais sdo os principais campos da
nanotecnologia, que vém ganhando destaque mundialmente (Cadioli e Salla., 2006)

Nas areas farmacéutica e de medicina os esforcos em pesquisa e
desenvolvimento visam projetar nanomedicamentos para oferecerem vantagens em
relacdo aos seus homologos, principalmente pelo seu tamanho reduzido, ou seja, um
aumento na area de superficie em relagao ao seu volume (Dimer et al., 2013).

Dessa forma, a nanotecnologia foi revelada como uma abordagem fundamental,
com propriedades fisico-quimicas adequadas para a administracdo de medicamentos
contra bactérias resistentes, assim os sistemas de administracdo de medicamentos
particulados sao considerados promissores, pois apresentam mecanismos capazes de
superar as resisténcias microbianas, como: alteracdo da atividade da bomba de efluxo
bacteriano, atividade anti-biofilme das nanoparticulas, penetracdo aprimorada através de
estruturas de biofilme, protecdo contra degradagdo enzimatica, morte intracelular de

bactérias e alvo especifico (Khameneh et al ., 2016).

2.3. BIONANOTECNOLOGIA
A bionanotecnologia surge como uma ciéncia multidisciplinar e transdisciplinar
capaz de apresentar estratégias baseadas na sustentabilidade e na biocompatibilidade
com seres vivos. Ela engloba o conhecimento da biotecnologia e nanotecnologia para
desenvolver tecnologias que buscam resolver problemas relacionados ao meio ambiente
e a saude publica (Shahcheraghi et al., 2022). Para tanto, busca-se resolver, com
pluralidade, os problemas emergentes através da manipulagdo da matéria em escalas
atdbmicas e moleculares e sua aplicagdo em sistemas bioldgicos (Dos Santos et al., 2024).
Ela envolve o uso de nanomateriais em varios campos, incluindo medicina, saude,

imagem, imunoprotedmica, administragdo de medicamentos, engenharia de tecidos,
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cosmeticos, agricultura e farmacia (Kaur e Thombre, 2021). Uma das alternativas

bionanotecnoldgicas mais utilizadas como estratégia para o desenvolvimento sustentavel
€ a sintese de nanoparticulas (NPs) a partir de fontes naturais, que visa minimizar o uso
de reagentes e processos toxicos ao meio ambiente e a saude dos seres vivos. A redugao
biogénica de precursores metalicos para produzir NPs é uma técnica ecologicamente
correta, menos dispendiosa e livre de contaminantes quimicos para aplicagcdes médicas
e biolégicas, onde a pureza das NPs é uma grande preocupacéao (Hussain et al., 2016).

Sabe-se que particulas de nanoescala tém propriedades melhoradas devido a
interacdes atdbmicas em sua superficie, assim as NPs consistem principalmente de ouro,
prata, cobre, cobalto, niquel e materiais semicondutores. As nanoparticulas de prata
(AgNPs), dentre outras nanoparticulas, tém recebido grande atencao devido as suas
propriedades elétricas, pticas e bioldgicas e consequentemente tém sido utilizadas para
inumeras aplicagdes, incluindo biossensores, medicamentos e medicina (Bindhu e
Umadevi., 2015; Marimuthu et al., 2011; Velusamy et al., 2015).

Nanoparticulas de prata possuem forte capacidade de penetracdo de biofiime,
assim, medicamentos antibacterianos podem ser encapsulados em portadores de
polimeros em nanoparticulas, liberados in vivo para desempenhar um papel bactericida
com alta solubilidade (Guenday et al., 2020). Além disso, o DNA revestido ou adsorvido
por nanoparticulas pode superar a barreira externa a célula ao entrar na célula por
endocitose, fornecendo uma nova ideia para a entrega de medicamentos terapéuticos no
corpo (Zhang e Cheng., 2022).

Abordagens top-down e bottom-up podem ser usadas para a sintese de AgNPs, a
abordagem de cima para baixo envolve quebrar um material a granel em nano-tamanhos
usando técnicas como ablacao a laser. Em contraste, a abordagem bottom-up refere-se
a construcado de nanoparticulas usando entidades menores, como métodos quimicos e
bioldgicos (Varadan et al., 2010), como ilustrado na figura 3. Processos bioldgicos,
conhecidos como sintese verde, oferecem vantagens sobre métodos quimicos e fisicos,
porque eles sao rentaveis, eco-friendly, e prontamente disponiveis (Alharbi, Alsubhi e
Felimba, 2022).

As moléculas presentes nos diversos extratos bioldégicos permitem a biorredugéo
de ions para atomos, essa biorreducdo permite a formacao de um nanossistema mais
estavel, biocompativel e menos citotoxico. Apds a biorreducado e a nucleagao, ocorre o
crescimento de nanoparticulas na solugao, transformando-a em um nanosistema coloidal
(Devatha e Thalla, 2018; Salem e Fouda, 2021), conforme ilustrado na figura 3.

Neste viés, diversas sao as fontes bioldgicas usadas na bionanotecnologia para a
sintese de NPs, Revathi et al (2024) utilizou o extrato vegetal de Acacia nilotica para a
sintese de AgNPs, obtendo uma AgNP esférica, homogénea, com tamanho médio de

23,65 nm e com agéo antibacteriana frente a diversas doengas humanas. Segundo o
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trabalho de Pathak et al (2021) outra fonte promissora sdo as cianobactérias, pois

produzem uma infinidade de compostos biologicamente ativos e quimicamente diversos,
sendo fontes potenciais para a extragdo de substdncias bioativas, com acao
anticancerigenas, antimicrobianas e varias propriedades farmacologicamente
importantes. Sendo assim, elas tém sido utilizadas na sintese verde de nanoparticulas
com potencial de aplicagdo no campo biomédico.

Algas verdes como a Chlorella ellipsoidea também sdo usadas para a sintese de
AgNPs empregando sua biomassa seca, as AgNPs sintetizadas usando algas exibem
propriedades fotofisicas significativas, potencial catalitico e atividade antibacteriana,
tornando-as adequadas para aplicagbes em sensores, imagens e revestimentos
antimicrobianos (Singh et al., 2024). Também ha relatos na literatura do uso da microalga
Asterarcys sp. na sintese de AgNPs com eficacia antibacteriana contra Staphylococcus
aureus (Choudhary et al., 2024).

Outra fonte utilizada para a sintese verde de AgNPs sdo as bactérias, cujas
capacidades naturais de redugao e estabilizagao dos microrganismos sao aproveitadas,
os componentes da parede celular bacteriana podem atuar como agentes redutores e
estabilizadores das nanoparticulas, prevenindo a aglomeracao (El-Seedi et al., 2024).
Extratos microbianos de bactérias como Streptomyces thinghirensis, Bacillus,
Pseudomonas e Escherichia coli mediam efetivamente o processo de sintese de NPs. O
mecanismo de biossintese inclui o envolvimento de varias biomoléculas e fitoquimicos
que facilitam a reducéo e estabilizagado das nanoparticulas. Parametros-chave como pH,
temperatura e concentracdo de precursores influenciam o tamanho e as propriedades
das nanoparticulas de prata sintetizadas (Logman et al., 2022; El-Seedi et al., 2024).

Fungos como Cladosporium cladosporoides, Penicillium chrysogenum e
Purpureocillium lilacinum sao eficazes na sintese de AgNPs, os extratos fungicos contém
enzimas e metabdlitos que reduzem os ions de prata e estabilizam as nanoparticulas.
AgNPs mediados por fungos mostraram atividade antimicrobiana significativa, com
nanoparticulas derivadas de Cladosporium inibindo patégenos como Staphylococcus
aureus e Escherichia coli (Raut et al., 2024; Rami et al., 2024).

Embora a sintese verde de nanoparticulas usando plantas, algas, cianobactérias,
bactérias e fungos oferega varios beneficios, desafios como otimizar as condi¢cbes de
sintese e aumentar a producdo permanecem. Mais pesquisas sao necessarias para
padronizar protocolos e explorar novas fontes biologicas para aproveitar totalmente o
potencial dessa abordagem sustentavel. Além disso, explorar a citotoxicidade e o impacto
ambiental dessas nanoparticulas é crucial para garantir sua aplicagao segura em varios
campos. (El-Seedi et al., 2024; Ibarra., 2024).

Figura 3 — Abordagens fop-down e bottom-up para sintese de NPs
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2.4. MICONANOTECNOLOGIA

Dentre as fontes biolégicas usadas na sintese verde de NPs os fungos tém sido
os mais utilizados, devido a sua micossintese simples e eficaz, eles usam seus
metabdlitos secundarios (SMs) para mediar e catalisar as reagbes para produzir
nanoparticulas metalicas, além de serem capazes de atuar como agentes de cobertura,
produzindo diferentes caracteristicas fisico-quimicas e atividades bioldgicas nas NPs. A
sintese mediada por fungos € vantajosa em comparagéo as plantas, porque os fungos
produzem uma grande quantidade de SMs e proteinas, o que resulta em uma alta
producao de NPs com maior estabilidade (Mukherjee et al., 2008; Herrera Pérez;
Castellano e Ramirez Valdespino, 2024).

A utilizagcdo de fungos para sintetizar diversos materiais, denominada
micossintese, tem se destacado pelo seu amplo potencial de aplicagao, especialmente
na agricultura sustentavel e no combate a patdégenos vegetais e humanos (Owaid e
Ibraheem, 2017). Nesse contexto, surgiu a miconanotecnologia, um campo inovador que
explora as propriedades bioldgicas unicas dos fungos para sintetizar nanoparticulas,
oferecendo uma alternativa sustentavel e ecoldgica aos métodos tradicionais (Madakka;
Jayaraju e Rajesh, 2018).

A miconanotecnologia auxilia na sustentabilidade ambiental ao reduzir os
poluentes por meio do potencial de bioacumulagédo das paredes celulares dos fungos.
Ele melhora o crescimento das culturas, minimizando o uso de produtos quimicos téxicos
e contribuindo com a absorgdo de metais (Joel et al., 2022). Na agricultura, as
miconanoparticulas sao empregadas para controlar pragas e doencgas fungicas,
reduzindo a dependéncia de fungicidas quimicos, fungos como Penicillium e Aspergillus
sao amplamente usados para sintese de nanoparticulas, contribuindo para praticas
agricolas sustentaveis (Prabhu et al., 2023; Tyagi et al., 2023).

Além disso, a miconanotecnologia é fundamental no desenvolvimento da

nanomedicina antimicrobiana, particularmente usando nanoparticulas de prata
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conhecidas por suas propriedades antibacterianas, antifungicas e antivirais. Essas NPs

sao usadas no revestimento de dispositivos implantaveis e materiais medicinais para
prevenir infecgdes e promover a cicatrizagao de feridas. Os mecanismos antimicrobianos
incluem estresse oxidativo, liberacao de ions metalicos e vias ndo oxidativas, que sao
criticas no tratamento de infecgcbes bacterianas e servem como alternativas aos
antibioticos (Prabhu et al., 2023).

A sintese verde de nanoparticulas usando fungos é economicamente viavel devido
a alta capacidade de bioacumulagdo de metais dos fungos, o que reduz os custos
associados aos processos quimicos (Tyagi et al., 2023). Assim, os fungos tém se
mostrado eficazes na sintese verde de NPs, os principais géneros usados para esta
finalidade sao Aspergillus, Fusarium e Trichoderma, conforme pode ser observado na
tabela 2 (Elsakhawy et al., 2022). A eficacia dos fungos na sintese de NPs € devido a sua
capacidade de produzir grandes quantidades de proteinas e SMs, que atuam como
agentes redutores e estabilizadores (Guilger-Casagrande et al., 2019; Roy; Bera e Adak.,
2018).

Tabela 2 — Fungos biossintetizantes de nanoparticulas metalicas

Fungo Tipo de Localizagéo Forma Tamanho Referéncia
nanoparticula
Aspergillus Zinco Extracelular Esférica 12-24 nm Uddandarao
flavus et al., 2019
Aspergillus Prata, ouro, Extracelular ~ Esféricas <50 nm Gholami-
kambarensis cobre, oxido Shabani et
de zinco al., 2022
Aspergillus Prata Extracelular Esférica 40 nm Yari et al.,
terreus 2022
Cladosporium Prata Extracelular Esférica <20 nm Raut et al.,
cladosporoides 2024
Fusarium Prata, Cobre Extracelular ~ Esféricas 13,70 nm El Sayed., et
solani Zinco (Prata); 13,42 al., 2019
nm (Cobre);
17,33 nm
(Zinco)
Gloeophyllum Prata Extracelular Esférica 21,5 nm Zawadzka et
striatum al., 2021
Penicillium Prata Extracelular Esférica 30- 60 nm Majeed et al.,
decumbens 2016
Penicillium Prata Extracelular Esférica 10-12 nm Yassin et al.,
verrucosum 2021
Trichoderma Ouro Extracelular Esférica 24,7 nm Olvera-
atroviride Aripez et al.,

2024
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Trichoderma Ouro Extracelular Esférica 16,4 nm Olvera-
asperellum Aripez et al.,
2024

Fonte: A autora (2025).

Diversos sdo os compostos envolvidos na micossintese de NPs, em Thichoderma
harzianum, foi relatado que o acido kojico, acético e citrico, ou seja, acidos organicos sao
os principais componentes mediadores da sintese de NPs (Gupta et al., 2019). Outro
estudo, também wusando T. harzianum, indica que compostos nitrogenados,
isoflavonoides e alcaloides sao responsaveis pela producdo de AgNPs (Konappa et al.,
2021).

Isso indica que, apesar de usar a mesma espeécie de Trichoderma, ele pode
produzir diferentes SMs e, portanto, mediar a sintese. No entanto, sabe-se que a sintese
de NPs por fungos é um efeito colateral resultante de um mecanismo de defesa do fungo
contra agentes toxicos encontrados no ambiente (Herrera Pérez; Castellano e Ramirez
Valdespino, 2024).

Portanto, a miconanotecnologia & reconhecida por seu potencial de produzir
nanoparticulas com propriedades fisico-quimicas uUnicas, tornando-a uma abordagem
promissora para futuras aplicagdes cientificas. Embora a miconanotecnologia apresente
inumeras vantagens, é essencial considerar a escalabilidade e os aspectos regulatorios
de suas aplicagdes. A integracdo da miconanotecnologia nos principais processos
industriais requer mais pesquisas para enfrentar esses desafios e garantir sua

implementacgao segura e eficaz (Javed et al., 2023).

2.5. O GENERO TRICHODERMA

O género Trichoderma pertence ao Reino Fungi; Filo Ascomycota; Classe
Sordariomycetes; Ordem Hypocrales e Familia Hypocreaceae. S&do fungos filamentosos,
que vivem em solos de regides de clima temperado e tropical, sendo amplamente
observados em condi¢des saprofiticas em solo ou madeira (Francisco, 2016; Barnett e
Hunter, 1998). Nas espécies em que a etapa de reprodugédo sexual, chamada de
Hypocrea, € identificada, ocorre a constituicao de peritécio, estrutura de frutificagdo, em
estromas de coloragcédo verde, amarela, creme ou marrom (figura 4) esses peritécios
abrigam oito ascosporos bicelulares, resultando na produgéo de 16 esporos.

A etapa de reproducdo assexuada, chamada de Trichoderma, apresenta
conidioforos originados do micélio vegetativo, possuindo um eixo central e ramificagdes
que culminam em estruturas do tipo fialides, onde sao gerados conidios unicelulares, com
formato predominantemente esférico, oval ou alongado e com coloragao verde (Jaklitsch,

2005). Porém, a partir de 2013, com o aumento da adogao da filogenia molecular para a
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categorizagao de espécies, a utilizacdo da dupla nomenclatura tornou-se desatualizada,

e somente o nome Trichoderma foi adotado (Rossman et al., 2013).

Trichoderma exibem uma propensao ao crescimento acelerado, evidenciado em
meios de cultura, caracterizam-se por conidiéforos hialinos definidos, altamente
ramificados, com ramos terminais, ndo verticiliados, e fialides isoladas ou agrupadas. A
forma e o tamanho dos conidios podem variar, exibindo coloragcdes que vao de verde a
amarelo ou verdeamarelado, com uma tendéncia a se acumular em aglomerados
globulares (Esposito e Silva, 1998; Samuels, 1996).

Segundo pesquisas realizadas por Meye et. al. (2019), os isolados de Trichoderma
podem ser facilmente identificados através do seu micélio branco, de textura algodonosa
e crescimento rapido em meios de cultura. A faixa de temperatura 6tima para o seu
desenvolvimento varia de 25°C a 30°C na maioria das espécies. Apds apenas 48 horas
de cultivo, € possivel observar a formagao de pustulas ou circulos verdes, resultantes da
produgcdo abundante de esporos subhialinos. Esses esporos, quando reunidos em
massa, adquirem uma tonalidade verde, conferindo a colénia uma aparéncia granular ou
pulverulenta.

O género Trichoderma engloba fungos filamentosos que segundo dados da
Agrotech (2020), sdo encontrados na rizosfera das plantas e na fragdo organica em
decomposicao. Espécies do género Trichoderma sao fungos cosmopolitas e tipicamente
transmitidos pelo solo ou que decompdem a madeira (Samuels 1996, Esposito e Silva
1998). Até 2020, cerca de 375 espécies de Trichoderma foram relatadas e validadas,
sendo consideradas benéficas para a humanidade, devido a sua versatilidade, para
serem utilizadas na agricultura, como agentes de biocontrole, na biotecnologia, para a
producao de enzimas industriais e antibiéticos, na biorremediacédo e, recentemente na
nanotecnologia (Kubicek e Penttila 1998; Kullnig-Gradinger et al., 2002).

Sendo assim, Trichoderma sao geralmente abundantes na madeira em
decomposicdo e no solo devido ao seu sucesso em varias interagdes heterotroficas,
incluindo decomposicdo, parasitismo e até mesmo endofitismo oportunista. Muitas
especies de Trichoderma tém varias aplicagdes importantes na industria e na vida
humana, além de agentes de controle biolégico de fungos fitopatogénicos e como
produtoras de antibiéticos (Druzhinina; Kopchinskiy e Kubicek 2006). Logo, ha relatos na
literatura da utilizagao desse género para mediar a produgao de diversas nanoparticulas
metalicas, como Ag, Cu, CuO, Zn e ZnO (Herrera Pérez; Castellano e Ramirez
Valdespino, 2024).

No estudo de Gemishev et al. 2022 o extrato aquoso livre de células (CFE) de
Trichoderma reesei foi usado como uma fonte verde e renovavel de enzimas redutase e
metabdlitos, que foram capazes de transformar ions Ag+ em AgNPs monodispersa, com

um tamanho de 2—6 nm e efeito antibacteriano diante uma cepa de E.coli. Segundo
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relatos da literatura, os principais metabdlitos secundarios envolvidos na sintese de

AgNPs mediada por Trichoderma sao alcano, alceno, amina, amida e compostos de
acido organico (Gupta et al., 2019; Konappa et al., 2021; Omran et al., 2019; Hirpara e
Gajera., 2019).

Neste viés, destaca-se as aplicagdes ambientais e biomédicas de NPs sintetizadas
por Trichoderma, como na biorremediacdo de ambientes contaminados e na agricultura
sustentavel, aumentando o crescimento de plantas resistentes a doengas (Tomah et al.,
2023). Ja dentre as aplicagbes biomédicas, ha relatos do seu uso na cicatrizagao de
feridas, na administracdo de medicamentos, e como agentes antimicrobianos, com
grande destaque para seu potencial antibacteriano contra patégenos (Herrera Pérez;
Castellano; Ramirez Valdespino, 2024; Coelho, 2020).

Figura 4- Diversidade na coloracdo dos cultivos de Trichoderma spp. apds 7 dias em meio de
cultura BDA a 30°C.

A: T. longibrachiatum UFPIT02; B: Trichoderma sp. UFPITO8; C:Trichoderma sp. UFPITO06; D: Trichoderma sp. UFPITO05.
Fonte: A autora (2023).

2.6. ECOTONO CERRADO-CAATINGA PIAUIENSE

Ecotonos sao ecossistemas localizados na transigao entre dois biomas, onde as
comunidades se encontram e se integram (Araujo et al., 2021). Essas regides sao
frequentemente caracterizadas por uma combinacao floristica entrelacada de espécies
vegetativas. Contudo, para além de uma simples mistura na composi¢do, um
ecossistema de ecoétono pode apresentar tragos fisicos e quimicos especificos que
chegam a interferir numa nova propriedade bioldgica, tal como nas ciclagens de materiais
e nos fluxos de energias. Além disso, esses ambientes podem abrigar espécies
endémicas, sensiveis a alteragbes ambientais (Milan, Moro; 2016; Souza, 2024).

No Brasil, um dos principais ecétonos encontra-se na intersegao entre os biomas
Caatinga e Cerrado. Essa area corresponde a cerca de 1,7% do territério nacional,
concentrando-se principalmente na regiao Nordeste (WWF, 2017). No estado do Piaui,

as zonas de transicao atravessam grande parte do territério, compondo o maior espago
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fitoecoldgico da bacia hidrografica do rio Parnaiba e contribuindo para a diversidade de

fitofisionomias do estado (Rivas, 1996).

No estado do Piaui as formagdes vegetacionais predominantes sao a caatinga que
abrange 37%, o cerrado com 33% e as areas de transicao ocupando 19% (Oliveira, et
al., 1997). Logo, os ecétonos formam um complexo vegetal constituido por um grupo
floristico significativo, influenciado por plantas do Cerrado (como Casearia) e Caatinga
(como Bauhinia) sob uma configuragédo de vegetagdo em mosaico que ¢é influenciada por
fatores climaticos e do solo (Silva et al., 2020).

Além disso, uma vez que os ecotonos apresentam propriedades distintas do solo,
principalmente parédmetros quimicos (Rhoades et al.,, 2005), o gradiente Cerrado-
Caatinga do Piaui possui alta heterogeneidade do solo, com caracteristicas fisico-
quimica bem distintas, favorecendo comunidades microbioldgicas diversas (Silva et al.,
2020). Esses microrganismos desempenham fungdes essenciais, como a decomposigéo
de matéria orgénica, a ciclagem de nutrientes e processos biogeoquimicos, além de
contribuirem para a estabilidade e produtividade do ecossistema (Mendes et al., 2017;
Miranda et al., 2018).

A biodiversidade unica do ecotono Cerrado-Caatinga no Piaui € uma fonte
promissora para o desenvolvimento de novos bioprodutos. Entretanto, a maioria dos
estudos sobre a biodiversidade desses ecossistemas estdo concentrados em plantas
(Lenza et al., 2015), animais (Pinheiro et al., 2015) e insetos (Coelho et al., 2017).
Todavia, a integragdo da biodiversidade com a biotecnologia pode levar a produtos
inovadores, pois pesquisas indicam que apenas uma fragao das espécies do Cerrado foi
explorada por seu potencial biotecnologico (Napolitano et al., 2016).

Por exemplo, no estudo de Dantas et al. (2021) fungos endofiticos de plantas do
Cerrado exibem alta diversidade quimica, produzindo novos metabdlitos com
propriedades antifungicas e antibacteriana, visto que extratos do género Diaporthe
demostraram atividade contra patégenos como Candida albicans e Staphylococcus
aureus, indicando seu potencial no controle biolégico. De maneira semelhante, Bezerra
et al. (2012) destacaram a riqueza de fungos endofiticos da Caatinga com potencial
enzimatico promissor para pectinases, celulases, xilanases e proteases.

Portanto, os microrganismos presentes na transicdo Cerrado-Caatinga
apresentam um grande potencial biotecnolégico, com destaque para aplicagbes nas
areas farmacéutica e agricola. Franga Silva et al. (2020) investigaram o potencial de 19
isolados de Trichoderma spp. oriundos desse ecétono no estado do Piaui (Figura 3) para
o controle do fungo Colletotrichum truncatum em culturas de soja, obtendo resultados
promissores. Esses isolados, provenientes de fragmentos florestais nativos,
demonstraram eficacia como agentes de controle bioldgico. Assim, oito desses isolados

de Trichoderma spp foram disponibilizados para o presente estudo, com o objetivo de
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explorar suas capacidades na biossintese de nanoparticulas de prata (AgNPs) com

aplicagdes bioldgicas diversas.
Figura 5 — Localizagdo do ponto de coleta dos Trichoderma spp. no ecétono Cerrado-Caatinga

piauiense.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral
Sintetizar nanoparticulas de prata (AgNps) por fungos filamentosos da regiao de
um ecétono Caatinga-Cerrado, visando a sua utilizagédo na industria farmacéutica.
3.2. Objetivos especificos
e Selecionar a linhagem fungica que tenha capacidade de biossintetizar
nanoparticulas de prata (AgNPs);
e Caracterizar quanto forma, tamanho, carga e estrutura as nanoparticulas de
prata (AgNPs);
e Verificar a toxicidade das nanoparticulas de prata (AgNPs) in vitro;
¢ Investigar as atividades biolégicas das nanoparticulas de prata (AgNPs):

antimicrobiana, antibiofilme e anticancer.
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CAPITULO I: Potencial Antibacteriano, Antibiofilme e Anticancerigeno de

Nanoparticulas de Prata Biossintetizadas por Trichoderma orientale: Uma

Abordagem de Sintese Verde a partir de Isolados do Ecé6tono Caatinga-Cerrado.

RESUMO

Fungos do género Trichoderma possuem amplo potencial de aplicagéo,
especialmente na area agricola, o que tem despertado o interesse cientifico para seu uso
na sintese verde de nanoparticulas. Neste estudo, nanoparticulas de prata (AgNPs)
foram ecologicamente biossintetizadas a partir de extratos celulares de oito linhagens de
Trichoderma e caracterizadas por espectrofotometria UV-Vis, potencial Zeta, DLS e TEM.
Entre as linhagens avaliadas, T. orientale UFPIT09 destacou-se por produzir AQNPs
estaveis e monodispersas, com pico de ressonancia plasmbénica em 425 nm. A
composicado do meio de pré-inéculo e a temperatura influenciaram diretamente a
estabilidade, o tamanho e a dispersao das particulas. Apdés 120 horas de sintese, as
AgNPs apresentaram potencial Zeta de -38,9 mV, tamanho médio de 199 nm e PDI de
0,27. Imagens de TEM revelaram particulas esféricas com cerca de 20 nm, e a analise
FTIR identificou componentes do extrato fungico envolvidos na formagao e estabilizagao
das AgNPs. As nanoparticulas demonstraram atividade antibacteriana contra 12
linhagens, incluindo cepas clinicas multirresistentes, com halos de inibicao entre 5 e 14
mm, além de capacidade de erradicagao de biofiimes. Testes de citotoxicidade in vitro
revelaram atividade anticancerigena dose-dependente contra células de
adenocarcinoma mamario humano (MDA-MB-231). Portanto, as AgNPs biossintetizadas
por T. orientale UFPITO9 representam uma alternativa sustentavel com potencial

aplicagao como agentes antibacterianos, antibiofilme e anticancer.

1. INTRODUGAO

A biossintese de nanoparticulas metalicas, conhecida como sintese verde, tem se
destacado como uma abordagem sustentavel e eficiente na nanotecnologia,
especialmente no desenvolvimento de nanoparticulas de prata (AgNPs) com potencial
biomédico. Essa técnica utiliza organismos vivos ou seus extratos, como plantas,
bactérias e fungos, para reduzir ions metalicos a nanoparticulas, eliminando a
necessidade de reagentes quimicos tdéxicos empregados nos métodos convencionais
(Isaq et al., 2023; Rahmatian et al., 2023).

Dentre os métodos de sintese, a abordagem bottom-up, baseada na auto-
organizagao de atomos ou moléculas, permite a produgao de nanoparticulas com maior
controle morfolégico, além de favorecer a biocompatibilidade e estabilidade dos
nanossistemas obtidos (Ahmed et al., 2016). Nesse contexto, os fungos filamentosos do

género Trichoderma tém se mostrado especialmente promissores, uma vez que secretam
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metabalitos extracelulares capazes de atuar simultaneamente como agentes redutores e

estabilizantes, conferindo as AgNPs propriedades unicas (Alkulabi et al., 2024; Rosa et
al., 2024).

As AgNPs sintetizadas por fungos vém sendo amplamente investigadas devido a
sua atividade antimicrobiana, inclusive contra cepas multirresistentes, além da
capacidade de inibir e erradicar biofilmes bacterianos (Majeed et al., 2016; Sharma et al.,
2024). Além disso, essas nanoparticulas apresentam efeitos anticancer, induzindo morte
celular programada por mecanismos como estresse oxidativo e interrupgao do ciclo
celular, o que amplia sua aplicabilidade em terapias antitumorais (Isaq et al., 2023).

A caracterizagdo fisico-quimica das AgNPs é essencial para compreender seu
comportamento bioldgico, técnicas como espectrofotometria UV-visivel, espalhamento
dinamico de luz (DLS), potencial zeta e microscopia eletrbnica de transmissédo (TEM)
permitem avaliar parametros como tamanho, forma, estabilidade coloidal e grau de
dispersao, os quais influenciam diretamente sua eficacia e seguranca (Bonatto et al.,
2021; Rahmatian et al., 2023).

Diante disso, este estudo teve como objetivo avaliar a capacidade de oito
linhagens de Trichoderma isoladas do ecotono Caatinga-Cerrado Piauiense na
biossintese de AgNPs, com énfase na linhagem Trichoderma orientale UFPIT09,
investigando suas propriedades fisico-quimicas, além de seu potencial antibacteriano,
antibiofilme e anticancer. Ao unir a diversidade microbiana de um ecossistema unico com
os avangos da nanotecnologia verde, esta pesquisa visa contribuir para o

desenvolvimento de solugdes biotecnologicas sustentaveis e inovadoras.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1. Condigoes de Cultivo das Linhagens Fungicas
As oito linhagens fungicas do género Trichoderma utilizadas neste estudo foram:
T. longibrachiatum UFPITO02, T. koningiopsis UFPIT03, Trichoderma sp. UFPIT04,
Trichoderma sp. UFPITO5S, Trichoderma sp. UFPIT06, Trichoderma sp. UFPITOS8, T.
orientale UFPITO9 e T. orientale UFPIT14. Essas linhagens foram isoladas do ecotono
Caatinga-Cerrado piauiense e depositadas na colecdo de culturas da Universidade
Federal do Piaui (Franga Silva et al., 2020). Para preservagao, foram mantidas em dleo
mineral, e sua manutencéo foi realizada em meio de cultura Potato Dextrose Agar (BDA),
sendo incubadas em estufa bacterioldgica a 30°C por 7 dias.
2.2. Selegao das linhagens fuingicas biosintetizantes de AgNPs
Para a selecgao, todas as linhagens de Trichoderma sp., descritas acima, foram
cultivadas no meio de cultivo BDA a 30°C por 7 dias, e posteriormente transferidas para
o meio de produgdo MS-2 (Porto et al., 1996) em uma concentragdo celular de 10°

esporos/mL e incubadas a 120 rpm, 30°C por 72 horas.
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2.3. Sintese verde de AgNPs

Apobs a incubacgao a biomassa foi filtrada e lavada duas vezes com agua destilada
estéril, 10 g da biomassa de cada fungo foram pesadas assepticamente e
ressuspendidas em 100 mL de agua destilada estéril e submetidos a incubagcédo em 120
rom, 30° C por 96h. Posteriormente, a biomassa foi filtrada em bomba a vacuo e 50 mL
do extrato livre de células (CFE) foi usado para sintese de AgNPs acrescidos em 50 mL
de 2mM de nitrato de prata e incubados em 200 rpm a 60°C por 24h (Skanda et al., 2022).

2.4. Caracterizagao das AgNPs por Espectrofotometria do UV-VIS

A biorreducao de ions de prata foi monitorada pela mudanga de cor de amarelo

palido para marrom, sendo confirmada a formagao das AgNPs através da espectroscopia

UV-visivel avaliando a faixa de 300 a 800 nm (Sanjenbam et al., 2014).

2.5. Anadlise por espectroscopia no infravermelho por transformada de
Fourier (FT-IR)

As AgNPs foram avaliadas quanto a presenga de biomoléculas responsaveis pela
biorreducdo usando a analise espectral por infravermelho por transformada de Fourier
(FTIR) (Vertex 80v, Bruker), no modo de transmitancia na faixa de numeros de 4000-400
cm-+ com resolucéo de 4 cm-.

2.6. Analise de tamanho de particula (DLS) e ZETA potencial

O diédmetro hidrodinamico foi realizado medindo o espalhamento dinamico de luz
com laser de comprimento de onda 633 nm e um angulo de espalhamento fixo de 173°.
O tamanho das particulas foi medido considerando a particula como esférica. Cada
amostra foi medida trés vezes para duas amostras replicadas a uma temperatura

constante de 25 + 1°C.

2.7. Microscopia eletrénica de Transmissao (MET)

Para microscopia eletronica de transmissao (MET), as amostras foram preparadas
pela abordagem drop-casting, onde dispersbées de AgNPs foram diluidas em agua
deionizada e posteriormente depositadas em uma grade de cobre revestida de carbono,
seguida de secagem em temperatura ambiente por 1 h, depois disso as imagens foram
analisadas a 200 Kv e registradas em um microscépio JEOL JEM 2100 80-200 kV (Tokyo,
JAPAN).

3. Atividades biolégicas

3.1. Determinacgao da atividade antibacteriana disco difusao
A investigacdo do efeito inibitorio in vitro das solugdes coloidais de nanoparticulas
de prata e seus respectivos filtrados fungicos foi realizada pelo método de difusdo em
disco padrdo em Agar Mueller Hinton (MHA) de acordo com os Padrées CLSI (CLSI

2020). Foram utilizadas 12 cepas de bactérias (ATCCs sensiveis e resistentes, e isolados
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clinicos multidroga resistentes), conforme descritas na tabela 1 abaixo. Todas as

linhagens de isolados clinicos selecionadas apresentaram-se resistentes a diferentes
antibidticos, tais quais: amicacina, ampicilina/sulbactam, cefepima, ceftazidima,
imipenem, meropenem, ciprofloxacina, benzilpenicilina, tais grupamentos sao isolados
bacterianos de pacientes do Hospital Otavio de Freitas (Recife-PE) e classificados como
multirresistentes por método molecular e antibiograma. A identificagao foi feita a partir do
sistema automatizado VITEK® 2 em conformacdo com a ISO 7218. As 13 cepas
bacterianas utilizadas estdo descritas na tabela abaixo.

As cepas bacterianas foram inoculadas no meio e cultura em Brain Heart Infusion
(BHI) e incubadas por 24h a 37°C. Em seguida, a suspensao bacteriana foi diluida em
Brain Heart Infusion (BHI) para atingir 108 UFC ml™'. Posteriormente, 100 ul das
suspensdes bacterianas padronizadas foram uniformemente esfregadas em placas
contendo MHA. Assim, 10 pl das solugdes coloidais de nanoparticulas de prata e seus
respectivos filtrados fungicos foram usadas para umedecer os discos de papéis filtros
estéreis com 6 mm de didmetro que foram impregnados nas placas contendo os
esfregacos bacterianos conforme pequenas modificagdes de (Roshan et al., 2024).
Discos do antibiético comercial de amplo espectro Cloranfenicol (30 mcg) foram utilizados
como controle positivo. Apos nova incubagao no tempo de 24h em 37°C os didmetros
das zonas de inibicdo foram medidos em mm com o auxilio de um paquimetro digital
(Akinduti et al., 2022).

Tabela 1 - Bactérias utilizadas no teste de antimicrobiano
Bactérias

Enterococcus faecalis ATCC - 29212

Escherichia coli ATCC — 25922

Klebsiella pneumoniae MDR (5t)

Klebsiella pneumoniae MDR (6t)

Klebsiella pneumoniae 5135 (4t)

Pseudomonas aeruginosa ATCC - 27852

Pseudomonas aeruginosa ATCC - 27853

Pseudomonas aeruginosa MDR (8t)

Pseudomonas aeruginosa MDR (9t)

Staphylococcus aureus ATCC 25923- MSSA

Staphylococcus aureus ATCC 33592-MRSA

Staphylococcus aureus MDR (2t)

MSSA (Sensivel a meticilina) MRSA (Resistente a meticilina) MDR (multidroga resistente) cédigos t (cepas clinicas).

Fonte: A autora (2024).
3.2. Concentragao inibitéria minima (CIM) e concentragao bactericida minima
(CBM)
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Os valores de CIM foram determinados pelo método de microdiluigdo em caldo.

Diluigdes da solucado de nanoparticulas foram preparadas em sete concentragdes sendo
a maior 10 mg/mL e a menor 1,0 mg/mL em uma placa de 96 pogos com BHI e inoculadas
com as cepas bacterianas que apresentaram halo de inibicao na técnica de disco difusao,
em uma concentragdo final de aproximadamente 106 UFC/mL. As placas foram
incubadas a 37°C por 24h. A CIM foi definida como a menor concentragao de
nanoparticulas que inibiram o crescimento visivel das bactérias. Para a avaliacdo de
CBM, aliquotas de pogos que ndo mostraram crescimento bacteriano visivel 10 pl foram
posteriormente cultivadas em placas de agar nutriente e incubadas a 37° C por 24 h. A
CBM foi observada como a menor concentracdo de nanoparticulas que néo resultou em

crescimento bacteriano na placa de agar (Hudaya et al., 2024).

3.3. Producgao de biofilme in vitro

A capacidade de formar biofilme das cepas bacterianas que foram sensiveis as
solugdes coloidais de AgNPs foram analisadas segundo a metodologia descrita por
Stepanovic¢ et al. (2000), o teste foi realizado em placas de 96 pocgos, de fundo plano e
estéril foram pipetados 200 ul de cada cultura bacteriana (em triplicata em 10: UFC/mL),
as placas foram cobertas e incubadas em 37°C por 24h, como controle negativo foi
utilizado pogos contendo apenas o Caldo Triptona de Soja (TSB). Em seguida, o
conteudo de cada pocgo foi aspirado e cada poco foi lavado trés vezes com 250 mL de
cloreto de sddio (0,9%) estéril. As placas foram agitadas para remover todas as bactérias
nao aderentes e as bactérias aderidas que restaram na placa foram fixadas com 200 ul
de metanol (99%) por poco, apoés 15 min as placas foram esvaziadas e deixadas para
secar. Posteriormente, foram adicionados 0,2 mL do corante cristal violeta (2%) por 5
min, o excesso do corante foi retirado colocando as placas sob agua corrente da torneira.
Apds as placas serem secas ao ar, o corante ligado as células aderentes foi
ressolubilizado com 160 ul de acido acético glacial 33% (v/v). A DO de cada pogo foi
medida em 562 nm foram realizadas duas leituras: (1) antes do acido acético; (ll) apds o
acido acético.

A classificagao da capacidade de adesao das cepas bacterianas foi realizada de
acordo com o método descrito por Christensen et al. (1985), conforme as Densidades
opticas (DOs) em que ha quatro categorias: ndo aderente (0) se DO < DOc, fracamente
(1) se DOc < DO =< 2 x DOc, moderadamente (11) se 2 x DOc < DO <4 x DOc, ou

fortemente aderente (111) se 4 x DOc < DO, com base nas DOs dos filmes bacterianos.

Quadro 1- Classificagédo do biofilme bacteriano conforme descrito por Christensen et al. (1985).
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DO< DOc = Nio aderente
DOc < DO = 2 x DOc = Fracamente aderente
2 x DOc < DO =4 x DOc = Moderadamente aderente

4 x DOc < DO = Fortemente aderente

Fonte: A autora (2025) adaptado de Stepanovic¢ et al. (2000).
3.4. Atividade antibiofilme

Foi realizada diante das cepas bacterianas que apresentaram capacidades
moderadas ou fortes de formar biofilmes segundo a classificagdo de Christensen et al.
(1985), por meio da avaliagédo da inibigao na formagéo do biofilme bacteriano (MBIC) e
da avaliagdo na erradicagdo do biofilme ja formado (MBEC). Para a determinacao da
MBIC, as nanoparticulas de prata em suas respectivas concentragdes inibitérias minimas
e as solucodes coloidais brutas foram adicionadas aos indculos padronizados e incubados
em placas de 96 pogos, a 37°C por 24h. Posteriormente, a leitura foi realizada usando a
técnica de cristal violeta conforme descrita anteriormente de acordo com Stepanovi¢ et
al., (2000).

Para determinar a MBEC os biofilmes bacterianos foram formados e apds 24h os
pocos foram lavados para a remocédo das células e permanéncia apenas das células
aderidas, logo apés as AgNPs em suas respectivas solugdes coloidais e concentragéo
inibitérias minimas foram adicionadas as placas, juntamente com meio de cultura e
depois de 24h de incubacao, a 37°C, realizou-se a leitura utilizando o método do cristal
violeta e a contagem de unidades formadoras de coldnia (UFC), conforme Nader et al.,
(2018).

3.5. Citotoxicidade

Foram utilizadas células de Adenocarcinoma Humano da glandula mamaria (MDA-
MB-231) obtida do Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ). A linhagem MDA foi
mantida em meio de cultura L-15 de Leibovitz e F-12 (1:1) com L-glutamina 2 mM, sem
bicarbonato de sddio e soro bovino fetal a uma concentracao final de 10% com auséncia
de CO2. As células foram contabilizadas na camara de Neubauer para o teste de
viabilidade celular.

Um ensaio de 3- (4,5-dimethylthiazol-2-yl) -2,5-diphenyl tetrazolium bromide (MTT)
foi utilizado para determinar a viabilidade celular das nanoparticulas de prata de
Trichoderma orientale UFPIT09 (Mosmann, 1983). As células foram inseridas em placas
de 96 pocos, a uma densidade de 1x10* de células/mL e apds 24h de incubagdo as
amostras foram colocadas e incubadas por 24 e 48 horas nas concentracdes finais de
6,2;12,5; 25; 50; 100 e 200 pug/mL. Apds o periodo de exposicdo, foi adicionado 20uL de
solugao de MTT (4mg/mL), e as placas foram incubadas durante 2-3h. Posteriormente, o

sobrenadante foi removido e 100uL de DMSO (Dimethylsulfoxide) foram adicionados. A
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absorbancia foi medida em Leitor de Microplaca no comprimento de 570 nm. A

citotoxicidade foi expressa em viabilidade celular: (Absorbancia da populagéao celular
tratada X 100 / Absorbancia da populagéao celular ndo tratada) (Da Silva et al., 2019).
Os resultados da atividade citotoxica foram expressos como as médias das
repeticdes + desvio padrao. Para analise de variancia (ANOVA) foi realizado o teste de
Bonferroni para comparagdes multiplas. Um valor de *p <0,05 foi adotado como nivel de

significancia.

4. RESULTADOS E DISCUSSOES
41. Selecdo das linhagens fuingicas biosintetizantes de Nanoparticulas de
Prata (AgNPs).

A biorreducdo de ions de prata, que resulta na formacdo de AgNPs, é
caracterizada pela mudancga de cor de amarelo palido para marrom (Raut et al., 2024),
das oito linhagens fungicas testadas, duas apresentaram essa alteragao de coloragao:
Trichoderma sp. UFPIT08 e Trichoderma orientale UFPIT09. Ambas foram capazes de
sintetizar AQNPs em apenas 24 horas, evidenciado pela mudancga de coloragéo (Figura
1) e pelos picos de Ressonancia Plasmdnica de Superficie (SPR), observados em 400
nm e 425 nm, respectivamente (figura 2), conforme demonstrado na Tabela 2.

Figura 1 - Resultado apos 24h de sintese de AgNPs, em 200 rpm a 60°C utilizando o extrato celular

livre de células (CFE) de oito linhagens de Trichoderma.,

Fonte: A autora (2023).

Tabela 2- Resultado da sintese de AgNPs por linnhagem fungica testada.

Espécies Sintese
T. longibrachiatum UFPIT02 -
T. Koningiopsis UFPIT0O3 +
Trichoderma sp. UFPIT04 -
Trichoderma sp.UFPIT05 +

Trichoderma sp. UFPIT06 +
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Trichoderma sp.UFPIT08 +++
T.orientale UFPIT09 ++
T. orientele UFPIT14 +

(-) nenhuma alteragdo na coloragdo em relagdao ao controle; (+) pequena alteragdao na coloragao; (++) moderada

alternagao da coloragao e (+++) intensa alteragao da coloragao.

Fonte: A autora (2023).

Figura 2 - Grafico da caracterizagéo por Espectroscopia do UV-Visivel (UV-VIS).
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Fonte: A autora (2023).

A diferenga na SPR das AgNPs oriundas da sintese biolégica pode ser devida as
vibragdes mutuas da ressonancia dos elétrons livres com a luz, que € influenciada por
diversos parametros (Raja et al., 2017). Resultado semelhante ao nosso foi encontrado
por Kobashigawa et al. (2023) que ao realizar a micosintese de AgNPs utilizando cepas
psicrotroficas de Tulasnella albida, com 7 dias de sintese, obteve pico de SPR na faixa
de 400 e 430 nm, sendo caracteristico do metal Ag.

No estudo de Gemishev et al (2022) foi utilizado o extrato enzimatico (CFE) do
fungo Trichoderma reesei e com 72h de sintese de AgNPs, constatou-se que a
intensidade do pico, cujo maximo foi de 438 nm, aumenta com a temperatura, se tornando
mais evidente na amostra cuja sintese foi obtida a 40°C. Assim, os autores concluiram
que ha uma dependéncia de temperatura mais elevada para a formacao de AgNPs.

Considerando a sintese micogénica utilizando o CFE de Trichoderma sp. UFPIT08
e Trichoderma orientale UFPIT09 apresentou a coloragao caracteristica das AgNPs e que
a confirmacao foi evidenciada pelos picos de SPR obtidos por espectroscopia UV-visivel
(Figura 2), optou-se por realizar os estudos de otimizagao e caracterizagdo apenas com
essas duas linhagens.

Dessa forma, o tamanho médio das particulas e a estabilidade das AgNPs
biossintetizadas foram estimados por um analisador de tamanho de particulas. A analise
dinamica de espalhamento de luz (DLS) prevé o tamanho das particulas em solug¢des
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coloidais de acordo com a interagdo entre a luz e as nanoparticulas, enquanto sua

estabilidade é detectada com base na carga superficial das particulas, medida pela
analise do potencial zeta (Bonatto et al., 2021).

Assim, o potencial zeta para as AgNPs sintetizadas pelo Trichoderma sp. UFPIT08
foi de -29 mV e de -27,5 mV para o Trichoderma orientale UFPIT09, sendo consideradas
de estabilidade moderada, podendo se agregarem com o tempo (Silva, 2019). A analise
do DLS revelou que as AgNPs do Trichoderma sp. UFPITO8 possuem um tamanho médio
de 167,6 nm e as do Trichoderma orientale UFPIT09 170,1 nm.

No entanto, o tamanho determinado pela analise DLS é geralmente maior que o
tamanho relacionado calculado a partir de SEM/TEM, uma vez que o DLS reflete o
tamanho hidrodindmico. Em seu estudo Logman et al. (2022) ressaltou que o tamanho
das particulas dos AgNPs foi maior quando utilizada a técnica DLS em relagdo as
imagens obtidas na Microscopia Eletrbnica de Transmissdo (MET). Todavia, a
aglomeragdo das nanoparticulas ou a baixa dispersdo das mesmas aumentam
dramaticamente o valor médio do DLS, e, portanto, geralmente contradizem os resultados
do SEM/TEM (Ceylan et al., 2021).

Porém, no presente estudo o indice de polidispersidade (PDI), para as AgNPs
sintetizadas pelo Trichoderma sp. UFPITOS8 foi de 0,192 e para as AgNPs do Trichoderma
orientale UFPIT09 foi de 0,308, indicando que as nanoparticulas sido altamente
monodispersas, ou seja, possuem tamanhos uniformes.

4.2. Caracterizagao das AgNPs por: Espectrofotometria do UV-VIS, Analise
de tamanho de particula (DLS) e ZETA potencial

Os resultados da caracterizacdo das AgNPs, obtidas a partir do CFE do
Trichoderma sp. UFPITO8 e do Trichoderma orientale UFPIT09 com o tempo de 120h de

sintese estao expressos na tabela 3 abaixo.

Tabela 3 — Resultado da caracterizagdo das AgNPs do Trichoderma sp. UFPITO8 e do Trichoderma
orientale UFPIT09

Condicdes Absorbancia (nm) DLS (nm) PDI ZETA (Mv)
Controle NH* NR* NR* NR*
Trichoderma sp. 400 208,9 0,527 -33,3
UFPIT0O8 BDA
25°C
Trichoderma sp. 400 NR* NR* NR*
UFPIT0O8 BDA
30°C
Trichoderma sp. 410* 202,66 0,447 -30,8
UFPITO8 Aveia
30°C

Trichoderma sp. NH* 306,63 0,46 -38,2




UFPIT08 Malte
30°C

Trichoderma sp. 390 4443 0,686 -48,7
UFPITO8
Sabouraud 25
°C

T. orientale 425 199,86 0,276 -38,9
UFPITO9 BDA
30°C

T. orientale 410 269,66 0,483 -26,2
UFPIT09 Aveia
30°C

T. orientale NH* 453 0,657 -53,8
UFPITO09 Aveia
25°C

Absorbancia (u.a.)

Absorbancia (u.a.)

*NH= Nao Houve; NR= Nao realizado;
Fonte: A autora (2025).
Figura 3A- Graficos da Espectrofotometria do UV-Vis do grupo controle.
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Figura 3 B- Graficos da Espectrofotometria do UV-Vis do Trichoderma sp. UFPIT08
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Figura 3C- Graficos da Espectrofotometria do UV-Vis do Trichoderma orientale UFPIT09
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Esta bem estabelecido na literatura que as AgNPs apresentam bandas SPR na
faixa de 400-500 nm, e que sdo muito sensiveis e altamente dependentes de parametros
como tamanho, formato das nanoparticulas, concentragdo de AgNOs e tipo de
biomoléculas presentes no extrato biologico (Vinayagam et al., 2018).

Diante disso, e conforme exposto na Tabela 3, no caso do Trichoderma sp.
UFPIT08, apenas a condi¢cao de pré-indculo no meio de cultivo com extrato de malte a
30°C n&o promoveu a sintese de AgNPs. Ja para o Trichoderma orientale UFPIT09, a
formacédo de SPR nao foi observada somente na condigdo de pré-inéculo no meio de
cultivo de aveia a 30°C.

De acordo com Kobashigawa et al. (2023), a intensidade do pico plasménico (SPR)
€ proporcional a concentragao de AgNPs produzidas, ou seja, maior absorbancia indica
maior producao dessas nanoparticulas. Nesse contexto, o pico de maior absorbéancia
para o Trichoderma sp. UFPIT08 ocorreu na condicio de pré-inéculo em meio Sabouraud
a 25°C. No entanto, essa condi¢gao apresentou um indice de polidispersidade (PDI) de
0,686, indicando que a dispersao das particulas ndo é homogénea, o que torna essa
amostra desfavoravel para estudos de aplicabilidade.
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Para o Trichoderma orientale UFPIT09, o pico mais intenso foi observado na

condigao de pré-inéculo em meio BDA a 30°C, que apresentou PDI abaixo de 0,3 e
potencial zeta de -38 mV, sendo considerada monodispersa e altamente estavel. Essa
condi¢ao foi escolhida para estudos futuros com aplicagbes biotecnoldgicas, ja que
valores absolutos de potencial zeta iguais ou superiores a 30 mV indicam alta
estabilidade. Essa estabilidade decorre da carga superficial das particulas, que oferece
estabilidade elétrica as nanoparticulas (Silva, 2019).

Além disso, Sharma et al. (2018) destacam que os espectros de absorgédo de
espécies biogénicas apresentam bandas no UV devido as moléculas de proteina
presentes no extrato bioldgico. Esse fato permite inferir que as biomoléculas sao afetadas
pelas condi¢cbes de pré-inéculo do microrganismo, 0 que pode justificar a sintese de
AgNPs com o Trichoderma orientale UFPIT09 no meio de aveia a 30°C, mas nao a 25°C.
Essa observagao esta em consonancia com Vinayagam et al. (2018), que afirmam que
as nanoparticulas de prata sdo altamente sensiveis e dependem das biomoléculas
presentes no extrato bioldgico.

4.3 Caracterizagcdo das AgNPs do Trichoderma orientale UFPITO9 por
microscopia eletrénica de transmissao (MET)

Os tamanhos obtidos pela técnica DLS geralmente sdo superiores aos valores
calculados a partir de imagens de Microscopia Eletrénica de Varredura (SEM) e
Microscopia Eletrbnica de Transmissdao (TEM), pois o DLS mede o tamanho
hidrodindmico das nanoparticulas em solugdes coloidais, com base na interagdo entre a
luz e as particulas suspensas, enquanto SEM e TEM utilizam a amostra no estado seco.
(Bonatto et al., 2021; Ceylan et al., 2021).

Nesse viés a analise TEM é o método mais preciso para determinar a morfologia
e o tamanho de nanoestruturas (Logman et al., 2022). Dessa forma, as imagens TEM
(Fig 4) revelaram que as AgNPs possuem tamanho médio de cerca de 20 nm, s&o
esféricas e monodispersas. Resultado que corrobora com os achados de Logman et al.
(2022) cujos tamanhos das AgNPs medidos por DLS também foram consideravelmente

maiores do que os registrados por MET.
Figura 4 - Imagens TEM das AgNPs de Trichoderma orientale UFPIT09
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Fonte: A autora (2025).
4.4. Investigacao de fitoquimicos que formam as AgNPs

A espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FT-IR) foi usada
para determinar a identificagao das biomoléculas ativas presentes nos extratos do filtrado

celular fungico (CFE) e das solugdes coloidais de AgNPs, esses espectros de FT-IR séo

mostrados na figura 5.
Figura 5 — Espectros FTIR do CFE e das AgNPs de Trichoderma orientale UFPITO09.
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Fonte: A autora (2025).
A banda larga em 3255 cm™ no filtrado, esta associada a vibragao de estiramento

de grupos hidroxila (O-H) de compostos fendlicos e alcool, nas AgNPs, essa banda
aparece ligeiramente deslocada para 3265 cm™, indicando uma possivel interagéo
desses grupos com as nanoparticulas, em que o deslocamento sugere o envolvimento
de compostos fendlicos e proteinas na estabilizagdo das AQNPs (Rahmatian et al., 2023).
Os picos em 2927 cm™ (filtrado) e 2926 cm™ (AgNPs) estdo associados a vibragéo do
alongamento C—H (aldeido) (Isaq et al., 2023). No filtrado, o pico em 1647 cm™ pode
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estar relacionado ao estiramento C=0 de proteinas (ligagdes amida |) e ao estiramento

C=C de compostos fendlicos e flavonoides. Nas AgNPs, esse pico aparece em 1627 cm™
e 1535 cm™, com um deslocamento significativo, sugerindo que proteinas e compostos
fendlicos desempenham um papel fundamental na reducdo e estabilizagdo das
nanoparticulas (Alkulabi et al., 2024).

O pico em 1577 cm™ no filtrado pode estar associado a vibragdes de anéis
aromaticos e estiramento C=N de proteinas (Isaq et al., 2023; Rosa et al., 2024), nas
AgNPs, picos adicionais em 1535 cm™ e 1377 cm™ podem indicar a presenga de
compostos fendlicos e flavonoides adsorvidos a superficie das nanoparticulas,
reforgando a ideia de estabilizag&do por biomoléculas (Majeed et al., 2016). No filtrado, os
picos em 1230 cm™ e 1039 cm™ estao relacionados a vibragdes C-O de polissacarideos
e proteinas, ja nas AgNPs, esses picos sdo deslocados para 1205 cm™ e 1041 cm™,
sugerindo que polissacarideos também podem estar envolvidos na estabilizagdo das
nanoparticulas (Vidhu et al., 2024).

O pico em 933 cm™ no filtrado pode estar associado a estruturas heterociclicas ou
ligagcbes C-H fora do plano de compostos fendlicos (Mohanta et al., 2020). Nas AgNPs,
os picos em 825 cm™ e 1041 cm™ podem indicar interacbes entre biomoléculas e a
superficie das nanoparticulas, além da presenca de ligagcbes Ag-O (Rahmatian et al.,
2023).

4.5. Atividade antibacteriana

O presente estudo avaliou o potencial antibacteriano das AgNPs biossintetizadas
pelo Trichoderma orientale UFPITO9 e constatou que o filtrado fungico do Trichoderma
orientale UFPIT09 ndo exibiu atividade bactericida diante das cepas testadas. Ja as
AgNPs biossintetizadas pelo Trichoderma orientale UFPITO9 exibiram potencial
bactericida contra cepas padrao ATCC (Staphylococcus aureus Atcc 25923-MSSA,
Staphylococcus aureus Atcc 29213- MSSA,; Staphylococcus aureus Atcc 33592-MRSA,
Escherichia coli Atcc 25922, Pseudomonas aeruginosa Atcc 27853, Pseudomonas
aeruginosa Atcc 27852, bem como isolados bacterianos humanos resistentes a
medicamentos, como MRSA, conforme detalhado na Tabela 4.

Esses resultados foram evidenciados pela formacdao de zonas de inibigao,
variando de 5 a 14 mm diante de onze das treze cepas bacterianas estudadas, cujos
resultados podem ser constatados na tabela 4 abaixo. Foram notificadas zonas de
inibicdo com tamanhos variando de 5 a 14mm, comparaveis com AgNPs produzidas a
partir de Aspergillus niger contra cepas clinicas de Staphylococcus aureus (16 mm),
Pseudomonas aeruginosa (20 mm) e Klebsiella pneumoniae (12 mm) (Sharma et al.,

2024). Entretanto, a maioria das cepas bacterianas utilizadas no presente estudo s&o de
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isolados clinicos multirresistentes a medicamentos, como pode ser constatado na tabela

4 abaixo.

A acao antibacteriana das AgNPs do Trichoderma orientale demonstrou maior
eficacia, constatada pela medicdo dos halos de inibigao, diante das cepas de Klebsiella
pneumoniae MDR, seguidas pela cepa de Escherichia coli Atcc 25922 e Staphylococus
aureus Atcc 25923-MSSA, conforme pode ser observado no grafico 1.

Tabela 4 — Resultado da atividade antibacteriana da solugao coloidal de AQNPS sintetizadas pelo

Trichoderma orientale UFPITO09 utilizando a técnica de disco difusdo.

Bactérias Controle Trichoderma
(Cloranfenicol 30 mcg) orientale UFPIT09
Staphylococcus aureus Atcc 25923-MSSA 20,2 mm 11,15 mm
Staphylococcus aureus Atcc 29213- MSSA 23,5 mm 10,75 mm
Staphylococcus aureus Atcc 33592-MRSA 9,45 mm 10,4 mm
Staphylococcus aureus MDR 19,85 mm 7,0 mm
Escherichia coli Atcc 25922 31,4 mm 11,8 mm
Enterococcus faecalis Atcc 29212 14,8 mm --
Klebsiella pneumoniae MDR (6t) 8,1 mm 13,95 mm
Klebsiella pneumoniae MDR (5t) 5,00 mm 12, 5mm
Klebsiella pneumoniae 5135 (4f) 23,6 mm 11,3 mm
Pseudomonas aeruginosa Atcc 27853 10,45 mm 7,0 mm
Pseudomonas aeruginosa Atcc 27852 12,8 mm 5,0 mm

Pseudomonas aeruginosa MDR (8t) -- --

Pseudomonas aeruginosa MDR (9t) 7,2 mm 4,9 mm

=+ N&o houve formagao de halo de inibigao
Fonte: A autora (2024).

As cepas bacterianas cujas AgNPs biossintetizadas por Trichoderma orientale
UFPITO9 apresentaram halos de inibigdo significativos foram selecionadas para a
determinagcdo da Concentragéo Inibitéria Minima (CIM). Para Staphylococcus aureus
Atcc 33592-MRSA e Staphylococcus aureus MDR a CIM foi de 10 mg, sendo a maxima
testada, pois de acordo com Nader et al. (2018) considera-se valido em termos de
prospecc¢ao terapéutica a concentragdo maxima toleravel para atividade antimicrobiana
de extratos vegetais € de 100 mg/mL. Ja para a cepa Staphylococcus aureus Atcc 25923-
MSSA a CIM foi de 5,5 mg, em que o extrato coloidal de AgNPs 100% puro também foi

eficaz para a inibicdo bacteriana.
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Diante das cepas de Pseudomonas aeruginosa Atcc 27853 a CIM foi de 2,5 mg,

entretanto, o extrato coloidal de AgNPs na concentragcdo de 100% e 50% permitiram o
crescimento de col6nias isoladas. Ja para Pseudomonas aeruginosa Atcc 27852 a CIM
foi de 4,0 mg, e frente a cepa clinica de Pseudomonas aeruginosa MDR (9t) a CIM foi a
menor testada neste estudo, 1 mg, em que o extrato coloidal de AgNPs na concentragao
de 100% e 50% também foram eficazes para a inibigdo bacteriana.

Constata-se que as analises foram bem sucedidas, quando os resultados estao
em consonancia com os dados da técnica de disco difusao, pois o maior halo de inibicdo
foi diante da cepa clinica Klebsiella pneumoniae MDR cuja CIM também foi a menor
testada, sendo de 1 mg, em que o extrato coloidal de AgNPs na concentracado de 100%
e 50% foram eficazes para a inibicdo bacteriana, ja para a cepa de Escherichia coli Atcc
25922 a CIM foi de 4,0 mg.

4.6. Atividade antibiofilme

Das quatro cepas bacterianas testadas, somente as linhagens Staphylococus
aureus Atcc 25923-MSSA e Escherichia coli Atcc 25922 apresentaram a capacidade de
produzir biofilme fortemente e moderadamente aderente, respectivamente, sendo assim
foi analisada a capacidade das AgNPs biossintetizadas pelo Trichoderma orientale
UFPITO9 em inibir a formacao desses biofiimes (MBIC) e em erradicar a formagéo dos
biofilmes ja formados (MBEC). A concentragéo inibitéria minima das AgNPs inibiu 100%
a formacéo do biofilme bacteriano formado por Staphylococus aureus Atcc 25923-MSSA,
enquanto que a solugédo coloidal de AgNPs permitiu a formagé&o do biofilme de S. aureus
Atcc 25923 de forma moderadamente aderente. Ja para a bactéria Escherichia coli Atcc
25922 a concentragao inibitéria minima também inibiu 100% a formagado do biofiime
bacteriano, enquanto as solugdes coloidais das AQNPs permitiram a formagéao do biofilme
fracamente aderente.

Tanto as CIM quanto os extratos coloidais das AgNPs do Trichoderma orientale
UFPITO9 tiveram 100% de eficacia na erradicagao dos biofilmes bacterianos fortemente
aderente formados por Staphylococcus aureus Atcc 25923-MSSA e moderadamente
aderente formados por Escherichia coli Atcc 25922.

4.7. Citotoxicidade e potencial anticancer

Foi utilizado o teste de Bonferroni para comparagdes multiplas em que o valor de
*p <0,05 foi adotado como nivel de significancia, o efeito de citotoxicidade das AgNPs em
células de cancer de mama MDA-MB-231 foi avaliado e pode ser observado na figura
6. Assim, constatou-se que com excecao do tempo de 48 e 72h na concentragao de 200
ug/mL todos os demais dados diferem significativamente do controle e também diferem
entre si, ou seja, levando em consideragao a mesma concentragéo em diferentes tempos.

Frequentemente é relatado na literatura que a viabilidade celular abaixo de 50% é

interpretada como um sinal de toxicidade (Angoth et al., 2014; Ahmadian et al., 2009), no
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presente estudo a viabilidade celular foi inferior a 50% nas concentragcdes de 25, 50 e

100 ug/mL os ensaios de 72h, indicando potencial anticancer para a célula testada.
Estando em consonancia com o estudo de Ahire et al. (2024) em que AgNPs com
cobertura de amina exibiram toxicidade seletiva significativa contra células de cancer de
mama MDA-MB-231 em uma concentragdo de 40 pg/mL, resultando em viabilidade

celular de menos de 50%, indicando seu potencial como terapéutica anticancer.
Figura 6 - Grafico da viabilidade celular das células de MDA-MB-231 diante de diferentes concentragdes
de AgNPs do Trichoderma orientale UFPIT09 nos tempos de 24h, 48h e 72h.
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Fonte: A autora (2025).

5. Conclusao

Portanto, entre as oito linhagens fungicas de Trichoderma analisadas,
Trichoderma orientale UFPITO9 se destacou na biossintese extracelular de AgNPs
estaveis e monodispersas, com potencial promissor para aplicacdes biomédicas. Os
resultados evidenciam sua eficacia especialmente no combate a infecgbes bacterianas
resistentes, no controle de biofimes e como um possivel agente anticancer,
demonstrando o potencial do género Trichoderma como uma alternativa viavel e

inovadora na area da biotecnologia.
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8. CONSIDERAGOES FINAIS

Portanto, diante dos resultados obtidos, foi possivel comprovar o potencial
biotecnolégico do fungo Trichoderma orientale UFPITO9 na biossintese verde de
nanoparticulas de prata (AgNPs) estaveis, com ac¢ao antibacteriana, antibiofiime e
potencial anticancer, ampliando suas possiveis aplicacbes biomédicas, sobretudo no
combate a resisténcia bacteriana.

Além do avango cientifico e tecnoldgico, a relevancia desta pesquisa também
reside na valorizacdo do ecétono Cerrado-Caatinga, um ambiente exclusivamente
brasileiro de grande importancia ecologica e ainda pouco explorado biotecnologicamente.
A descoberta de microrganismos promissores nesse bioma ressalta a riqueza e o
potencial inexplorado da biodiversidade nacional para a inovacado cientifica e o
desenvolvimento de novas tecnologias sustentaveis.

Dessa forma, este estudo contribui significativamente para o fortalecimento da
pesquisa cientifica brasileira ao demonstrar que biorecursos nativos podem ser
estratégicos para a industria da biotecnologia, promovendo alternativas sustentaveis a
sintese convencional de nanomateriais. Além disso, reforca a necessidade da
preservacao desse ecossistema unico, visto que sua biodiversidade pode ser a chave
para avangos tecnologicos e biomédicos. No ambito social e industrial, os achados desta
pesquisa podem impulsionar novas solugdes para desafios globais, como a resisténcia
antimicrobiana, ao mesmo tempo em que fomentam o desenvolvimento sustentavel e a

valorizagdo da biotecnologia nacional.



