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RESUMO 

 

AMARAL, M. V. M. V. Produção de nanopartículas de prata (AgNPs) pelo fungo 

Trichoderma reesei e sua aplicação contra a COVID-19/SARS-CoV-2. 2022. 

Dissertação (Mestrado em Bioquímica) – Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto, 

Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 2022. 

 

A doença COVID-19 desde sua declaração pandêmica, em março de 2020, gerou 

inúmeras preocupações das pessoas e países devido à sua facilidade de transmissão, 

sintomas característicos de gravidade e a falta de conhecimentos sobre métodos eficazes 

de combatê-la. Esforços mundiais foram feitos em busca do entendimento da doença e de 

agentes eficazes em seu combate. A longa data, a prata tem sido utilizada como agente 

antimicrobiano, e seu uso na forma de nanopartículas tem ganhado destaque visto as 

inúmeras aplicações e avanços na área de nanotecnologia. A síntese verde por meios 

biológicos representa um desses avanços, visto que utiliza de meios sustentáveis e não 

tóxicos para o ambiente, além de dar características específicas e vantajosas à essas 

partículas produzidas por esse meio. O uso de Trichoderma reesei como agente biológico 

produtor de nanopartículas de prata se mostrou eficaz, ao produzir nanopartículas 

estáveis, de tamanho que proporcionasse efeito biológico, formato esférico e 

características próprias do capping proteico envolto à essas nanopartículas. Análises in 

vitro demonstraram o potencial efeito antiviral das AgNPs produzidas frente às infecções 

com SARS-CoV-2, oferecendo uma proteção profilática e pós-exposição a nível celular. 

Além disso, dado o fato de a doença ser extremamente inflamatória, as nanopartículas 

demonstraram grande efeito em evitar a inflamação e danos celulares. Dentre as 

vantagens do uso de AgNPs produzidas pela síntese biológica, está a menor 

citotoxicidade, além de um efeito antiviral também oferecido pelo capping proteico. As 

análises in vivo requerem melhor estratégia de avaliação dos efeitos das AgNPs. Contudo, 

evidências literárias e observadas neste trabalho, indicam potencial efeito inibitório das 

AgNPs produzidas por Trichoderma reesei frente a doença pandêmica COVID-19. 

 

Palavras-chave: 1. Nanopartículas de prata; 2. COVID-19; 3. SARS-CoV-2; 4. 

Trichoderma reesei; 5. Síntese biológica; 6. Potencial antiviral. 
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ABSTRACT 

 

AMARAL, M. V. M. V. Production of silver nanoparticles (AgNPs) by the fungus 

Trichoderma reesei and its application against COVID-19/SARS-CoV-2. 2022. 

Dissertação (Mestrado em Bioquímica) – Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto, 

Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 2022. 

 

The COVID-19 disease, since its pandemic declaration in March 2020 has generated 

numerous concerns from people and countries due to its ease of transmission, 

characteristic symptoms of severity and the lack of knowledge about effective methods 

of combating it. Worldwide efforts were made in search of alternatives that would help 

to better understand the disease, and that would be effective in its fight. For a long time, 

silver has been used as an antimicrobial agent, and its use in the form of nanoparticles has 

gained prominence given the numerous applications and advances in the area of 

nanotechnology. Green synthesis by biological means represents one of these advances, 

since it uses sustainable and non-toxic means for the environment, in addition to giving 

specific and advantageous characteristics to these particles produced by this means. The 

use of Trichoderma reesei as a biological agent that produces silver nanoparticles was 

shown to be effective, by producing stable nanoparticles of size that would provide a 

biological effect, spherical shape and personal characteristics of the protein capping 

wrapped around these nanoparticles. In vitro analyzes demonstrated the potential antiviral 

effect of AgNPs produced against SARS-CoV-2 infections, offering prophylactic and 

post-exposure protection at the cellular level. Furthermore, given the fact that the disease 

is extremely inflammatory, nanoparticles have shown great effect in preventing 

inflammation and cellular damage. Among the advantages of using AgNPs produced by 

biological synthesis, they presented less cytotoxicity in addition to an antiviral effect also 

offered by protein capping. In vivo analyzes require a better strategy for evaluating the 

effects of AgNPs. However, literary evidences and showed in this work, indicate a 

potential inhibitory effect of AgNPs produced by Trichoderma reesei against the COVID-

19 pandemic disease. 

 

Keywords: 1. Silver nanoparticles; 2. COVID-19; 3. SARS-CoV-2; 4. Trichoderma 

reesei; 5. Biological synthesis; 6. Antiviral potential.  
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1. INTRODUÇÃO 

Os coronavírus são uma classe de vírus conhecida por infectar muitas espécies de 

animais, humanos e estão descritos há mais de 50 anos, com o isolamento do protótipo 

da cepa de coronavírus murino, por exemplo, relatado em 1949 (BAILEY et al., 1949; 

CHEEVER et al., 1949). Os mecanismos moleculares de replicação, bem como a 

patogênese de vários coronavírus, têm sido ativamente estudados desde a década de 1970. 

Eles são vírus de RNA com envelopes, capazes de causar doenças respiratórias entéricas 

ou sistêmicas em uma variedade de hospedeiros, que variam em gravidade clínica, 

subclínica e fatal. Recentes infecções virais humanas, incluindo síndrome respiratória 

aguda grave (SARS), síndrome respiratória do Oriente Médio (MERS) e, mais 

recentemente, COVID-19 (SARS-CoV-2), todos considerados originados de coronavírus, 

demonstram o potencial zoonótico dos coronavírus e seu potencial de devastação 

(WEISS; NAVAS-MARTIN, 2005; RAMADAN; SHAIB, 2019). 

Em dezembro de 2019, o planeta foi surpreendido com uma doença causada pelo 

coronavírus denominado SARS-CoV-2, que foi identificado pela primeira vez na China, 

a COVID-19. Em 30 de janeiro de 2020, a Organização Mundial da Saúde (OMS) 

declarou que a epidemia da COVID-19 constituía uma Emergência de Saúde Pública de 

Importância Internacional (ESPII), e, em 11 de março de 2020, uma pandemia. Desde a 

sua identificação, o vírus já infectou mais de 554 milhões de pessoas em todo o mundo, 

sendo 32 milhões no Brasil, causando mais de 6 milhões de mortes no mundo e mais de 

600 mil no país, de acordo com dados da OMS (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 

2022). 

As infecções respiratórias agudas representam um enorme fardo para a sociedade 

em termos de incapacidade, mortalidade e custos dos serviços de saúde (prescrições de 

medicamentos) além dos relacionados à produção perdida. Com isso, a prevenção de 

infecções respiratórias é um objetivo importante para as intervenções de saúde pública.  

A nanotecnologia tem se mostrado promissora no combate a vírus, estando as 

nanopartículas como foco de estudo devido às suas propriedades únicas, como tamanho, 

alta solubilidade, adaptabilidade de superfície e multifuncionalidade, o que pode levar ao 

desenvolvimento de medicamentos melhores e mais seguros, tratamentos direcionados a 

tecidos, nanomedicamentos personalizados, diagnóstico precoce e prevenção de doenças 

(SOARES et al., 2018 ).  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7995207/#wnan1707-bib-0124
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Inúmeras nanopartículas e as diferentes formas de usá-las têm sido estudadas nos 

últimos anos quanto à sua eficácia contra certos vírus que causam grandes doenças 

respiratórias (ZHANG et al., 2015 ). Entre os diferentes tipos de nanopartículas metálicas, 

a atividade antiviral de nanopartículas de prata (AgNPs) foi demonstrada com seu 

potencial efeito contra SARS-CoV-2 (JEREMIAH et al., 2020).  

Devido à natureza grave das doenças respiratórias, em especial a COVID-19, 

esforços mundiais estão sendo feitos para auxiliar no combate à doença. Dado o fato de 

as AgNPs serem conhecidas por sua alta atividade antimicrobiana, biocompatibilidade e 

baixa toxicidade em células eucarióticas, o seu uso como agente antiviral tem ganhado 

destaque. 

Diversos métodos de obtenção das nanopartículas são utilizados, contudo, o 

método biológico, ao utilizar de sistemas vivos capazes de produzir nanopartículas 

metálicas de forma limpa, produz nanopartículas de forma não tóxica e sustentável, sendo 

uma vantagem em relação aos outros métodos de síntese (MOHANPURIA; RANA; 

YADAV, 2008). 

O fungo Trichoderma reesei é amplamente utilizado na indústria biotecnológica 

devido ao fato de sua grande produção de proteínas e metabólitos, fácil manipulação e 

não patogenicidade. Ele foi escolhido como agente biológico para a síntese de AgNPs, 

visto as vantagens da síntese biológica e a necessidade e importância de esforços na busca 

de medidas que ajudem no combate a uma doença pandêmica. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7995207/#wnan1707-bib-0152


24 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Referencial teórico 



25 
 

 
 

2. REFERENCIAL TEÓRICO 

2.1. Coronavírus 

Os coronavírus (CoVs) são vírus envelopados com um genoma de RNA grande, 

capeado e poliadenilado, com aproximadamente 24.500-31.800 nucleotídeos, 

pertencentes ao gênero Coronavirus. São causadores de doenças respiratórias, entéricas, 

no sistema nervoso central (SNC), agudas e crônicas em muitas espécies de animais, 

incluindo humanos (ZHOU; QIU; GE et.al., 2021). 

A primeira doença relacionada ao coronavírus registrada acredita-se ter origem 

em um caso de Peritonite Infecciosa Felina (PIF), descoberto em 1912.  No entanto, o 

primeiro coronavírus humano não foi identificado até o final da década de 1960, o qual 

foi responsável por causar um resfriado comum (MASTERS, 2006) 

Um novo coronavírus humano, SARS-CoV, surgiu no final de 2002 no sul da 

China e espalhou-se rapidamente, com mais de 8.000 casos e cerca de 800 mortes 

relatadas em 29 países. O surto global de SARS-CoV terminou em julho de 2003 

(SCHNEIDER, 2012), entretanto, epidemia global de SARS-CoV trouxe os coronavírus 

à atenção de autoridades de saúde pública e virologistas acadêmicos. Em 2012, um novo 

coronavírus zoonótico, MERS-CoV, foi identificado infectando humanos. A doença era 

transferida para humanos a partir de camelos dromedários infectados, na qual 

aproximadamente 35% dos pacientes infectados por MERS-CoV morreram da doença, 

embora não haja evidência de transmissão de humano para humano. Estes surtos só foram 

identificados na Arábia Saudita, Emirados Árabes Unidos e Coreia (RAMADAN; 

SHAIB, 2019).  

Os coronavírus infectam principalmente aves e mamíferos, e causam uma 

variedade de doenças letais que afetam particularmente a indústria agrícola. Alguns CoVs 

foram primeiramente encontrados como infecções zoonóticas, limitadas apenas ao seu 

hospedeiro animal, mas cruzaram a barreira das espécies animal-humana e progrediu para 

estabelecer doenças em humanos (LEE C., 2015; PRADESH; UPADHAYAY; VIGYAN, 

2014) 

Estudos sugerem que o SARS-CoV originou de morcegos, visto que muitos 

Morcegos-ferradura chineses apresenta sequências de SARS relacionadas a CoVs e 

mostram evidências sorológicas de exposição anterior a um CoV relacionado (LAU et 
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al., 2005; LI, W. et. al., 2005). Dois novos SARS relacionados a CoVs foram encontrados 

em morcegos, sendo ainda mais semelhante ao SARS-CoV. Esses vírus também foram 

identificados por usar o mesmo receptor que o vírus humano, a enzima conversora de 

angiotensina 2 (ACE2), fornecendo ainda mais evidências de que o SARS-CoV se 

originou em morcegos (GE, X.Y. et al., 2013) 

O sequenciamento da geração SARS-CoV-2, mostra 88% de homologia com dois 

coronavírus derivados de morcegos, bat-SL-CoVZC45 e bat-SL-CoVZXC21. Dados 

epidemiológicos também sugerem a possibilidade de um hospedeiro intermediário que 

facilitou o contato do vírus com humanos e sua contaminação. Isso foi mostrado em gatos 

civeta (Civettictis civetta), que atuam como hospedeiros intermediários para SARS-CoVs 

e camelos dromedários para MERS-CoV. A análise estrutural sugere que o SARS-CoV-

2 tem uma estrutura de domínio de ligação ao receptor semelhante àquela do SARS-CoV, 

que é o ACE2 em humanos (ROUJIAN et al., 2020). 

No final de 2019, o mundo testemunhou uma pandemia da recém-descoberta 

doença de coronavírus 2019 (COVID-19). O agente causador é o SARS-CoV-2, sendo 

altamente semelhante ao SARS-CoV com uma identidade de sequência de 

aproximadamente 80% (WU et al., 2020). O COVID-19 se espalhou para mais de 200 

países em todo o mundo, com milhões de casos relatados e milhões de mortes cumulativas 

registradas. 

 

2.1.1. COVID-19: epidemiologia e sintomas da doença 

A doença COVID-19 é causada pelo vírus SARS-CoV-2 que, apesar da letalidade 

da doença ser mais baixa se comparada ao SARS-CoV e o MERS-CoV, vetores de 

epidemias passadas, possui alta transmissibilidade e tem ocasionado um maior número 

de mortes do que a combinação das epidemias produzidas por outros coronavírus 

(MAHASE, 2020). A transmissão do SARS-CoV-2 se dá, predominantemente, por meio 

de gotículas contaminadas de secreções da orofaringe de uma pessoa infectada para uma 

pessoa livre da infecção, contribuindo para um crescimento exponencial de casos (ONG 

et al., 2020). 

Segundo a Organização Mundial da Saúde (OMS), os sintomas iniciais da 

COVID-19 lembram um quadro gripal comum, que variam de pessoa para pessoa, 

podendo se manifestar de forma branda, forma de pneumonia, pneumonia grave e 
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síndrome respiratória aguda grave. A maior parte das pessoas infectadas apresenta a 

forma leve da doença, com alguns sintomas como fadiga, tosse seca, febre, sendo que 

algumas também podem apresentar dor de garganta, dispneia leve, dor no corpo, dor de 

cabeça, congestão nasal, náusea, vômito, diarreia, perda de olfato e paladar. Idosos, 

imunossuprimidos e indivíduos com comorbidades preexistentes, podem ter uma 

apresentação atípica, estando mais pré-dispostos a terem a doença com agravamento 

rápido, o que pode causar a morte. Entretanto, com a evolução da doença e mutações do 

vírus, o agravamento da doença também já é visto em indivíduos jovens e previamente 

saudáveis (ORGANIZAÇÃO MUNDIAL DE SAÚDE, 2019). 

A doença, indicada inicialmente como sendo uma doença respiratória aguda, 

apresenta caráter sistêmico, atingindo outros alvos como cérebro, coração, rins, entre 

outros. Além disso, um estudo realizado pela Fundação Oswaldo Cruz (Fiocruz) 

constatou a manifestação de sintomas pós-infecção, caracterizada como uma Síndrome 

pós-COVID-19. No estudo, um grupo de 115 pessoas apresentaram, entre as sequelas 

mais frequentes, tosse persistente (34,0%), dificuldade para respirar (26,5%), perda do 

olfato ou paladar (20,1%) e dores de cabeça frequentes (17,3%). Além disso, também 

chamam a atenção os transtornos mentais, como insônia (8%), ansiedade (7,1%) e tontura 

(5,6%), sequelas essas que podem perdurar por mais de um ano (DE MIRANDA, 2022).  

Após a chegada da COVID-19 no Brasil, diversas medidas de controle e 

prevenção da doença foram tomadas pelas autoridades sanitárias locais (governo federal, 

governos estaduais e municipais). Essas medidas se diferenciaram de uma região para 

outra do país, entretanto, a medida mais difundida pelas autoridades foi a prática do 

distanciamento social, com o fechamento de escolas e universidades, a proibição de 

eventos de massa e de aglomerações, a restrição de viagens e transportes públicos e a 

conscientização da população para que permaneça em casa. Além disso, medidas como o 

isolamento de casos, o incentivo à higienização das mãos, a adoção de etiqueta 

respiratória e o uso de máscaras faciais, também foram estratégias utilizadas no mundo 

todo para reduzir a transmissão do vírus (KUPFERSCHMIDT; COHEN, 2020). 

O processo de isolamento social causa alguns impactos na vida das pessoas. No 

Brasil, país com dimensões continentais e realidades locais muito diversas, os desafios 

que se apresentam são imensos e agravados pela situação social, que impõe condições de 

vida e saúde precárias, especialmente à população residente nas periferias dos grandes 

centros urbanos, principalmente em função da necessidade de locomoção para o trabalho, 

uma vez que a população mais pobre está vinculada a atividades essenciais que não param 
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(MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2020). Além disso, fatos como a alta demanda por vacinas, 

bem como o surgimento de novas variantes resistentes, faz-se necessário a adoção de 

medidas que contribuam para achatar a curva epidêmica da COVID-19. 

 

2.1.2. Estrutura do vírus 

O vírus CoV possui quatro principais proteínas estruturais: a spike (S), a envelope 

(E), a da membrana (M) e a do nucleocapsídeo (N), todas compõem uma partícula viral 

estruturalmente completa. Alguns CoVs não requerem o conjunto de todas as proteínas 

estruturais para formar um vírion infeccioso, sendo algumas destas proteínas dispensáveis 

ou que codificam proteínas com funções compensatórias. Cada proteína estrutural, 

individualmente, desempenha um papel específico na estrutura da partícula viral ou em 

aspectos do ciclo de replicação (DESFORGES et al., 2014). A proteína S é uma proteína 

glicosilada transmembrana tipo 1, e é responsável por reconhecer o receptor celular, usada 

pelo vírus para infectar uma célula-alvo, estando associada à maioria dos efeitos 

citotóxicos os quais levam à degeneração das células infectadas. O receptor   para   essa 

glicoproteína S é uma enzima chamada de ACE2 (enzima conversora de angiotensina II), 

sendo encontrada em maior expressividade no pulmão, tal fato explica um dos principais 

sintomas das doenças causadas por coronavírus ser o respiratório (CHEN et al., 2020). 

Para adaptar ao hospedeiro humano foram necessárias algumas mutações no 

domínio de ligação ao receptor da Spike, que medeia a ligação do SARS-CoV à 

membrana celular, o que permitiu a entrada das partículas virais nas células do 

hospedeiro. A proteína E está ancorada ao envelope viral e tem um papel na morfogênese, 

no brotamento do vírion e no tráfego nas células infectadas, parecendo ser responsável 

pela curvatura do envelope viral. Durante a infecção, essa proteína pode induzir a resposta 

ao estresse celular e à apoptose, podendo estar associada à ruptura do epitélio pulmonar 

e participar da imunopatologia no trato respiratório (NIETO-TORRES et al., 2014; 

RUCH; MACHAMER, 2012). A proteína M interage com todas as outras proteínas 

estruturais virais, ajudando, portanto, a moldar e a manter a estrutura do microrganismo. 

Durante a infecção celular, essa proteína pode participar da inibição da resposta do 

interferon tipo 1 pelas células infectadas, influenciando o resultado da infecção e o destino 

celular após a infecção. A proteína N está associada ao genoma viral, desempenha um 

papel essencial em encapsulá-lo em um nucleocapsídeo helicoidal dentro da partícula 

viral. Foi demonstrado que a proteína N do SARS-CoV se localiza parcialmente no 
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nucléolo e desregula o ciclo celular do hospedeiro (DEDIEGO  et al., 2014; SONG et al., 

2013). A proteína N de diferentes coronavírus também participa da inibição da resposta 

do interferon tipo 1 pela célula infectada e na indução de apoptose. 

 

 

Figura 1. Estrutura SARS-CoV-2. O vírus SARS-CoV-2 apresenta quatro principais proteínas que auxiliam 

na sua infecção, e que envolvem seu genoma RNA viral. FONTE: Adaptado de LI G., et. al.,2020. 

 

 

2.1.3. Mecanismo de infecção 

 

Dado o fato do SARS-CoV-2 ser um vírus de RNA, ele possui alta variabilidade 

genética intrínseca, o que resulta em uma alta taxa de mutação. Com isso, qualquer 

modificação na sequência SARS-CoV-2 pode torná-lo mais virulento na transmissão de 

pessoa para pessoa (LAI et al., 2020). 

Assim como em todos os coronavírus, a entrada da célula SARS-CoV-2 é 

dependente de sua proteína Spike (S), que medeia dois eventos essenciais: ligação a 

ACE2 pela região amino-terminal e fusão de membranas virais e celulares através da 

região do terminal carboxila (LI, 2015; LAI et al., 2020). A superfície viral contendo as 

glicoproteínas S, precisa ser separada em domínios S1 e S2, para que o vírus consiga 

aderir à membrana celular, sendo a Furina e Serina Protease Transmembrana 

(TMPRSS2), substâncias que possibilitam essa separação. Com isso, a S1 se liga ao 

receptor ACE2 e a S2 à membrana celular, possibilitando a entrada do vírus na célula por 

meio de endocitose (DING; LIANG, 2020; MÖNKEMÜLLER; FRY; RICKES, 2020). 
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Figura 2. Interações intermoleculares putativas entre a proteína Spike do coronavírus SARS 2 (SARS-CoV-

2) e sua enzima conversora de angiotensina 2 do receptor celular (ACE2). A ligação eficaz depende da 

ativação da proteína Spike pela Serina Protease 2 transmembrana (TMPRSS2) e Furina. FONTE: Adaptado 

de LIPPI, G., et. al., 2020. 

 
  

O epitélio das vias aéreas respiratórias é a primeira linha de defesa contra 

patógenos, com isso, várias infecções são autolimitadas e permanece local, pois o vírus 

será eliminado pelo sistema imunológico do trato respiratório, com consequências 

clínicas mínimas. Todavia, patógenos virais oportunistas, como os CoVs, têm a 

capacidade de vencer a resposta imune e causar doenças respiratórias mais graves ou até 

se espalhar para outros tecidos (ENJUANES et al., 2016). A replicação primária de 

SARS-CoVs geralmente é restrita às células epiteliais do trato respiratório, sendo 

principalmente infectadas células pulmonares. Além disso, a infecção pode levar a 

liberação de citocinas pró-inflamatórias que contribuirão para o progresso, sugerindo um 

possível mecanismo imunopatológico da doença. Estudos apontam que a afinidade entre 

ACE2 e o domínio de ligação ao receptor (RBD, na sigla em inglês) de SARS-CoV-2 é 

10 a 20 vezes maior que a do RBD de SARS-CoV (PEIRIS et al., 2003; CERVANTES-

BARRAGAN et al., 2007; DING; LIANG, 2020). 

A proteína ACE2 é também amplamente expressa no sistema cardiovascular, rins 

e cérebro, o que proporciona uma variedade de células suscetíveis ao SARS-CoV-2, 

gerando uma explicação a qual alguns pacientes com a COVID-19 morrerem por falência 
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múltipla dos órgãos. No sistema respiratório, a ACE2 é amplamente expressa nas células 

epiteliais de alvéolos, brônquios, traqueia, glândulas serosas brônquicas, monócitos e 

macrófagos alveolares. O vírus entra e se replica nessas células primárias, liberando 

posteriormente vírions maduros que infectam novas células-alvo. Secreções respiratórias, 

urina, fezes e suor de pacientes com SARS-CoV-2 contêm partículas virais infecciosas, 

que podem ser excretadas e contaminar o meio ambiente, aumentando a 

transmissibilidade do vírus. A proteína ACE2 é um dos mecanismos de entrada do vírus, 

porém não o único, depende do alvo inicial de infecção. Entre as vias de entrada estão 

Neuropilina, Basigina, GRP78, entre outros. (KICKBUSCH; LEUNG, 2020). 

 

2.2. Mecanismos antivirais 

As infecções virais são responsáveis pela maioria das doenças infecciosas com 

alta taxa de morbilidade e mortalidade em contraste às infecções bacterianas. O controle 

eficaz dessas infecções de faz necessário, e muitas vezes são utilizadas substâncias 

antivirais que atuam em diferentes fases da replicação do vírus, com principal objetivo a 

sua inibição (FIELD, CLERCQ, 2004; CLERCQ, 2008). Dentre as características da 

quimioterapia antiviral, uma substância ideal pode atuar na entrada ou na saída do vírus 

a célula, possuir largo espectro, ter especificidade e potência de inibição, não conduzir ao 

desenvolvimento de resistências, tudo isso exibindo uma mínima toxicidade para a células 

hospedeira sem interferir nos mecanismos normais de defesa celular ou suprimir o 

processo de desenvolvimento da imunidade ativa do hospedeiro (PATRICK, 2009). 

Nos últimos anos foram realizadas várias pesquisas e descobertas no âmbito da 

virologia, entretanto, a evolução na descoberta desses compostos acontece de maneira 

lenta. Entre os fatos associados, estão a interferência dessas substâncias não só inibindo 

o crescimento do vírus, mas também afetando negativamente a célula hospedeira, sendo 

muitas vezes efeitos indesejáveis, uma vez que cada etapa do ciclo viral envolve diversas 

funções celulares (FLINT et al., 2015).  

A descoberta de substâncias antivirais exige tempo desde a sua formulação até a 

prescrição, significando que nem sempre o composto pode ser administrado a tempo de 

ser útil para combater as infecções endêmicas.  

A nanotecnologia associada a saúde tem ganhado espaço devido ao potencial de 

mudar o cenário na descoberta de novas medidas terapêuticas, como os medicamentos 

antivirais. Uma das formas é o uso de nanopartículas (NPs) como ferramenta na entrega 
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de medicamentos, diagnósticos e até mesmo tratamento de muitas doenças infecciosas. 

Recentemente, as NPs metálicas têm sido utilizadas como agentes antivirais e avançou 

rapidamente pela capacidade dos metais em “atacar” vários alvos nos vírus, causando 

impacto mínimo no desenvolvimento de resistências subsequentes (ADERIBIGBE, 2017; 

GALDIERO et al., 2011). 

 

2.3. Nanopartículas metálicas 

O termo nanopartícula não possui uma única definição, mas são normalmente 

reconhecidas como partículas que apresentam ao menos uma dimensão na escala 

nanométrica (1-100 nm). Entretanto, grandes agências regulatórias como o FDA (Food 

and Drug Administration) definem as nanopartículas como sendo estruturas que 

apresentam propriedades (físicas, químicas ou biológicas) atribuídas à sua dimensão, até 

1µm, desta forma, partículas menores que 1µm são consideradas nanoestruturas 

(BOVERHOF et al., 2015). 

As nanopartículas metálicas possuem características próprias se comparadas a 

partículas macro, como por exemplo, a ampla disponibilidade, funcionalidade e 

biocompatibilidade, que associado ao menor tamanho e a maior superfície de contato, 

permite melhor interação com outras moléculas de interesse (KUMARI; SOBHA, 2013; 

PARVEEN; MISRA; SAHOO, 2012). Um material magnético como o ferro, por 

exemplo, pode não se comportar como um ímã se preparado sob a forma de 

nanopartículas. Por outro lado, as nanopartículas de sílica na forma esférica presentes em 

um material, apesar de incolores e não metálicas, se assumirem arranjos cristalinos, 

podem difratar a luz visível tornando-se um material colorido (TOMA, 2004; TANSIL; 

GAO, 2006). 

As partículas de tamanho nanométrico têm gerado grande interesse por 

apresentarem propriedades físicas, químicas e biológicas únicas, em comparação a outras 

partículas (YANG et al., 2010). Estas propriedades dependentes do tamanho, forma e 

morfologia, lhes permitem interagir com plantas, animais e microrganismos (SIDDIQI; 

HUSEN, 2016). Dentre as interações com o meio externo, estão as propriedades 

antimicrobiana, que possuem a capacidade de interagir com membranas celulares 

rompendo a estrutura da parede celular (AHMAD et al., 2013; TROP et al., 2006). Essas 

interações e toxicidade são dependentes de alguns fatores como a composição química, 

dosagem, tamanho das partículas, o estado de agregação além da área da superfície e o 
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recobrimento das nanopartículas, que moldarão sua interação com o meio externo 

(GRASSIAN, 2008; THAKKAR; MHATRE; PARIKH, 2010). 

As nanopartículas metálicas são muito estudadas, destacando-se principalmente 

as de prata, ouro, paládio e platina devido a vasta aplicação em setores associados à 

eletroquímica, medicina, cosmética, fármacos e alimentos. As nanopartículas de prata 

(AgNPs) funcionam como compostos antimicrobianos, que induzem a produção de 

espécies reativas de oxigênio, por exemplo (DEEPAK et al., 2011; DERBALAH; 

ELKOT; HAMZA, 2011; SIDDIQI; HUSEN; RAO, 2018). 

 

2.4. Nanopartículas de prata 

As nanopartículas de prata são constituídas por agregados de átomos de prata, 

variando de diâmetro e que apresentam diferenças em relação às propriedades da prata 

metálica. Dentre as propriedades, possuem ações biológicas importantes, como exemplo, 

a atividade antifúngica contra Cladosporium cladosporoides, Aspergillus niger, Candida 

albicans (KIM et al., 2009), Rhizopus sp., e Aspergillus sp. (MEDDA et al., 2015) além 

da ação contra Staphylococcus aureus e Escherichia coli, por exemplo (MOHAN et al., 

2014). 

As suspensões de AgNPs são conhecidas por apresentarem um alto pico de 

absorção de radiação nos comprimentos de onda entre 400-670 nm, tal fenômeno é 

decorrente da sua ressonância plasmônica de superfície (OLIVEIRA, 2005). Esse pico de 

absorção acontece quando a frequência do campo magnético das partículas se torna 

ressonante com o movimento eletrônico. Devido a isso, é observada uma variação de cor 

característica em uma solução dispersa de AgNPs, indo do marrom avermelhado ao 

marrom escuro, proveniente do tamanho das NPs produzidas e da composição do meio 

em que elas estão dispersas (ALBERNAZ, 2014). 

Desde tempos antigos, o uso de nanopartículas de prata como agente 

antimicrobiano vem sendo utilizado, quando a água e o vinho, por exemplo, eram 

estocados em vasos de prata, evitando, assim, sua contaminação e deterioração (SILVER, 

S.; PHUNG; SILVER, G., 2006; WANG et al., 2005). No século XVII, o íon da prata era 

utilizado para curar úlceras e feridas crônicas, terapia esta, que provavelmente se originou 

na idade média (KLASSEN, 2000). 
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Na antiguidade, a prata era usada como agente antimicrobiano no tratamento de 

queimaduras e como agente terapêutico contra patologias causadas por bactérias. Em 

geral, ela possui uma vantagem em relação a outras classes de antibióticos, devido ao fato 

de os microrganismos serem pouco resistentes a este metal (SILVER S., 2003). Devido a 

crescente resistência bacteriana à maioria dos antibióticos comerciais, surgiu a 

necessidade da elaboração de novos compostos e tecnologias associados no combate a 

microrganismos, o que impulsionou a utilização das nanopartículas de prata (AgNP) 

(CHOPRA, 2007; ANTUNES et al., 2013). 

Estudos revelam que o mecanismo de ação antimicrobiano das AgNPs está 

associado a liberação dos íons metálicos pelas AgNPs que reagem com os grupos tiol e 

sulfidrila presentes nas proteínas dos microrganismos (RAI; YADAV; GADE, 2009; 

ANDRADE, 2013). Elas são capazes de invadir as células, ao interagir com ligações 

dissulfeto de glicoproteínas e proteínas de microrganismos tais como vírus, bactérias e 

fungos, sendo nociva às proteínas, e consequentemente afetando negativamente o DNA 

(dificulta sua replicação) e o RNA (impossibilita sua transcrição) (LARA et al., 2011). 

Tais fatos decorrem da alta afinidade da prata com os elementos enxofre e fósforo. A 

membrana celular, assim como muitas proteínas, é rica em enxofre, enquanto o DNA é 

rico em fósforo. Estas modificações nas estruturas prejudicam os processos celulares que 

podem ocasionar sua morte celular (MORONES, 2005; SHARMA, 2009). Quando as 

AgNPs penetram o interior celular, os íons de prata liberados provocam a desnaturação 

do DNA, que impede a divisão celular além de inativar enzimas da cadeia respiratória, o 

que provoca um aumento na produção de radicais livre e grandes quantidades de espécies 

reativas de oxigênio (ROS), que levam a indução apoptótica e consequentemente a morte 

celular (RAI et al., 2009; KON, K., RAI, M., 2013). 
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Figura 3. Interação de AgNPs com a célula. Ao chegar na membrana plasmática, as nanopartículas podem 

penetrar o interior da célula por difusão simples ou por endocitose, isso permite o transporte das NPs do 

meio extra para o intracelular. Uma vez no meio intracelular, a tendência é que as NPs se decomponham 

em Ag+, que são muito mais tóxicos para a célula. Atuam reduzindo o teor de ATP das células, causando 

danos na mitocôndria e aumento das espécies reativas de oxigênio (ROS). No núcleo, as nanopartículas 

podem provocar danos no DNA, como aberrações cromossômicas. Além de interferir no ciclo celular, 

possivelmente devido ao reparo do DNA modificado, ou de forma irreversível, o que leva à apoptose. 

FONTE: ASHARANI et.al. 2008 apud SOUSA, E., 2018. 

 

2.4.1. Rotas de síntese 

A primeira síntese documentada de nanopartículas metálicas foi descrita por 

Faraday, desde então inúmeras rotas de síntese têm surgido em busca de uma melhor 

dispersão de partículas, novas estruturas e reagentes, além de rotas menos nocivas ao 

meio ambiente. (EDWARDS; THOMAS, 2007).  

A síntese de nanopartículas de prata pode ser realizada por diferentes métodos, 

como físico, químico e biológico. O método de redução química é um dos métodos mais 

frequentemente utilizados para a síntese de AgNPs que permite um melhor controle do 

tamanho das NPs. Nesta técnica, é utilizado um agente redutor forte para produzir 

partículas pequenas de prata, como por exemplo, o hidreto de boro, o citrato e o ácido 

ascórbico (MARAMBIO-JONES; HOEK, 2010; PANACEK, et al., 2006). Para que elas 

se mantenham estáveis e não se agreguem, é essencial a presença de uma camada 

estabilizante. Grupos poliméricos são empregados nessa etapa tais como o dodecil sulfato 

de sódio (SDS), a polivinilpirrolidona (PVP) e o citrato tri-sódico, a fim de evitar a 



36 
 

 
 

aglomeração da solução coloidal de AgNPs, que pode resultar na alteração das suas 

propriedades iniciais (KHAN; MUKHERJEE; CHANDRASEKARAN, 2011). 

Um dos primeiros e principais métodos de síntese consiste na redução das 

partículas pelo íon citrato (TUKEVITCH et al., 1951). Apesar de continuar a ser utilizada, 

alternativas estão sendo desenvolvidas, já que este método é sensível a variação de pH, 

presença de materiais orgânicos e força iônica do meio, sendo um método a redução por 

Brust-Schiffrin, em que o boro-hidreto de sódio é usado como agente redutor, conforme 

a reação abaixo (BRUST et al., 1994). 

 

AgNO3 + NaBH4             Ag + ½ H2 + ½ B2H6 + NaNO3 

 

Essa síntese foi modificada e grupos tióis têm sido empregados substituindo o 

boro-hidreto de sódio por brometo de amônio, aumentando a estabilidade da dispersão. O 

aperfeiçoamento deste método tem sido investigado visto que a utilização de grupos tióis 

apresentam limitações, como a necessidade de reagentes compatíveis com o estabilizante 

(AHAMED et al., 2008).  

A síntese de nanopartículas por meios físicos tem sido realizada por energia 

térmica, fotorredução, irradiação de micro-ondas, além da deposição a vácuo, ablação a 

laser, sol-gel, co-precipitação, impregnação, deposição a vapor e eletrodeposição. Esses 

métodos possuem algumas vantagens, como a velocidade de síntese, a radiação usada 

como agente redutor e não uso de substâncias químicas perigosas envolvidas. Entretanto, 

entre as desvantagens incluem o baixo rendimento, alto consumo de energia, 

contaminação por solventes e falta de distribuição uniforme (EL-NOUR et al., 2010; 

ELSUPIKHE et al., 2015). 

Os métodos físicos e químicos são comumente agressivos ao meio ambiente, por 

usar soluções e metodologias que usualmente geram resíduos tóxicos e demandam alto 

gasto de energia (RAI; YADAV, 2013). O uso de produtos químicos tóxicos gera ainda 

mais preocupação, pois podem se depositar na superfície das nanopartículas. Neste 

contexto, há uma necessidade cada vez maior no desenvolvimento de protocolos de 

síntese que sejam limpos, e produzam nanopartículas biocompatíveis. Os métodos que se 

aproximam desses princípios são incluídos numa classe conhecida como “síntese verde” 

(NARAYANAN; SAKTHIVEL, 2010). 
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2.4.2. Síntese verde de nanopartículas de prata 

A síntese verde de nanopartículas representa um avanço em relação a outros 

métodos, geralmente envolve organismos não patogênicos, não usa reagentes químicos 

tóxicos e pode produzir quantidades grandes de nanopartículas. A combinação de síntese 

de nanopartículas mediada pelo uso de organismos é chamada de síntese biológica. Os 

seres humanos, assim como outros organismos biológicos, são capazes de produzir e 

interagir com nanopartículas (BUZEA et al., 2007).  

O método de síntese biológico representa um avanço sobre os demais, por ser 

barato e utilizar tecnologia limpa. Trata-se de uma alternativa viável para exploração da 

síntese de nanomateriais com propriedades ópticas, químicas, eletrônicas e 

antimicrobianas únicas (DAR; INGLE; RAI, 2013; DHANASEKARAN et al., 2011).  

Organismos como bactérias e fungos são muito utilizados na produção de nanopartículas 

graças a sua facilidade de cultivo (THAKKAR; MHATRE; PARIKH, 2010). 

Na síntese de nanopartículas essencialmente química, três componentes principais 

são requeridos: um sal de prata (geralmente AgNO3); um agente redutor responsável pela 

transformação química do íon prata (geralmente boro-hidreto de sódio) e um agente 

estabilizador, usado para controlar o crescimento das nanopartículas, prevenindo sua 

agregação (geralmente polivinilpirrolidona) (SI, G. et al., 2011). Entretanto, pela síntese 

oriunda de microrganismos, o agente redutor e o estabilizador são substituídos por 

moléculas produzidas pelo próprio microrganismo (LEDWITH; WHELAN; KELLY, 

2007). 

A primeira síntese de AgNPs com a utilização de bactérias aconteceu em 2000; 

AgNPs com tamanho inferior a 200 nm foram sintetizadas a partir do organismo 

Pseudomonas stutzeri. Em 2008, foi realizada a biossíntese de nanocristais de prata com 

o uso de Bacillus licheniformis, em que a adição de solução aquosa de íons prata em 

contato com a biomassa bacteriana promoveu a redução desses íons e a formação de 

AgNPs (GHORBANI et al., 2011). Em 2001, o uso de fungos do gênero Verticillium 

representou um novo método biológico de síntese de nanopartículas de prata, em que a 

interação entre o fungo e os íons prata, em solução aquosa, resultou na redução 

intracelular dos íons Ag+ e a formação de nanopartículas com dimensões entre 13 e 37 

nm. A redução dos íons prata ocorre por um processo enzimático, demonstrado por Duran 

e colaboradores ao produzir nanopartículas metálicas, via síntese extracelular, com a 

utilização de fungos Fusarium oxysporum (DURÁN et al., 2015). 
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A síntese de nanopartículas é uma forma de resposta de defesa do microrganismo 

à toxicidade do material em seu estado de origem (KLAUS-JOERGER et al., 2001). Por 

exemplo, boa parte dos metais são tóxicos, e a redução no interior da célula com a 

formação de complexos insolúveis em água, é um mecanismo desenvolvido para diminuir 

a toxicidade do metal. A síntese biológica pode ser influenciada por fatores como: 

temperatura de cultivo, pH, substratos utilizados na síntese, osmolaridade, entre outros. 

Diversos microrganismos são capazes de sintetizar nanopartículas no meio intracelular 

ou no meio extracelular, após excreção de enzimas redutoras; outros, ainda, podem 

realizar ambos os processos (RAI; DURAN, 2011). 

Dentre os sistemas biológicos usados na produção de nanopartículas de prata, os 

fungos apresentam vantagens em relação a bactérias e plantas. A secreção extracelular 

das proteínas que atuam na síntese de nanopartículas é uma característica vantajosa dos 

fungos, considerando que o cultivo processamento do micélio são mais simples e 

adaptáveis em comparação com fermentações bacterianas, que necessitam de 

equipamentos sofisticados. Além disso, há uma alta secreção do composto relacionado à 

síntese em “nano fábricas” de fungos, o que aumenta significativamente a produtividade 

de nanopartículas (SASTRY et al., 2003; HULKOTI; TARANATH, 2014). 

 

2.4.3. Biossíntese de nanopartículas de prata por fungos 

A biossíntese de nanopartículas metálicas por fungos apresenta vantagem devido 

ao fato destes metais apresentarem-se monodispersos com diferentes composições 

químicas, tamanhos variados e dimensões bem definidas. Quando biossintetizadas 

intracelularmente, são menores quando comparadas com as nanopartículas de pratas 

produzidas extracelularmente (HULKOTI; TARANATH, 2014).  

As nanopartículas de prata apresentam um melhor rendimento na produção por 

fungos em comparação com bactérias, e um dos fatores é a presença de enzimas 

específicas nos fungos que ajudam a redução dos íons de prata. Dentre elas, a presença 

de nitrato redutase dependente de α-NADPH e uma proteína fitoquelatina como agente 

estabilizador, forma nanopartículas com tamanho variando entre 10 e 25 nm (KUMAR, 

S. A et al., 2007). 

Dentre as vias sugeridas para a síntese de nanopartículas através de fungos, estão 

duas etapas: Na primeira, está a interação eletrostática entre grupos COO − presentes nas 

enzimas da parede celular do micélio e os íons Ag+, o que leva à absorção de íons de prata 
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carregados positivamente pela superfície da célula fúngica. A segunda etapa é a redução 

dos íons Ag + pelas enzimas presentes na parede celular, seguida pela geração de núcleos 

de prata, que eventualmente formam as AgNPs (MUKHERJEE et al., 2001).  

A produção extracelular de AgNPs de alguns fungos é mediada por nitrato 

redutase, entretanto, apenas a presença dessa enzima não é suficiente, sendo necessária a 

participação de uma cadeia transportadora de elétrons para redução dos íons de prata. Tal 

mecanismo foi proposto em 2005, conforme demonstrado no esquema abaixo (DURÁN 

et al., 2005). 

 

Figura 4. Mecanismo da biossíntese de nanopartículas de prata por intermédio de nitrato redutase e cadeia 

transportadora de elétrons. FONTE: Adaptado de DURÁN et al., 2005. 

 

O uso de agentes biológicos como os fungos para levar à formação de NPs é uma 

estratégia moderna de biossíntese racional, sendo uma alternativa para os métodos físicos 

e químicos. Diversas espécies fúngicas podem ser utilizadas na biossíntese, fungos do 

gênero Cladosporium, Fusarium, Trichoderma, Penicillium, Aspergillus, entre outros, 

por exemplo, são capazes de produzir grandes quantidades de enzimas extracelulares. 

Além da redução mediada por nitrato redutases, é necessária a secreção de aminoácidos, 

peptídeos e proteínas que se liguem às nanopartículas para promover a formação de 

compostos estáveis e monodispersos. Nesta condição, os grupos carbonila dos 

aminoácidos, por exemplo, podem se ligar fortemente à prata e revestir as nanopartículas 

impedindo a sua aglomeração, formando um capping proteico ao redor das 
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nanopartículas, aumentando sua biocompatibilidade, estabilidade, além de diminuir sua 

toxicidade (DURÁN et al., 2011; GUILGER-CASAGRANDE, M. et al., 2019). 

 
 

Figura 5. Mecanismo que mostra o papel das proteínas extracelulares na síntese de nanopartículas de prata. 

FONTE: Adaptado de JAIN et al. (2010). 

 

2.4.4. Trichoderma reesei na produção de nanopartículas 

O gênero Trichoderma contém espécies que apresentam importância econômica 

devido à sua grande produção de enzimas industriais e antibióticos, além da sua 

capacidade de agir como agentes de controle biológico contra patógenos. O Trichoderma 

reesei é conhecido por seu alto crescimento, facilidade de manuseio na produção em larga 

escala e pouca exigência para procedimentos de produção (SIVASITHAMPARAM; 

GHISALBERTI, 1998; BISCHOF, R.H.; RAMONI J.; SEIBOTH B., 2016).    

Na síntese biológica de nanopartículas de prata, o micélio é exposto à solução de 

sal metálico (nitrato de prata), que leva o fungo a produzir enzimas e metabólitos para 

sua própria sobrevivência, devido à toxicidade natural do metal. Nesse processo, os íons 

de prata são reduzidos às nanopartículas metálicas através do efeito catalítico da enzima 

extracelular e metabólitos produzidos pelo fungo (DAS; MARSILI, 2010; VAHABI, 

MANSOORI, KARIMI, 2011). 

A presença de hidrogenases e redutases em fungos como Fusarium oxysporum, T. 

reesei e T. viride, em suspensões de células lavadas, cultivadas aerobiamente ou 

anacronicamente em um meio com glicose e sais, mostraram-se essenciais para a redução 

do ferro férrico (OTTOW, KLOPOTEK, 1969). Muitos fungos que apresentam essas 

propriedades, em geral, são capazes de reduzir Au (ouro) ou Ag (prata) (LLOYD, 2003) 
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Além disso, foram relatadas que enzimas extracelulares, várias naftoquinonas (BELL et 

al., 2003) e antraquinonas (BAKER; TATUM, 1998) com excelente propriedade de 

redução, em Fusarium oxysporum, poderiam atuar como transporte de elétrons em 

reduções de metais (KUMAR, C.; MCLENDON, 1997). 

A formação de AgNPs, assim como suas propriedades (tamanho e forma) depende 

de diferentes parâmetros, como a concentração do sal de prata, pH, tempo de reação, 

temperatura, além de condições de transferência de massa (VERMA; KHARWAR; 

GANGE, 2010).  O Trichoderma reesei é bem conhecido por sua alta produção de enzima 

extracelular, até 100 g/L (OKSANEN et al., 2000), quantidade superior em comparação 

a outros fungos. Também produz uma grande variedade de metabólitos, sendo o melhor 

fungo celulolítico usado em estudos (DURAND; CLANET; TIRABY, 1988; BISCHOF, 

R.H.; RAMONI J.; SEIBOTH B., 2016). É amplamente utilizado para a transformação 

de genes em larga escala e outras indústrias que lidam com a superexpressão de enzimas 

extracelulares (ARCHER; JEENES, MACKENZIE, 1994), sendo agora também 

explorado na redução de sais de prata em nanopartículas biotecnologicamente. 

 

2.4.5. Mecanismo antiviral das nanopartículas de prata 

As AgNPs podem atuar em vários alvos no vírus e inibir sua replicação. 

Comparado a outros antivirais convencionais, há menos chance de desenvolver 

resistência. O principal mecanismo antiviral das AgNPs é através da inibição da ligação 

entre o vírus e a célula hospedeira (MORI et al., 2013; MORRIS et al., 2019).   

A infecção viral acontece a partir da adesão do vírus aos receptores do hospedeiro, 

seguida de penetração, replicação e brotamento. As principais estratégias dos mecanismos 

antivirais são através do bloqueio da fixação viral nos receptores do hospedeiro (efeito 

profilático), e inibir a replicação e brotamento viral (efeito terapêutico) (DU et al., 2018; 

GALDIERO et al., 2011; KHANDELWAL et al., 2014;). Estudos indicam que as AgNPs 

podem atuar sendo inibidores da entrada viral, bloqueadores de glicoproteína (gp120), 

inibidores da síntese de RNA viral e do brotamento viral, além da competição com vírus 

para se ligar à célula através do sulfato de heparam (BARAM-PINTO et al., 2009; DU et 

al., 2018; ELECHIGUERRA et al., 2005; MORI et al., 2013; SPESHOCK et al., 2010; 

MORRIS et al., 2019). 
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Testes de citotoxicidade mitocondrial e integridade da membrana plasmática 

indicaram que AgNPs não afetaram a viabilidade da célula, além de exibir capacidade de 

ativar macrófagos, induzindo a produção de genes estimuladores de interferon (IFN) 

ativados (ISG-20, ISG-54) e citocinas pró-inflamatórias, como interleucina (IL-6, IL-8) 

(CASTILLO et al., 2008; DU et al., 2018; LUO; CHANG; LIN, 2015; MORRIS et al., 

2019). A eficácia das AgNPs frente a diversos vírus foi demonstrada em estudos, como 

por exemplo, o vírus da imunodeficiência humana tipo 1 (HIV-1), vírus Herpes simplex 

tipo 1 (HSV-1), vírus da diarreia epidêmica suína (PEDV), que é um vírus pertencente à 

família dos Coronavírus, vírus Tacaribe (TCRV), além de vírus respiratórios, como 

adenovírus, parainfluenza e influenza (H1N1, H3N2) (BARAM-PINTO et al., 2009; DU 

et al., 2018; ELECHIGUERRA et al., 2005; MORRIS et al., 2019; SPESHOCK et al., 

2010; XIANG et al., 2013).  

Através de experimentos realizados in vitro e in vivo, foi demonstrado o potencial 

de redução das AgNPs frente a replicação do vírus sincicial respiratório (RSV), além da 

produção de citocinas pró-inflamatórias nos pulmões dos camundongos e em linhagens 

de células epiteliais (MORRIS et al., 2019). 

De acordo com Galdiero et al. 2011, as AgNPs se ligam à membrana da 

glicoproteína spike (S) por meio de ligações dissulfeto, devido à sua afinidade química 

pelo enxofre, essa interação dificulta a internalização do vírus nas células ao inibir a 

interação entre a glicoproteína e seu receptor específico. A absorção celular de AgNPs 

ocorre através dos processos de endocitose e macropinocitose. Uma vez dentro da célula, 

as AgNPs inibem a capacidade de replicação do vírus (GALDIERO et al., 2011 ). 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7995207/#wnan1707-bib-0042
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Figura 6. Esquema representativo dos potenciais mecanismos de ação das AgNPs frente a partículas virais. 

As nanopartículas de prata podem atuar no meio extracelular impedindo a ligação do SARS-CoV-2 com a 

proteína ACE-2, ou no meio intracelular dificultando a replicação do RNA viral e a saída do vírus da célula. 

FONTE: MISIRLI et al., 2022 
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3. OBJETIVOS 

 

3.1. OBJETIVO GERAL 

 

O objetivo geral do trabalho é a produção de nanopartículas de prata por síntese biológica 

(AgNPs) usando o fungo Trichoderma reesei, e estudo seu potencial antimicrobiano a 

doença pandêmica COVID-19. 

 

3.2.OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

• Produzir de AgNPs; 

• Caracterizar as nanopartículas de prata produzidas pelo fungo Trichoderma reesei; 

• Avaliar a citotoxicidade das nanopartículas de prata em ensaios in vitro usando células 

de adenocarcinoma de pulmão Calu-3; 

• Investigar o potencial das AgNPs sobre o efeito citopático causado por SARS-CoV-

2; 

• Investigar o efeito no inflamassoma das células infectadas por SARS-CoV-2; 

• Investigar o potencial de ação das AgNPs em modelo animal de COVID-19; 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

4.1. Organismos e linhagens celulares utilizados 

I. Linhagem Trichoderma reesei QM9414 proveniente do estoque particular do 

Laboratório de Biotecnologia Molecular (LBM) FMRP, USP; 

II. Linhagem celular Calu-3 (ATCC: HTB-55) obtidas do Banco de Células do Rio de 

Janeiro (http://bcrj.org.br/celula/Calu-3-Lung-Adenocarcinoma-Human), inicialmente 

crio-preservadas em 95% de meio soro fetal bovino (FBS) e 5% de DMSO; 

III. Linhagem de células Vero-E6 (ATCC: CCL-81-VHG) obtidas do Banco de Células 

do Rio de Janeiro (https://bcrj.org.br/celula/0245), inicialmente crio-preservadas em 95% 

de meio soro fetal bovino (FBS) e 5% de DMSO; 

IV. O SARS-CoV-2 Brasil/SPBR-02/2020 foi gentilmente cedido pelo Prof. Edison Luiz 

Durigon (ICB-USP, São Paulo). Os estoques de vírus foram feitos em células Vero-E6. 

A titulação do vírus foi feita por diluições seriadas de 10 vezes inoculadas em 

monocamadas quadruplicadas de células Vero-E6 e incubadas a 37ºC em 5% de CO2. 

Todos os experimentos in vivo SARS-CoV-2 foram feitos em um laboratório de 

biossegurança nível 3 (BSL-3) localizado no Centro de Pesquisa de Vírus da 

Universidade de São Paulo em Ribeirão Preto. Os experimentos in vitro, envolvendo o 

SARS-CoV-2 foram realizados em um laboratório de biossegurança nível 2 (BSL-2), 

parte integrante do Laboratório de Imunologia e Inflamação Pulmonar Universidade de 

São Paulo em Ribeirão Preto. 

V. Camundongos Wild-type C57BL/6 e camundongos transgênicos para expressão do 

gene ACE2, K18-hAce2 

 

4.2. Meios de cultura utilizados 
 

I. Meio Maltose-dextrose ágar (MEX) 

Extrato de malte 3% (p/v) 

Ágar-Ágar 2% (p/v) 

II. Meio Batata-dextrose broth 

26,5 gramas do meio (CAT: K25-1261- Kasvi) para cada litro de água 

http://bcrj.org.br/celula/Calu-3-Lung-Adenocarcinoma-Human
https://bcrj.org.br/celula/0245
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III. Meio Mendels-Andreotti 

I. Solução mineral (500mL) – 50% 

- 2,8 g/L (NH4)2 SO4 

- 4 g/L KH2PO 4 

- 0,6 g/L MgSO4 . 7 H2O 

- 0,8 g/L CaCl2 . 2 H2O 

II. Tampão Citrato-Fosfato 0,1M pH 5 (480mL) – 48% 

- 0,2M Na2 HPO4 (PM: 141,96 g/mol) 

- Adicionar ácido cítrico 2M até atingir o pH 5 

III. Solução de elementos traços 50X (20mL) – 2% 

- 250 mg/L FeSO4 . 7 H2O 

- 85 mg/L MnSO4 . H2O 

- 70 mg/L ZnSO4 . 7H2O 

- 100 mg/L CoCl2 . 2H2O 

- Ajustar o pH para 2 com H2SO4 

Preparar as soluções 1, 2 e 3 separadamente e acrescentar 1 g/L de peptona bacteriológica 

e 0,3 g/L de ureia. Misturar as 3 soluções e adicionar a fonte de carbono (glicerol) 2% 

(p/v). 

IV. Meio DEMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) completo para Calu-3  

Meio DMEM (#11885-084, Gibco) completo contendo 20% de soro fetal bovino 

(#12657-029, Gibco) , 1% de Antibiótico/Antimicótico (#15-240 Gibco) , 1% de 

aminoácidos não essenciais (#M7145 Sigma). 

V. Meio RPMI 5% 

Meio RPMI 1640 (#11875093, Gibco) suplementado com 5% de soro fetal 

bovino. É um meio que contém biotina, vitamina B 12 e PABA, que não são encontrados 

no Dulbecco's Modified Eagle Medium (DEMEM). 
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4.3. Produção de bio-nanopartículas de prata (AgNPs) 

4.3.1. Crescimento e manutenção do fungo  

O fungo Trichoderma reesei (QM9414) foi cultivado em placa de Petri contendo 

meio de cultura MEX-ágar, constituído de 3% de maltose e 2% de ágar. O cultivo foi 

mantido em estufa a uma temperatura de 30˚C, até crescimento e esporulação, que ocorre 

de 7 a 10 dias. Após esse período, para estimular o crescimento a formação de micélios, 

os esporos foram raspados das placas de meio MEX-ágar e adicionados a uma suspensão 

salina (NaCl 0,8% (p/v); Tween 80 0,05% (v/v)) (108 esporos/mL), o qual foi submetido 

a uma filtragem com lã de vidro, e posteriormente adicionado em erlenmeyers de 1 litro, 

contendo 200 mL de meio Mendels-Andreotti, suplementado com 1% de glicerol, 

mantendo-se sob a agitação de 200 rpm (rotações por minuto) durante 24 horas. 

 

4.3.2. Cultivo do fungo em condições limitantes para estimular a produção de 

proteínas  

Os micélios do fungo previamente crescidos em meio Mendels-Andreotti foram 

coletados e inoculados em um volume de 100 mL em de meio de batata-dextrose broth, 

no qual foi mantido em repouso (condição com baixo teor de oxigênio) em estufa à 30˚C, 

por 7 dias. Em condição de baixa concentração de oxigênio (hipóxia), Trichoderma reesei 

passa a produzir enzimas capazes de produzir nanopartículas de prata. 

 

4.3.3. Produção de nanopartículas de prata usando sal nitrato de prata (AgNO3) 

O sobrenadante contendo as proteínas e metabólitos do fungo foi separado do 

micélio por miracloth autoclavado. A biossíntese da prata ocorre pela mistura, em 

ernlenmeyer de cor âmbar, do sobrenante do cultivo (volume variável dependendo da 

quantidade a ser produzida – foi usado em cada erlenmeyer 50 mL) e de uma solução 

aquosa de nitrato de prata (AgNO3) (mesmo volume – 50mL), na concentração de 1 mM.  

Após a mistura, o pH da mistura foi ajustado a 8.5 usando NaOH. Após isso, foi feita uma 

filtração usando filtros 0,22µm. A mistura foi então mantida no escuro a 40˚C sob rotação 

de 200 rpm. Conforme a nanopartícula é produzida observa-se que a coloração da solução 

muda de amarelada, para caramelo escuro a cinza escuro, em um período utilizado de 10 

dias, sendo que a biossíntese já é detectada com 24 horas. 
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4.3.4. Caracterização das nanopartículas de prata produzidas 

a) Determinação da concentração das nanopartículas produzidas 

A concentração das amostras produzidas foi validada através de uma curva padrão 

construída utilizando nanopartículas de prata de tamanho e concentração conhecidos 

(Sigma-Aldrich, #MKCK5339), de 20 nm de diâmetro, na concentração estoque de 0,02 

mg/mL, dispersas em solução tampão.  

A curva foi determinada utilizando concentrações de 0,02; 0,01; 0,005; 0,0025; 

0,00125 mg/mL. 

 

b) Análise da curva de absorbância 

Ao longo do período de produção das nanopartículas, 10 dias, foram aliquotadas 

amostras a cada 2 dias para medir absorbância em espectrofotômetro, para avaliar o perfil 

de achatamento da curva para pico de absorbância à medida que passavam os dias de 

síntese. Para a medida, a suspensão de partículas foi diluída na proporção 1:1, utilizando-

se 50 µl das amostras e 50 µl do controle negativo (meio de cultivo batata-broth). As 

análises foram feitas em forma de varredura (300 nm a 1000 nm) em placa de 96 poços, 

com volume total de 100 µl, lida em espectrofotômetro.  

 

c) Espalhamento de luz dinâmico (DLS) e potencial Zeta 

As medidas foram realizadas utilizando o aparelho ZetaSizer Nano ZS. A 

metodologia de espalhamento de luz dinâmico (Dinamic Light Scattering- DLS) permite 

determinar o diâmetro hidrodinâmico das partículas em suspensão através do 

espalhamento de luz provocado pelo movimento Browniano das partículas. As medidas 

foram realizadas utilizando o aparelho Zeta Sizer ZN (Malvern Instruments Ltd., 2004a). 

Essa metodologia também oferece informações sobre a distribuição de populações 

de nanopartículas de tamanhos diferentes, analisadas por meio da determinação do índice 

de polidispersividade (PdI). O PdI se refere à variedade do tamanho da amostra em 

relação à sua distribuição por intensidade (Malvern Instruments Ltd., 2004b). Esse valor 

varia de 0 a 1 e, quanto menor, mais monodispersa e, consequentemente, menos 

populações diferentes dispersas na amostra. Foi determinada também a carga de 

superfície das partículas por meio do potencial Zeta de superfície, valor esse, referente à 

carga da bicamada elétrica ao redor da partícula sendo, então, um indicativo da 
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estabilidade coloidal. Quanto maior o valor das cargas, em módulo, maior a repulsão 

eletrostática entre as partículas e menor o estado de agregação. 

Os valores medidos no DLS são sensíveis a variação dos fatores de temperatura, 

pH e concentração de eletrólitos na solução. Por esse motivo, todas as medidas foram 

feitas de forma padronizada, utilizando 1 mL de amostra colocadas em cubeta de vidro 

transparente própria do aparelho. As amostras foram analisadas em triplicata, com 

número de medidas automático, ângulo de espalhamento fixado em 173° e temperatura a 

25°C, com estabilização da temperatura antes das medições. Para as medições, as 

amostras foram diluídas na proporção 1:1. Os dados foram analisados utilizando o 

software do equipamento (Malvern Instruments Ltd., 2004b). 

 

d) Microscopia eletrônica de transmissão (MET) e microscopia eletrônica 

de varredura (MEV)  

Para Microscopia Eletrônica de Transmissão (MET), 10 µL das amostras foram 

fixados em fixador de Karnovsky (2,5% glutaraldeído, 2% paraformaldeído a 0,1 M, pH 

7,2, tampão cacodilato) por 2 horas. A pós-fixação ocorreu em 1% de tetróxido de ósmio 

no mesmo tampão por 1 hora e, em seguida, corado em bloco com 0,5% de acetato de 

uranila aquoso, desidratado em acetona e incorporado em meio de Spurr de baixa 

viscosidade. As seções ultrafinas foram contrastadas com acetato de uranila/citrato de 

chumbo e observadas em um TEM Jeol 1011 a 80 kV (D.M.P. et al., 2014). 

A microscopia eletrônica de varredura (MEV) foi feita utilizando a mesma 

metodologia da MET. Para tal, foram utilizadas a linhagem de células Vero-E6 

(ATCC: CCL-81-VHG) e o vírus SARS-CoV-2 (Brasil/SPBR-02/2020). 

 

4.4. Cultura de células de adenocarcinoma de pulmão Calu-3 

Para cultivo, primeiramente o frasco contendo a solução estoque das células foi 

descongelado por agitação suave em banho-maria a 37˚C (aproximadamente 2 minutos). 

Após isso, o frasco foi removido do banho-maria assim que o conteúdo estivesse 

descongelado, e transferido para um tubo contendo 9,0 mL de meio de cultura DEMEM 

completo para que o agente crioprotetor DMSO (dimetilsulfóxido) não matasse as células. 

Em uma centrífuga, após rotação de 125 x g, de 5 a 7 minutos, o sobrenadante foi 

descartado e o pellet celular ressuspendido com meio completo. As células foram então 
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ser incubadas em frascos T-75, em atmosfera com 95% de oxigênio (O2) e 5% de dióxido 

de carbono (CO2) à temperatura de 37°C até que se observou confluência. 

Para subcultura, e uso em experimentos, o meio de cultura dos frascos foi 

removido e descartado, seguido de enxágue da camada de células com PBS (tampão 

fosfato-salino) desprovido de cálcio e magnésio, para remover os vestígios de soro fetal 

bovino que contém inibidor de tripsina. Então foi adicionado de 3,0 mL a 5,0 mL de 

solução de Trispina-EDTA 1X ao frasco, agitado e aguardado um tempo de 5 a 15 

minutos a 37ºC para que a camada de células estivesse dispersa. Para inativar a ação da 

Tripsina-EDTA, colocou-se um pouco de meio DEMEM completo. As células foram 

então coletadas com pipeta, e contadas em microcomputador automático para posteriores 

experimentos.  

 

4.4.1. Ensaio de citotoxicidade 

Foi realizado um ensaio de citotoxicidade, utilizando MTT (brometo de 3-(4,5-

dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazólio) para saber qual a concentração máxima de 

nanopartículas suportada pelas células de adenocarcinoma de pulmão. 

O teste do MTT mede os danos provocados por um agente no metabolismo celular 

de glicídeos, através da avaliação da atividade de desidrogenases mitocondriais. A 

viabilidade mitocondrial e sua viabilidade celular, é quantificada pela redução do MTT 

ao sal formazan, insolúvel, que tem a coloração roxa, pela atividade das enzimas 

desidrogenases. Dessa forma, a quantificação da redução do MTT a formazan é 

diretamente proporcional à atividade mitocondrial e à viabilidade celular (MOSMANN, 

1983). 

 

 

Figura 7. Reação de redução do MTT (um sal de coloração amarela e solúvel em água) a formazan (sal de 

coloração arroxeada e insolúvel em água). FONTE: MAGALHÃES, W. et al., 2018. 
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Para o ensaio de citotoxicidade, as células foram inicialmente plaqueadas em placa 

de 96 poços contendo 200 µl de meio DEMEM completo em cada poço, e células na 

quantificação de 1 x 105 células por poço, até a sua aderência na superfície da placa, 

durante 24 horas. Após isso, o meio foi retirado, e as células aderidas foram submetidas 

a tratamentos contendo nanopartículas em concentrações que variavam de 0,5 µg/mL a 

100 µg/mL diluídas em meio DEMEM completo, e permaneceu em estufa, em atmosfera 

com 95% de oxigênio (O2) e 5% de dióxido de carbono (CO2) à temperatura de 37°C 

durante 48 horas.  

Passado o período, o meio de cultura contendo as nanopartículas foi retirado, e 

colocado o MTT na concentração de 5mg/mL, previamente preparado e aliquotado, 

diluído em PBS. Foi utilizado 10 µl de MTT por poço, diluído em 200 µl de meio 

DEMEM completo. Após 2 horas, todo o meio foi retirado, e as células foram tratadas 

com 100 µl de DMSO por poço, para que rompesse a membrana celular das células e 

liberasse os cristais de formazan formados. Após isso, a placa foi submetida a leitura em 

espectrofotômetro, utilizando 540 nm de absorbância, para avaliar a taxa de 

sobrevivência.  

 

Figura 8. Delineamento experimental do ensaio de citotoxicidade em Calu-3. A concentração de AgNPs 

usada variou de 0,5 a 100 µg/mL. Para controle positivo foi utilizado apenas células sem AgNPs. Para 

controle negativo foi utilizado o meio de dispersão das AgNPs. FONTE: autor 

 

4.4.2. Ensaio de infecção de células Calu-3 com o vírus SARS-CoV-2, e tratamento 

com AgNPs 

As células Calu-3, na concentração de 1 x 105 células por poço, foram plaqueadas 

em placa de 96 poços contendo meio DEMEM (200 µl por poço) completo até sua 

completa aderência durante 24 horas. Após esse período, metade do volume de cada poço 

foi retirado e 3 grupos de ensaios foram delimitados conforme a figura 9, sendo o grupo 
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A submetido ao pré-tratamento com nanopartículas de 4 µg/mL e 8 µg/mL por 1 hora, 

antes da infecção viral; o grupo B submetido ao tratamento simultâneo de nanopartículas 

de 4µg/mL e 8 µg/mL, seguido da infecção viral; e o grupo C submetido primeiramente 

ao contato com o vírus durante 1 hora, e após esse período, suplementado com 

nanopartículas a 4µg/mL e 8 µg/mL, ambas concentrações diluídas em 100 µl de meio 

para que completasse o volume total de 200 µl por poço. 

Para controle foi utilizado apenas células na mesma concentração e o vírus SARS-

CoV-2, que inicialmente estava criopreservado em meio DEMEM sem soro fetal bovino, 

na concentração 0,2 x 105 vírus por poço, MOI 0,2, também sendo utilizada essa 

concentração viral em células em contato com AgNPs. 

Após 48 horas, foi realizado a técnica de MTT conforme descrito no ensaio de 

citotoxicidade.  

 

 

Figura 9. Esquema representativo do ensaio de infecção das células Calu-3 por SARS-CoV-2 e uso de 

AgNPs. Foram utilizados 3 esquemas de infecção e tratamento. Grupo A represente um pré-tratamento das 

células com AgNPs antes da infecção viral. Grupo B representa a infecção e tratamento com AgNPs de 

forma simultânea. Grupo C representa um pós-tratamento das células com AgNPs após a infecção com 

SARS-CoV-2. FONTE: autor 
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4.5. Análise in silico da interação entre o RBD da proteína S viral e as 

nanopartículas de prata 

 

As estruturas 3-D do receptor humano ACE-2 ligado ao RBD da proteína Spike 

viral para as variantes α, β, δ, γ, κ, ο e a linhagem parental (WT) foram obtidas a partir 

do banco de dados Protein Data Bank (PDB) (https://www.rcsb.org/) sob os códigos 

7EKF, 7VX4, 7W9I, 7V84, 7VX5, 7WPB e 6M0J, respectivamente. A nanopartícula de 

prata (AgNP) foi modelada pelo servidor Nanomaterial Modeler, da plataforma 

CHARMM-GUI (http://www.charmm-gui.org/?doc=input/nanomaterial) (JO et al., 

2008). Todas as estruturas 3-D foram submetidas à análise de docagem molecular 

(docking) pelo software Hex 8.0.0 (http://www.loria.fr/~ritchied/hex/) (GHOORAH et 

al., 2013), por meio das configurações padrões oferecidas no programa, com exceção dos 

alcances do receptor e ligante, os quais foram definidos como sendo de 45° para cada, 

uma vez que a área de interface entre os diversos RBD e o receptor ACE-2 já era 

conhecida experimentalmente. A mesma posição foi utilizada para a verificação da 

interação entre a proteína viral e a nanopartícula de prata. 

O processo de docagem foi validado por meio da metodologia de re-docagem (re-

docking), em triplicata, entre os variados RBDs e a proteína ACE-2, sendo avaliados os 

valores de RMSD obtidos a partir da sobreposição dos complexos obtidos pela docagem 

e seus respectivos originais recuperados experimentalmente do banco de dados PDB 

(SHIVANIKA et al., 2022; SHEN et al., 2021; ZHENG et al., 2022). A validação das 

energias de ligação obtidas pelo docking no software Hex 8.0.0 foi feita pela comparação 

com a energia de afinidade calculada no web-servidor PRODIGY 

(https://wenmr.science.uu.nl/prodigy/) (VANGONE; BONVIN, 2015; XUE et al., 2016; 

YUNTA, 2016). Os softwares Pymol (https://pymol.org/2/) e BIOVIA Discovery Studio 

Visualizer v21.1.0.20295 (https://www.3ds.com/products-services/biovia/) foram usados 

para a visualização e manipulação dos complexos formados, enquanto o pacote GraphPad 

Prism 8 (http://www.graphpad.com/) foi utilizado para a realização das análises 

estatísticas.  

 

4.6.  Infecção de monócitos humanos com SARS-CoV-2 e tratamento com AgNPs 

Inicialmente, foram isolados PBMCs (células mononucleares do sangue periférico 

humano) de indivíduos saudáveis através do método de separação celular por gradiente 

https://www.rcsb.org/
http://www.charmm-gui.org/?doc=input/nanomaterial
http://www.loria.fr/~ritchied/hex/
https://wenmr.science.uu.nl/prodigy/
https://pymol.org/2/
https://www.3ds.com/products-services/biovia/
http://www.graphpad.com/
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de densidade utilizando o Ficoll (Histopaque®-1077, Sigma). O anel de PBMCs foi 

separado, e marcado com beads anti-CD14+ (CD14+ microbeads human, Myltenil) que 

permitem a marcação apenas dos monócitos humanos. As células foram passadas em 

colunas para seleção positiva dos monócitos CD14+ que ficam retidos na coluna enquanto 

os linfócitos passam livremente.  As células CD14+ foram plaqueadas na concentração 

de 2x105 células por poço em placa de 48 poços, no volume final de 200µL por poço em 

meio RPMI 5% e incubadas overnight a 37 oC para a infecção no dia seguinte.  

No dia seguinte, o tratamento foi realizado seguindo os 3 grupos utilizados no 

ensaio de infecção de Calu-3, 1h antes da infecção com SARS-COV-2 (pré-tratamento), 

junto com a infecção (simultâneo) ou 1h após a adsorção do vírus (pós-tratamento). A 

concentração de partículas utilizada foi de 4ug/mL. Nas três formas de tratamento a 

partícula e o vírus foram deixados em cultura por 24 horas. A infecção foi realizada com 

SARS-CoV-2, MOI 5. Como controle de ativação do inflamassoma, foi utilizado a 

Nigericina na concentração de 10 µM. Após 24h de incubação, foi coletado o 

sobrenadante para dosagem de IL-1β por ELISA, caspase-1 por luminescência e LDH 

(CytoTox 96 Non-Radioactive Cytotoxicity Assay). 

 

4.7. Quantificação da carga viral de SARS-CoV-2 em células Vero 

As células Vero ccl-81 foram plaqueadas em placas de 24 poços seguido da 

infecção viral de SARS-COV-2, considerando MOI igual a 1. Em duplicata, o vírus foi 

adicionado em poços contendo apenas meio de infecção viral (DMEM 10% de SFB, 1% 

Antibiótico/Antimicótico, 2µg/ml de tripsina-TPCK) e em poços contendo o mesmo meio 

de infecção viral com adição de nanopartículas de prata (500 µg/ml). Após 1 horas de 

incubação em temperatura ambiente, sob leve agitação para otimizar a adsorção viral, o 

inoculo viral foi removido com três lavagens usando PBS 1x, e em seguida foi adicionado 

novamente o meio de infecção viral com e sem suplementação de nanopartículas de prata. 

As placas foram incubadas por 24h, em estufa com 95% de oxigênio (O2) e 5% de dióxido 

de carbono (CO2) à temperatura de 37°C. O sobrenadante dos poços infectados foram 

aliquotados em trizol para realizar a extração do RNA. Após a transcrição reversa 

utilizando primers randômicos, o cDNA obtido foi utilizado para amplificar o controle 

endógeno RNAse-P e o gene viral de interesse N1. Os resultados foram interpretados 

realizando o cálculo de ∆Ct. 
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4.8.  Ensaio de toxicidade das nanopartículas de prata in vivo 

No ensaio realizado in vivo foram utilizados animais wild-type com ao menos 8 

semanas de vida, de ambos os sexos. Os animais estavam mantidos em gaiolas com até 4 

animais, tratados com dieta a base de ração padronizada. Para os testes, os animais foram 

tratados com AgNPs em concentrações de 5 µg e 10 µg de nanopartículas administradas 

em 100 µl para cada animal, durante 7 dias. Para controle negativo, foram utilizados 

animais tratados apenas com 100 µl de água. Para controle da toxicidade, foi medido e 

acompanhado o peso dos animais ao longo do tempo experimental. 

 

4.9.  Ensaio in vivo de infecção viral usando SARS-CoV-2 e tratamento com AgNPs 

Nos testes realizados in vivo foram utilizados camundongos com ao menos 8 

semanas de vida, sendo camundongos de ambos os sexos, transgênicos que expressavam 

o gene para a proteína ACE2, e animais wild-type. A infecção dos animais utilizou 

concentração de vírus de 2 x 104 e 5 x 104 partículas virais/mL.    

Os animais tratados de forma intranasal, com nanopartículas nas concentrações de 

5 µg/mL e 25 µg/mL, tendo um pré-tratamento 30 minutos antes da infecção pelo vírus, 

e um tratamento após 30 minutos da infecção, nos quais foram aplicados 100 µl da 

solução de nanopartículas por animal. Foram realizados também testes com 

concentrações de nanopartículas a 5 mg/kg de animal, tratados via vaporização, utilizando 

1 mL de solução de nanopartículas. Para controle negativo, os animais foram apenas 

infectados com o vírus, sem tratamento. 

 Os animais foram avaliados quanto a perda de peso durante todos os dias pós-

infecção para avaliar a possível ação das nanopartículas em evitar essa perda. 
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Figura 10. Esquema representativo do teste in vivo de infecção viral com SARS-CoV-2 e tratamento com 

AgNPs. Foram realizados dois tratamentos, um com infecção e posterior aplicação de AgNPs e um com 

um pré-tratamento com AgNPs e posterior infecção com SARS-CoV-2. FONTE: autor 

 

4.10. Análises estatísticas 

Os testes de significância estatística foram realizados utilizando one-way 

ANOVA seguida de Unpaired t tests no software GraphPad Prism versão 8.0.1. Valores 

de p<0,05 foram considerados significativos. 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÕES 

5.1. T. reesei se mostrou um bom produtor de AgNPs 

a) Concentração das AgNPs 

Com base em um padrão de nanopartículas de prata comercial (Sigma-Aldrich, 

#MKCK5339), com tamanho conhecido de 20 nm de diâmetro e concentração de 0,02 

mg/mL, foi obtida uma curva padrão a partir de diferentes concentrações dessa 

nanopartícula (Figura 11). O maior pico de absorbância da nanopartícula comercial foi de 

395 nm. As nanopartículas de prata possuem picos de absorbância que variam de 370 a 

670 nm, qualquer absorbância entre esses valores, é característico da presença de prata. 

Com isso, a curva padrão para determinar a concentração de prata nas futuras 

nanopartículas produzidas biologicamente foi feita a partir da leitura em 

espectrofotômetro a 395 nm.  

 

Figura 11. Gráfico de concentração de prata em função da absorbância no comprimento de onda 395 nm.  

De acordo com a curva padrão obtida, as AgNPs produzidas biologicamente por 

T. reesei encontravam-se na concentração de 0,022 mg/mL ou 22 µg/mL. Esse valor foi 

utilizado em futuras diluições para aplicações experimentais. Tal concentração se 

assemelhou à concentração da nanopartícula comercial, sendo fator indicativo da eficácia 

do método de produção.  

 

 

Y= 39,215x + 0,024 

R2= 0,9935 



61 
 

 
 

b) Curva de absorbância UV-visível 

A biossíntese extracelular das nanopartículas de prata por intermédio do 

Trichoderma reesei envolve a biorredução de íons de prata no filtrado biológico. Segundo 

Link e El-Sayed (2003), a dispersão das nanopartículas de prata manifesta coloração 

marrom-amarelada devido à absorção de fótons associados à ressonância de plasma. Tal 

coloração pode ser vista na Figura 12. A origem da forte absorção de luz por 

nanopartículas metálicas está associada à oscilação de elétrons induzida por interação 

com o campo eletromagnético. O campo elétrico de uma onda leva a formação de um 

polo eletrônico em relação ao núcleo iônico da nanopartícula, criando uma diferença de 

carga na superfície da nanopartícula. Quando a frequência do campo eletromagnético se 

torna ressonante com o movimento dos elétrons, uma forte absorção dos elétrons é vista, 

originando a cor observada (LINK; EL-SAYED, 2003). 

 

Figura 12. Mudança de coloração representando o 1º dia (coloração clara) de contato do filtrado fúngico de 

T.reesei com AgNO3 e o 10º dia após a formação das nanopartículas (coloração amarronzada).  

 

A mudança na coloração da solução é a primeira evidência da formação das 

AgNPs, que se confirma através da espectroscopia UV-Vis (Ultravioleta-visível). Após 

adição de AgNO3 (1 mM) no filtrado fúngico obtido, passados os 7 dias sob condições de 

hipóxia, foram feitas análises ópticas por espectrofotômetro UV-Vis a cada 2 dias. O 

perfil de absorção de luz visível originou-se a partir do espectro de 300 a 1000 nanômetros 

(nm), conforme mostrado na Figura 13. Tem-se conhecimento que a prata em escala 

nanométrica tem o seu máximo de absorção variando de 370 a 670 nm (OLIVEIRA, 
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2005), entretanto, o intervalo mais citado na literatura está entre 400-430 nm para 

nanopartículas com formato esférico (GONZÁLES et al., 2014). 

 

Figura 13. Gráfico representativo do perfil de absorbância da produção de AgNPs de alíquotas recolhidas 

a cada 2 dias durante o processo de produção das AgNPs. 

 

Considerando a síntese biológica da produção de nanopartículas, o filtrado 

fúngico utilizado contém proteínas e metabólitos produzidos pelo fungo durante o 

processo. Por meio das análises do espectro de luz visível ao longo do período de 

produção, observa-se picos de absorbância entre 210 nm e 270 nm, característico desses 

compostos orgânicos presentes no meio, que auxiliam na produção e estabilização das 

nanopartículas. Phanjom e Ahmed relataram picos de 210 e 260 nm para filtragem do 

fungo Aspergillus oryzae usado para a síntese de nanopartículas de prata, que foram 

atribuídos a amidos e resíduos de aminoácidos, respectivamente (PHANJOM; AHMED, 

2017). Durán et al. usou Fusarium oxysporum para sintetizar nanopartículas de prata, 

com picos de 265 nm atribuídos a aminoácidos aromáticos de proteínas liberadas no 

filtrado, o que contribuiu para a redução do nitrato de prata e estabilização das 

nanopartículas (DURÁN et al., 2005). 

A síntese de nanopartículas foi confirmada pela presença de picos variando de 375 

nm a 420 nm. Mostrando que após os 2 primeiros dias já estava acontecendo a síntese. O 

pico aumentou de 375 para 420 nm à medida que a reação prosseguia. De acordo com 

Khabat et al., espectros mostram que o aumento da intensidade de absorbância com o 
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tempo indica a formação de maior número de nanopartículas de prata em solução 

(KHABAT, V. et al. 2011). 

De acordo com Paramelle et al. 2012, é possível estimar o tamanho das 

nanopartículas a partir de sua absorbância por UV-visível. Nanopartículas com pico de 

absorbância de 400 nm apresentam distribuição de tamanho de 20 nm de diâmetro. 

Enquanto nanopartículas com 430 nm de absorbância, apresentam tamanho de 60 nm de 

diâmetro (PARAMELLE et al., 2012). Com base nisso, pode-se inferir que a partir do 

pico de absorbância de 420 nm das nanopartículas após os 10 dias de síntese, o tamanho 

estimado do diâmetro das nanopartículas é de 50 nm. As análises de distribuição de 

tamanho foram confirmadas por avaliações usando a técnica DLS. 

 

c) Espalhamento de luz dinâmico (DLS) e Potencial Zeta 

Quando uma partícula está dispersa em um meio líquido, forma-se uma camada 

de solvatação em sua superfície. No diâmetro hidrodinâmico está incluso a medida dessa 

camada de solvatação, fazendo com que os valores de diâmetro sejam maiores, se 

comparado, por exemplo, a medidas através da microscopia, que determinam o diâmetro 

das partículas secas. Além disso, partículas com o tamanho maior do que 1 µm estão 

sujeitas ao movimento gravitacional, além do Browniano, fazendo com que essa técnica 

seja adequada apenas para a caracterização de partículas < 1 µm (Malvern Instruments 

Ltd., 2004a).  

A dupla camada elétrica ao redor das nanopartículas supõe sistemas coloidais 

como uma fase sólida suspensa em meio líquido. A fase sólida consiste em uma camada 

de íons firmemente ligados (cargas fixas na superfície), que são os íons determinantes do 

potencial, e uma carga equivalente de íons carregados com carga oposta, os contra-íons, 

dispersos na fase líquida, mas próximo a interface, que neutralizam as cargas da 

superfície. Íons dispersos na fase fluida com a mesma carga da superfície são chamados 

co-íons. Os contra-íons são atraídos pela superfície e os co-íons são repelidos para longe 

(VOYUTSKY, 1978; LIMA et al., 2008). Cada partícula e os íons fortemente ligados à 

mesma se movem como uma unidade, e o potencial elétrico no plano entre a unidade e o 

meio de dispersão é chamado potencial Zeta (TECHINICAL note, 2022), esse potencial 

é a função da carga superficial da superfície, de qualquer camada adsorvida na interface, 

com o meio que a circunda, conforme ilustrado na Figura 14. 
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Figura 14. Esquema representativo de partículas em solução, mostrando as medidas de diâmetro 

hidrodinâmico e potencial Zeta obtidas através da técnica de espalhamento de luz dinâmica (DLS). FONTE: 

Adaptado de ALBERNAZ, V., 2014. 

 

De acordo com a Tabela 1, o diâmetro hidrodinâmico obtido se apresentou de 

forma bimodal, com dois tamanhos de nanopartículas dispersas no meio, 86,74 nm, 

representando a maioria das nanopartículas, 86,5%, e tamanho de 12,21 nm, 

representando 13,5% do total produzido. Tal informação é confirmada pelo índice de 

polidispersão (PdI) maior que 0,4, indicando distribuição múltipla. Valores de PdI entre 

0,1 e 0,3 são considerados para partículas monodispersas, enquanto valores maiores que 

0,3 consideram-se nanopartículas polidispersas. O PdI mostra a intensidade da luz 

espalhada por diferentes frações das partículas que diferem em seus tamanhos. Esse valor 

é importante no estudo do tamanho das nanopartículas, pois determina a quantidade de 

partículas com o mesmo tamanho em solução (SCHATZ et al., 2005).  

 

Tabela 1. Caracterização físico-química das AgNPs  

 Z-Avarage (d.nm) PdI Potencial Zeta 

(mV) 

AgNPs 86,74 (86,5%)  

0,441 

 

-25,3 

 12,21 (13,5%)   

FONTE: autor 
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A estabilidade das nanopartículas em suspensão depende do balanço entre as 

forças repulsivas e atrativas no meio. Em geral, a linha divisória entre partículas estáveis 

e instáveis está entre -30,0 e +30,0 mV. Valores de potenciais iguais a zero (ponto 

isoelétrico) indicam suspensões completamente instáveis (APPLICATION note, 2022). 

Neste contexto, o valor obtido de potencial Zeta, -25,3 mV, indica que as nanopartículas 

produzidas possuem estabilidade isoelétrica devido à carga e possivelmente a presença 

de proteínas decorrentes do método de síntese em sua superfície.  

 

d) Imagens obtidas por microscopia eletrônica de transmissão e microscopia 

eletrônica de varredura 

 

Para analisar a distribuição das nanopartículas produzidas, seus tamanhos e 

interações com as superfícies virais e células, foram realizadas microscopias eletrônicas 

de transmissão e varredura.  

Com base imagem obtida por microscopia eletrônica de transmissão (Figura 15), 

pode-se observar uma distribuição heterogênea de diferentes tamanhos de nanopartículas, 

variando de 9,98 nm a 25,25 nm. Essa distribuição heterogênea de tamanhos entra em 

conformidade com o perfil observado na medida DLS.  

A diferença de medidas do tamanho das nanopartículas entre a técnica DLS e a 

MET se dá devido ao fato da técnica DLS medir o tamanho das nanopartículas em solução 

aquosa, na qual o tamanho pode ser maior devido a outros compostos oriundos da síntese 

ligados às nanopartículas (proteínas, por exemplo). Essa heterogeneidade das 

nanopartículas é característica da produção biológica (DURÁN et al., 2010; ISHIDA et 

al, 2013; PABISCH et al., 2012). A morfologia das AgNPs demonstradas pela imagem 

de MET sugerem que elas possuem formato esférico, assim como descrito na síntese 

biológica usando Fusarium oxysporum (ABBAS; ABADI, 2017). 
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Figura 15. Microscopia eletrônica de transmissão (MET) mostrando a distribuição heterogênea dos 

tamanhos das AgNPs. 

 

Imagens obtidas por meio de microscopia eletrônica de varredura (Figura 16), 

mostram a diferença de concentração de partículas virais na superfície de uma célula 

infectada em contraste a uma célula não infectada, além de células infectadas, e com 

tratamento de AgNPs. Percebe-se que as células tratadas com AgNPs possuem menor 

concentração de partículas virais em sua superfície, indicando o poder de ação das 

nanopartículas.  

 

 

Figura 16. MEV mostrando a interação da superfície de células Vero E-6 sem vírus, apenas em contato com 

o vírus SARS-CoV-2, e infectado com o vírus junto ao tratamento com AgNPs. 

 

Estudos revelam que as AgNPs se ligam preferencialmente a proteínas da 

superfície viral ricas em grupos sulfidril e rompem as ligações dissulfeto para 

desestabilizar a proteína, afetando assim o potencial de infecção viral (ELECHIGUERRA 

J.L., et al., 2005; KIM J. et al., 2020).  Hati e Bhattacharyya demonstraram a importância 

das ligações dissulfeto na ligação da proteína de pico do SARS-CoV-2 com o receptor de 

enzima conversor de angiotensina-2 (ACE2) e como a interrupção das ligações levam à 

ligação viral prejudicada ao receptor (HATI; BHATTACHARYYA, 2020). 
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Na Figura 17, é possível observar inicialmente que o vírus sem tratamento de 

AgNPs apresenta característica morfológica arredondado com pouco contraste observado 

na microscopia. Em contato com as AgNPs, pode-se observar um acúmulo dessas 

partículas ao redor do vírus, aumentando o contraste visual, e posterior “estrangulamento” 

do vírus, completando seu mecanismo de ação antiviral.  

Considerando o mecanismo de ação dos AgNPs mostrado por outros autores, 

pode-se presumir que uma das formas das AgNPs exercerem seu efeito antiviral no 

SARS-CoV-2, é através da interrupção das ligações de dissulfeto na proteína de pico e 

receptores ACE2. De acordo com a virologista Clarice Weis Arns, do Instituto de 

Biologia da Unicamp, as nanopartículas de prata agem destruindo a camada externa do 

Coronavírus, impedindo a sua disseminação (STANISIC et al., 2022). 

 

 

Figura 17. MEV mostrando o mecanismo de ação contra SARS-CoV-2 das AgNPs em células Vero-E6 

 

5.2. Análises in sílico  

Primeiramente foi analisada a interação entre os diversos RBD (domínio de 

ligação ao receptor) da proteína S viral e o receptor humano ACE-2 para validar os 

experimentos de docagem (re-docking), sendo que todas as estruturas foram consideradas 

como válidas, já que, para todas, foram encontrados valores de RMSD (do inglês root-

mean-square deviation) < 2 Å (Figuras 18a-b). Além disso, os valores de variação de 

energia livre obtidos pelo software utilizado para a re-docagem dos complexos foram 

comparados com os valores para os mesmos parâmetros calculados pelo web-servidor 

PRODIGY para os complexos re-docados, tendo sido observada uma correlação 

satisfatória entre essas diferentes metodologias (r = 0,8449, p = 0,0167), indicando que a 

energia computada pela re-docagem pode ser considerada confiável (Figura 18c). 

Portanto, foi possível dar continuidade às análises computacionais com os complexos que 
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respeitavam tanto os parâmetros de menores valores de RMSD como de menores valores 

de energia de afinidade, uma vez que essa combinação é ideal para interações proteína-

proteína favoráveis e confiáveis, quando comparada com as estruturas adquiridas 

experimentalmente. 

A Figura 18d mostra as diferentes médias de variações de energia livre de Gibbs 

(ΔG) para cada interação analisada, sendo que, quanto menor o valor de ΔG, mais 

favorável essa afinidade. Foi possível notar que, em média, a menor afinidade de ligação 

pode ser apontada para a interação entre o receptor humano ACE-2 e o RBD da linhagem 

viral parental (ΔG = -306,98 kcal/mol), enquanto a maior afinidade pôde ser observada 

entre a proteína ACE-2 e o RBD da variante δ (ΔG = -443,58 kcal/mol). Na verdade, foi 

possível observar melhor afinidade de ligação entre o receptor humano ACE-2 e todas as 

variantes do RBD viral, ao contrário da linhagem parental. 
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Figura 18. (a) RMSDs (Å) obtidos a partir da sobreposição dos complexos docados (RBD x ACE-2) 

adquiridos pela análise de docagem no software Hex e os complexos obtidos a partir do banco de dados 

PDB; (b) Sobreposições dos complexos obtidos no banco de dados PDB (azul) e seus respectivos 

complexos re-docados (magenta); (c) Correlação entre os valores de energia livre de Gibbs (ΔG) obtidos a 

partir da re-docagem no software Hex e os valores calculados pelo web-servidor PRODIGY para os 

mesmos complexos (r = 0,8449, p = 0,0167); (d) Variação média dos valores de energia livre de Gibbs 

(ΔG) adquiridos através das análises de docagem dos RBDs de cada uma das variantes de SARS-CoV-2 

interagindo com o receptor humano ACE-2. (WT: wild-type). 

 

Com relação à interação entre os diversos RBD virais e a nanopartícula de prata, 

foi possível notar que o RBD da variante γ foi o que apresentou menor afinidade de 

interação com a AgNP (ΔG = -384,73 kcal/mol), enquanto o pertencente à variante α 

apresentou maior afinidade com a nanopartícula (ΔG = -465,10 kcal/mol) (Figura 19a). 

Interessantemente, apesar de verificarmos proporções diferentes de energia livre obtida e 
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de padrões diferentes de resíduos aminoacídicos participantes dessas interações (Figuras 

19b-c), todas as variantes virais e a linhagem parental apresentaram menores valores de 

variação de energia livre para a interação com a AgNP quando comparando-se com a 

interação entre as proteínas virais e o receptor humano ACE-2, ou seja, os RBD virais 

demonstram possuir maior afinidade pela nanopartícula de prata, em geral, do que pelo 

receptor humano, indicando a possibilidade de a AgNP competir com a proteína ACE-2 

para interagir com os diversos RBD virais aqui estudados, podendo, hipoteticamente, 

haver bloqueio físico da interação entre as proteínas virais e humana. Tomando esses 

resultados em conjunto, podemos sugerir que a nanopartícula de prata poderia agir como 

um método profilático contra a infecção pelo SARS-CoV-2, uma vez que ela poderia, em 

teoria, impedir a entrada do vírus na célula humana, diminuindo a possibilidade de 

posterior estabelecimento da doença no hospedeiro humano. 

 

Figura 19. (a) Variação da energia livre de Gibbs (ΔG) para as interações entre a nanopartícula de prata e 

cada um dos diferentes RBD virais; (b) Ilustração 3-D da interação entre o RBD da linhagem parental de 

SARS-CoV-2 e a AgNP; (c) Representações 3-D das interações entre a nanopartícula de prata e os RBDs 

de cada variante de SARS-CoV-2. Os RBDs estão representados em verde, com seus resíduos de 

aminoácidos coloridos em alaranjado e as mutações pontuais participantes dessa interação para cada uma 
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das variantes de SARS-CoV-2 realçados em azul escuro. A nanopartícula está representada por um espectro 

de pontos cinzas.   

 

5.3. Ensaio de citotoxicidade  

 O tamanho nanométrico das nanopartículas de prata permite sua internalização 

dentro das células de organismos vivos, o que pode levar a sérias consequências, uma das 

formas de avaliar o potencial de toxicidade é através do teste de citotoxicidade. Neste 

trabalho, o potencial de citotoxicidade das AgNPs produzidas pelo fungo Trichoderma 

reesei foi avaliado com base no teste de redução do sal MTT (brometo de 3-(4,5-

dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazólio a formazan, conforme demonstrado na Figura 20. 

 

(a) 
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(b) 

 

Figura 20. Análise de citotoxicidade das AgNPs em células Calu-3 usando concentrações variando de 0,5 

a 100 µg/ml (A). Para avaliar a concentração necessária para inibir 50% das células vivas, foi encontrado 

o IC50 (B). 

 

Em um primeiro experimento para avaliar o potencial de citotoxicidade das 

AgNPs, foram escolhidas concentrações variando de 0,5 µg/mL a 100 µg/mL. Observa-

se que em concentrações até 8 µg/mL a viabilidade celular se mantém próximo à do 

controle negativo (sem nanopartículas) (Figura 20a). Concentrações superiores a 8 µg/mL 

há um decréscimo muito significativo na porcentagem de viabilidade celular, tendo 

valores inferiores à concentração inibitória de 50% (IC50) das células já na concentração 

de 16 µg/mL Para avaliar mais especificamente qual concentração era responsável pela 

toxicidade de 50% das células, foi encontrado o valor da IC50 igual a 9,4 µg/mL (Figura 

20b), isso significa que é necessária essa concentração para matar 50% das células.  

A viabilidade celular por MTT é baseada na capacidade das enzimas 

mitocondriais presentes nas células vivas em reduzir o MTT à um produto roxo-lilás, o 

formazan. A quantidade de formazan formado é medido por espectrofotômetro para 

calcular a viabilidade celular relativa, sendo amplamente aceito, visto que essa redução 

só ocorre em células vivas (ZHU et al., 2004). 

Neto et al. (2008) relataram que a prata é o metal que apresenta a menor toxicidade 

para as células animais quando comparado a outros. Entre efeitos que a ingestão de prata 

em altas concentrações pode ocasionar, estão problemas neurológicos, renais, dores de 
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cabeça e a Argyria, patologia que causa o azulamento da pele. Doses de 5 mg / Kg / dia 

de prata são aceitáveis com improváveis riscos para a saúde, sendo a dose limite de 14 

mg / Kg / dia. Uma pessoa com um peso de 70 Kg em uma dieta regular pode consumir 

até 90 mg / dia de prata. (NETO; RIBEIRO; ZUCOLOTTO, 2008).  

Estudos realizados por Foldbjerg e colaboradores (2010) relatam que a 

concentração de 5 µg/mL de nanopartículas de prata apresentam significativa 

citotoxicidade em linhagens CHO-XRS5 e CHO-K1 (FOLDBJERG; DANG; AUTRUP, 

2010). Analogamente, concentrações de 5,64 µg/mL de AgNPs é suficiente para reduzir 

a viabilidade em 50% em células CHO-K1 e 4,80 µg/mL nas células CHO-XRS5, 

enquanto a concentração de 4 µg/mL foi o valor de IC50 paras células de fígado humano 

(MEI et al., 2011). Ambos os estudos foram realizados utilizando nanopartículas em 

escala de tamanho de 5 a 10 nm. 

Nanopartículas de prata podem atuar alterando funções celulares normais, 

afetando a integridade da membrana, além de iniciar processos de morte programados. 

Essa citotoxicidade pode vir de interações físico-químicas entre átomos de prata e os 

grupos funcionais de proteínas celulares (SHAHBAZZADEH et al., 2011). Embora esses 

efeitos se apliquem às nanopartículas de prata em geral, as nanopartículas obtidas por 

meio da síntese biogênica apresentam características específicas relacionadas ao processo 

de redução, como por exemplo a presença de proteínas ao redor, formando um capping. 

Isso geralmente garante uma citotoxicidade menor do que a observada para 

nanopartículas comerciais e soluções contendo íons de prata (LIMA; SEABRA; DURÁN, 

2012). Como pode-se observar nos experimentos conduzidos por Foldbjerg (2010) e MEI 

(2011), a toxicidade das nanopartículas obtidas de fontes não biogênicas se dá em 

concentrações muito inferiores à concentração obtida para IC50 pela síntese por 

Trichoderma reesei neste trabalho. 

Sabe-se que o potencial de toxicidade da nanopartícula está intimamente ligado 

ao tamanho das mesmas, ou seja, quanto menor a nanopartícula mais tóxica ela é, além 

de estar relacionada aos agentes ligados à sua superfície e o pH (MAKAMA et al., 2018). 

Neste contexto, pode-se observar que as nanopartículas produzidas nesse trabalho com 

diâmetro médio de 85 nm, estabilizadas pelas próprias proteínas do fungo na biossíntese, 

apresenta, entre os fatores inibidores de sua toxicidade, um tamanho relativo que diminui 

essa toxicidade. Grosse e colaboradores que utilizaram demonstraram que as partículas 

maiores ou mais aglomeradas apresentavam uma liberação de íons Ag+ reduzida 
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comparada com AgNPs menores (GROSSE; EVJE; SYVERSEN, 2013), o que pode 

justificar o fato de as AgNPs entre 5-10 nm serem mais tóxicas do que as de 85 nm. 

Determinada a concentração responsável por inibir em 50% a viabilidade celular, 

testes aplicando concentrações inferiores foram realizados para avaliar seu potencial de 

inibir infecções virais, conforme demonstrado nos próximos experimentos. 

 

5.4. Infecção de células Calu-3 com o vírus SARS-CoV-2, e o uso de AgNPs 

As AgNPs estão sendo extensivamente pesquisadas por seus efeitos microbiano e 

a propriedade antiviral. Tem sido observado que as AgNPs interagem com as proteínas 

estruturais na superfície de vírus extracelulares para inibir a infecção na fase inicial, seja 

impedindo a ligação viral na entrada, ou danificando as proteínas superficiais para afetar 

a integridade estrutural dos virions (ELECHIGUERRA et al., 2005; SWATHY et al., 

2014). Neste trabalho, observa-se que as AgNPs agem efetivamente inibindo o SARS-

CoV-2 conforme demonstrado na Figura 21.   

 

 

 

 

 

 

 

 

Nos ensaios realizados, observa-se que a concentração de AgNPs de 4 µg/mL foi 

mais eficaz no quesito taxa de sobrevivência celular, se comparado a concentração de 8 

µg/mL. Tal fato entra de acordo com o teste de citotoxicidade, em que concentrações de 

8 µg/mL e superiores, há um decréscimo significativo da viabilidade celular. Em todos 

os ensaios realizados (pré-tratamento das células com nanopartículas por 1 hora antes da 

Figura 21.  Ensaio de viabilidade celular em Calu-3 infectada com SARS-CoV-2 e ação das AgNPs.  

CNTRL+ representa células Calu-3 apenas infectada com o vírus; A representa tratamento com AgNPs 1 hr 

antes da infecção; B representa aplicação simultânea do vírus e AgNPs; C representa infecção viral 1 hr antes 

do tratamento com AgNPs. **p<0,0015; ***p<0,007. 
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infecção (A); tratamento simultâneo de AgNPs e infecção (B); e pós-tratamento das 

células com AgNPs após 1 hora decorrente da infecção (C)), observou-se um aumento 

semelhante da viabilidade celular com o uso da concentração de 4 µg/mL. Esses 

resultados evidenciam que as nanopartículas de prata (AgNPs) apresentam potencial 

virucida contra o SARS-CoV-2. 

Vários estudos reiteraram o potencial do efeito antiviral dependente do tamanho 

das AgNPs, com partículas de cerca de 10 nm de diâmetro sendo mais eficazes 

(GALDIERO et al., 2011). AgNPs revestidas ou tampadas apresentam maiores vantagens 

em comparação com AgNPs simples, à medida que o revestimento aumenta a 

estabilidade, diminui a aglomeração e reduz a citotoxicidade dos AgNPs (FAHMY et al., 

2019). Tal fato pode ser observado na constância do potencial antiviral das nanopartículas 

produzidas neste trabalho em concentrações menores, 4 µg/mL, concentração essa, que 

em nanopartículas de prata sem revestimento, já seria suficiente para matar células.  

Existem discussões a respeito do mecanismo de ação das AgNPs como agentes 

antivirais, que apresentam interferência na replicação viral por dois mecanismos distintos. 

Esses mecanismos antivirais são ocasionados basicamente por estresse nas células 

infectadas (devido ao contato físico), geração de espécies reativas de oxigênio, interações 

com DNA e dano enzimático (AKBARZADEH et al., 2018).  

O primeiro mecanismo de ação antiviral é por meio da ligação de AgNPs com 

resíduos de enxofre das glicoproteínas de superfície do vírus, que evita a interação com o 

receptor e sua entrada na célula hospedeira (SPESCHOCK et al., 2010; LARA et al., 

2011). Em pré-tratamentos com nanopartículas de prata antes da infecção, esse 

mecanismo seria o mais provável, ao estabelecer um contato prévio do vírus com as 

AgNPs, e um possível bloqueio da ligação do vírus com as células, dificultando a infecção 

viral. O segundo mecanismo está relacionado com a passagem de AgNPs por meio da 

membrana celular que, consequentemente, bloqueia de forma eficaz os fatores de 

transcrição precisos para a montagem adequada da partícula viral (GREULICH et al., 

2011). Este mecanismo seria mais observado em tratamentos com AgNPs em células já 

infectadas com o vírus, sugerindo que pode haver um impedimento na saída de partículas 

virais para uma reinfecção em novas células.  
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Considerando os mecanismos de ação das nanopartículas de prata propostos por 

outros autores, pode-se observar que as AgNPs produzidas por T. reesei apresenta ambos 

os mecanismos de ação, ao inibir a infecção inicial e reinfecção de forma homogênea.  

 

 

5.5. Quantificação da carga viral 

 

Por meio de análises da carga viral, determinada através da quantificação do 

número de cópias transcritas do RNA viral presente no meio de cultura, pode-se observar 

uma maior inibição da quantidade de vírus pela nanopartícula na concentração de 4 

µg/mL conforme a Figura 22. É possível observar que em ambos os métodos de pré-

tratamento das células Calu-3 com AgNPs, e tratamento simultâneo à infecção, na dose 

de 4 µg/mL, houve diminuição da carga viral, isso indica que as nanopartículas estão 

oferecendo uma proteção contra multiplicação viral. Como essa multiplicação é 

dependente da entrada do vírus na célula hospedeira, uma medida profilática está sendo 

oferecida pelas nanopartículas, estando possivelmente essas nanopartículas agindo no 

meio externo às células. 

No tratamento das células com AgNPs após um prévio contato de 1 hora com o 

SARS-CoV-2 houve uma maior redução da carga viral (Figura 22, esquema C). Como 

essa metodologia se baseia na quantificação total da carga viral no meio de cultura das 

células, pode-se dizer que as células realmente foram infectadas durante esse primeiro 

contato com o vírus, porém não houve multiplicação das partículas virais, fato observado 

no decréscimo da concentração da carga viral no meio, indicando uma proteção contra a 

replicação viral, sendo essa proteção possivelmente de forma intracelular, que impede a 

saída de partículas virais para o meio de cultivo. Fato esse comprobatório que além de 

oferecer proteção competitiva contra a infecção viral, conforme demonstrado no 

mecanismo in sílico, também apresenta proteção contra reinfecção, impedindo a saída dos 

vírions maduros para infectar outras células. Em ambos os tratamentos, concentrações de 

8 µg/mL não ofereceram proteção contra multiplicação viral. 
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Figura 22. Quantificação da carga viral de SARS-CoV-2 em Calu-3 por meio de 3 sistemas de infecção. A 

representa tratamento com AgNPs 1 hr antes da infecção; B representa aplicação simultânea do vírus e 

AgNPs; C representa infecção viral 1 hr antes do tratamento com AgNPs. *p<0,0155. 

 

Conforme demonstrado, as nanopartículas metálicas exercem importante ação 

contra microrganismos, entretanto, as atividades antimicrobianas e a citotoxicidade das 

AgNPs estão intimamente ligadas aos materiais de cobertura usados e da carga de 

superfície. Conforme demonstrado na Figura 23, é possível observar que a solução de 

filtrado fúngico, contendo apenas as proteínas e metabólitos secretados por Trichoderma 

reesei, utilizadas no processo de formação das AgNPs, também apresentam atividade 

antiviral, independente da presença da prata.  

 

 

Figura 23. Análise da carga viral em Vero-E6. Cntrl+ representando as células infectadas apenas com 

SARS-CoV-2; A representando tratamento das células com AgNPs no tempo 0; B representando o 

tratamento das células apenas com o sobrenadante fúngico. *p<0,0088. 
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Tal fato demonstra que, além do potencial antimicrobiano da prata, as 

nanopartículas produzidas por síntese biológica, apresentam em seu capping um fator 

adicional responsável por aumentar sua atividade.  

Moléculas antivirais atuam por diversos mecanismos, desde dificultando a entrada 

do vírus na célula, até atuando diretamente na replicação viral ou ativando mecanismos 

de defesa celulares (JEROME, 2005). Existem peptídeos utilizados como inibidores 

virais, agindo como inibidores de enzimas relacionadas a diversas etapas da replicação 

viral ou competidores de estruturas virais, bloqueando a fusão do vírus na célula 

hospedeira (CARTER; SAUNDERS, 2013). 

Existem drogas que são capazes de inibir a fusão de membranas do vírus e célula 

hospedeira, um exemplo disso é o efuvirite, um peptídeo de 36 aminoácios capaz prevenir 

a infecção da célula hospedeira pelo vírus HIV ao interagir com a gp421, glicoproteína 

responsável pela fusão do envelope viral à membrana celular, e inibir sua atividade. 

(RICHMAN, 2003). 

Uma das proteínas de superfície dos vírus influenza é a neuraminidase, enzima 

com papel essencial nos estágios finais da saída do vírus da célula hospedeira. Uma vez 

inibida, os vírus não são liberados. Sequências de aminoácidos se ligam ao sítio ativo da 

neuraminidase inibindo sua atividade, a exemplo disso, tem-se o oseltamivir, amplamente 

utilizado como droga anti-influenza (CLERCQ, 2005). 

Com isso, pode-se inferir que as nanopartículas de prata produzidas via biológica 

pelo fungo T. reesei apresentam uma vantagem frente a nanopartículas comerciais, por 

apresentar um capping proteico que aumenta sua atividade antiviral. 

 

5.6. Efeitos das AgNPs no inflamassoma de monócitos humanos 

Os receptores Nod-like (NLRs) estão presentes no citoplasma celular e, devido a 

esta localização, atuam como sensores de defesa do hospedeiro ao reconhecerem PAMPs 

(Padrões Moleculares Associados a Patógenos) ou DAMPs (Padrões Moleculares 

Associados a Danos) que não foram reconhecidos pelos receptores transmembrânicos 

(PHILPOTT et al., 2000; KIM; SHIN; NAHM, 2016). 
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Com o reconhecimento e sinalização da presença de partículas estranhas, os 

receptores NLRs formam complexos multiprotéicos chamados inflamassomas. Os 

receptores NLRP1, NLRP3, NLRC4 e AIM2 formam os inflamassomas mais estudados. 

O receptor NLRP3 é considerado o mais versátil devido à sua ampla 

especificidade em mediar a resposta imune do hospedeiro frente a bactérias (KIM, J. J.; 

JO, 2013), fungos (MAO et al., 2014), vírus (GUO; CALLAWAY; TING, 2015) e 

parasitas (GORFU et al., 2014), assim como a produtos de células hospedeiras 

danificadas. 

Após a sinalização promovida pelo reconhecimento de PAMPs ou DAMPs, os 

receptores NLRP3 se ligam uma molécula adaptadora, que por sua vez ativa a enzima 

caspase-1, formando o inflamassoma NLRP3 (ANAND; MALIREDDI; KANNEGANTI, 

2011; MARTINON; MAYOR; TSCHOPP, 2009). Ao ser ativada, a caspase-1 atua 

promovendo a clivagem da pró-IL-1β e pró-IL-18 em suas respectivas formas ativas. Por 

sua vez, a IL-1β e a IL-18 atuam contribuindo com a defesa do hospedeiro frente às 

infecções microbianas por aumentarem as propriedades antimicrobianas dos fagócitos, e 

iniciarem as respostas imunes adaptativas (VAN DE VEERDONK et al., 2011). 

A IL-1β é uma citocina pró-inflamatória que atua como sendo um importante 

mediador imunológico, apresentando papel protetor nas infecções bacterianas, virais e 

fúngicas, uma vez que é essencial para induzir o desenvolvimento da resposta imune Th17 

(LEE W. W. et al., 2010; SUTTON et al., 2009) 

Além da produção de potentes mediadores pró-inflamatórios, o inflamassoma 

NLRP3 defende o hospedeiro dos agentes invasores por meio da piroptose, uma morte 

celular altamente inflamatória regulada pela caspase-1. Durante o processo de piroptose, 

ocorre formação de poros na membrana plasmática da célula que promovem um inchaço, 

levando a célula à lise osmótica, e consequentemente, a liberação do conteúdo celular, 

principalmente, LDH e IL-1β (MALIREDDI; KANNEGANTI, 2013; WELLINGTON et 

al., 2014).  

A morte das células infectadas e, consequentemente, a morte do agente infectante, 

promove uma eficiente eliminação do patógeno, o que confere proteção ao hospedeiro. A 

piroptose era inicialmente confundida com a apoptose, pois ambas são processos celulares 

de auto-destruição mediado por caspases. Entretanto, o mecanismo característico de cada 

uma dessas mortes celulares é diferente. A piroptose é altamente inflamatória, enquanto 
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a apoptose não é inflamatória pelo fato de promover a absorção do conteúdo celular 

(ACCARIAS et al., 2015; BERGSBAKEN; FINK; COOKSON, 2009). 

Casos graves de COVID-19 são caracterizados por apresentarem um forte 

processo inflamatório que pode levar à falência de órgãos e morte do paciente. Embora 

os mecanismos moleculares que conduzem à gravidade da doença ainda permaneçam 

obscuros, a associação clínica de mediadores inflamatórios como IL-6 e lactato 

desidrogenase (LDH) com casos graves, sugere que a inflamação excessiva é central em 

casos com desfecho ruim (CHEN et al., 2020; HAN et al., 2020; HUANG et al., 2020 ). A 

indução de processos inflamatórios na célula hospedeira muitas vezes requer o 

envolvimento dos inflamassomas, que são plataformas de proteínas que se agregam no 

citosol em resposta a diferentes estímulos (BROZ; DIXIT, 2016).  

Com base nisso, testes ativação da caspase-1 e liberação IL-1β, LDH foram feitos 

em monócitos humanos doados por indivíduos saudáveis, para avaliar o potencial de 

inibição do inflamassoma por AgNPs, conforme demonstrado nas Figuras 24A, 24B, 

24C. 

 

 

Figura 24. Dosagem de Caspase-1 (A); IL-1β (B); LDH (C) em monócitos humanos infectados com SARS-

CoV-2 e tratados com AgNPs conforme: A representa tratamento com AgNPs 1 hr antes da infecção; B 
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representa aplicação simultânea do vírus e AgNPs; C representa infecção viral 1 hr antes do tratamento 

com AgNPs. (A) *p<0,0001; (B) *p<0,0397; (C) *p<0,01. 

 

Nos testes realizados a Nigericina, uma toxina bacteriana conhecida por 

desencadear o inflamassoma NLRP3, foi usada como controle positivo. O Veículo 

representa o meio em que as nanopartículas estão dispersas, que é o sobrenadante fúngico 

com as proteínas e metabólitos envolvidos na síntese de nanopartículas. 

De acordo com Rodrigues et al. 2021, a ativação da caspase-1 e a produção de IL-

1β e LDH exigem que o vírus SARS-CoV-2 esteja viável, no qual foi demonstrado que o 

vírus inativado por UV não induziu a ativação da caspase-1 e a produção de IL-1β ou 

LDH (RODRIGUES et al., 2021). 

Conforme observado nos resultados obtidos pelo tratamento com AgNPs, é 

notável que a aplicação de nanopartículas de prata antes, concomitantemente ou após a 

infecção, inibe a resposta inflamatória, ao reduzir os níveis de Caspase-1 ativados, e 

consequentemente a liberação de LDH, enquanto a ação de AgNPs como medida 

profilática, inibe a liberação de IL-1β. Como a ativação do inflamassoma depende da 

viabilidade do vírus SARS-CoV-2, pode-se inferir que as nanopartículas estão inativando 

o vírus, seja antes de infectar as células, ou impedindo que novos vírions saim de células 

infectadas e comprometam outras.  

Diferente do observado na quantificação da carga viral, apenas o meio de 

dispersão das nanopartículas (sobrenadante fúngico) não apresenta ação inibitória do 

vírus frente a resposta inflamatória, necessitando da associação do complexo 

nanopartícula de prata-proteínas, para se tornar efetiva.  

Dado o fato da COVID-19 ser uma doença altamente inflamatória, pode-se inferir 

que as nanopartículas de prata produzidas por Trichoderma reesei apresentam capacidade 

de diminuir esse processo de dano celular, que na maioria das vezes está associado ao 

agravamento da doença e óbitos. Os resultados entram em concordância com o 

mecanismo de ação proposto por teste in sílico, no qual a preferência de ligação do vírus 

com as nanopartículas age de forma competitiva a evitar a infecção viral nas células. 
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5.7. Análises in vivo  

O primeiro estudo in vivo relacionado às propriedades antivirais das AgNPs foi 

realizado com vírus influenza, em que demonstraram a redução de 78% da carga viral 

após a exposição do vírus ao tratamento (MEHRBOD et al. 2009). Em 2020, em outro 

estudo envolvendo o vírus influenza, o índice de proteção atingiu 60-70% em 

camundongos tratados com AgNPs, a vida útil média foi prolongada, além de uma 

normalização da dinâmica do peso dos animais (KISELVA et al., 2020). 

A eficácia da prata no combate a infecções microbianas tem inúmeras 

comprovações. Associando evidências de ação in vivo na literatura, com resultados 

promissores in vitro neste trabalho, testes in vivo usando AgNPs sintetizadas por T. reesei 

foram realizados para avaliar o potencial de inibição do SARS-CoV-2. 

Para avaliar o potencial tóxico das AgNPs in vivo, foi realizado um primeiro 

ensaio com nanopartículas na massa de 25 µg diluída em 100 µl de água, aplicadas via 

intranasal, e 5 mg/kg diluída em 1 mL de água aplicada via vaporização. Os animais foram 

tratados com nanopartículas ao longo de 7 dias e a massa corporal foi medida para 

verificar se estava tendo perda significativa. Conforme mostra a Figura 25, pode-se 

observar que as nanopartículas não influenciaram na perda de peso, demonstrando não 

serem tóxicas para os animais. 

 

 

Figura 25. Ensaio de toxicidade de AgNPs in vivo usando concentrações de 25 µg e 5mg/kg em animais 

Wild-type C57BL/6. 

 

Com base nesses dados, e em dados encontrados na literatura, conforme 

demonstrado na Tabela 2, pressupõe-se que as nanopartículas utilizadas não apresentam 
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efeito negativo nas concentrações utilizadas. É notado que são necessárias concentrações 

superiores a 10 mg/kg de animal para causar efeitos negativos em modelo animal. Sendo 

assim, concentrações que variavam de 25 µg e 5 mg de AgNPs foram utilizadas em 

ensaios de infecção com SARS-CoV-2 para avaliar o potencial de ação das nanopartículas 

frente à doença COVID-19. 

 

Tabela 2. Potencial de ação de diferentes tipos de AgNPs em modelo animal 

NP Tamanho 

(nm) 

Dose Modelo Acúmulo 

de tecido 

Resultados breves Referências 

AgNPs 15 49, 117, 

381μg/m3, 

(90 dias), 

inalação 

Ratos 

(Sprague 

Dawley) 

Pulmões Os animais não 

apresentaram 

diminuição da função 

pulmonar durante ou 

após o período de 

exposição 

SONG et 

al. (2013) 

AgNPs-

etilenoglicol 

15-

40 

4, 10, 20, 

40 mg/kg 

(32 dias), 

parenteral 

Ratos 

(Wistar) 

Fígado Os animais 

apresentaram 

alterações 

hepatológicas com 

doses de 20 e 40 

mg/kg, também foi 

relatado aumento de 

ROS no sangue 

 

TIWARI; JIN; 

BEHARI (2011) 

AgNPs 60 30, 300, 

1000 

mg/kg (28 

dias), oral 

 

Ratos 

(Sprague 

Dawley) 

Bexiga, 

testículos, 

ovários, 

útero, 

língua, 

pulmões e 

rins 

Os animais não 

apresentaram 

alterações no peso 

corporal.  Exposições 

superiores a 300 

mg/kg podem causar 

problemas no fígado 

 

KIM et 

al. (2007) 

AgNPs-

hidróxido de 

sódio-

hidrazina 

3-20 5, 10, 15, 

20 mg/kg 

(21 dias), 

oral 

 

Ratos 

albino 

suíços 

Rim, 

fígado, 

baço, 

cérebro e 

pulmão 

Os animais 

apresentaram redução 

significativa de 

peso; perdas máximas 

de peso foram 

observadas em doses 

superiores a 10 mg/kg 

SHAHARE; 

YASHPAL, 

(2013) 

 

Em um primeiro ensaio, foram administradas as nanopartículas de forma que cada 

animal recebesse 25 µg, diluídas em 100 µl de água, e aplicadas via intranasal. Os animais 

foram tratados 3 dias antes da infecção com SARS-CoV-2, e continuado o tratamento ao 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7995207/#wnan1707-bib-0127
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7995207/#wnan1707-bib-0138
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7995207/#wnan1707-bib-0068
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7995207/#wnan1707-bib-0120
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longo da evolução da doença. Para análises de efeito das nanopartículas foi avaliado o 

percentual de peso corporal dos animais, visto que animais infectados com a COVID-19 

tendem a perder peso mais rapidamente na evolução da doença. Conforme observado nas 

Figuras 26A e 26B o perfil dos animais tratados e não tratados, permaneceu o mesmo, 

havendo perda de peso, em ambos os animais Wild-type C57BL/6 e K18-hAce2. 

(A) 

 

(B) 

               

Figura 26. Animais Wild-type C57BL/6 (A) e animais K18-hAc (B) infectados com SARS-CoV-2, tratados 

com 25 µg de AgNPs e não tratados. Dia 4 representa o dia da infecção com SARS-CoV-2. 

 

 

Como não houve mudanças significativas, uma dosagem maior de nanopartículas 

foi aplicada, considerando 5 mg/kg de animal. Dado o fato de a solução de nanopartículas 

nessa concentração ser muito viscosa, a via de administração foi feita através de 

vaporização, em que as nanopartículas estavam dissolvidas em 1 mL de água para cada 

animal, conforme demonstrado nas Figuras 27A e 27B. 
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(A) 

 

(B) 

              

Figura 27. Animais Wild-type C57BL (A) e animais K18-hAce2 (B) infectados com SARS-CoV-2, tratados 

com 5 mg/kg de AgNPs e não tratados. 

 

É possível observar que em ambos os testes in vivo não houve respostas 

significativas do efeito das AgNPs em prevenir a evolução da doença. Dado o fato da 

COVID-19 ser uma doença multifatorial, agressiva e que atinge diversos órgãos, sugere-

se duas hipóteses. A primeira, devido ao fato de as partículas de prata estarem em escala 

nanométrica, o caminho percorrido desde a aplicação até o alvo final, que seriam os 

alvéolos pulmonares (alvo principal de infecção do SARS-CoV-2), a dispersão de 

nanopartículas pode não estar chegando a atuar no destino pretendido, se perdendo no 

sistema respiratório. Em outra hipótese, assim como demonstrado na Tabela 2, as 

nanopartículas de prata têm seu poder de ação em tecidos, visto a evolução rápida da 

doença, dados baseados apenas em perda de peso não oferecem uma visão específica de 



86 
 

 
 

sua ação, com isso, avaliações teciduais e de controle da carga viral foram feitas para 

inferir o potencial de ação das AgNPs. 

 

Figura 28. Quantificação da carga viral em tecidos animal, tratados com AgNPs pré e pós-infecção, com 

dose de 5 mg/kg de peso animal. 

 

Pode-se observar que não houve diferenças significativas na análise de carga viral 

em tecidos. A hipótese de a dispersão de nanopartículas não estar chegando a atuar no 

destino pretendido, podendo estar se perdendo no sistema respiratório, se mantém. Pode-

se inferir que as AgNPs produzidas pelo fungo T. reesei possuem sua melhor ação na 

prevenção da infecção com SARS-CoV-2, e não como medida de tratamento. 

Com relação à dosagem de AgNPs, ainda há poucos estudos envolvendo 

participantes humanos, portanto, a extrapolação de informações toxicológicas in vivo de 

camundongos para humanos é de grande importância. Essa extrapolação para estimar a 

exposição humana através da inalação de AgNPs já foi realizada e tomou como base 

que os camundongos têm uma área de superfície alveolar de 0,409 m2, enquanto a dos 

humanos é de 62,7 m 2. Feita a correlação por meio de modelagem de dosimetria de 

partículas multipercurso, utilizando concentração de exposição em relação à massa 

depositada por área de superfície alveolar, determinou-se que ratos expostos a 100 

μg/m 3 equivalem a 19 μg/m 3 em humanos (JI; YU, 2012; OLLER;  OBERDÖRSTER, 

2010 ), o que equivale a 2,398 μg de nanopartículas em camundongos. No entanto, é 

difícil determinar a toxicidade de AgNPs para humanos porque estudos sobre exposição 

em humanos ainda são escassos (COUTIÑO et al., 2017). 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7995207/#wnan1707-bib-0057
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7995207/#wnan1707-bib-0098
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7995207/#wnan1707-bib-0029
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O uso de AgNPs está em fase pré-clínica, e uma avaliação geral do risco à saúde 

pública ainda não é possível, embora vários produtos estejam no mercado. Devido às suas 

aplicações, frente a controle de infecções microbianas, e a necessidade de controle de 

pandemias, deve-se supor que a exposição humana às AgNPs aumentará 

substancialmente em um futuro imediato. 
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6. CONCLUSÕES 

A prata é usada há longo tempo devido suas características antimicrobianas, seja 

em tratamento de feridas, infecções, ou até mesmo na conservação de alimentos e bebidas. 

A pandemia da doença COVID-19 iniciada em 2019 colocou o mundo em alerta na busca 

de alternativas que pudessem ajudar no combate à disseminação dessa doença. Dado o 

crescente destaque da nanotecnologia em áreas médicas e ciências da saúde, o uso de 

nanopartículas de prata se mostrou uma alternativa viável na luta contra o SARS-CoV-2. 

Dada as vantagens de toxicidade, ambiental ou de aplicação, das nanopartículas 

de síntese biológica, as AgNPs produzidas por Trichoderma reesei aconteceu de forma 

eficiente, ao produzir nanopartículas dispersas, de formato esférico e que apresentam 

características físico-químicas desejáveis para sua aplicação. Além disso, a presença de 

um capping protéico envolto às nanopartículas, garantiu a elas uma maior estabilidade e 

menor toxicidade.  

Ensaios in vitro envolvendo linhagens celulares, demonstraram que as 

nanopartículas de síntese biológica apresentaram baixa toxicidade e elevado potencial de 

ação contra infecções do SARS-CoV-2, mostrando atividade competitiva com o vírus 

antes da infecção, estando associada à maior probabilidade de ligação da estrutura viral à 

nanopartícula, e posterior inativação do vírus, conforme demonstrado em análises in 

sílico. Ademais, mostrou também atividade pós-infecção, demonstrando que as 

nanopartículas também podem ser utilizadas no tratamento de doenças, e não apenas 

como medida profilática.  

Dado o fato da doença COVID-19 ser altamente inflamatória, as AgNPs utilizadas 

nesse trabalho apresentaram vantagens ao inibir esse potencial de inflamação, que muitas 

vezes está associado a evoluções críticas e quadros ruins da doença.  

Em contrapartida, análises in vivo não apresentaram resultados esperados, estando 

esses, muito provavelmente relacionada à não ação das nanopartículas por dispersão no 

sistema respiratório. Dada a evolução rápida e multifatorial da doença, novas análises 

podem ser realizadas, como por exemplo, análises de histologia para visualização do 

poder de ação nos processos inflamatórios dos tecidos.  

Em síntese, entrando em conformidade com trabalhos presentes na literatura, as 

nanopartículas de prata produzidas biologicamente pelo fungo Trichoderma reesei 
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mostram-se altamente candidatas em aplicações nas áreas da saúde, em especial no 

combate à pandemia de COVID-19. 
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