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RESUMO

ASSUNCAO, Matheus Alves Siqueira de. Avaliacdo do potencial larvicida de
nanoparticulas de prata sintetizadas a partir de algas marinhas do litoral
pernambucano contra Aedes aegypti. Dissertacdo (Mestrado em Biociéncias e
Biotecnologia em Saude) - Instituto Aggeu Magalhdes, Fundacdo Oswaldo Cruz,
Recife 2024.

Aedes aegypti € o principal mosquito transmissor de arboviroses, possuindo
comportamento antropofilico. A nanotecnologia verde tem sido identificada como um
método promissor para o biocontrole de mosquitos vetores utilizando biomoléculas,
extraidas de fontes naturais para a producédo de nanoparticulas metalicas. O principal
objetivo do presente estudo foi o desenvolvimento de nanoparticulas de prata
sintetizadas a partir de extratos de algas marinhas com atividade biocida para controle
vetorial do Ae. aegypti. As algas foram coletadas na praia de Serrambi, Ipojuca/ PE,
secas e utilizadas para a preparacao dos extratos brutos aquosos e hidroalcéolicos.
As nanoparticulas de prata (AgNPs) foram preparadas por sintese verde utilizando o
nitrato de prata como precursor e 0s extratos das algas como agentes redutores e
estabilizadores. Os extratos brutos foram caracterizados por FTIR, GC-MS e HPLC-
PDAD e as AgNPs por Uv-visivel, DLS, Potencial Zeta, DCS, MET, DRX, FTIR, MEV-
EDS e DSC. A toxicidade das AgNPs contra larvas de Ae. aegypti e os efeitos na
atividade da acetilcolinesterase (AChE), bem como contra larvas de Danio rerio foram
avaliadas. As AgNPs, apresentaram picos de Uv-vis entre 400 e 450nm, tamanho
entre 198,4-323,0 nm (DLS), PdI entre 0,261-0,470 e potencial zeta entre -38,6 e -
47,8. Pela técnica de DCS se observou a presenca nanoparticulas com tamanhos
variando de 11,08-343,22 nm, as quais se apresentaram tanto isoladas quanto
agregadas. As imagens obtidas através de Microscopia eletrbnica de Transmissao
confirmam a escala nanométrica com nanoparticulas de tamanhos inferiores a 100
nm. Ademais, a partir das analises de DRX, foi possivel se compreender a natureza
cristalina das AgNPs, demonstrando um perfil de tamanho médio variando entre 34,6-
86,17nm. Pela andlise por FTIR foi possivel demonstrar que as biomoléculas
presentes nos extratos também estdo presentes na reducdo e estabilizacdo das
AgNPs, bem como em seu capeamento. As analises por MEV-EDS demonstraram
picos caracteristicos de Ag em 3 keV devido a RPS caracteristica das AgNPs. Pelas
analises de DSC foi possivel demonstrar a presenca de picos endotérmicos e
exotérmico relacionados a perda de agua, quebra térmica e cristalinidade das AgNps,
bem como a dessor¢des das biomoléculas responsaveis pela reducdo do sal de prata.
As AgNPs demonstraram toxicidade contra larvas de Ae. aegypti com LCsp variando
entre 0.50-1.15 ppm e LCoo entra 0.81-2.24ppm, além da variacdo da presenca e
atividade da AChE. As AgNPs foram toxicas para a espécie ndo-alvo Danio rerio, com
LCso variando entre 0.10-0.29ppm. A sintese biolégica rapida de nanoparticulas de
prata usando extrato de algas marinhas fornece uma rota ecoldgica, simples e
econbmica para a sintese de nanoparticulas. Os extratos das algas selecionadas
foram efetivos na formacdo das AgNPs, apresentando capacidade redutora e
estabilizadora. Apesar da toxicidade em espécies ndo-alvo, as atividades larvicidas
contra larvas de Ae. aegypti, demonstram um avanc¢o importante no desenvolvimento
de possiveis candidatos para a substituicdo de biocidas ja comercializados toxicos
para a saude humana e para o meio-ambiente.

Palavras-chave: nanoparticulas de prata; sintese verde; macroalgas; extrato bruto.



ABSTRACT

ASSUNCAO, Matheus Alves Siqueira de. Evaluation of the larvicidal potential of silver
nanoparticles synthesized from seaweeds along the coast of Pernambuco against
Aedes aeqypti. Dissertation (Master's in Biosciences and Biotechnology in Health) -
Aggeu Magalhaes Institute, Oswaldo Cruz Foundation, Recife 2024.

Aedes aegypti is the primary mosquito vector of arboviruses, exhibiting anthropophilic
behavior. Green nanotechnology has been recognized as a promising method for the
biocontrol of vector mosquitoes using biomolecules extracted from natural sources for
the production of metallic nanoparticles. The main objective of the present study was
the development of silver nanoparticles synthesized from extracts of seaweed with
biocidal activity for vector control of Ae. aegypti. Seaweeds were collected at Serrambi
Beach, Ipojuca/PE, dried, and used for the preparation of agueous and hydroalcoholic
crude extracts. Silver nanoparticles (AgNPs) were synthesized through green
synthesis using silver nitrate as a precursor and seaweeds extracts as reducing and
stabilizing agents. The crude extracts were characterized by FTIR, GC-MS, and HPLC-
PDA, while the AQNPs were characterized by UV-visible spectroscopy, DLS (Dynamic
Light Scattering), Zeta potential, DCS (Differential Centrifugal Sedimentation), TEM
(Transmission Electron Microscopy), XRD (X-ray Diffraction), FTIR, SEM-EDS
(Scanning Electron Microscopy with Energy Dispersive Spectroscopy), and DSC
(Differential Scanning Calorimetry). The toxicity of AQNPs against Ae. aegypti larvae,
their effects on acetylcholinesterase (AChE) activity, as well as their impact on Danio
rerio larvae, were assessed. The AgNPs exhibited UV-visible peaks between 400 and
450 nm, sizes ranging from 198.4 to 323.0 nm (DLS), Pdl (Polydispersity Index)
between 0.261 and 0.470, and zeta potential between -38.6 and -47.8. DSC analysis
revealed the presence of nanoparticles with sizes ranging from 11.08 to 343.22 nm,
appearing both as isolated particles and aggregates. The images obtained through
TEM confirm the nanoscale with nanoparticle sizes below 100 nm. Additionally, from
XRD analyses, it was possible to understand the crystalline nature of the AgNPs,
demonstrating an average size profile ranging from 34.6 to 86.17 nm. FTIR analysis
showed that the biomolecules present in the extracts are also involved in the reduction
and stabilization of AgNPs, as well as in their capping. SEM-EDS analyses
demonstrated characteristic Ag peaks at 3 keV due to the characteristic X-ray emission
of AgNPs. DSC analyses revealed the presence of endothermic and exothermic peaks
related to water loss, thermal breakdown, and crystallinity of AgNPs, as well as
desorption of biomolecules responsible for reducing the silver salt. The AgNPs
exhibited toxicity against Ae. aegypti larvae with LCso ranging between 0.50-1.15 ppm
and LCoo between 0.81-2.24 ppm, along with variations in the presence and activity of
acetylcholinesterase (AChE). The AgNPs were also toxic to the non-target species
Danio rerio, with LCso ranging between 0.10-0.29 ppm. The rapid biological synthesis
of silver nanoparticles using seaweed extract provides an ecological, simple, and cost-
effective route for nanoparticle synthesis. The extracts from the selected algae were
effective in the formation of AgNPs, displaying both reducing and stabilizing
capabilities. Despite the toxicity observed in non-target species, the larvicidal activities
against Ae. aegypti larvae represent a significant advancement in the development of
potential candidates for replacing commercially available biocides that are toxic to
human health and the environment.

Keywords: silver nanoparticles; green synthesis; macroalgae; crude extract.
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1 INTRODUCAO

Arbovirus sdo doencas causadas por patdégenos e transmitidos por artropodes
hematéfagos ao homem durante o repasto sanguineo. Embora muitos destes
patbgenos sejam mantidos em carrapatos (MANSFIELD, K. L. et al.,, 2017),
flebotomineos (ALKAN, C. et al., 2013) e outros artrépodes (CARPENTER, S. et al.,
2013), os mosquitos sdo 0s seus vetores mais importantes (CONWAY, M. J.;
COLPITTS, T. M.; FIKRIG, E., 2014), representando um grande problema de saude
publica nas regides tropicais e subtropicais do mundo (GOMES, H.; DE JESUS, A. G,;
QUARESMA, J. A. S. J. O. H., 2023). Aedes aegypti (Stegomyia) Linnaeus (1762)
(Diptera: Culicidae), conhecido como mosquito da dengue, € vetor de importantes
arbovirus, incluindo a Dengue, Zika, Chikungunya e Febre Amarela (SILVA, L. L. S. et
al., 2021).

Tendo em vista que a endemicidade da dengue depende da presenca do mosquito
Ae. aegypti, as estratégias para o controle destas doencas devem incluir métodos de
controle direcionados ao vetor, como a pulverizacéo de inseticidas sintéticos (sendo a
estratégia mais comum devido a falta de vacinas) ou tratamentos orientados ao
paciente (OLIVEROS-DI’AZ, A. F. et al., 2022; ROIZ, D. et al., 2018). Além disso, a
auséncia de tratamentos antivirais especificos contra arbovirus dificultam o controle
dos surtos de doencas (OLIVEROS-DIAZ, A. F. et al., 2022).

Uma estratégia emergente para controlar vetores arbovirais sdo 0s nanomateriais
ou formulagBes de base nanométrica, chamados de nanopesticidas (BOSLY, H. A. E.-
K. et al., 2023; DEKA, B. et al., 2021). Dessa forma, busca-se fornecer formulacdes
novas, modernas e de baixo custo com a capacidade de penetrar através do
exoesqueleto e nas células dos mosquitos, causando mortalidade apés ligacdo a
proteinas ou DNA (NASIR, S. et al., 2022). Os nanoprodutos ou nanomateriais
possuem caracteristicas vantajosas como maior capacidade de absor¢do, maior
biodisponibilidade, liberacdo gradual de ativos, melhor solubilidade de substancias
hidrofébicas em agua e boa estabilidade cinética (PORTO, A. S.; ALMEIDA, I. V. d;
VICENTINI, V. E. P., 2020; VIANA, V. et al., 2023; VUITIKA, L. et al., 2022).

Entre os nanomateriais, as nanoparticulas metalicas tém sido investigadas como
uma abordagem promissora para o controle de vetores. A capacidade que alguns

compostos  biologicos apresentam de reduzir metais pode ser usada como
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alternativas “verdes” ndo téxicas e ambientalmente amigaveis na forma de
nanoparticulas a base de metal (CHITHIGA, A.; MANIMEGALAI, K. J. E. P., 2023).

Uma alternativa promissora ao uso direto de produtos quimicos sdo as
nanoparticulas de prata (AgNPs) sintetizadas a partir de extratos naturais, geralmente
utilizadas nas medidas de controle de vetores, devido ao efeito menos deletério sobre
0S organismos ndo-alvo e a sua inerente biodegradabilidade. Os extratos podem
conter metabdlitos secundarios que atuam como agentes redutores e estabilizadores,
como alcanos, fendis, éteres, aminas e amidas, que sdo conhecidos por estarem
envolvidos na reducédo e estabilizacdo de ions de prata (ATHANASSIOU, C. et al.,
2018; BENELLI, G.; CASELLI, A.; CANALE, A. J. J. 0. K. S. U.-S., 2017; MIKAILI, P.
etal., 2013; NASIR, S. etal., 2022; RAJAGOPAL, G. etal., 2021; SANTHOSHKUMAR,
J. etal., 2017; SHAALAN, E. A.-S. et al., 2005).

Com o objetivo de melhorar as condicbes de saude publica, estudos para o
desenvolvimento de produtos produzidos pelo método de ‘sintese-verde’ com
atividades biocidas para combater vetores de arboviroses séo boas alternativas aos
produtos comerciais devido ao seu baixo custo e sua rapida biodegradabilidade, se

mostrando bastante promissor para a saude publica.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 SINTESE DE NANOPARTICULAS DE PRATA (AGNPS)

Nanoparticulas de prata (AgNPs) sdo nanoparticulas metélicas com
tamanho/diametro na faixa de 1 e 100 nm, apresentando propriedades elétricas,
Opticas e magnéticas Unicas e uma ampla gama de aplicabilidade (GALATAGE, S. T.
et al., 2021; KLAUS, T. et al., 1999). Estas nanoparticulas podem ser sintetizadas por
diferentes procedimentos baseados em duas abordagens “Top-down” ou “Bottom-up”
(SAMUEL, M. S. et al., 2022) (Figura 1).

Nanoparticulas de prata sintetizadas “Top-down” podem ser obtidas por (i)
litografia, (ii) atrito, (iii) moagem e (iv) outros processos que envolvem a reducao do
tamanho dos materiais de prata a granel para o tamanho atdmico dos AgNPs (JU-
NAM, Y.; LEAD, J. R., 2008). Por outro lado, AgNPs “bottom-up” s&o sintetizados a

partir de reacfes de sais precursores que levam a formacéo de AgNPs (BAPAT, M.
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S. etal., 2022), sendo desenvolvidos de formas simples utilizando diferentes métodos

como condensacao, precipitacdo, pirélise e etc. (KHAN, M. et al., 2021).

Figura 1 - Abordagens “Top-down” e “Bottom-up” para sintese de nanoparticulas de

prata.

Sintese de Nanoparticulas
Abordagem “Top-down” Abordagem “Bottom-up”

Métodos fisicos
e Método de descarga de arco
Condensacéao evaporativa
Litografia por feixe de

elétrons " e Nanoparticulas
- Métodos biologicos P
Irradiagéao UV

S e Utilizagdo de Extratos (plantas,
Implantagao iénica

Hia microrganismos e algas)
Moagem mecanica Tl :
e  Utilizagao de enzimas e

Ablagéo a laser : :
biomoléculas
;: e Utilizagdo de residuos industriais e  (_
’

., L agricolas
P Métodos quimicos Aglomerados

Meétodo de coprecipitagéo
Redugéo quimica de sais metalicos
Método eletroquimico

Pirdlise

Material a granel

Nanoparticulas Atomos

Fonte: Autor, 2024.

Dentre as abordagens de sintese, as AgNPs podem ser produzidas a partir de
métodos fisicos, quimicos ou bioldégicos (LYUBOMIR, L.; RISHAM SINGH, G,
EDMUNDS, T., 2021). As AgNPs obtidas por métodos quimicos geralmente utilizam
substancias toxicas como agentes estabilizantes (polivinilpirrolidona, alcool polivinilico
e poliacrilonitrila) e agentes redutores (borohidreto de sédio, hidrazina e hidroxilamina)
(LEEMA, M. et al., 2019). Devido a geracao de residuos toxicos, esses agentes podem
estar associados a varios riscos ambientais (HASSAN, A. I. et al., 2021). Por outro
lado, os métodos fisicos podem utilizar ablacéo a laser, irradiacdo UV, condensacao
por evaporagcdo, aerossol e litografia, caracterizando-se por um alto custo de
producéo, alto consumo de energia e a necessidade de equipamentos caros e de dificil
acesso, o que torna esse método antiecondmico (SRI RAMKUMAR, S. R. etal., 2017).

Devido a essas desvantagens, métodos de sintese baseados em biomateriais de
ocorréncia natural tém sido adotados como alternativa para obtencdo dessas
nanoparticulas de prata (KALIMUTHU, K. et al., 2020; KALIMUTHU, K. et al., 2016).
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Esses métodos ndo envolvem produtos quimicos sintéticos e requerem baixo
consumo de energia e tempo de sintese. Nessa perspectiva, extratos biologicos tém
sido empregados na sintese de AgNPs, utilizando protocolos simples, envolvendo o
processo de reducdo de ions metalicos utilizando extratos biol6gicos como fonte de
agentes redutores (ASMATHUNISHA, N.; KATHIRESAN, K., 2013). Desta forma, o
desenvolvimento da sintese verde de nanoparticulas expandiu-se na nanociéncia e
na nanotecnologia (MOORTHI, P. V.; BALASUBRAMANIAN, C.; MOHAN, S., 2015).

2.2 SINTESE DE NANOPARTICULAS DE PRATA POR SINTESE VERDE
UTILIZANDO ALGAS

O método de ‘sintese-verde’, aplicado a producdo de nanoparticulas metalicas,
consiste na concepcdo e desenvolvimento de estratégias para a producdo de
nanomateriais aplicando os métodos biolégicos, com o intuito de reduzir o uso ou
formacéo de substancias nocivas a saude humana e ao meio ambiente (HAMEDI, S.;
SHOJAOSADATI, S. A., 2019; TAMULY, C. et al., 2013). Este método apresenta
vantagens em comparacdo com os métodos quimicos e fisicos, tais como: (i) baixa
toxicidade, (ii) auséncia de poluicéo, e (iii) caracteristicas ecoldgicas e econdmicas
(DEVI, H. S. etal., 2019; SAJADI, S. M.; NASROLLAHZADEH, M.; MAHAM, M., 2016).
Além disso, hd uma variedade de recursos naturais para a sintese verde de nanoprata,
incluindo leveduras, plantas, fungos, algas e bactérias, capazes de reduzir
rapidamente ions metéalicos inorganicos a nanoparticulas metalicas (JAVAN BAKHT
DALIR, S. et al.,, 2020; PONNUCHAMY, K.; JACOB, J. A., 2016). Entre esses
recursos, as algas tém se destacado devido ao seu vasto potencial bioativo, contendo
compostos como pigmentos acessorios, proteinas, polissacarideos sulfatados e
outras biomoléculas, como flavonoides, alcaldides, esteréides, fendis, saponinas,
grupos funcionais hidroxila, carboxila e amino, que atuam como agentes eficazes de
reducdo e revestimento de metal, proporcionando um revestimento robusto nas
nanoparticulas metalicas em uma Unica etapa (ABDEL-RAOUF, N.; AL-ENAZI, N. M.;
IBRAHEEM, I. B. M., 2017; ABDEL-RAOQOUF, N. et al., 2019; ABDEL-RAOUF, Neveen
et al., 2019; DAVIS, T. A.; VOLESKY, B.; MUCCI, A., 2003; GNANADESIGAN, M. et
al., 2012; ROSELINE, T. A. et al., 2019).
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A presenca desses compostos bioativos, associados a nanoparticulas metalicas,
aumenta a entrega especifica ao alvo e reduz a carga do principio ativo (SELVARAJ,
P. et al., 2020). Além disso, como o controle do tamanho e da morfologia das
particulas sdo caracteristicas essenciais para aplicacdo em biotecnologia, a
abordagem bioldgica oferece uma melhor capacidade de controle sobre o tamanho
das particulas em comparacdo com os métodos de sintese quimica e fisica de
nanoparticulas metalicas (DADASHPOUR, M. et al., 2018; GURUNATHAN, S. et al.,
2013). Assim, diferentes espécies de algas tém sido utilizadas na sintese verde de

nanoparticulas de prata (Tabela 1).



Tabela 1 - Dados de estudos de sintese de nanoparticulas de prata pelo método de ‘sintese-verde’.
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Extrato de algas

Condicdes de sintese

Caracterizacbes

Caracteristicas das

particulas

Referéncias

Extrato aquoso de
Sargassum polycystum

Extrato aquoso de
Padina gymnospora

Extrato de etanol de

Hypnea musciformis

Extrato de alcool
etilico de Sargassum
natans

Extrato aquoso de
Centroceras clavulatum

Extrato aquoso de
Amphiroa rigida

Extrato aquoso de
Oscillatoria sancta

Extrato aquoso de
Gracilaria firma

Concentragdo de AgNO3 - 1 mM
Periodo de reacéo - 3 horas
Temperatura de reagéo - 37-80 °C

Concentragéo de AGNO3 - 1 mM
Periodo de reacéo - durante a noite
Temperatura de reagdo - NDg

Concentragéo de AGNO3 - 1 mM
Periodo de reacéo - 120 min
Temperatura de reagéo - temperatura

ambiente

Concentracdo de AgNO3 - 100 mmol
Periodo de reacédo - 24 h
Temperatura de reagao - temperatura

ambiente

Concentragéo de AGNO3 - 1 mM
Periodo de reacéo - ND
Temperatura de reagao - temperatura

ambiente

Concentragcéo de AGNO3 - 1 mM
Periodo de reagéo - 30 min
Temperatura de reacéo - 37 °C

Concentragdo de AgNO3 - 1 mM
Periodo de reacédo - 60 min
Temperatura de reacéo - 28 °C

Concentragcédo de AGQNO3 - 1 mM
Periodo de reacéo - ND

UV-Vis?; FTIR®; MEV¢; EDAXY;
DRX®

UV-Vis; FTIR; HR-TEMP;
MEV; EDAX; DRX; AFMi

UV-Vis; FTIR; MEV-EDX;;
DRX

UV-Vis; FTIR; MEV

UV-Vis; FTIR; MEV-EDX;
DRX; DLSk

UV-Vis; FTIR; MET'; MEV;
EDX; DRX

UV-Vis; FTIR; DRX; HRMEV;
HR MET

UV-Vis; FTIR; MET; DRX

SPRf - 418 nm
Tamanho - 20 - 88nm
Forma - cubica

SPR - 377 nm
Tamanho - 10 - 28nm
Forma - esférica

SPR - 420 nm
Tamanho - 40 - 65 nm
Forma - esférica

SPR - 340 nm
Tamanho - 50nm
Forma - ND

SPR - 410 nm
Tamanho - 35 - 65 nm
Forma - esférica e

cubica

SPR - 420 nm
Tamanho - 20 - 30 nm
Forma - esférica

SPR - 450 nm
Tamanho - 25 - 50 nm
Forma - cubica e

hexagonal

SPR - 440 nm
Tamanho - 12 - 200nm

(VINOTH, S. et al.,
2018)

(RAJAGOPAL, G.
et al., 2021)

(RONI, M. et al.,
2015a)

(BARNAWI, A. et
al., 2019)

(MURUGAN, K. et
al., 2016)

(GOPU, M. et al.,
2021)

(ELUMALAI, D et
al., 2021)

(KALIMUTHU, K. et
al., 2016)
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Temperatura de reagdo - temperatura Forma - esférica
ambiente
Extrato aquoso de Concentragéo de AgQNO3 - 1 mM UV-Vis; MET; EDAX; DLS; SPR - 453 nm (AZIZ, A. T., 2022)
Ulva lactuca Periodo de reacéo - ND DRX Tamanho - 20 - 50 nm
Temperatura de reagéo - ND Forma - ND

agspectroscopia ultravioleta-visivel; PEspectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier; °Microscopia Eletrénica de Varredura; 9Anélise de Raios X Dispersivos
de Energia; ¢Difracéo de raios X; fRessonancia Plasmatica de Superficie; INdo definido; "Microscopia Eletrénica de Transmisséo de Alta Resolugédo; iMicroscépio de Forca

Atdmica; IMicroscopia Eletrénica de Varredura de Alta Resolucdo; kDispersdo Dinamica de Luz; 'Microscopia Eletrénica de

Transmisséao.
Fonte: Autor, 2024.



Diferentes compostos quimicos estdo envolvidos na reacdo de reducao de
AgNO3 e estabilizacdo de AgNPs. Dentre estes, a predominéancia de compostos
fendlicos é evidente no seu potencial de reduzir os ions Ag* a Ag° e estabilizar

as nanoparticulas por meio de capeamento (OMIDI, S. et al., 2018) (Figura 2).

Figura 2 - Sintese verde de nanoparticulas de prata (AgNPs) por extratos de
algas marinhas

OH

Reducao

—

Algas marinhas

. S N N N
= e [ Ny o - HO

Estabilizacdo das AgNPs

Fonte: Autor, 2024.

2.3 CARACTERIZACAO DE NANOPARTICULAS DE PRATA

As nanoparticulas de prata podem ser caracterizadas por diferentes técnicas
analiticas, cada uma fornecendo informacfes e parametros relacionados as

propriedades fisico-quimicas e morfolégicas, associadas também a estabilidade.

2.3.1 Espectroscopia UV-Vis

A espectroscopia UV-Vis é uma técnica importante para caracterizar
nanoestruturas (ABBAS, Q., 2019). Em nanoparticulas metalicas, essa técnica

permite a previsdo da estabilidade e confirmacdo da sintese ocorrida. Além
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disso, 0 processo de sintese de nanoparticulas metalicas a partir de seus sais
particulares proporciona um pico caracteristico com absorc¢des fortes na regido
visivel (ALMATROUDI, A., 2020; MAGUDAPATHY, P. et al.,, 2001). Neste
contexto, espectroscopia UV-Vis tem sido empregada como ferramenta para
confirmar a sintese de AgNPs.

A mudanca visual de cor observada ao final da sintese pode ser atribuida a
ressonancia plasmoénica de superficie (SPR) em nanoparticulas metalicas que
pode ser confirmada por espectroscopia UV-Vis (ER, M., 2019). As
nanoparticulas metdlicas biossintetizadas recebem elétrons livres, que déo
origem a uma banda de absorcdo SPR, devido a vibracdo combinada dos seus
elétrons em ressonancia com a onda de luz (BENELLI, G.; CASELLI, A;
CANALE, A. J. J. 0. K. S. U.-S., 2017; NOGINOV, M. A. et al., 2006).

Vinoth, S. et al. (2018) realizaram varredura por espectroscopia UV-Vis de
AgNPs obtidos do extrato da alga marrom Sargassum polycystum, obtendo forte
absorcdo em 418 nm. Outras algas marrons também obtiveram absorcao, mas
em comprimentos de onda de 377 nm para Padina gymnospora (RAJAGOPAL,
G. et al., 2021) e 340 nm para Sargassum natans (BARNAWI, A. et al., 2019).
As NPs obtidas das algas vermelhas Centroceras clavulatum (MURUGAN, K. et
al., 2016), Hypnea musciformis (RONI, M. et al., 2015a), Gracilaria firma
(KALIMUTHU, K. et al., 2016) apresentaram absorcao na faixa de 410-440nm.
NPs obtidas de algas como Ulva lactuta (AZIZ, A. T., 2022) e Oscillatoria sancta
(ELUMALAI, D et al., 2021) revelaram os maiores valores de absorbancia (450

nm).

2.3.2 Espectroscopiainfravermelha com transformada de Fourier (FTIR)

A espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)
consiste na passagem de raios infravermelhos pela amostra, de forma que os
espectros resultantes indicam as caracteristicas de absorcdo e transmissao do
material analisado (BILISKOV, N., 2022). Esta técnica é uma ferramenta
importante para a identificacéo de grupos funcionais de AgNPs sintetizados, 0s
quais podem estar associados a estabilidade de nanoparticulas (HUQ, M. A.,
2020).
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Nas AgNPs derivada de espécies de algas marrons (Sargassum polycystum,
Sargassum natans e Padina gymnospora), algas vermelhas (Hypnea
musciformis, Centroceras clavulatum, Amphiroahira e Gracilaria firma), algas
azuis (Oscillatoria sancta) e algas verdes (Ulva lactuta) foram identificaram
grupos funcionais caracteristicos de compostos fendlicos, &cidos graxos,
aminas, amidas, polissacarideos e proteinas (AZIZ, A. T., 2022; GOPU, M. et al.,
2021; MURUGAN, K. et al., 2016; RAJAGOPAL, G. et al., 2021; RONI, M. et al.,
2015a; VINOTH, S. et al., 2018). Esses bioativos podem contribuir tanto para as
propriedades biolégicas quanto para a estabilizacdo e/ou reducdo dos ions de
prata (AHMAD, N.; SHARMA, S., 2012; ASGHARI, G.; VARSHOSAZ, J;
SHAHBAZI, N. J. N. J., 2014).

2.3.3 Difracéo de Raios X (DRX)

DRX € uma técnica analitica amplamente utilizada para observar estruturas
cristalinas pela penetracdo dos raios-X no material (RAJESHKUMAR, S.;
BHARATH, L. V., 2017). Em AgNPs, o DRX é usado para detectar a formacao
de nanoparticulas, sua estrutura cristalina e calcular o seu tamanho (pela
equacdo de Debye Scherrer) (CHANDA, S., 2013; PHILIP, D., 2011). Vérios
estudos relataram a natureza cristalina de AgQNPs sintetizadas a partir de extratos
de algas marinhas por analise de DRX (ELUMALAI, D. et al., 2021; GOPU, M. et
al., 2021; MURUGAN, Kadarkarai et al., 2016; RONI, M. et al., 2015a; VINOTH,
S. etal., 2018).

Elumalai, D. et al. (2021) verificaram a estrutura cristalina de AgNPs
sintetizadas a partir de extratos de Oscillatoria sanca identificando quatro
diferentes planos de estruturas cristalinas (27,72°, 32,22°, 46,27°, 57,52°) com
alta pureza, confirmando a producédo das NPs, além disso, o padréo cristalino
revelado configura uma estrutura cubica de face centrada (fcc). Este mesmo
padrdo também foi observado em AgNPs sintetizadas a partir de extratos de
algas marinhas, Centroceras clavulatum (MURUGAN, K. et al., 2016),
Sargassum polycystum (VINOTH, S. et al., 2018), Hypnea muciformis (RONI, M.
et al., 2015b) e Amphiroa rigida (GOPU, M. et al., 2021). Roni, M. et al. (2015)

em seu trabalho com extratos de Hypnea muciformis, além de confirmar a
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estrutura cristalina e a geometria das AgNPs sintetizadas, definiu o tamanho das
AgNPs na faixa de 20-60 nm. Rajagopal et al (2021) apesar de ndo terem
descrito sua geometria, demonstraram que  AgNPs utilizando Padina
Gymnospora apresentavam diametro de 30 nm. As AgNPs obtidas do extrato da
alga Ulva lactura também apresentaram estrutura cristalina confirmada por DRX
(AZIZ, A. T., 2022). O difratograma revelou um padrao de difracdo de picos nos
angulos 20-40 (2 picos), 40-60 (3 picos) e 60-80 (1 pico), que sao sugestivos de
padrao cubico centrado na face.

2.3.4 Espectroscopia de Raios X por Disperséo de Energia (EDS)

A analise de energia dispersiva de raios X (EDX / EDS / EDXA), também
chamada de espectroscopia de energia dispersiva de raios X, € uma técnica de
raios X usada para determinar a composi¢cdo elementar ou caracterizacao
quimica do material (KEPEKCI, R. A.; YENER ILCE, B.; DEMIR KANMAZALP,
S., 2021). Essa técnica permite a medicdo da composicdo e quantidade de ions
de metais pesados em nanoparticulas, que sdo colocadas proximas ou na
superficie de uma amostra (ROODBAR SHOJAEI, T.; SOLTANI, S
DERAKHSHANI, M., 2022).

As NPs obtidas pelos extratos de algas marinhas de Padina gymnospora,
Uva lactuca, Oscilatoria sanca, Amphiroa rigida, Gracilaria firma, Centroceras
clavulatum, Sargassum polycystum e Hypneia muciformis revelaram forte sinal
na regiao da Ag, confirmando a presenca de nanocristais de prata, apresentando
pico tipico de absorcdo Optica de aproximadamente 3 keV devido a ressonancia
plasmoénica de superficie (RSP) (KAVIYA, S. et al., 2011; MAGUDAPATHY, P.
et al., 2001). Além disso, algumas AgNPs obtidas a partir de extratos de algas
marinhas Sargassum polycystum (VINOTH, S. et al., 2018), Padina gymnospora
(RAJAGOPAL, G. et al., 2021), Hypneia muciformis (RONI, M. et al., 2015a), Uva
lactuca (AZIZ, A. T., 2022), Gracilaria firma (KALIMUTHU, K. et al., 2016) e
Oscilatoria sanca (ELUMALAI, D. et al., 2021) mostraram outros sinais
correspondentes a proteinas e outros compostos organicos e inorganicos. Foi
relatado que nanoparticulas sintetizadas usando extratos vegetais e metabdlitos

sdo cercadas por uma fina camada de material organico de cobertura e isso pode
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permitir a estabilizagdo da solugdo apos a biossintese (AHMAD, N.; SHARMA,
S., 2012; GHOLAMREZA, A.; VARSHOSAZ, J.; SHAHBAZI, N., 2014).

2.3.5 Microscopia

A microscopia é uma andlise importante na caracterizacao de nanoparticulas
metélicas. Entre elas, para o estudo das AgNPs, sdo comumente utilizadas a
Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) e Microscopia Eletronica de
Transmisséao (MET) (RAJAGOPAL, G. et al., 2021).

MEV é um método amplamente utilizado para a geracdo de imagens de
superficies com alta resolucdo, que podem ser utilizadas para caracterizacéo de
nanomateriais (HAN, W.; JIAO, H.; FOX, D., 2018). Esta ferramenta produz uma
variedade de sinais usando um feixe focado de elétrons de alta energia, de forma
gue a medida que o feixe de elétrons incidente percorre a superficie da amostra,
ele emite elétrons em cada local da regido escaneada (ERDMAN, N.; BELL, D.
C.: REICHELT, R., 2019; LOBO, M.; DOURADO, D.; SOUSA, A., 2019).

MET fornece informacdes sobre morfologia, estrutura cristalina, difracéo e
analise espectroscopica (ZHOU, W. et al., 2023) utilizando feixes de elétrons
mais fortes (intensos), resultando em maior resolucédo e imagens de particulas
mais detalhadas, quando comparado ao MEV (MANAIA, E. B. et al., 2017;
MOURDIKOUDIS, S.; PALLARES, R. M.; THANH, N. T. K., 2018). Vistos em
conjunto, MEV e MET forneceram informacgfes importantes na caracterizacao de
AgNPs.

Nanoparticulas menores que 100 nm foram observadas em nanomateriais
obtidos a partir de extratos de algas marinhas de Sargassum polycystum (20-88
nm por MEV) (VINOTH, S. et al., 2018), Hypnea musciformis (40-65 nm por MEV)
(RONI, M. et al.,, 2015b), Centroceras clavulatum (35-65 nm por MEV), Ulva
lactuca (20-50 nm por MET) (AZIZ, A. T., 2022), Amphiroa rigida (20-30 nm por
MET) (GOPU, M. et al., 2021), Oscilatoria sanca (> 50 nm por MEV e MET)
(ELUMALAI, D. et al., 2021) e Padina gymnospora (10-33 nm por MET, MEV)
(RAJAGOPAL, G. et al., 2021).

Nanoparticulas obtidas do extrato de algas marinhas de Gracilaria firma

(KALIMUTHU, K. et al., 2016) apresentaram grandes variagdes na distribuicao
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de tamanho de particula, superiores a 100 nm (12-200 nm por MET). Este fator
pode estar correlacionado com o capeamento de biomoléculas na superficie da
nanoparticula que pode formar outras nanoestruturas (CHANDRAN, S. P. et al.,
2006).

Em termos de morfologia das AgNPs, foi observada configuracdo cubica
para as nanoparticulas obtidas das espécies Sargassum polycystum e Hypnea
musciformis. Isto é consistente com o padrdo de DRX destas nanoparticulas. Por
sua vez, nanoparticulas obtidas de Centroceras clavulatum, Ulva lactuca,
Amphiroa rigida, Oscilatoria Sanca, Gracilaria firma e Padina gymnospora
revelaram formato esférico. E digno de nota que fatores como tamanho e
morfologia podem impactar as propriedades biolégicas das nanoparticulas,
conforme relatado anteriormente para a atividade larvicida de nanoparticulas
metélicas com diferentes tamanhos e morfologia contra mosquitos vetores
(GUNATHILAKA, U. A.-O. et al., 2021).

2.4 ATIVIDADE LARVICIDA DE AgNPs CONTRA Aedes aegypti

Aedes aegypti, conhecido como mosquito da dengue, também é vetor de
importantes arbovirus, incluindo Dengue, Zika, Chikungunya e Febre Amarela
(LIU, Y. et al., 2020; SILVA, L. L. S. et al., 2021). Dentre elas, destaca-se a
dengue, pois esta doenca é endémica em mais de 100 paises, revelando-se um
importante problema de saude publica (WHO, 2023). A sua incidéncia cresceu
em todo o mundo nas Ultimas décadas, com um aumento no nimero de casos
notificados pela OMS de 505.430 no ano 2000 para 5,2 milhdes em 2019 (WHO,
2023). Além disso, prevé-se que cerca de 60% da populacao global estard em
risco de contrair dengue em 2080 (MESSINA, J. P. et al., 2019). Portanto, é
imperativo que sejam desenvolvidas estratégias mais avangadas e eficientes
para controlar a incidéncia de insetos transmissores de doencas. Nesta
perspectiva, tem sido dada maior atencdo a utilizacdo de nanoparticulas no
controle de mosquitos vetores como uma solugéo para doengas emergentes e
reemergentes (GUNATHILAKA, U. A.-O. et al., 2021).

Dentre as nanoparticulas investigadas quanto ao seu potencial larvicida no

controle vetorial, as AgNPS sintetizadas a partir de algas marinhas tem se
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mostrado uma estratégica promissora. A compatibilidade e potencializagdo da
formacdo de nanoparticulas de prata (AgNPs) ap6s a mistura de extratos de
algas com um sal de prata precursor (ex. nitrato de prata (AgNO3s)) pode ser
devido a sinergia das biomoléculas com a atividade redutora presente nos
extratos que se ligam a superficie das particulas (BORASE, H. P.; D PATIL, C.,
2013). ApGs a reducdo das nanoparticulas, sua toxicidade sob as larvas pode

ocorrer de diversas formas (Figura 3).

Figura 3 - Potencial das nanoparticulas de prata no controle vetorial de Aedes

aegypti.

AgNPs no combate as doencas virais humanas transmitidas pelo vetor Aedes aegypti

Ae. aegypti larvaes

INGESTAO DE  AgNPs PELAS
LARVAS ATRAVES DE SEUS
HABITOS ALIMENTARES
GENERALISTAS

/_
AgNPs PASSANDO PELA CUTICULA \_(_‘>
DO INSETO E PENETRANDO A \

CELULAS INDIVIDUAIS \ ““

Aedes  aegypti  E
VETOR DE
ARBOVIRUS COMO
DENGUE, ZIKA,
CHIKUNGUNYA E
FEBRE AMARELA

Cuticula

Epiderme |

Fonte: Autor, 2024.

O pequeno tamanho das AgNPs esta associado a duas vias de acdo na
toxicidade: (i) a capacidade de atravessar a cuticula do inseto e penetrar nas
células individuais e (ii) a ingestdo de AgNPs pelas larvas através de seus
habitos alimentares generalistas, ingerindo agua e substancias para serem
absorvidas no intestino (RODRIGUES DOS SANTOS, D. et al., 2023). Ambas as
vias podem resultar em danos ao intestino médio, as células epiteliais e ao cortex
nas larvas do mosquito, ocasionando alteracdes fisiologicas, como encolhimento
da regido abdominal e mudanca no formato do térax e branquias (ZOHRA, T. et
al., 2022). Esses processos levam a oxidacdo e degradagcdo de enzimas e

organelas intracelulares, afetando processos fisioldgicos e culminando em
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apoptose em larga escala e, consequentemente, a morte da larva
(ATHANASSIOU, C. et al., 2018; RODRIGUES DOS SANTOS, D. et al., 2023;
ZOHRA, T. et al., 2022).

Vinoth et al. (2018) avaliaram a atividade larvicida de AgNPs sintetizadas a
partir do extrato de algas S. polycys em Ae. aegypti. As larvas L4 foram tratadas
com NPs e sua mortalidade foi verificada nos tempos de 24h (60%, valor de CLso
de 0.30 pg/mL), 48h (80% de valor de CLso de 0.06 pg/mL e 72 h (90%, valor de
CLso de 0.03 pg/ml). Gopu, M. et al. (2021) sintetizaram e investigaram o
potencial larvicida de AgNPs do extrato de algas marinhas Amphiroa rigida.
Larvas de Aedes aegypti nos estagios L3 e L4 foram tratadas com A. rigida-
AgNPs (5-80 ug/mL) e apds 24 horas de exposicao foi observada mortalidade. A
partir da concentracdo de 20 pg/mL (L3) e 40 pg/mL (L4) foi evidenciada
mortalidade das larvas.

Uma das maiores problematicas em relacdo ao controle de vetores, € 0
desenvolvimento de resisténcia a inseticidas sintéticos, dessa forma de faz de
grande importancia a busca de bioprodutos que possuam baixo custo, baixa
toxicidade para organismos néo-alvo e que possuam alta eficiéncia e alta
biodegradabilidade. Uma vez que as vacinas contra dengue apresentam
limitacBes importantes e ndo estdo disponiveis no sistema publico de saude, se
faz necessario o controle do vetor, Aedes aegypti Linn. (Culicidae, Diptera), para
controle da doenca. As algas marinhas, presentes em abundancia nas aguas
costeiras brasileiras, apresentam grande potencial fonte de novos compostos
gue podem ajudar a combater vetores de parasitas na fase adulta ou larval,
sendo uma 6tima alternativas aos produtos sintéticos, contribuindo assim para a
melhoria das condicbes de saude publica em paises tropicais em

desenvolvimento.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVOS GERAL

Desenvolvimento de nanoparticulas de prata sintetizadas a partir de
extratos de algas marinhas com atividade biocida para controle vetorial do Aedes

aegypti.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caraterizacdo quimica dos extratos brutos por FTIR, GC-MS e HPLC.

e Sintese e caracterizacdo das nanoparticulas de prata (AgNPs) a partir do
extrato bruto.

e Avaliar o potencial larvicida das AgNPs contra de Ae. aegypti.

e Avaliar a toxicidade das nanoparticulas frente a organismos nao-alvo.



35

4 MATERIAL E METODOS

4.1 COLETA E IDENTIFICACAO DAS MACROALGAS

As algas Sargassum vulgare (C. Agardh), Caulerpa sertularioides (S.G.
Gmelin), Caulerpa chemnitzia (J.V.Lamour), Padina gymnospora (Sonder 1871),
Bryopsis pennata (J.V.Lamour) e Gracilaria cervicornis (J.Agardh) (Figura 4)
foram coletadas na praia de Serrambi, Pernambuco sob as coordenadas:
8°33’21”S e 35°00°21"W. A Praia de Serrambi esta situada no municipio de
Ipojuca, cerca de 70 km ao sul da cidade do Recife. A praia de Serrambi, se da
pela presenca de arenitos de praia (beachrocks ou recifes de arenito), os quais
se apresentam geralmente paralelos a costa e servem de substrato para o
desenvolvimento de algas e corais além de ser uma protecao efetiva para o litoral
(Chaves, 1991; Manso et al., 2003). As algas foram coletadas em 01 de abril de
2022. Foram realizados os registros dos materiais biolégicos coletados nas
plataformas SISGEM e SISBIO (Anexo A e B).

Figura 4 - Algas marinhas coletadas na praia de Serrambi, Pernambuco, Brasil
(8°33'21”"S e 35°00°'21"W) Sargassum vulgare (C. Agardh); Caulerpa
sertularioides (S.G.Gmelin); Caulerpa chemnitzia (J.V.Lamour); Padina
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gymnospora (Sonder 1871); Bryopsis pennata (J.V.Lamour); Gracilaria

cervicornis (J.Agardh).

C. sertularjoides

S. vulgare

P. gymnospora _ B. pennata
) -

N

Fonte: Autor, 2024.

4.2 DESIDRATACAO DAS MACROALGAS MARINHAS E PREPARACAO DO
EXTRATO BRUTO

Em laboratério as biomassas coletadas foram lavadas com agua para
remocgdo de sujeiras macroscopicas, deixadas sobre papel absorvente para
drenar o excesso de agua e colocadas para secagem em estufa com circulagédo
e renovacao de ar (Quimis, modelo Q314M242) a 45°C por 24 horas. As
macroalgas secas foram trituradas para o preparo dos dois extratos, um aquoso
e um hidroalcéolico (etanol 70%), apés a mistura do material triturado com o
solvente escolhido, foram levados para o banho ultrassénico (EASY 10 H) por
30 min e filtrados em papel filtro (Whatman n°l). Os extratos hidroalcéolicos

foram tratados no evaporador rotativo para a retirada do etanol e entdo, assim



37

como 0sS extratos aquosos, foram secos em Spray Drier nos seguintes
parametros: Blower control: Vazdo: 1,50 m3min; Temperatura: SP = 80.0, E=
59.7 S=37.5; Flowmeter: 35 I/min (AIR); Feed pump: Vazao 0,40 L/H. Todos os

extratos foram armazenados a -80°C.

4.3 CARACTERIZACAO DO EXTRATO BRUTO SECO

4.3.1 Espectroscopia na regido do infravermelho por transformada de
Fourier (FTIR)

A avaliacao dos diferentes grupos constituintes funcionais presentes nos
extratos brutos secos, aquoso e hidroalcéolico, das algas Sargassum vulgare,
Caulerpa sertularioides, Caulerpa chemnitzia, Padina gymnospora, Bryopsis
pennata e Gracilaria cervicornis foi conduzida por Espectroscopia ha regidao do
Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR). Os espectros foram obtidos
a uma temperatura ambiente em estado sélido, utilizando espectrometro de IV
(PerkinElmer® - Spectrum 400), por dispositivo de reflectancia total atenuada
(ATR) com cristal de selénio, com um intervalo de 650 - 4000 cm-*. A resolucéo
utilizada foi de 4 cm e a porcentagem com intervalo da transmitancia de 40% -
60%.

4.3.2 Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (GC-
MS)

As analises de GC-MS foram realizadas no Laboratorio Green e Sustainable
Processes (GSP) do Departamento de Engenharia Quimica, Universidade de
Coimbra, Coimbra, Portugal, pelo Auxilio & Mobilidade Discente, da Fundagéo
de Amparo a Ciéncia e Tecnologia de Pernambuco — FACEPE, com processo
AMD-0086-2.10/22 (Anexo C, D e E).
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Para as analises de GC-MS as amostras dos extratos aguosos passaram
pela reacao de transesterificacao de acidos carboxilicos, seguindo a metodologia
pré-definida por Fernandes et al. (2021) com modificacdes, para melhor
visualizacdo dos constituintes quimicos na coluna cromatografica, utilizando
como reagente de saponificacdo uma solucédo de NaOH (0,5M) em metanol; um
reagente de esterificacdo com uma solucédo contendo cloreto de ambnia em

metanol, acido sulfdrico; éter de petrdleo e uma solucéo salina saturada (NacCl).

A composicao das fracOes obtidas nos procedimentos de extracao sequencial
foi determinada utilizando um sistema de cromatografia gasosa (Agilent
Tecnhonogies, 7890A GC, GC Systems) acoplado a um detetor de espetrometria
de massa (Agilent Tecnhonogies, 5975C inert MSD com with Triple-Axis Detetor)
e equipado com uma coluna DB Wax (30 mx 0.53 mm, i.d., 1.00 um) e DB5. O
gas transportador usado foi o hélio (3 mL / min) e 1 yL de amostra diluida em
acetato de etila a uma concentracéo de 10 mg/mL foi injetada, no modo split de
9 mL/minuto. A temperatura do injetor foi de 220°C e a do detetor foi de 300°C,
sendo a rampa de temperatura de 100 a 220°C a uma taxa de 20°C/min e
posterior de 220 a 250°C a uma taxa de 10°C/min mantendo a temperatura a
260°C durante 15 minutos, numa programacdo de 24 minutos. A identificacao
dos compostos baseou-se na analise comparativa de espectros de massa das
substancias com as dos bancos de dados do sistema de CG-MS (NIST e FFNSC
2).

Foram considerados apenas 0os compostos com certeza de identificacdo
superior a 80% de combinacdo baseada nos espectros de massa das
substancias quando comparadas com as dos bancos de dados NIST e FFNSC
2.

4.3.3 Cromatografia liquida de alto eficiéncia acoplada a um detector de
arranjo de fotodiodo (HPLC-PDA)

Os extratos brutos aquosos e hidroalcoolicos das algas marinhas foram
analisados por HPLC-PDA (Prominence UFLC Shimadzu - SPDM20A) no

Laboratério Green e Sustainable Processes (GSP) do Departamento de
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Engenharia Quimica, Universidade de Coimbra, Coimbra, Portugal, pelo Auxilio
a Mobilidade Discente, da Fundacdo de Amparo a Ciéncia e Tecnologia de
Pernambuco — FACEPE, com processo AMD-0086-2.10/22 (Anexo C, D e E).

As condicfes cromatograficas foram baseadas na literatura relatada por
Lopez et al. (2011). A separacédo foi realizada com uma coluna Surf C18 100A
(150 mm x 4,6 mm, 5 um). Um sistema de gradiente foi usado envolvendo duas
fases moéveis. O eluente A foi agua com 0,1% de acido férmico e o eluente B
metanol. A vazéo foi de 1,0 mL/min e o volume de injecédo foi de 60 pL de extrato
diluido em metanol. O sistema operou a 27°C. As condi¢des de eluicdo aplicadas
foram: 0-5 min, 20% B isocratico; 5-30 min, gradiente linear de 20% a 60% B;
30-35 min, 60% B isocratico; 35-40, gradiente linear de 60% a 20% B e,
acondicionamento da coluna. O monitoramento simultaneo foi feito em 270 nm,
324 nm e 373 nm de acordo com as absorbancias encontradas para os padroes.
Ainda em Lopez et al. (2011) foram preparados padrées de acido galico,
quercetina, rutina, epicatequina, acido cafeico, catequina, acido vanilico, acido
clorogenico, acido siringico e acido p-cumarico na concentracédo de 1 mg/mL. Os

comprimentos de ondas de cada padrao estdo descritos na Tabela 2.

Tabela 2 - Comprimentos de onda (nm) dos padrfes acido galico, quercetina,
rutina, epicatequina, acido cafeico, catequina, acido vanilico, acido clorogenico,

acido siringico e acido p-cumarico.

Padréo Comprimento de onda (nm)
Acido galico 270nm
Quercetina 373nm
Rutina 373nm
Epicatequina 270nm
Acido cafeico 324nm
Catequina 270nm
Acido vanilico 270nm
Acido clorogenico 324nm
Acido siringico 270nm
Acido p-cumarico 324nm

Fonte: Autor, 2024.

A analise dos dados foi realizada com base em dois critérios: tempo de
retencdo e cromatogramas dos padrdes e dos picos correspondentes nas
amostras. Para a identificacdo foram usados os critérios anteriormente descritos,
mas para a quantificacdo foram feitas curvas de calibragdo com os referidos

padrdes com concentra¢des conhecidas (1 mg/mL).
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4.4 SINTESE DAS NANOPARTICULAS METALICAS

Apés a caracterizacdo quimica dos extratos brutos das algas marinhas
Sargassum vulgare, Caulerpa sertularioides, Caulerpa chemnitzia, Padina
gymnospora, Bryopsis pennata e Gracilaria cervicornis, foi utilizado como critério
de selecdo os trés extratos que apresentaram uma maior quantidade de
biomoléculas extraidas, sendo elas Caulerpa sertularioides, Caulerpa chemnitzia
e Bryopsis pennata.

As nanoparticulas metdlicas foram sintetizadas via “sintese verde” de
acordo com adaptacdes de metodologias pré-estabelecidas
(BALASUBRAMANI, G. et al., 2015; VIMALA, R. et al., 2015). Em resumo, 10 mL
do extrato bruto das algas marinhas foram adicionados 90 mL de AgNO3 (10 mM)
a 90 °C por 48hrs. Uma aliquota das soluc@es foi coletada para caracterizagao
por UV-visivel. Em seguida, as suspensfes de nanoparticulas foram submetidas
a trés ciclos de centrifugacéo (5.000rpm/30min), congeladas a -80°C, liofilizadas

e armazenadas para as caracterizacdes fisico-quimicas e testes bioldgicos.

4.5 CARACTERIZACAO DAS NANOPARTICULAS

4.5.1 Analise por UV-visivel (UV-Vis)

Os espectros de UV-Vis foram obtidos a partir da varredura das
suspensdes de nanoparticulas de prata (AgNPs) apos 48hrs de sintese em um
intervalo de comprimentos de onda entre 200 a 800 nm no espectrofotbmetro
(Spectramax M3) no Laboratorio de Ecotoxicologia Aquatica (LABECOTOX) do
Departamento de Zoologia — UFPE.
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4.5.2 Tamanho de particula, indice de polidispersao e potencial zeta

4.5.2.1 Sedimentacao por Centrifugacéo Diferencial - CPS Disc Centrifuge

A andlise de CPS foi realizado nas instalacdes do Laboratorio Nacional de
Nanotecnologia (LNNano), do Centro Nacional de Pesquisa em Energia e
Materiais (CNPEM), uma organizagdo social supervisionada pelo Ministério da
Ciéncia, Tecnologia e Inovacdes (MCTI). A equipe da instalacdo Nanotoxicologia
e Nanobiotecnologia € reconhecida pela assisténcia durante os experimentos
(Nanotox-20230212) e pela contribuicdo do Centro de Biologia Estrutural do
Mercosul (CEBEM) por meio da subvencéo nimero 2021-240160 da Iniciativa
Chan Zuckerberg DAF, um fundo assessorado de Silicon Fundacdo Comunitaria
do Vale.

As amostras foram submetidas a centrifugacdo em centrifuga de disco
CPS DC24000 (Figura 5) em gradiente de sacarose de 1-8%. Cada medicdo de
sedimentacao foi calibrada utilizando um padr&o de policloreto de vinila (PVC)
de tamanho nominal de 544 nm e realizada com inje¢éo de 0,1 mL de amostra.

Figura 5 - Centrifuga de disco CPS DC24000 (Laboratério Nanotox — CNPEM).

Fonte: Autor, 2024.

4.5.2.2 Espalhamento de luz dinAmico (DLS)

A distribuicdo hidrodindmica do tamanho das nanoparticulas foi

determinada pela técnica de espalhamento de luz dindmico, utilizando-se um
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analisador de particulas Zetasizer nano ZS90 (Malvern Panalytical) com detector
em angulo fixo de 90° e temperatura de 25 °C. Medidas de potencial zeta foram

determinadas pela técnica de mobilidade eletroforética no mesmo equipamento.

4.5.3 Microscopia Eletronica de Transmisséao (TEM)

Nanoparticulas foram visualizadas através da técnica de Microscopia
Eletronica de Transmissao (TEM), utilizando um Microscépio Eletrénico de
Transmisséo Jeol® JEM-1230 operando a 80 kV. No preparo da amostra, uma
amostra de 20 pL foi aplicada sobre uma grade de cobre revestida com filme de
carbono. Apds secagem, o excesso de amostra foi removido, seguido de analise

morfologica das particulas.

4.5.4 Difracao de raios-X (DRX)

Para as andlises das amostras de AgNPs em po6 obtidas via sintese-verde
foi utilizado um difratbmetro de raios-X da Rigaku SmartLab® da Central
Multiusuario do Departamento de Fisica da UFPE com detector de fita de silicone
D/teX Ultra 250 ou cintilagdo. Como parametros de operacao foram utilizados na
medida: intervalo de varredura (20) de 20 a 100°; passo angular= 0,005°,
velocidade = 2°/min. O tubo do feixe foi de cobre, emitindo um comprimento de
onda de 1,58059 A.

4.5.5 Espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de
Fourier (FTIR)

A avaliacao dos diferentes grupos constituintes funcionais presentes nas
nanoparticulas de prata (AgNPs) sintetizadas pelo método de ‘sintese-verde’ a
partir dos extratos brutos secos, aquoso e hidroalcoolico, das algas Sargassum
vulgare, Caulerpa sertularioides, Caulerpa chemnitzia, Padina gymnospora,

Bryopsis pennata e Gracilaria cervicornis foi conduzida por Espectroscopia na
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regido do Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR), realizado no
Laboratorio de tecnologia de medicamentos (LTM) no Departamento de
Farmacia da UFPE. Os espectros foram obtidos a uma temperatura ambiente
em estado sélido, utilizando espectrometro de IV (PerkinElmer® - Spectrum
400), por dispositivo de reflectancia total atenuada (ATR) com cristal de selénio,
em intervalo de 650 - 4000 cm-i. A resolucdo utilizada foi de 4 cm? e a

porcentagem com intervalo da transmitancia de 40% - 60%.

4.5.6 Microscopia Eletrénica de Varredura com Espectroscopia de Raios-
X Dispersiva em Energia (MEV-EDS)

As amostras para MEV-EDS foram preparadas fixando uma fita de
carbono ao suporte e despejando uma pequena quantidade de amostra sobre a
fita com a remocéo do excesso de p6 com um borrifador de ar. Posteriormente,
as amostras foram metalizadas com ouro (Au) em uma metalizadora BalTec SCD
050 da Central Multiusuario do Departamento de Fisica da UFPE. Apés a
metalizacdo, as amostras foram analisadas em um microscépio eletrénico de
varredura acoplado a um espectrometro de raios-X dispersivo em energia Mira3
LMU da Rui Tescan para deteccéo de elétrons secundarios a uma poténcia de
feixe de 25 kV. O equipamento esta disponivel nos espacos do prédio do
Programa de Poés-graduacdo em Ciéncia de Materiais no departamento de
Quimica Fundamental (Dqf) da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE).

4.5.7 Avaliacado do perfil térmico das AgNPs por calorimetria exploratéria
diferencial (DSC)

Curvas de fluxo de calor foram obtidas em um calorimetro diferencial de
varredura, modelo 1 Star'systm (Mettler Toledo) sob atmosfera de nitrogénio. As
analises foram realizadas no Laboratorio de Nanodispositivos Fotbnico no
Departamento de Quimica Fundamental da UFPE. As amostras foram

acondicionadas em cadinhos de aluminio e submetidas a aquecimento de 25°C
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a 550°C, com taxa de 10°C/min e fluxo de gas 50 mililitros por minutos (50

mL/min).

4.6 AVALIACAO BIOLOGICA DAS AgNPs EM Ae. aegypti

4.6.1 Ensaio larvicida contra Ae. aegypti

As atividades larvicidas das nanoformulac¢des foram avaliadas através de
bioensaios toxicolégico, de acordo com adaptacdes da metodologia preconizada
pela OMS (LEAL, W. S. et al., 2017). Larvas de terceiro estagio (L3) de Aedes
aegypti foram obtidas de uma colbnia estabelecida no Instituto Aggeu Magalhaes
(IAM) sob condi¢des adequadas de temperatura (26 £ 2°C), umidade relativa (60
+ 10%) e fotoperiodo de 12 horas. Ensaios-piloto foram conduzidos para
estabelecer as faixas de concentracdo a serem utilizadas no bioensaio de
toxicidade através de uma curva concentracao-resposta com 20 larvas para a
determinacdo da faixa de concentragcao larvicida. As larvas foram expostas a
diferentes concentra¢des de nanoparticulas, em triplicata, durante 24 e 48 horas.
Neste periodo, foram notificadas a taxa de mortalidade. Temefos (6 ppm) foi
utilizado como controle positivo e agua ultrapura foi utilizada como controle

negativo.

4.6.2 Ensaio de quantificagdo da atividade da enzima acetilcolinesterase
(AChE) em larvas de Ae. aegypti.

O meétodo de quantificagdo da atividade da enzima acetilcolinesterase
(AChE), realizado no Laboratério de Ecotoxicologia Aquatica (LABECOTOX) do
Departamento de Zoologia — UFPE, foi adaptado do método descrito por
(ELLMAN, G. L. et al., 1961). O homogenato foi constituido por 10 larvas L3 de
Ae. aegypti, tratadas com as AgNPs e com o controle negativo (adgua ultrapura),
e 100 pL de tampao fosfato de potassio (KPlI 0,1 M com pH 7,4). Apés a

homogenizagéo as amostras foram centrifugadas por 20 min, 4°C a 9000g. A
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atividade da acetilcolinesterase foi avaliada utilizando 50 pL do homogenato e
200 pL de uma solucédo de acido 5,5'-Ditiobis 2-nitrobenzato (DTNB) 0,3 g L.
Apos a leitura da atividade de basal, 50 puL do substrato iniciador de iodeto de
acetilcolina a 2,6 g L foram adicionados e em seguida lida a atividade
enzimatica por absorbancia no comprimento de onda 415 nm em um espectro
de fluorimetro (SpectraMax® M3) por 2 min. A atividade da AChE foi quantificada
utilizando o coeficiente de absortividade molar (€ = 14.150 mM cm™) e dada em

nmol de TNB min-t mg de proteina .

A quantificacdo das proteinas totais foram executadas seguindo o método
colorimétrico descrito por (BRADFORD, M. M., 1976) a partir de uma curva de

diluicGes de albumina bovina com seis concentracdes, considerando (r’>0,995).

4.7 AVALIACAO DOS EFEITOS DOS EXTRATOS BRUTOS EM ESPECIES
NAO-ALVO

4.7.1 Danio rerio (Zebra fish)

Os bioensaios com Danio rerio foram realizados nas instalacdes do
Laboratdrio Nacional de Nanotecnologia (LNNano), do Centro Nacional de
Pesquisa em Energia e Materiais (CNPEM), uma Organizagdo Social
supervisionada pelo Ministério da Ciéncia, Tecnologia e Inovacées (MCTI). A
equipe da instalacdo Nanotoxicologia e Nanobiotecnologia € reconhecida pela
assisténcia durante os experimentos (Nanotox-20230212 e pela contribuicdo do
Centro de Biologia Estrutural do Mercosul (CEBEM) por meio da subvencao
namero 2021-240160 da Iniciativa Chan Zuckerberg DAF, um fundo
assessorado de Silicon Fundagao Comunitaria do Vale” (Anexo F e G).

O ensaio dos primeiros estagios de vida do peixe-zebra foi realizado de
acordo com a diretriz da OCDE sobre o teste FET (OCDE, 2013). A instalacdo
Nanotox do LNNano-CNPEM (Campinas, S&o Paulo, Brasil) forneceu ovos de
peixe-zebra usados no estudo. O teste comecou expondo ovos recém-

fertilizados de peixe-zebra por 96 horas a 28 + 1 -C e fotoperiodo 16:8 (claro:
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escuro) as concentracdes selecionadas das nanoparticulas de prata (AgNPs)
sintetizadas pelos extratos aquoso e hidroalcéolicos (0.005 - 0.30ppm), incluindo
o grupo controle (EPA). A diluicdo do extrato foi realizada em agua reconstituida
(meio EPA) preparada com NaHCO3 (96 mg/L), MgSOa4 (60 mg/L), KCI (4 mg/L)
e CaSO4 (60 mg/L) (pH 7,5 £ 0,5) (USEPA, 2002). Vinte ovos por tratamento (3
repeticbes) foram selecionados e distribuidos em microplacas de 24 pocos
(Figura 6). Embrides e larvas foram observados diariamente sob um
estereomicroscoépio (Stereo Discovery V20, Zeiss). Foram notificadas a taxa de
mortalidade.

Figura 6 - A) Aquarios para reproducao e liberacdo de ovos com embrides de

Danio rerio utilizados em estudos. B) Ovos com embrides Danio rerio

visualizados no estereomlcroscoplo

Fonte: Autor, 2024.

4.8 ANALISE ESTATISTICA

Os valores de concentracéo letal (LCso e LCg0) foram calculados usando
andlise de dados de dose-mortalidade de estudos de bioensaios no software
Origin (versdo 8.5). Os dados foram analisados quanto a distribuicdo de
normalidade por meio dos testes de Shapiro-Wilk. Como os resultados foram
normais e homocedasticos, as diferencas entre as medias dos tratamentos foram
avaliadas por meio de analise de variancia (ANOVA-one way) e teste de Tukey

com intervalo de confianga de p< 0,05. As andlises estatisticas e os graficos
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foram gerados no software Origin (versdo 8.5). Todos os dados séao
apresentados como médias + DP. Para os testes de AChE, as comparacdes
entre tratamentos e controle foram feitas com base nos testes a posteriore de
Dunnett (ANOVA) e Dunn (Kruskall Wallis), respectivamente, utilizando o
software Sigmaplot 12.0 (Jandel Scientific, Erkrath, Alemanha).

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZACAO DOS EXTRATOS BRUTOS

5.1.1 Analise por Espectroscopia no infravermelho transformada de
Fourier (FTIR)

Os espectros de FT-IR dos extratos aquosos e hidroalcéolico de
Sargassum vulgare, Caulerpa sertularioides, Caulerpa chemnitzia, Padina
gymnospora, Bryopsis pennata e Gracilaria cervicornis estdo representados na

Figura 7 e os grupos funcionais compilados na Tabela 3.

Figura 7 - Espectros de FTIR dos extratos aguosos e hidroalcoolicos das algas marinhas

Sargassum vulgare, Caulerpa sertularioides, Caulerpa chemnitzia, Padina gymnospora,



Bryopsis pennata e Gracilaria
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Fonte: Autor, 2024.

Tabela 3 - Espectros de FTIR dos extratos aquosos e hidroalcoolicos das algas marinhas

Sargassum vulgare, Caulerpa sertularioides, Caulerpa chemnitzia, Padina gymnospora, Bryopsis
pennata e Gracilaria cervicornis coletadas na Praia de Serrambi, Ipojuca, Pernambuco, em abril

de 2022.

Frequéncia (cm™)

Grupo funcional

Modo de vibracéao

AQuoso Hidroalc6olico
Sargassum vulgare
3328 3254 -OH fenol e &lcool
2931 2936 CH- alongamento de alcanos
1396 - C=0-H deformacéo de fenois
1246 1247 SOs alongamento
1096 - C-O vibracdo de alongamento de &lcoois e
1080 1083 acidos carboxilicos
1030 - C-OecC-C alongamento
- 1022 C-N estiramento de aminas alifaticas
1009 - Aromaticos C-H flexdo no plano
615 654 Cc=C dobramento de alceno
Caulerpa sertularioides
3292 - OH alongamento de taninos
2957 - CHs alongamento assimétrico e simétrico
2924 - CH- alongamento de alcanos
- 2919 C-H ligacBes alifaticas carbono-hidrogénio
2852 2851 C-H alongamento de alcanos
1642 - OH vibracdo de curvatura
- 1629 (NH)=0 vibragdo de alongamento
1419 i C=H curvatura assimétri.ca/si_métricg para o
grupo dimetil ou isometil
- 1416 -CH (CHs) curvatura
1380 1376 OH Vibragbes de deformacéo
1163 - C=0 alongamento assimétrico arom-O
1150 1154 Aromatico C-H flexdo plana
1075 - CCeCH alongamento e flexao respectivamente
i 1030 C_N vibracdo de alongamento de aminas
alifaticas
1022 - C-N Alongamento de aminas alifaticas
- 728 - modo de curvatura Alcanos
Caulerpa chemnitzia
3322 3339 OH alongamento de taninos
2927 - C-H ligaces alifaticas carbono-hidrogénio
- 2916 (2.963 a 2.855 cm™)
- 2877
2854 2848 C-H alongamento de alcanos
- 1629 (NH)=0 vibracéo de alongamento do grupo
i 1081 C-N vibracdo de alongamento de aminas
alifaticas
1020 - C-0O alongamento de carboxilicos e aminas
Padina gymnospora
ligaces alifaticas carbono-hidrogénio
- 2926 C-H (2.963 a 2.855 cm-)
1634 i i grupos carbonila e ligagdes amida de
proteinas
i 1081 C—N vibracdo de alongamento de aminas

alifaticas



50

Bryopsis pennata

2925 2920 C-H alongamento de alcanos
2854 2849
2323 - C=C alongamento
- 1622 (NH)=0 vibracéo de alongamento do grupo
1580 - vibragdo assimétrica e simétrica do ion
carboxilato
1027 C-N Estiramento de aminas alifaticas
Gracilaria cervicornis
- 3294 O-H modo de vibracdo alongamento (sym)
2931 2922 C-H alongamento de alcanos
- 1622 (NH)=0 vibracéo de alongamento do grupo
1406 1404 Cc-0O estiramento de éter alquil arilico
1031 Cc-0O alongamento de grupos alcodlicos

Fonte: Autor, 2024.

Os picos observados para os extratos de Sargassum vulgare, para o
extrato aquoso, foram 3328, 2931, 1396, 1246, 1096, 1080, 1030, 1009 e 615
cm?, e para o hidroalcéolico 3254, 2936, 1247, 1083, 1022 e 654 cm. Os
espectros mostraram fortes picos de absorcdo em 3328 e 3254 cm indicando a
vibracdo da hidroxila (OH) do fenol e do &lcool. Os picos 2931 e 2936 cm™
significam o alongamento CH- de alcanos. O pico em 1396 cm? indica a
deformagao de fenodis (C=0-H) e 0 1246 e 1247 cm, o alongamento do 6xido
sulfdrico (SOs). Os picos encontrados em 1096, 1080 e 1083 cm™ indicam a
vibracdo de alongamento de alcoois e &cidos carboxilicos (C-0), ja em 1030 cm~
1 se encontra o alongamento de C-O e C-C. Em 1022 cm! ha o estiramento de
cadeias alifaticas (C-N), em 1009 cm™ a flexdo no plano do grupamento C-H
aromatico e, em 615 e 654 cm™, a presenca de dobramento de alcenos (C=C).

Para Caulerpa sertularioides foram observados, para o extrato aquoso,
picos em 3292, 2957, 2924, 2852, 1642, 1419, 1380, 1163, 1150, 1075 e 1022
cml, e para o extrato hidroalcéolico, 2919, 2851, 1629, 1416, 1376, 1154, 1030
e 728 cm™. Os espectros mostraram fortes picos de absor¢cdo em 3292 cm
indicando alongamento de taninos (OH), em 2957 cm! indicando alongamento
simétrico e assimétrico do grupamento CHs. Os picos em 2924, 2852 e 2851 cm~
Lindicam o alongamento de alcanos (CH). Em 2919 cm sdo encontradas
ligacGes alifaticas C-H. Para o pico 1642 cm™ se encontra vibragGes de curvatura
para o grupamento OH e para em 1380 e 1376 cm™ se encontra vibragées de
deformacdo OH. O pico encontrado em 1629 cm™ apresenta vibracdes de

alongamento do grupo (NH)=0O, em 1419 cm™ apresenta uma curvatura
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assimétrica/simétrica para o grupo dimetil ou isometil (C=H), em 1416 cm se
tem curvatura para -CH(CHs), em 1163 cm™ alongamento assimétrico em grupos
aromaticos-O (C=0) e em 1150 e 1154 cm uma flexdo plana em aromaticos C-
H. Para o pico encontrado em 1075 cm™ se encontra alongamento de grupo CC
e flexdo para CH. Para os picos 1030 e 1022 cm™ se encontra vibracdo de
alongamento e estiramento de aminas alifaticas, respectivamente e em 728 cm-

L apresenta o0 modo de curvatura de alcanos.

Para Caulerpa chemnitzia, foram observados, para o extrato aquoso,
picos em 3322, 2927, 2854 e 1020 cm™, e para hidroalcéolica 3339, 2916, 2877,
2848, 1629 e 1081 cm. Os espectros mostraram picos de absorcdo em 3322 e
3339 cm indicando alongamento de taninos (OH). Os picos em 2927, 2916 e
2877 cm apresentaram ligaces alifaticas carbono-hidrogénio (C-H). Foram
observados picos nos planos 2854 e 2848 cm indicando alongamento de
alcanos (C-H), em 1629 cm! é demonstrado vibracdo de alongamento do grupo
(NH)=0, em 1081 cm™ apresenta vibragées de alongamento de aminas alifaticas

(C-N) e em 1020 cm* alongamento do grupamento carboxilico e aminas.

Para Padina gymnospora, foi observado para o extrato aquoso o pico em
1634 cm™, e para o hidroalcéolico os picos 2926 e 1081 cm™. Os espectros
mostraram picos de absorcdo em 1634 cm™ apresentando grupos carbonila e
ligacbes amida de proteinas, 2962 cm™? demonstrando ligagbes alifaticas
carbono-hidrogénio (C-H) e 1081 cm™ representando vibracdo de alongamento

de aminas alifaticas (C-N).

Para Bryopsis pennata foram observados, para o extrato aquoso, 0s picos
2925, 2854 e 2323 cm, e para hidroalcéolico 2920, 2849, 1622, 1580 e 1027
cm L. Os espectros mostraram picos de absorcdo em 2925, 22920, 2854 e 2849
cm? demonstrando alongamento de alcanos (C-H), em 2023 cm™ apresenta
alongamento em C=C, em 1622 cm! apresenta vibracdo de alongamento do
grupo (NH)=0, em 1580 cm se tem a vibracdo assimétrica e simétrica do ion
carboxilato e em 1027 cm™ apresenta o estiramento de aminas alifaticas (C-N).

Para Gracilaria cervicornis, foram observados, para os extratos aquosos,
0s picos 2931 e 1406 cm, e para o hidroalcéolico 3294, 2922, 1622, 1404 e

1031 cm®. Os espectros mostraram picos de absorcdo em 3294 cm?
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demonstrando modo de vibracdo de alongamento (simétrico) em ligacdes O-H.
Para os picos em 2931 e 2922 cm! apresenta alongamento de alcanos (C-H),
em 1622 cm™ a vibragdo de alongamento do grupo (NH)=0, em 1406 e 1404 cm-
1 o estiramento de éter alquil arilico (C-O) e para 1031 cm™ o alongamento de

grupos alcodlicos (C-0).

Quando analisamos e comparamos a Figura 7, € possivel se observar um
padrdo de picos muito parecidos entre os extratos aquosos e hidroalcoolicos,
porém a intensidade dos picos se mostram bem maiores nos hidroalcoolicos,
podendo se dar devido a capacidade de solventes orgéanicos, mistura entre
solventes organicos:agua, acidos, hipocloritos, entre outros, poderem interagir
com componentes da parede celular das algas causando deformacdes e
promovendo ruptura celular e a extracdo dos seus compostos (CORREA, P. S.
et al., 2020).

5.1.2 Analise GC-MS

Os extratos brutos das algas marinhas Sargassum vulgare, Caulerpa
sertularioides, Caulerpa chemnitzia, Padina gymnospora, Bryopsis pennata e
Gracilaria cervicornis foram caracterizados pela técnica de Cromatografia
Gasosa Acoplada a Espectrometria de Massas (GC-MS). A composicdo quimica
elucidada foi compilada na Tabela 4 e foram representados nos cromatogramas

na Figura 8.
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Tabela 4 - Composicao dos extratos aquosos e hidroalcoolicos esterificados das algas marinhas
Sargassum vulgare, Caulerpa sertularioides, Caulerpa chemnitzia, Padina gymnospora, Bryopsis
pennata e Gracilaria cervicornis pela técnica de Cromatografia Gasosa Acoplada a

Espectrometria de Massas (GC-MS).

Amostra Tipo de Extrato  RT* (min) %c?e?olsssde Compostos Quimicos Area (%)
Aquoso 14.28 91 Hexadecanoic acid 100
9.25 97 Tetradecanoic acid 4.27
13.57 87 9-Hexadecenoic acid 3.73
Sargassum 14.28 98 Hexadecanoic acid 64.59
vulgare Hidroalcoolico 21.22 96 9,12-Octadecadienoic acid 3.70
21.66 99 Octadecenoic acid 17.67
29.51 83 5,8,11,14-Eicosatetraenoic 6.03
acid
AquOSO 9.26 91 Tetradecano@c ac?d 2.30
14.28 99 Hexadecanoic acid 97.70
9.25 98 Tetradecanoic acid 2.02
12.30 83 3,7,11,15-Tetramethyl-2- 0.50
hexadecen
13.17 95 Hexadecadienoic acid 3.00
13.32 94 9,12,15-Octadecatrien-1-ol 473
13.56 94 9-Hexadecenoic acid 1.60
14.290 99 Hexadecanoic acid 58.78
Caulerpa L .
sertularioides . . 21.20 99 9,12-Octadecadienoic acid 12.21
Hidroalcéolico 21.52 99 9,12,15-Octadecatrienoic 11.31
acid
23.49 93 Octadecanoic acid 1.39
29.67 94 5,8,11,14,17- 1.77
Eicosapentaenoic acid
30.15 83 6,9,12-Octadecatrienoic 0.51
acid
43.51 90 Tetracosanoic acid 1.18
43.61 90 Tetracosanoic acid 0.99
Aquoso 14.28 98 Hexadecanoic acid 100.00
9.26 90 Tetradecanoic acid 1.35
Caulerpa 14.27 98 Hexadecanoic acid 91.77
chemnitzia Hidroalcéolico 21.21 98 9,12-Octadecadienoic acid 4.79
23.51 86 Octadecanoic acid 1.23
29.49 83 Methyl eicosatetraenoate 0.87
Aquoso 14.28 95 Hexadecanoic acid 100.00
Padina 13.88 80 9-Hexadecenoic acid 4.35
gymnospora Hidroalcéolico 14.28 99 Hexadecanoic acid 66.94
21.65 91 9-Octadecenoic acid (2)- 28.71
Aquoso 14.28 98 Hexadecanoic acid 100.00
Bryopsis 10.54 94 Pentadecano_ic ac_id 2.38
pennata Hidroalcéolico 14.28 99 Hexadecanmc_ aC|d_ 83.56
21.64 87 10-Octadecenoic acid 11.62
22.03 80 9-Octadecenoic acid (2)- 2.44
Gracilaria Aquoso 14.28 86 Hexadecanoic acid 100.00
cervicornis Hidroalcéolico 14.28 96 Hexadecanoic acid 100.00

*RT = Tempo de Retencdo; (%) certeza de identificacdo. Dos picos encontrados, foram identificados para
Sargassum vulgare (100% aqg. e 60% HA), Caulerpa sertularioides (25% ag. e 43,3% HA), Caulerpa chemnitzia
(33,33% ag. e 22,72% HA), Padina gymnospora (100% ag. e 42,85% HA), Bryopsis pennata (7,69% ag. e 21,05%
HA) e Gracilaria cervicornis (100% ag. e 100% HA).

Fonte: Autor, 2024.
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Figura 8 - CG-MS dos extratos aquosos e hidroalcéolicos das algas marinhas Sargassum vulgare,

Caulerpa sertularioides, Caulerpa chemnitzia, Padina gymnospora, Bryopsis pennata e Gracilaria
cervicornis.
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Uma vez que as amostras passaram pelo processo de transesterificacao.
foram encontradas majoritariamente acidos graxos em todos cromatogramas
analisados (Figura 8). Esses padr6es de acidos graxos ja foram apresentados
por outros autores quando aplicaram as mesmas técnicas de transesterificacao
em extratos de algas marinhas.

O acido hexadecanoico € um dos acidos graxos mais comuns em algas,
independente do filo, uma vez que, assim como no presente estudo, sdo
apresentados em todos os extratos das as algas marinhas, sendo a partir deste
acido graxo que os seres vivos podem realizar biossintese de acidos graxos de
cadeias maiores (SILVA, D. L. d., 2014). Assim como apresentado no presente
estudo, Hariram, John et al. (2019) em seu estudo com a alga parda
Stoechospermum marginatum, encontraram picos correspondentes a acido
hexadecandico (palmitato de metila), &cido octadecadiendico (octadecadienoato
de metila), acido tetracosandico (lignocerato de Metila). Foseid, Natvik et al.
(2020) em seu trabalho com extratos das algas marinhas Palmaria palmata,
Alaria esculenta e Saccharina latissima encontram picos correspondentes ao
acido hexadecandico (Palmitato de metila), acido eicosapentaendico, acido
tetradecandico (acido miristico), Acido octadecanoico (acido esteérico), acido 9-
hexadecendico (acido palmitoléico), acido 9,12-octadecadiendico (acido

linoleico), acido 5,8,11,14-eicosatetraendico (acido araquidénico).
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5.1.3 Anaélise por HPLC-PDA

Os extratos foram analisados em trés comprimentos de ondas diferentes,
sendo eles 270nm, 324nm e 373nm. Os cromatogramas dos extratos aquosos e
hidroalcoolicos das algas marinhas Sargassum vulgare, Caulerpa sertularioides,
Caulerpa chemnitzia, Padina gymnospora, Bryopsis pennata e Gracilaria

cervicornis estao representados na Figura 9.
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Figura 9 — HPLC-PDA dos extratos aquosos e hidroalcoolicos das algas marinhas Sargassum vulgare, Caulerpa sertularioides,

Caulerpa chemnitzia, Padina gymnospora, Bryopsis pennata e Gracilaria cervicornis avaliados nos comprimentos de onda 270, 324

e 373nm.
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Os cromatogramas dos padrdes acido galico (270nm), quercetina (373nm), rutina
(373nm), epicatequina (270nm), acido cafeico (324nm), catequina (270nm), acido
vanilico (270nm), acido clorogenico (324nm), acido siringico (270nm) e éacido p-

cumarico (324nm) na concentracéo de 1 mg/mL estéo representados na Figura 10.

Figura 10 - Cromatogramas de HPLC dos padrdes: 270nm: 1 = acido galico, 2 =
acido siringico, 3 = 4cido vanilico, 4 = catequina e 5 = epicatequina; 324nm: 6 = acido
clorogénico, 7 = acido p-cumarico, 8 = acido cafeico; e 373nm: 9 = quercetina e 10

= rutina.
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Através da andlise do detector de arranjo de fotodiodos (PDA) foi possivel ter um

levantamento dos tempos de retencdo mais significativos dos extratos das algas

marinhas nos trés comprimentos de onda (270nm, 324nm e 373nm) apresentados

na Tabela 5, bem como a equacao de regressdo e coeficiente de correlagédo dos

padrdes analiticos na Tabela 6 e a sua quantificacdo na Tabela 7.

Tabela 5 - Relacdo de comprimento de onda, tempo de retencdo provaveis

compostos encontrados nos extratos de algas marinhas diluidos em metanol

(Img/mL) por HPLC-PDA.

. Aquoso Hidroalcoolico Provavel
Amostra A (nm) RT (min) q Area (%) Composto
270 3.67+0.05 100 100 acido gdlico
1.84 4 - n.i.
1.92 4 - n.i.
Sa\‘/rgngfgm 324 2.13 5 - n.i.
417 9 - n.i.
35.84 78 - n.i.
373 26.49 - 100 rutina
2.34 2 - n.i.
Caulerpa 3.53 - 9 ,é_cido géljgo
sertularioides 270 13.61 - 91 acido vgnlllco
26.91 2 - n.i.
27.17 3 - n.i.
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38.26 8 - n.i.
40.47 85 - n.i.
1.71 9 - n.i.
1.83 37 - n.i.
1.97 19 - n.i.
324 2.13 10 - n.i.
34.82 11 - n.i.
35.89 15 - n.i.
1.83 41 - n.i.
2.01 12 - n.i.
2.14 6 - n.i.
373 27.04+0.12 31 77 rutina
32.67+1.03 6 23 quercetina
34.82 4 - n.i.
270 3.99 - 100 éc@do gél?co
4.25 100 - acido galico
1.74 2 - n.i.
1.84 4 - n.i.
1.93 3 - n.i.
2.01 3 - n.i.
324 2.10 2 - n.i.
2.47 9 - n.i.
35.38 9 - n.i.
Caulerpa 36.06 67 - n|
chemnitzia 1.69 2 = n.l-
1.85 10 - n.i.
1.93 7 - n.i.
2.16 10 - n.i.
2.47 9 - n.i.
373 2.61 2 - n.i.
27.03+0.05 2 96 rutina
32.47 - 4 quercetina
35.35 22 - n.i.
36.06 36 - n.i.
2.35 4 - n.i.
270 4.60 - 100 n.i.
13.59 96 - acido vanilico
1.77 9 22 n.i.
1.83 24 - n.i.
1.96 14 28 n.i.
2.15 21 20 n.i.
2.46 7 21 n.i.
324 3.35 1 - n.i.
3.48 0,47 - n.i.
Padina 18.31 16 - n.i.
gymnospora 21.43 - 4 n.i.
34.80 8 - n.i.
1.83 61 - n.i.
2.01 22 - n.i.
2.15 18 - n.i.
30.59 - 0,46 n.i.
30.99 - 0,46 n.i.
373 31.53 - 1 n.i.
31.82 - 1 n.i.
35.06 - 1 n.i.
32.49 - 100 quercetina
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270 4.32+0.31 100 100 acido galico
1.72 38 - n.i.
1.83 14 - n.i.
1.90 24 - n.i.
2.46 8 - n.i.
Bryopsis 324 2.58 8
pennata 32.39 1 - n.i.
34.96 3 - n.i.
3
1

- n.i.

35.41 - n.i.
35.53 - n.i.
373 27.03 - 86 rutina
32.43+0.06 100 14 guercetina
270 3.64+0.95 100 - acido galico
1.72 23 - n.i.
1.83 15 - n.i.
1.91 16 - n.i.
2.13
2.27
2.36
2.46
2.55
2.62
2.84
Gracilaria 2.92
cervicornis 324 3.06
3.15
16.32
22.61
24.71
25.27
25.45
32.28
32.67
33.76
34.05 - n.i.
373 26.77 - 100 rutina
Fonte: Autor, 2024.

- n.i.
- n.i.
- n.i.
- n.i.
- n.i.
n.i.
- n.i.
- n.i.
- n.i.
- n.i.

A RPFRPPFPEFEPNEDNMNNNDN
1

- n.i.

=
N
1

n.i.
- n.i.
- n.i.
- n.i.
n.i.
- n.i.
- n.i.

PR R RPNRE N
1

Tabela 6 - Relagcdo de comprimento de onda, tempo de retencdo, equacédo de
regressao e coeficiente de correlacdo encontrados nos padrées diluidos em metanol
(Img/mL) por HPLC-PDA.

~ Tempo de Retengéo Equacéo de Coeficiente de

Padrao A (nm) (RT) (min) regressao correlagéo (r?)
acido galico 270 3.48 y=51952x + 1E+06 0,9927
guercetina 373 32.57 y =1334.4x - 1.334 0.9992
rutina 373 26.41 y = 487.09x — 0.8493 0.9998
acido vinilico 270 14.28 y = 0.9786x + 7.4972 0.9865

Fonte: Autor, 2024.
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Tabela 7 - Quantidades de polifendis em extratos de algas Sargassum vulgare,
Caulerpa sertularioides, Caulerpa chemnitzia, Padina gymnospora, Bryopsis pennata
e Gracilaria cervicornis determinadas por analise de HPLC-PDA

Padréo analitico/extrato (mg/mg)

Amostra — — - - — —
acido galico quercetina  rutina  acido vinilico

Sargassum vulgare Aquoso 0.01921 - - -
Hidroalcéolico 0.01922 - 0.02869 -
Caulerpa sertularioides Aquoso - 0.00241 0.02691 -

Hidroalcéolico 0.01924 0.00232 0.02847 0.001
Caulerpa chemnitzia  Aquoso 0.01888 - 0.02983 -
Hidroalcoolico 0.01860 0.00226 0.02120 -

Padina gymnospora Aquoso - - 0.10122 0.087
Hidroalcdolico 0.01764 0.00122 - -
Bryopsis pennata Aquoso 0.01813 0.00181 - -
Hidroalcdolico 0.00924 0.00130 - -
Gracilaria cervicornis  Aquoso 0.01887 - 0.02226 -

Hidroalcdéolico 0.01875 - - -

Fonte: Autor, 2024.

Através das analises dos picos mais representativos apresentados nos
cromatogramas das amostras de extratos brutos aquosos e hidroalcéolicos das algas
marinhas e comparando com os picos dos padrdes avaliados, é possivel visualizar
uma semelhanca nos tempos de retencéo (Rt). O extrato aquoso da alga Sargassum
vulgare apresenta um Rt 3.64min em 270nm muito préximo ao encontrado no padrao
do acido galico e seu extrato hidroalcéolico apresenta um pico de 3.71min (acido
galico) em 270nm e 26.49min (rutina) em 373nm. Para a alga Caulerpa
sertularioides, o extrato aquoso apresentou Rt 26.92min (rutina) e 34.82min
(quercetina) no comprimento de onda de 373nm, ja o extrato hidroalcoolico
apresentou Rt 3.53min (acido galico) e 13.61min (4cido vanilico) em 270nm,
27.04min (rutina) e 31.94min (quercetina) e 33.40min (Quercetina) em 373nm. O
extrato aquoso de Caulerpa chemnitzia demonstrou Rt 4.25min (4cido Galico) em
270nm e 27.07 (rutina) em 373nm, ja o extrato hidroalcoolico, apresentou Rt 3.99min
(acido Gélico) em 270nm e 27.00min (rutina) e 32.47min (quercetina) em 373nm. Em
Padina gymnospora, apresentou Rt 13.59 (acido vanilico) em 270nm, ja no extrato
hidroalcoolico apresentou Rt 32.49min (quercetina) em 373nm. Bryopsis pennata
apresentou em seu extrato aquoso Rt 4.10min (acido géalico) em 270nm e 32.39min
(quercetina) em 373nm, no extrato hidroalcéolico foi encontrado Rt 4.54min (4cido
Galico) em 270nm e 27.03min (Rutina) e 32.47min (quercetina) em 373nm. A alga
Gracilaria cervicornis apresentou Rt 2.97min (a4cido galico) em 270nm em seu extrato

aguoso, ja no hidroalcéolico apresentou Rt em 4.31min (4cido galico) em 270nm e
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26.77min (rutina) em 373nm. Em conjunto, esses dados sdo Uteis para um melhor
entendimento sobre o processo de formacao das nanoparticulas de prata a partir do
Nitrato de Prata (AgNOs) pelo método de ‘sintese verde’, uma vez que, de acordo
com a literatura, os polifendis estdo diretamente relacionados com o processo de
reducdo e estabilizacdo das nanoparticulas de prata por esse método de sintese
(KALIMUTHU, K. et al., 2017; MURUGAN, Kadarkarai et al., 2016; SHETTY, P. et
al., 2014).

Assim como demonstrado no presente estudo, LOpez, Rico et al. (2011)
analisaram a composicdo quimica de extratos da alga marinha Stypocaulon
scoparium também encontraram picos cromatograficos referentes ao acido galico
(Rt: 5.3 min) em 270nm, rutina (Rt: 28.1 min) em 373nm e quercetina (Rt: 34.6 min)
em 373nm. Ainda em Lopez, Rico et al. (2011) foi observado que a solubilidade dos
polifen6is muda com a polaridade do solvente, assim como encontrado no presente
trabalho, os quais a presenca de picos correspondentes a classes de compostos
fendlicos (acido gélico e acido vanilico) e flavonoides (rutina e quercetina) foram
encontrados e caracterizados com predominancia nos extratos hidroalcdolicos.
Ademais, os compostos fendlicos ja foram relatados com grande capacidade de
reducdo de ions de prata, resultando na formacdo, capeamento e estabilidade das
AgNPs (EDISON, T. J. I.; SETHURAMAN, M. G., 2012; MARTINEZ-CASTARNON, G.
A. et al., 2008; WANG, W. et al., 2007)

5.2 CARACTERIZACAO DAS NANOPARTICULAS DE PRATA (AGNPS)
SINTETIZADAS POR SINTESE VERDE.

Apds a caracterizacdo e andlise quimica dos extratos brutos aquosos e
hidroalcoolicos das espécies de algas marinhas, foram selecionados os extratos das
algas C. sertularioides, C. chemnitzia e B. pennata para a sintese das nanoparticulas

de prata (AgNPs) através do método ‘sintese-verde’.

5.2.1 Analise do pico RPS por absorbéncia por UV-visivel
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As reacdes de biossintese de nanoparticulas de prata foram avaliadas através
de varredura por espectrofotometria por UV-vis, apos a sintese, no intervalo de
comprimento de onda entre 200 e 800 nm. Os resultados das analises por
espectrofotometria por UV-vis sdo apresentados na Figura 11 e 12, os quais sdo
apresentados picos no intervalo entre 400-450 em todas as sinteses devido a sua
ressonancia plasmoénica de superficie (RPS), por outro lado, o controle de AgNOs

(10mM) ndo apresentou picos de absorgéo caracteristicos.

Figura 11 - Espectros UV-Vis de nanoparticulas de prata (AgNPs) sintetizadas com
0s extratos brutos aquosos das algas marinhas Caulerpa sertularioides, Caulerpa

chemnitzia e Bryopsis pennata
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Fonte: Autor, 2024.

Figura 12 - Espectros UV-Vis de nanoparticulas de prata (AgNPs) sintetizadas com
0os extratos brutos hidroalcéolicos das algas marinhas Caulerpa sertularioides,

Caulerpa chemnitzia e Bryopsis pennata.
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Fonte: Autor, 2024.

Esses comprimentos de onda distintos podem ser devidos as diferencas no
tamanho das nanoparticulas ou a diferencas nos agentes de capeamento dos
extratos (GONZALEZ-BALLESTEROS, N. et al., 2019). Os valores encontrados se
assemelham com os valores encontrados por Rajasekar et al.(2020), Princy &
Gopinath (2021) e Princy, Holaday, & Gopinath (2021), os quais demonstraram que
as producdes de AgNPs por sintese verde utilizando algas verde apresentaram picos
em 427, 410 e 414 nm, respectivamente, indicando a presenca de ressonancia
plasménica de superficie (RPS), e que podem indicar também a presenca de
nanoparticulas de formato esférico na solugéo, sendo necesséria a confirmacao por

outras técnicas de caracterizacao.

5.2.2 Determinagdo do tamanho hidrodindmico de particulas, indice de
polidispersao (Pdl) e potencial zeta.

5.2.2.1 Espalhamento Dinamico de Luz (DLS)
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DLS (Dynamic Light Scattering) € um método comumente utilizado para
determinar o diametro hidrodinamico, e a carga superficial de nanoparticulas
metalicas € medido pela técnica de mobilidade eletroforética (CAPUTO, F. et al.,
2019; SHANMUGANATHAN, R. et al., 2023).

Os valores das difracdes expostas pelas nanoparticulas de prata (AgNPs),
obtidos pela técnica de DLS em mistura polidispersa, estdo descritas na tabela 8,
bem como os valores do indice de Polidisperséo (Pdl). Adicionalmente, a distribuic&io

do tamanho de particulas esta apresentada em forma de histogramas na figura 13.

Tabela 8 - Dados obtidos por analise de tamanho (size) e indice de polidisperséo
(Pdl), pela técnica de espalhamento de luz dindmico (DLS), das nanoparticulas de
prata obtidas por sintese verde utilizando os extratos brutos aquosos e
hidroalcéolicos das algas Caulerpa sertularioides, Caulerpa chemnitzia e Bryopsis

pennata.
Amostra Z-average (d.nm) Pdl
Agquosa Hidroalcoolica Agquosa Hidroalcoolica
C. sertularioides 249,5 323,0 0,443 0,261
C. chemnitzia 213,5 198,4 0,470 0,263
B. pennata 202,3 207,3 0,437 0,272

* Diferencas dos valores encontrados pela técnica de Microscopia Eletrénica de Transmissao (MET).
Fonte: Autor, 2024.

Figura 13 - Representacao da distribuicdo das nanoparticulas de prata obtidas por sintese verde

utilizando os extratos brutos aquosos e hidroalcéolicos das algas Caulerpa sertularioides,

Caulerpa chemnitzia e Bryopsis pennata.
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Autor, 2024.

Os valores de potencial zeta representam a estabilidade das nanomateriais e
a diferenca entre a carga de superficie da particula no plano de deslizamento, de
forma que o alto valor, positivo ou negativo (em modulo) da amostra, demonstra a
repulséo entre as particulas conferindo estabilidade a longo prazo (ANJALI, R. et al.,
2022; LAVAKUMAR, V. et al., 2015).

Os valores do potencial zeta encontrados para as AgNPs estdo apresentados

na Tabela 9 e representados graficamente na Figura 14.

Tabela 9 - Potencial Zeta das nanoparticulas de prata obtidas por sintese verde
utilizando os extratos brutos aquosos e hidroalcoolicos das algas Caulerpa

sertularioides, Caulerpa chemnitzia e Bryopsis pennata.

Zeta Potential (mV)

Amostra Aguosa Hidroalc6olica
C. sertularioides -47,8 -44.9
C. chemnitzia -44.5 -42,2
B. pennata -38,6 -38,7

Fonte: Autor, 2024.
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Figura 14. Representacdo do Potencial Zeta das nanoparticulas de prata obtidas por sintese verde

utilizando os extratos brutos aquosos e hidroalcéolicos das algas Caulerpa sertularioides, Caulerpa

chemnitzia e Bryopsis pennata.
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A presenca de multiplos picos de dimenséo de particula, encontrados na figura

14, provavelmente é devido as diferencas de tamanho encontrada nas particulas
sintetizadas (ANJALI, R. et al., 2022; SINGH, H. et al., 2018). Foram encontradas

nanoparticulas com tamanhos variando entre 198,4 — 323,0, bem como os valores
do indice de Polidisperséo (Pdl), variando de 0,261 - 0,470 (Tabela 9).

Todas as suspensOes obtidas apresentaram potencial zeta carregados

negativamente em meio aquoso, com valores variando entre -38,7 e -47,8, 0 que

pode se relacionar com moléculas organicas, como os grupamentos carboxilicos,
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presentes nos extratos e nas nanoparticulas avaliados pelas técnicas de fisico-
guimicas (SHANMUGANATHAN, R. et al., 2023; SLAVIN, Y. N. et al., 2017).

5.2.2.2 Sedimentacao por Centrifugacéo Diferencial (CPS Disc Centrifuge)

A sedimentacdo por Centrifugacdo Diferencial (Differential Centrifugal
Sedimentation — DCS) € uma técnica simples que mede a distribuicdo de tamanho
com base no tempo de sedimentacdo de uma particula através de um gradiente de
densidade de sacarose colocado em um disco giratorio, de forma que as particulas
irdo se separar de acordo com o seu tamanho e densidade (PEREZ-POTTI, A. et al.,
2021). Esta técnica pode ser utilizada como complemento a técnica de espalhamento
dindmico de luz (DLS). A DCS € uma técnica mais confiavel para estudar o tamanho
das particulas, pois esta técnica é menos afetada pela polidispersidade da amostra
do que o DLS (SCHNEID, A. d. C. et al., 2020).

Os tamanhos (nm) das particulas (AgNPs) e suas médias (nm) encontradas

estdao demonstradas na Tabela 10.

Tabela 10 - Tamanho (nm) das nanoparticulas de prata (AgNPs) sintetizadas com
0S extratos brutos aquosos e hidroalcéolicos das algas marinhas Caulerpa
sertularioides, Caulerpa chemnitzia e Bryopsis pennata analisadas pela técnica de

sedimentacao centrifuga diferencial (DCS).

Tamanho (nm)

Amostras Aquosa Hidroalc6olica
Tamanho Média Tamanho Média
. 87,68 11,08
C. sertularioides 300 193,84 80,87 50,47
20,38
C. chemnitzia 112,31 158,64 22;1 56,49
343,22 ’
12,72 24,76
B. pennata 101,09 95,98 74 85,40
174,14 157,45

Fonte: Autor, 2024.

Para as amostras C. sertularioides (aquosas e hidroalcoolicas) e C.
chemnitzia (hidroalcoolicas) foi observada uma distribuicdo de tamanho bimodal,
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para as demais amostras foi observada uma distribuicdo de tamanho multimodal
(Figura 15).

Figura 15 - Representacéo gréfica do diametro aparente das particulas (hm) pelo nimero relativo

de particulas (au) pela técnica de sedimentacao centrifuga diferencial (DCS) de nanoparticulas de

prata (AgNPs) sintetizadas com 0s extratos brutos aquosos e hidroalcoolicos das algas marinhas

Caulerpa sertularioides, Caulerpa chemnitzia e Bryopsis pennata.
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Cascio et al. (2015), em seu trabalho, detectaram e quantificaram o tamanho
de nanoparticulas de prata em produtos comercializados, e quando compararam
técnicas como DLS e DCS, encontraram o mesmo padrdo do presente estudo, de
forma que em todos os produtos avaliados, as nanoparticulas analisadas pela
técnica de DCS, demonstraram um menor tamanho quando comparado com as
leituras feitas por DLS. Ainda em Cascio et al. (2015), foram demonstrados que o0s
tamanhos maiores encontrados pela técnica de DLS (além de um elevado Pdl)
guando comparado com os dados de DCS, se deram provavelmente pela nimero de
agregacbes das nanoparticulas, assim como proposto no presente estudo,
demonstrando a importancia da aplicacdo de multiplas técnicas de caracterizacéo a

nivel de complementacéo e entendimento das amostras estudadas.

5.2.3 Microscopia Eletronica de Transmissé&o (MET)

O microscopio eletrénico de transmissdo (MET) é uma ferramenta poderosa
para examinar nanoparticulas, as quais o tamanho e a forma das nanoparticulas
podem ser bem documentados usando esta técnica (SHANMUGANATHAN, R. et al.,
2023; SMITH, D. J. J. N., 2015). Nessa perspectiva, a microscopia eletrénica de
transmissao (MET) foi utilizada para identificar a morfologia das nanoparticulas
(Figura 16).

1
00
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Figura 16 - Imagens de microscopia eletrénica de transmissao (MET) obtidas das nanoparticulas

de prata (AgNPs) sintetizadas com o0s extratos brutos aquosos e hidroalcéolicos das algas

marinhas Caulerpa sertularioides, Caulerpa chemnitzia e Bryopsis pennata.
Aquoso Hidroalcéolico

C. sertularioides

C. chemnitzia
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Fonte: Autor, 2024.

E possivel se perceber a presenca de NPs esféricas tanto isoladas quando
agregadas, apresentando tamanhos inferiores a 100nm. Assim como apresentado
por Edison et al. (2012), é possivel a visualizagdo material amorfo ao redor das
AgNPs, podendo ser o capeamento porbiomolécula presentes nos extratos das
algas marinhas, reponsaveis pela reducdo e estabilidade das NPsAg, o que pode
explicar o maior tamanho encontrado nos estudos utilizando as técnicas de DLS e
DCS.

Além disso, os valores encontrados das AgNPs sintetizadas com as algas
marinhas pelo método de “sintese-verde” diferem dos valores encontrados pela
técnica de DLS provavelmente pela formacédo de agregados durante a leitura. O
processo de agregacdo pode ser melhor visualizado quando as NPs foram
analisadas por microscopia eletronica de transmissdao (MET). Resultados
semelhantes foram encontrados por Kumar et al.(2012) em seu estudo da sintese de
AgNPs utilizando o extrato bruto de Sargassum Tenerrimum, oS quais relataram
valores de tamanhos diferentes de 45 nm e 20 nm, quando as NPs foram avaliadas
por DLS e MET, respectivamente, sendo possivel visualizar uma pequena
agregacao e particulas de tamanhos diferentes (KUMAR, P. et al., 2012). Estes
resultados podem ser melhor compreendidos quando comparadas as técnicas de
pela técnica de DCS na qual é possivel a visualizacdo da presenca de particulas de
tamanhos inferiores a 100nm para todas as amostras. Quando comparadas com 0s

dados encontrados por DLS € possivel perceber a presenca de agregacao pelo valor
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do indice de polidispersao (Pdl) acima de 0,4.(EDISON, T. J. |.; SETHURAMAN, M.
G., 2012).

5.3 DIFRACAO DE RAIOS-X (DRX)

A andlise de difracdo de raios-X foi realizada para comprovar a natureza
cristalina das nanoparticulas de prata. Os picos caracteristicos principais de Ag

metélico foram registrados e estao representados na Figura 17.

Figura 17 - Andlise do padrao de difracdo de raios-X (DRX) de li6filos de nanoparticulas de prata
(AgNPs) biossintetizadas com os extratos brutos aquosos e hidroalcoolicos das algas marinhas

Caulerpa sertularioides, Caulerpa chemnitzia e Bryopsis pennata.
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Fonte: Autor, 2024.

A andlise de DRX exibe a estrutura cristalina relacionando os picos de difracédo
dos planos com a intensidade da amostra. Os valores de pico foram verificados e
comparados com o cartdo JCPDS com o numero de arquivo 04—0783 e comparados
com os dados na literatura. Para as AgNPs sintetizadas com o0s extratos C.
sertularioides aquosos, 0s picos 27.94° 32.36° 38.29°, 46.35° e 76.81°
correspondem aos planos (111), (111), (111), (200) e (311) respectivamente e para
as AgNPs sintetizadas com o extrato hidroalcéolico apresentou os picos 28.03°,
32.44°, 38.36°, 46.43° e 76.89° que correspondem aos planos (111), (111), (111),
(200) e (311), respectivamente. Para a espécie C. chemnitzia, a amostra aquosa
apresentou os picos 28.11°, 32.50°, 38.33°, 46.50° e 76.94° que correspondem aos
planos (111), (111), (111), (200) e (311) respectivamente, e para a hidroalcoolica
apresentou os picos 27.96°, 32.36°, 38.26°, 46.38° e 76.86° correspondentes aos

100
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planos (111), (111), (111), (200) e (311) respectivamente. Para a espécie B. pennata,
a amostra aguosa apresentou 0s picos 28.04°, 32.45°, 38.34°, 44.52°, 46.45°, 64.64°
e 77.57° que correspondem aos planos (111), (111), (111), (200), (200), (220) e (311)
respectivamente, e para a hidroalcoolica apresentou os picos 27.94°, 32.37°, 38.28°,
46.41° e 76.87° correspondendo aos planos (111), (111), (111), (200) e (311)

respectivamente.

A orientacdo do pico encontrada corresponde principalmente a estrutura
cubica de face centrada (fcc) das nanoparticulas de prata, assim como demonstrado
por Anjali et al.(2022). A existéncia de picos de difracdo n&o atribuidos e os ruidos
presentes podem ser relacionados a presenca e a possivel cristalizacdo de fases
das macromoléculas bioldgicas originadas dos extratos utilizados para a sintese das
AgNPs (ALISHAH, H. et al., 2016; RAJASEKAR, P. et al., 2020; RONI, M. et al.,
2015b).

A presenca de picos alargados indica que a formacédo das AgNPs se deu em
nivel de nanoescala (AUGUSTINE, R.; KALARIKKAL, N.; THOMAS, S. J. A. N,,
2014; RAJASEKAR, P. et al., 2020). Além disso, nota-se que a intensidade do pico
relacionado ao plano (111) esta no topo dos demais picos, propondo que o maior
crescimento das nanoparticulas foi apontado ao longo do plano (111), assim como
demonstrado por Princy & Gopinath(2021) e Philip (2010) (PHILIP, D., 2010;
PRINCY, K. F.; GOPINATH, A., 2021).

A partir da largura do plano (111), o tamanho médio do cristal das
nanoparticulas biossintetizadas foi calculado aplicando a equacdo de Debye-

Scherrer:

Sk
~ Bcosb

De forma que D é o tamanho do cristalino, 0,94 é o valor da constante (K) de
Scherrer, A € o comprimento de onda dos raios-X (0,15406 nm), 8 € o angulo de
Bragg e B € a largura total na metade do maximo. O tamanho cristalino médio dos
AgNPs para C. sertularioides foi de 78.14nm (aquoso) e 54.56nm (hidroalcoolico),
para C. chemnitzia foi de 34.96nm (aquoso) e 54.56nm (hidroalcoolico) e para B.
pennata foi de 86.17nm (aquoso) e 69.37nm (hidroalcéolico), o que esta de acordo

com o obtido pelas anélises das imagens MET.
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5.4 ANALISE POR ESPECTROSCOPIA NA REGIAO DO INFRAVERMELHO POR
TRANSFORMADA DE FOURIER (FTIR)

O espectro FT-IR das AgNPs sintetizadas pelos extratos aquosos e
hidroalcoolico de C. sertularioides, C. chemnitzia e B. pennata estéo representados
na Figura 18 e Tabela 11.

Figura 18 - Espectros de FTIR das nanoparticulas de prata (AgNPs) sintetizadas com o0s extratos

brutos aquosos e hidroalcéolicos das algas marinhas Caulerpa sertularioides, Caulerpa chemnitzia e
Bryopsis pennata.
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Tabela 11 - Espectros, grupos funcionais e modo de vibracdo de FTIR das nanoparticulas de prata

(AgNPs) sintetizadas com o0s extratos brutos aquosos e hidroalcoolicos das algas marinhas

Caulerpa sertularioides, Caulerpa chemnitzia e Bryopsis pennata.

Frequéncia (cm)

AQUOSO Hidroalcolico Grupo funcional Modo de vibracéo
Caulerpa sertularioides
3285 3283 OH alongamento de taninos
3006 3007 CHs alongamento assimétrico e simétrico
2924 2920 CH- alongamento de alcanos
2851 2852
- 1625 (NH)=0 vibracdo de alongamento
1376 - OH Vibracdes de deformagéo
1154 1150 Aromatico C—-H flexdo plana
- 1030

C-N vibracao de alongamento de aminas alifaticas
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1027 -
Caulerpa chemnitzia
2924 - C-H ligaces alifaticas carbono-hidrogénio (2.963 a 2.855
- 2915 cm™)
- 2880
- 2848 C-H alongamento de alcanos
- 1628 (NH)=0 vibracéo de alongamento
1018 - c-O alongamento de carboxilicos e aminas
Bryopsis pennata
2922 - C-H alongamento de alcanos
- 2916 ligacdes alifaticas carbono-hidrogénio (2.963 a 2.855 cm-1)
2850 2849 C-H alongamento de alcanos
1625 1626 (NH)=0 vibragéo de alongamento
1577 1581 vibracao assimétrica e simétrica do ion carboxilato
1030 1030 C-N Alongamento de aminas alifaticas

Fonte: Autor, 2024.

Os picos observados para os extratos de C. sertularioides, foram, para o
extrato aquoso, 3285, 3006, 2924, 2851, 1376, 1154 e 1027 cm, e para
hidroalcéolica 3283, 3007, 2920, 2852, 1625, 1150 e 1030 cm™. Os espectros
mostraram picos de absorcdo em 3285 e 3283 cm demonstrando alongamento de
taninos (OH), 3006 e 3007 cm™ para alongamento simétrico e assimétrico de CHs.
Foram demonstrados os picos de 2924, 2920, 2851 e 2852 cm™ demonstrando
alongamento de alcanos (CH-). Picos em 1625 cm™ demonstraram vibractes de
alongamento para os grupos (NH)=0, para 1376 cm™! vibragdes de deformacéo para
OH, em 1154 e 1150 cm™ flexdo plana para grupamentos C-H aromaticos, 1030 e

1027 cm* vibracdo de alongamento de aminas alifaticas (C-N).

Para C. chemnitzia, foi observado para o extrato aquoso picos em 2924 e 1018
cm?, e para o hidroalcéolico os picos 2915, 2880, 2848 e 1628 cm™. Os espectros
mostraram picos de absorcdo em 2924, 2915 e 2880 cm™ para ligacdes alifaticas
carbono-hidrogénio (C-H), 2848 cm™ para alongamento de alcanos (C-H), 1628 cm-
! para vibragées de alongamento do grupo (NH)=0 e em 1018 cm, alongamento de

carboxilicos e aminas (C-O).

Para B. pennata foram observados, para o extrato aquoso, 0s picos 2922,
2850, 1625, 1577 e 1030 cm%, e para hidroalcéolico 2916, 2849, 1626, 1581 e 1030
cm?. Os espectros mostraram picos de absorcdo em 2922, 2850 e 2849 cm™
demonstrando alongamentos de alcanos (C-H), 2916 cm™ ligacGes alifaticas

carbono-hidrogénio (C-H), 1625 e 1626 cm™* demonstrando vibracéo de alongamento
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do grupamento (NH)=0, 1577 e 1581 cm vibracdo assimétrica e simétrica do ion

carboxilato e 1030 cm demonstrando alongamento de aminas alifaticas.

A semelhanca entre os espectros encontrados nas analises de FTIR dos
extratos brutos e das nanoparticulas de prata sintetizadas pelo método de sintese
verde com as algas Caulerpa sertularioides, Caulerpa chemnitzia e Bryopsis pennata
demonstram a presenca de grupos funcionais de moléculas bioativas envolvidas na
reducao e estabilizacdo das AgNPs assim como demostrado por Dogmaz & Cavas
(2023) em seu trabalho com extratos de Ulva. lactuca para producédo de AgNPs pelo

mesmo método.

Porém a auséncia ou a diminuicdo da intensidade dos espectros de grupos C-
N e CO nas leituras de AgNPs quando comparadas com as leituras dos extratos
brutos confirmam suas importancias na sintese desses nanomateriais como ja
apresentados por diversos autores (ANJALI, R. et al., 2022; KANNAN, R. R. R
STIRK, W. A.; VAN STADEN, J., 2013; RAJASEKAR, P. et al., 2020; SHETTY, P. et
al.,, 2014). Ademais, como apresentado por Shanmuganathan et al.(2023) e
Ponnuchamy and Jacob (2016), a presenca nos extratos brutos de grupos funcionais,
como vibracdes de estiramento O—H em acidos carboxilicos, alcenos com vibracées
de estiramento C=C e grupos de flexdo C-H, influenciam o capeamento e

estabilizacdo de AgNPs.

5.5 ESPECTROSCOPIA DE ENERGIA DISPERSIVA DE RAIOS-X (EDS)
INTEGRADA AO MICROSCOPIO ELETRONICO DE VARREDURA (MEV)
(MEV-EDS)

A analise de Espectroscopia de energia dispersiva de raios-X (EDS) integrada
ao Microscoépio Eletrénico de Varredura (MEV) foi executada para analisar a

composicao elementar de AgNPs biossintetizadas como apresentado na Figura 19.
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Figura 19 - Analise por SEM e EDS de nanoparticulas de prata (AgNPs) sintetizadas com os extratos
brutos aquosos e hidroalcoolicos das algas marinhas Caulerpa sertularioides, Caulerpa chemnitzia e

Bryopsis pennata.
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Os resultados dos estudos morfologicos e nanoestruturais de superficie usando
MEV encontrados na Figura 19 indicaram que foram obtidas nanoparticulas de prata
altamente cristalinas com morfologia, de forma geral, de formato esférico com

aglomeracdes. Os tamanhos de grédo das amostras estimados a partir da imagem
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MEV sdo maiores que os obtidos a partir das outras técnicas de caracterizacdo (DLS,
DCS, TEM e DRX), podendo entender que as imagens de MEV indicam o tamanho
das particulas policristalinas aglomeradas (THEIVASANTHI, T.; ALAGAR, M. J. a. p.
a., 2011).

Os espectros de EDS de AgNPs sintetizadas pelo método de ‘sintese verde’
utilizando extratos aquosos e hidroalcéolicos das algas Caulerpa sertularioides,
Caulerpa chemnitzia e Bryopsis pennata demonstraram sinal especifico para Ag em
3 keV, confirmando a presenca da prata metalica devido a ressonéancia plasmoénica
de superficie (RPS), como ja apresentados pelos nossos resultados das analises por
UV-Vis e demonstrado por outros trabalhos com este mesmo nanomaterial
(FRANCIS, S. et al., 2018; PRINCY, K. F.; GOPINATH, A., 2021).

A presenca de picos de ouro (Au) em todas as amostras de AgNPs, observados
no espectro, se deve ao processo de metalizagdo utilizando ouro usado na
preparacdo das amostras para as analises de MEV-EDS. O surgimento de outros
sinais elementares como C, O e Cl pode ser devido a existéncia de biomoléculas nas
AgNPs, assim como demonstrado por Rajasekar, Palanisamy et al. (2020) em seu
trabalho utilizando extrato de Cladophora fascicularis como agente redutor na

sintese de AgNPs.

5.6 CALORIMETRIA EXPLORATORIA DIFERENCIAL (DSC)

As AgNPs foram submetidas a calorimetria exploratéria diferencial para
verificar os eventos térmicos envolvidos na sua estabilidade térmica. Os

termogramas estéo representados na Figura 20.

Figura 20 - Termogramas (DSC) das AgNPs sintetizadas com o0s extratos brutos aquosos e

hidroalcoolicos das algas marinhas Caulerpa sertularioides, Caulerpa chemnitzia e Bryopsis pennata.
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A partir dos termogramas obtidos foram identificadas as temperaturas iniciais
(Tonset) maxima (Tpeak) € final (Tendset). Adicionalmente, as entalpias envolvidas nos
eventos térmicos das AgNPs foram calculadas. Os valores estdo compilados na
Tabela 12.

Tabela 12 - Temperaturas e entalpias envolvidas no processo de calorimetria diferencial

exploratdrias das AgNPs.

AgNPS Evento Tonse[ Tpeak Tendse[ AH

Aquoso 138.23 194.02 251.34 16.97953

=

C. sertularioides Hidroalcéolico 1 104.97 175.37 245,51 25.48433
2 324.97 392.16 459.79 43.67834
Aquoso 1 149.74 189.74 227.59 68.99649
. 1 120.96 173.29 223.64 74.24235
C. chemnitzia . .
Hidroalcéolico 5 435.94 453.47 468.54 -
10.78342
Aquoso 1 285.86 323.01 359.44 11.92952
B. pennata Hidroalcsolico 1 133.04 175.47 218.76 30.1914
2 375.27 415.90 454,77 12.88573

Fonte: Autor, 2024.

Apenas as AgNPs sintetizadas com extrato hidroalcéolico de C. chemnitzia e
aguoso de B. pennata apresentaram picos exotérmicos (173 e 37°C
respectivamente) seguidos de um pico endotérmico (453 e 323 °C respectivamente),
de forma que os picos endotérmicos podem ser atribuidos a perda de agua, quebra
térmica e cristalinidade dos NPs de prata metalica sintetizadas por ‘sintese-verde’
(BALAJI, V. et al., 2023).

As outras AgNPs apresentaram apenas picos exotérmicos de forma que C.
sertularioides sintetizada pelo extrato aquoso apresentou picos em 32 e 193 °C e
para o extrato hidroalcéolico em 175 e 392 °C. C. chemnitzia sintetizada pelo extrato
aquoso apresentou um pico em 189°C e B. pennata, sintetizada pelo extrato
hidroalcoolico, apresentou picos em 175 e 415 °C. Os picos exotérmicos podem estar
relacionados as dessorc¢des das biomoléculas presentes nas AgNPs, sugerindo que
essas biomoléculas, responsaveis pela reducdo de Ag* para AgP, estédo fortemente
coordenados com a prata e que sdo compostos relativamente estaveis. Ademais o
residuo remanescente apds 0 aquecimento € uma microestrutura de prata pura
(ELEMIKE, E. E. et al., 2017).
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6 AVALIACAO DE TOXICIDADE

6.1 ATIVIDADE LARVICIDA (AEDES AEGYPTI)

Os testes de toxicidade contra larvas de Ae. agypti foram realizados para
avaliar a eficacia das AgNPs sintetizadas pelas algas marinhas C. sertularioides, C.
chemnitzia e B. pennata nas concentracfes 0.1-1.5 ppm. As curvas de dose-resposta
para o efeito larvicida estdo apresentados na Figura 21 e os valores de LCso € LCo0

foram calculados ap6s 48 h de exposi¢ado apresentados na Tabela 13.
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Figura 21 - Curvas de dose-resposta para o efeito larvicida nanoparticulas de prata (AgNPs)

sintetizadas com o0s extratos brutos aquosos e hidroalcoolicos das algas marinhas Caulerpa

sertularioides, Caulerpa chemnitzia e Bryopsis pennata contra larvas de Ae. aegypti nas

concentragdes de 0.1-1.5 ppm.
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Tabela 13 - Resultados de LCso e LCoo para o efeito larvicida nanoparticulas de prata
(AgNPs) sintetizadas com os extratos brutos aquosos e hidroalcoolicos das algas
marinhas Caulerpa sertularioides, Caulerpa chemnitzia e Bryopsis pennata contra

larvas de Ae. aegypti nas concentragfes de 0.1-1.5 ppm.

Amostras C. sertularioides C. chemnitzia B. pennata
(AgNPs) LCso* LCoo* LCso* LCoo* L Cso* LCyo*
Aquoso 1.15+0.04  1.38+0.10 1.08+0.06 2.24+0.54 1.06£0.04  2.23+0.39

Hidroalcéolico 0.85+0.01  1.18+0.07 0.56+0.01 0.81+0.05 0.50+0.02  0.93+0.15
*Dados de LC50 e LC90 apresentados em ppm em média + desvio padrao.
Fonte: Autor, 2024.

Como pode ser observado na Tabela 13, todas as AgNPs produzidas na
presenca dos extratos hidroalcéolicos apresentaram maior toxicidade contra larvas
de Ae. aegypti quando comparadas com as nanoparticulas sintetizadas usando
extratos aquosos, tanto para a concentracéo que matou 50% (LCso) quanto para que
matou 90% (LCe0) da populacdo total testada, ndo havendo diferenga estatistica
entre nenhum dos tratamentos. ApO0s 48 horas de exposicdo com diferentes
concentragcdes de AgNPs, foram visualizados, para as nanoparticulas sintetizadas a
partir dos extratos aquosos, valores de LCso de 1.15, 1.08 e 1.06 ppm e de LCgo de
1.38, 2.24 e 2.23 ppm para C. sertularioides, C. chemnitzia e B. pennata,
respectivamente. Para as nanoparticulas sintetizadas usando o0s extratos

hidroalcoolicos foram visualizados os valores de LCso de 0.85, 0.56 e 0.50 ppm e de
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LCoo de 1.18, 0.81 e 0.93ppm para C. sertularioides, C. chemnitzia e B. pennata,

respectivamente.

Atividades larvicidas diferentes foram encontradas no trabalho de Rajagopal,
Manivannan et al. (2021), no qual para nanoparticulas sintetizadas através de
extratos de P. gymnospora com tamanho entre 10-28 nm foi encontrado toxicidade
com valores de LCso de 6.06 ppm e de LCgo de 10.88ppm, demontrando que nossas
AgNPs foram mais eficientes na atividade larvicida de larvas de terceiro instar de Ae.
aegypti. Nossos resultados larvicidas contra Ae. aegypti ainda se mostraram mais
eficientes quando comparados com outros estudos, como as AgNPs sintetizados por
H. musciformis, apresentando tamanho de 40-65 nm, que apresentou LCso de
26.61ppm (RONI, M. et al., 2015a), AgNPs sintetizadas por C. clavulatum (20-30 nm)
que demontraram LCso de 25.91 ppm (MURUGAN, K. et al., 2016) e as AgNPs
sintetizadas a partir de extrato de Oscillatoria sancta (20-50nm) que demonstratam
LCso de 3.98 ppm e LCoo de 8.90 ppm (ELUMALAI, D. et al., 2021).

As variagdes nas eficiéncias das atividades larvicidas contra as larvas de Aedes
aegypti, quando comparadas aos dados da literatura, podem ser atribuidas ao
padrdao multimodal do tamanho das nanoparticulas apresentadas neste estudo, bem
como a presenca de aglomerados e compostos organicos na superficie das AgNPs,
responsaveis pelo processo de ‘capeamento’ (RONI, M. et al., 2015a). Através das
técnicas de caracterizacdo empregadas neste estudo, observamos particulas acima
de 100nm e a presenca de aglomerados. Vale ressaltar também a deteccédo de
particulas isoladas menores (<100 nm e <50 nm), as quais podem penetrar na
cuticula da larva do inseto e alcancar o interior das células individuais. Uma vez no
interior destas células, estas particulas podem interferir na muda e em outros
processos fisioldgicos, proporcionando assim mais vantagens do que os inseticidas
convencionais (AZARUDEEN, R. M. S. T. et al., 2017; AZIZ, A. T., 2022; VINOTH,
S. etal., 2018). Além disso, a presenca de AgQNPs maiores e possiveis aglomeracdes
podem estar relacionada a toxicidade em larvas de Ae. aegypti, devido ao acumulo
de nanoparticulas na regido do intestino médio do mosquito. Isso resulta em danos
nessa regiao, bem como nas areas do cortex e nas células epiteliais. (RAJAGOPAL,
G. et al., 2020).
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Além dos impactos do tamanho das AgNPs na toxicidade em larvas de Ae.
aegypti, ha também a acdo dos compostos organicos bioativos, presentes na
superficie desses nanomateriais como demonstrado nas analises de FTIR e DRX.
Aziz (2022) demonstrou que em amostras reduzidas com extratos de U. lactuca que
biomoléculas presentes nesse extrato foram ativos contra insetos vetores de
doencas (Ae. aegypti), ligando-se aos locais-alvo e proporcionando melhores
resultados de toxicidade, assim como demonstrado por Roni, Murugan et al.(2015)
que sugeriram que as propriedades larvicidas das AgNPs sintetizadas por H.
musciformis poderiam estar relacionadas ao efeito sinérgico de AgNPs e proteinas
e metabdlitos secundarios que se aderem a superficie de AgNPs durante a sua

reducao e estabilizacéo.

6.2 ENSAIO DE QUANTIFICACAO DA ATIVIDADE DA ENZIMA
ACETILCOLINESTERASE (ACHE) EM LARVAS DE Ae. aegypti.

No processo de transi¢cao de impulsos entre os neurdnios, a acetilcolinesterase
(AChE) € uma enzima chave, que hidrolisa o neurotransmissor acetilcolina (ACh) nas
sinapses colinérgicas dos neurbénios (COLOVIC, M. B. et al., 2013; SHOBA, V. J. |
J. Z. A. B., 2018). Nos insetos, a desregulacéo da atividade da AChE € uma maneira
ja utilizada para o controle vetorial através da utilizacdo de inseticidas comerciais,
como os organofosforado e carbamato, que inibem a enzima, blogueando ou
reduzindo sua atividade, levando ao acumulo de acetilcolina nas sinapses nervosas,
interferindo na transmisséo normal de sinais nervosos e, consequentemente, a morte
dalarva (PANG, Y.-P., 2014; PRADEEPA, V. et al., 2016; RUEDA, A. G. et al., 2018).

Para avaliar o efeito das AgNPS no sistema nervoso de Aedes aegypti, foi
avaliado seu efeito sobre a acetilcolinesterase (AChE) (Figura 22) em
homogeneizados de larvas de Ae. aegypti utilizados nos testes de toxicidade.
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Figura 22 - Quantificacdo da acetilcolinesterase (AChE) em larvas L3 de Ae. aegypti
apos 48hrs de exposicdo a AgNPs sintetizadas a partir dos extratos aquosos e
hidroalcéolicos das algas Caulerpa sertularioides, Caulerpa chemnitzia e Bryopsis
pennata nas concentrac¢des de 0.1-1.5 ppm.
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* Comparacdes entre tratamentos e controle foram feitas com base nos testes a posteriore de Dunnett
(ANOVA) e Dunn (Kruskall Wallis) *p < 0.05.
Fonte: Autor, 2024.

E possivel perceber que para as larvas L3 de Ae. aegypti expostas as AgNPs
preparadas com 0s extratos aquosos, houveram indugdes das atividades da AChE
nmol TNB mint mg proteina! para todas as espécies e para todas as concentracdes
gquando comparadas com o controle. C. sertularioides apresentou inducao
significativa nas larvas expostas as maiores concentracdes de 1.0 e 1.5 ppm. Em C.
chemnitzia houve diferenga significativa na indugdo da enzima em todas as
concentracfes quando comparado com o controle. Para B. pennata houve diferenca
significativa no aumento da atividade da enzima nas concentracdes 0.75, 1.0 e 1.5

ppm.

Em relacdo as AgNPs preparadas com os extratos hidroalcéolicos, € possivel
perceber que apenas as nanoparticulas preparadas com o extrato de C.
sertularioides seguiu o padrao das AgNPs sintetizadas pelos extratos aquosos, 0s
quais se observa a inducéo da atividade da AChE (nmol TNB min mg proteina™?),
apresentando diferenca significativa na inducdo apenas nas concentracdes 0.75 e
1.0ppm. Em C. chemnitzia, houve uma pequena reducéo na atividade da enzima na
concentracéo de 0.75ppm, e o restante apresentou inducao, quando comparado com
o controle, porém ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos. Para B.
pennata houve inducdo da enzima nas concentracdes 0.1 e 0.5ppm e reducéo da
atividade nas concentracdes 0.75, 1.0 e 1.5ppm quando comparado com o controle,

apresentando reducéo significativa nas maiores concentragdes de 1.0 e 1.5ppm.



100

O presente estudo apresentou um aumento na atividade da AChE para todas
as AgNPs sintetizadas com os extratos aquosos de C. sertularioides, C. chemnitzia
e B. pennata, e para a AgNPs sintetizada pelo extrato hidroalcéolico de C.
sertularioides em todas as concentracdes testadas. Até o presente momento, ndo ha
relatados na literatura evidenciando o aumento da atividade da enzima AChE em
larvas de Ae. aegypti apOs a exposicdo de nanoparticulas de prata, porém, autores
ja demonstraram esse comportamento em outras espécies. Ulm, et al. (2015),
demonstraram em seu trabalho com Daphnia magna, quando expostas a
nanoparticulas de prata, que houve um aumento da atividade da AChE, podendo ser
uma resposta do organismo as AgNPs que aumentaram a sintese da enzima para
decompor o0s niveis mais elevados de neurotransmissor que interagem com o

receptor de acetilcolina e, assim, afetar a sua eficiéncia de ligagao.

Ademais, estudos anteriores sugeriram que modificacbes de membrana
poderiam ser responsaveis por uma mudanca no estado conformacional da AChE, o
que poderia ser responsavel pela inducédo da atividade da enzima observada apés
exposicao a materiais metalicos (KAIZER, R. R. et al., 2005; SENGER, M. R. et al.,
2011). Adicionalmente, em experimentos in vivo, relataram-se que o acumulo de
metais nos tecidos contribuiu para alteracdes nas taxas de sintese e/ou degradacéo
da enzima, além de a possibilidade de uma sintese ‘de novo’da enzima em resposta
a uma inibicao inicial para repor a AChE removida da superficie das membranas
celulares (NAJIMI, S. et al., 1997; ULM, L. et al., 2015).

Para a AgNP sintetizada pelo extrato hidroalcéolico de C. chemnitzia houve
um aumento na atividade da enzima AChE em todas as concentragdes, exceto em
0.75ppm, os quais houve uma pequena diminui¢do, sem diferenga significativa. Para
as AgNPs sintetizadas por B. pennata apresentou aumento na atividade da AChE
nas concentracées mais baixas de 0.1 e 0.5ppm, mas houve uma diminuigdo na
atividade nas concentracdes 0.75, 1.0 e 1.5ppm, havendo diferenca significativa nas
duas maiores concentragdes. Dados semelhantes foram encontrados por Boily,
Sarrasin et al. (2013) em seu trabalho com Apis melifera, demonstrando uma dupla
resposta da atividade enzimatica. Essa diminuicdo provavelmente se deu pelo fato
de a enzima acetilcolinesterase (AChE) estar envolvida no processo de catalisacéo
da hidrolise do neurotransmissor acetilcolina (Ach) nas sinapses nervosas e juncdes

neuromusculares, dessa forma sua atividade foi inibida pela toxicidade dos
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compostos testados, como demonstrado por Ga'al, Fouad et al. (2018). Assim como
encontrado nos pesticidas organofosforados e carbamatos, uma variedade de metais
inibem a atividade da AChE e da a e B carboxilesterase em Aedes aegypti, Aedes
albopictus e Culex pipiens (FOUAD, H. et al., 2018; GA'AL, H. et al., 2018; NASIR,
S. etal., 2022; PARTHIBAN, E. et al., 2019; REGOLI, F.; PRINCIPATO, G., 1995).

7 TOXICIDADE EM ESPECIES NAO-ALVO (DANIO RERIO)

Os dados de LCsp (concentracao letal que mata 50% dos embrides em 96 h) sé&o

apresentados na Tabela 14.

Tabela 14 - Concentracdo eficaz que mata 50% dos embriées de Danio rerio em
96hrs (LCso).

LC50 (ppm)*

Amostra C. sertularioides C. chemnitzia B. pennata
Aquosa 0.23+0.01 0.29+0.01 0.11+0.01
Hidroalc6olica 0.10+0.01 0.10+0.03 0.11+0.01

*Os dados sdo apresentados como média + desvio padrao
Fonte: Autor, 2024.

Como pode ser observado na Tabela 14, em geral, as AgNPs produzidas pelos
extratos hidroalcdolicos apresentaram maior toxicidade contra larvas de Danio rerio
quando comparadas pelas nanoparticulas sintetizadas pelos extratos aquosos, ndo
havendo diferenca estatistica entre nenhum dos tratamentos. Apds 96 horas de
exposicao de diferentes concentracdes de AgNPs, foram visualizados, para as
nanoparticulas sintetizadas na presenca dos extratos aquosos, valores de LCso de
0.23, 0.29 e 0.11ppm para C. sertularioides, C. chemnitzia e B. pennata,
respectivamente. Para as nanoparticulas sintetizadas na presenca dos extratos
hidroalcoéolicos foram visualizados os valores de LCsp de 0.10, 0.10 e 0.11ppm para

C. sertularioides, C. chemnitzia e B. pennata, respectivamente.

Os dados encontrados no presente estudo demonstraram maior toxicidade

guando comparados aos apresentados por Massarsky et al. (2013) em seu estudo
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utilizando nanoparticulas de prata (AgNPs) sintetizadas a partir de um agente redutor
e estabilizador (poliacrilato de sédio). Neste estudo as nanoparticulas apresentaram
em meédia tamanho de 8.39 nm e Pdl de 0.156, foram encontraram uma LCso de
1.18ppm apoés 96h de exposicdo. Mufioz-Carrillo et al. (2023) em seu trabalho com
AgNPs sintetizadas a partir de extratos de Opuntia ficus-indica pelo método de
‘sintese-verde’, demonstraram que as AgNPs com tamanho médio de 137.33nm e
potencial zeta de -23 mV apresentaram um LCso de 0.53ppm apos 96h de exposigao.
A maior toxicidade apresentadas pelas AgNPs no presente estudo provavelmente
pode ser explicada pela formagdo tanto de nanoparticulas isoladas quanto
nanoparticulas agregadas. As AgNPs isoladas (menores) possuem maior facilidade
de penetrar 0s ovos das larvas de Danio rerio por difusdo passiva através dos poros
encontrados no corion, enquanto que as AgNPs agregadas podem se manter no
meio afetando os organismos pos eclosdo dos ovos. Desta forma, as AgNPs se
acumulariam nos tecidos e os ions Ag* seriam liberados causando estresse oxidativo
e 0 aumento na expressao de genes envolvidos na apoptose celular (D’ AMORA, M.
et al., 2021; MUNOZ-CARRILLO, M. G. et al., 2023; QIANG, L. et al., 2020).



103

8 CONCLUSOES

O controle e gestdo eficaz e sustentavel de doencas transmitidas por vetores
ainda é um desafio em todo o mundo, sendo predominante em paises tropicais que
possuem altos indices endémicos. Os inseticidas de base quimica sdo altamente
eficazes contra pragas, mas muitas vezes persistem no meio ambiente e
permanecem toxicos para as geragoes futuras. Desta forma, o desenvolvimento de
agentes de controle biolégico utilizando ferramentas nanobiotecnoldgicas é de
grande interesse populacional. No geral, aqui propomos um método barato, rapido e
de etapa Unica para biofabricar AQNPs usando extratos aquosos e hidroalcoolicos
das macroalgas marinhas C. sertularioides, C. chemnitzia e B. pennata como
agentes redutores e estabilizadores. A nanossintese eficaz foi confirmada por UV-
Vis, DLS, DCS, TEM, DRX, FTIR, MEV-EDS e DSC. As AgNPs demonstraram
atividade larvicida contra larvas de 3° estagio de Aedes aegypti de maneira dose-
dependente apresentando letalidade em baixas concentragbes, podendo ser
considerado uma alternativa para os larvicidas j& comerciais. Por outro lado, as
AgNPs demonstraram toxicidade elevada para as larvas de Danio rerio (espécie ndo-
alvo), o que explicado pelo nivel de agregacédo das AgNPs.

Do ponto de vista biologico, as AgQNPs sintetizadas pelos extratos hidroalcéolicos
de B. pennata apresentaram maior toxicidade contra larvas de Aedes aegypti,
apresentando um LC50 e LC90 em baixas concentra¢des (0.50 e 0.93 ppm) bem
como atividades de inducdao e inibicdo da AChE. Porém, assim como todas as AgNPs
sintetizadas, apresentaram LC50 abaixo de 0.50 ppm contra espécies nao-alvo
(Danio rerio), desta forma, futuros trabalhos sdo necessarios para compreender
maneiras de manter as AgNPs menos agregadas ou em relagcdo com outros
materiais para optimizar os efeitos larvicidas conta Ae. aegypti e a diminuicdo da

toxicidade contra espécies nao-alvo.
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4 | Esta autorizagéo NAO libera o uso da substancia com potencial agrotoxico e/ou inseticida e NAO exime o pesquisador titular e os membros de sua equipe da necessidade de atender

as exigéncias e obter as autorizades previstas em outros instrumentos legais relativos ao registro de agrotoxicos (Lei n° 7.802, de 11 de julho de 1989, Decreto n° 4.074, de 4 de

janeiro de 2002, entre outros)

5 | Este documento somente podera ser utilizado para os fins previstos na Instrugao Normativa ICMBio n° 03/2014 ou na Instrugao Normativa ICMBio n° 10/2010, no que especifica esta
Autorizagao, ndo podendo ser utilizado para fins comerciais, industriais ou esportivos. O material biologico coletado devera ser utilizado para atividades cientificas ou didaticas no

ambito do ensino superior.

6 | As atividades de campo exercidas por pessoa natural ou juridica estrangeira, em todo o territério nacional, que impliquem o deslocamento de recursos humanos e materiais, tendo por objeto
coletar dados, materiais, espécimes biologicos e minerais, pegas integrantes da cultura nativa e cultura popular, presente e passada, obtidos por meio de recursos e técnicas que se

destinem ao estudo, a difus@o ou a pesquisa, estdo sujeitas a autorizagao do Ministério de Ciéncia e Tecnologia.

7 | Este documento n@o dispensa o cumprimento da legislagao que dispde sobre acesso a componente do patriménio genético existente no territorio nacional, na plataforma continental e

na zona econdmica exclusiva, ou a0 i tradicional associado ao patriménio genético, para fins de pesquisa cientifica, e bgico. Veja

maiores informagdes em www.mma.gov.br/cgen.

8 | O titular de licenga ou autorizagdo e os membros da sua equipe deverdo optar por métodos de coleta e instrumentos de captura direcionados, sempre que possivel, ao grupo

taxonémico de interesse, evitando a morte ou dano significativo a outros grupos; e empregar esforco de coleta ou captura que néo a de ges do grupo

taxondmico de interesse em condig&o in situ.

9 | Esta autorizagao NAO exime o pesquisador titular e os membros de sua equipe da necessidade de obter as anuéncias previstas em outros instrumentos legais, bem como do
consentimento do responsavel pela area, piblica ou privada, onde seré realizada a atividade, inclusive do orgé@o gestor de terra indigena (FUNAI), da unidade de conservagdo
estadual, distrital ou municipal, ou do proprietério, arrendatario, posseiro ou morador de 4rea dentro dos limites de unidade de conservagéo federal cujo processo de regularizagao

fundiéria encontra-se em curso.

10 | Em caso de pesquisa em UNIDADE DE COl AO, 0 i titular desta izagao devera contactar a administracao da unidade a fim de CONFIRMAR AS DATAS das

expedigbes, as condicdes para realizagéo das coletas e de uso da infraestrutura da unidade.

Este documento foi expedido com base na Instrugdo Normativa n° 03/2014. Através do cédigo de autenticagdo abaixo, qualquer cidadao
poderé verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pégina do Sisbio/ICMBio na Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).

Cédigo de autenticacdo: 0830140120220513 Pagina 1/4



Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservacao da Biodiversidade - ICMBio

Sistema de Autorizacao e Informacao em Biodiversidade - SISBIO

Autorizacao para atividades com finalidade cientifica

Numero: 83014-1 | Data da Emissao: 13/05/2022 11:42:48 | Data da Revalidacao*: 13/05/2023

De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizacao tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades
do projeto, mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentacado do relatério de atividades a ser enviado por meio do
Sisbio no prazo de até 30 dias a contar da data do aniversario de sua a

Dados do titular

Nome: MATHEUS ALVES SIQUEIRA DE ASSUNCAO |CPF: 421.448.838-58
Titulo do Projeto: Coleta de algas marinhas na praia de Serrambi, municipio do Ipojuca - PE.
Nome da Instituigdo: FIOCRUZ - FUNDAGAO OSWALDO CRUZ |CNPJ: 33.781.055/0007-20

Observacoes e ressalvas

1

O titular de izagd@o ou de licenga assim como os membros de sua equipe, quando da violag&o da legislagao vigente, ou quando da inadequagao, omisséo ou

falsa descri¢ao de que i a 30 do ato, podera, mediante decisao motivada, ter a autorizagéo ou licenga suspensa ou revogada pelo

ICMBio, nos termos da legislagéo brasileira em vigor.

Outras ressalvas

l ! | CEPENE Tamandaré/PE

Locais onde as atividades de campo serao executadas

# |Descri¢ao do local Municipio-UF Bioma Caverna? Tipo

1 | Praia de Serrambi Ipojuca-PE Marinho Nao Dentro de UC Municipal
Atividades

# | Atividade Grupo de Atividade

1 | Coleta/transporte de amostras biol6gicas in situ Fora de UC Federal

Atividades X Taxons

# |Atividade Taxon Qtde.
1 | Coleta/transporte de amostras biologicas in situ Padina -
2 | Coleta/transporte de amostras bioldgicas in situ Bryopsis -
3 | Coleta/transporte de amostras biolégicas in situ Sargassum -
4 | Coleta/transporte de amostras biolégicas in situ Gracilaria -
5 | Coleta/transporte de amostras biolégicas in situ Tricleocarpa -
6 | Coleta/transporte de amostras bioldgicas in situ Caulerpa -
7 | Coleta/transporte de amostras bioldgicas in situ Penicillus -

A quantidade prevista so é obrigatéria para atividades do tipo "Coleta/transporte de espécimes da fauna silvestre in situ". Essa quantidade abrange uma porg¢do
territorial minima, que pode ser uma Unidade de Conservagdo Federal ou um Municipio.

A quantidade significa: por espécie X localidade X ano.

Este documento foi expedido com base na Instrugdo Normativa n® 03/2014. Através do cddigo de autenticagdo abaixo, qualquer cidaddo
podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).

Cadigo de autenticacao: 0830140120220513 Pagina 2/4
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Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservacao da Biodiversidade - ICMBio

Sistema de Autorizacao e Informacao em Biodiversidade - SISBIO

Autorizacao para atividades com finalidade cientifica

Numero: 83014-1 | Data da Emissao: 13/05/2022 11:42:48 | Data da Revalidacao*: 13/05/2023

De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizacao tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades
do projeto, mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentacado do relatério de atividades a ser enviado por meio do

Sisbio no prazo de até 30 dias a contar da data do aniversario de sua a

Dados do titular

Nome: MATHEUS ALVES SIQUEIRA DE ASSUNCAO |CPF: 421.448.838-58
Titulo do Projeto: Coleta de algas marinhas na praia de Serrambi, municipio do Ipojuca - PE.
Nome da Instituigdo: FIOCRUZ - FUNDAGAO OSWALDO CRUZ |CNPJ: 33.781.055/0007-20

Materiais e Métodos

# |Tipo de Método (Grupo 6mico) Materiais
1 | Amostras biol6gicas (Vegetais hidréobios) Outras amostras biolégicas(Coleta de amostra marinha (algas
marinhas))

Destino do material biolégico coletado

# | Nome local destino Tipo destino

1 |FIOCRUZ - FUNDAGAO OSWALDO CRUZ Laboratério

Este documento foi expedido com base na Instrugdo Normativa n® 03/2014. Através do cddigo de autenticagdo abaixo, qualquer cidaddo
podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).

Cadigo de autenticacao: 0830140120220513 Pagina 3/4
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Ministério do Meio Ambiente - MMA

@ Instituto Chico Mendes de Conservacéo da Biodiversidade - ICMBio

Icmid Sistema de Autorizacao e Informacao em Biodiversidade - SISBIO
MMA

Autorizacao para atividades com finalidade cientifica

Numero: 83014-1 | Data da Emissao: 13/05/2022 11:42:48 | Data da Revalidacao*: 13/05/2023

De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizacao tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades
do projeto, mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentacado do relatério de atividades a ser enviado por meio do
Sisbio no prazo de até 30 dias a contar da data do aniversario de sua a

Dados do titular

Nome: MATHEUS ALVES SIQUEIRA DE ASSUNCAO |CPF: 421.448.838-58
Titulo do Projeto: Coleta de algas marinhas na praia de Serrambi, municipio do Ipojuca - PE.
Nome da Instituigdo: FIOCRUZ - FUNDAGAO OSWALDO CRUZ |CNPJ: 33.781.055/0007-20

Registro de coleta imprevista de material biolégico

De acordo com a Instrugdo Normativa n&ordm;03/2014, a coleta imprevista de material biolégico ou de substrato ndo
contemplado na autorizagdo ou na licenga permanente devera ser anotada na mesma, em campo especifico, por ocasido

da coleta, devendo esta coleta imprevista ser comunicada por meio do relatério de atividades. O transporte do material biologico ou
do substrato devera ser acompanhado da autorizagdo ou da licenga permanente com a devida anotagdo. O material
biolégico coletado de forma imprevista, devera ser destinado a instituicéo cientifica e, depositado, preferencialmente, em
colecdo biolégica cientifica registrada no Cadastro Nacional de Colegdes Biologicas (CCBIO).

Taxon* Qtde. Tipo de Amostra Qtde. Data

* Identificar o espécime do nivel taxonémico possivel.

Este documento foi expedido com base na Instrugdo Normativa n® 03/2014. Através do cddigo de autenticagdo abaixo, qualquer cidaddo
podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).

Cadigo de autenticacao: 0830140120220513 Pagina 4/4




11 ANEXO B - CADASTRO SISGEN

Ministério do Meio Ambiente i
CONSELHO DE GESTAO DO PATRIMONIO GENETICO

SISTEMA NACIONAL DE GESTAO DO PATRIMONIO GENETICO E DO CONHECIMENTO TRADICIONAL ASSOCIADO

Comprovante de Cadastro de Remessa
Cadastro N°® R6B32A6

A atividade de remessa de amostra de patriménio genético, nos termos abaixo resumida, foi cadastrada
no SisGen, em atendimento ao previsto na Lei n® 13.123/2015 e seus regulamentos.

Numero do cadastro:
Usuario:
CPF/CNPJ:

Espécie:

Tipo do Patriménio Genético remetido:

Forma do Patriménio Genético remetido:

Variedade tradicional local ou crioula ou
Raca localmente adaptada ou crioula:

R6B32A6
Fiocruz

33.781.055/0001-35

Sargassum vulgare
Extratos vegetais, animais ou fungicos
Outra

Nao

Espécie:

Tipo do Patriménio Genético remetido:

Forma do Patriménio Genético remetido:

Variedade tradicional local ou crioula ou
Raca localmente adaptada ou crioula:

Caulerpa sertularioides
Extratos vegetais, animais ou fungicos
Outra

Nao

Espécie:

Tipo do Patriménio Genético remetido:

Forma do Patriménio Genético remetido:

Variedade tradicional local ou crioula ou
Raca localmente adaptada ou crioula:

Caulerpa chemnitzia
Extratos vegetais, animais ou fangicos
Outra

Nao

Espécie:

Tipo do Patriménio Genético remetido:

Forma do Patrimoénio Genético remetido:

Variedade tradicional local ou crioula ou
Raca localmente adaptada ou crioula:

Padina gymnospora
Extratos vegetais, animais ou fungicos
Outra

Nao

Espécie:

Tipo do Patriménio Genético remetido:

Forma do Patriménio Genético remetido:

Variedade tradicional local ou crioula ou
Raca localmente adaptada ou crioula:

Bryopsis pennata
Extratos vegetais, animais ou fangicos
Outra

Nao
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Espécie:

Tipo do Patriménio Genético remetido:

Forma do Patriménio Genético remetido:

Variedade tradicional local ou crioula ou
Raca localmente adaptada ou crioula:

Gracilaria cervicornis
Extratos vegetais, animais ou fangicos
Outra

Nao

Instituigdo Destinataria:

Sede da Instituicdo Destinataria:

Data de Cadastro:

UNIVERSIDADE DE COIMBRA (UC)

Rua Silvio Lima, sem namero, Pélo Il, Pinhal de Marrocos, Universidade de

14/04/2023 11:48:10

Conselho de Gestdo do Patriménio Genético

Situagao cadastral conforme consulta ao SisGen em 11:49 de 14/04/2023.

\NY A/ SISTEMA NACIONAL DE GESTAD

OO PATRIMONIO GENETICO
E DO CONHECIMENTO TRADICIONAL

PANIAN ASSOCIADO - SISGEN
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12 ANEXO C - DECLARACAO MOBILIDADE ACADEMICA - FACEPE

CJFACEPE

DECLARACAO

Declaramos para os devidos fins que Matheus Alves Siqueira de Assuncdo, CPF:
421.448.838-58, foi beneficidrio(a) de um Auxilio & Mobilidade Discente, da
Fundacdo de Amparo a Ciéncia e Tecnologia de Pernambuco - FACEPE, com processo
AMD-0086-2.10/22, para desenvolvimento do projeto: "AVALIACAO DO POTENCIAL
NANOBIOTECNOLOGICO DE ALGAS MARINHAS DO LITORAL PERNAMBUCANO
SOBRE O CICLO DE VIDA DO Aedes aegypti” no perfodo de 28/02/2023 a
27/05/2023.

Recife, 18 de Dezembro de 2023

Este documento foi assinado digitalmente, Para validar este
documento acesse o link https://agil.facepe.briverificarDecl.php?
id=fa089306-85d1-71f7-5b56-2ae891e65ca9 ou utilize o codigo QR:

FUNDACAD DE AMPARO A CIENCIA E TECNOLOGIA DO ESTADO DE PERNAMBUCD Secretaria e
Rua Benfica, 150, Madalena, Reclfe-PE - CEP: 50720-001 Cliémecia, Iﬁmﬂa:

Fone: (81) 3181-4600 f Site: hitp/rwww facepe br
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ANEXO D - CARTA DE ACEITE MOBILIDADE - COIMBRA

I!ggl}

UNIVERSIDAE B

OIMERA

CARTA DE ACEITACAO
LETTER OF ACCEPTANCE

Eu, abaixo assinada, Lillana Moreira, Chefe da Divisio de Relagies Internacionais da
Universidade de Coimbra, confirmo que Matheus Alves Sigueira de Assuncio,
portador do Passaporte n® GB493535, natural da Replblica Federativa do Brasil, foi
aceite para realizar um periodo de investigago, sob a erientagdo cientifica da Prof.2
Doutara Mara Elga Medeiros Braga, no laboratério Green and Sustainable Processes
(GSP), da Faculdade de Cléncias e Tecnologia da Universidade de Coimbra, de 28 de
fevereiro de 2023 a 27 de maio de 2023.

I, the undersigned, Liliana Moreira, Head of the International Relations Unit of the
University of Coimbra, confirm that Matheus Alves Siqueira de Assuncio, bearer
of the passport ™ GB493535, from Brazil, was accepted for an investigation period
at the laboratory Green and Sustainable Processes (GSP), Faculty of Science and
Technology, University of Coimbra, under the scientific supervision of Professor Mara
Elga Medeiros Braga from the 28% of February 2023 to the 27% of May 2023.

Coimbra, 12 de dezembro de 2022
Coimbra, 12th of December 2022

Internacionais

A Chefe da Divisad e Réladie
: ahRelations Unit

ACD/LM

RI133-22-002987

FLIZ | FTOSG | 0009 | el § 7Toben_d
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14 ANEXO E - CARTA DE ACEITE MOBILIDADE - GSP

Aafl.uc

DEPARTAMENTO DE ENGENHARTA QUIMICA

INFORMACAO

Para os devidos efeitos, declara-se que o aluno de mestrado, Matheus Alves Siqueira de
Assungdo, RG: 44.425.772-X/SSP, CPF: 421.448.838-58, Passaporte: GB493535,
matriculado no curso de Biociéncias e Biotecnologia em Satde da Fundag¢@o Oswaldo
Cruz Pernambuco (Fiocruz-PE), Brasil, do Laboratorio de Imunopatologia ¢ Biologia
Molecular (LIBM), orientado pelo professor Doutor Fabio Rocha Formiga, co-orientado
pelo professor Doutor Severino Alves Junior (Universidade Federal de Pernambuco -
UFPE), foi aceito no no laboratorio Green e Sustainable Processes (GSP) do
Departamento de Engenharia Quimica, Faculdade de Ciéncias e Tecnologia da
Universidade de Coimbra (DEQ-FCTUC), Coimbra, Portugal, para a realizagdo de
atividades de investigacdo cientifica, num estagio de trés meses (28/02/2023 a
28/05/2023).

Nesta missdo o aluno ira executar uma etapa do seu projeto de mestrado intitulado
“AVALIACAO DO POTENCIAL NANOBIOTECNOLOGICO DE ALGAS
MARINHAS DO LITORAL PERNAMBUCANO SOBRE O CICLO DE VIDA DO
Aedes aegypti”, para aprendizado de técnicas de caracterizagdo fisico-quimica dos
extratos de algas marinhas e das amostras desenvolvidas no ambito do seu mestrado.

A proposta de investigagdo e respetivo plano de trabalho sera supervisionado pela
Doutora Mara Elga Medeiros Braga, investigadora no Departamento de Engenharia
Quimica da Faculdade de Ciéncias e Tecnologia da Universidade de Coimbra, e
pertencente ao Centro de Investigagdo em Engenharia dos Processos Quimicos e dos
Produtos da Floresta (CIEPQPF).

Mais se informa que, ¢ durante a sua estadia, todas as condiches materiais
exigidas/necessarias (com a excepgdo de bolsas, seguros, subsidios, moradia e despesas
de viagens) serdo providenciadas pelo GSP.

Coimbra, 21 de Novembro de 2022

Assinado por: HERMINIO JOSE CIPRIANO DE
SOUSA

Num. de Identificagao: 08544715

Data: 2022.11.19 13:56:50+00'00'

E CARTAO DE CIDADAO
o0 00

(Professor Associado do Departamento de Engenharia Quimica da Universidade de Coimbra)

Herminio José Cipriano de Sousa

Assinado por: MARA ELGA MEDEIROS BRAGA
Num. de Identificagdo: 31432329
Data: 2022.11.21 12:51:19+00'00"

Mara Elga Medeiros Braga

(Investigadora Auxiliar do Departamento de Engenharia Quimica da Universidade de Coimbra)
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15 ANEXO F - CARTA PREMIACAO — CEBEM

CENTRO DE
= BIOLOGIA

ESTRUCTURAL

DEL MERCOSUR

Rosario, September 29" 2023

To whom it may concern,

Hereby, as general coordinator of the Center for Structural Biology of the
Mercosur (CEBEM), | certify that Matheus Alves Siqueira de Assungao was selected
in the 2022 call for CEBEM mobility fellowships for access to research infrastructure
and the promotion of scientific collaborations. Thus, Matheus Alves Siqueira de
Assuncao received from CEBEM the sum of 2200 USD, to work on the project
"Evaluation of the Nanobiotechnological Potential of Marine Algae from the
Pernambuca Coast on the Life Cycle of Aedes aegypti".

Sincerely,

M

Dr. Maria Natalia Lisa
General Coordinator of CEBEM
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16 ANEXO G - DECLARACAO UTILIZACAO CNPEM

03/10/2023, 19:59 sauonline.cnpem.br/duo/duo_view_permanence.php?VISITID=11367&MANAGER=27

¥ ) cnPem

Brazilian Center for Research
in Energy and Materials

SAU - SERVICOS DE APOIO AOS USUARIOS

DECLARAGAO

Declaramos para os devidos fins que MATHEUS ALVES SIQUEIRA DE ASSUNCAO esteve no
Laboratorio Nacional de Nanotecnologia - LNNano , entre os dias 18/06/2023 a 02/07/2023 realizando
medidas como pesquisador(a) pela proposta de pesquisa abaixo:

[ Proposta de Pesquisal| Titulo

| Data de Realizagdo ]

TOXICITY EVALUATION OF
AgNPs SYNTHESIZED WITH
MARINE ALGAE EXTRACTS
FROM THE COAST OF 18/06/2023 a 02/07/2023
PERNAMBUCO ON NON-
TARGET SPECIES

Nanotox-20230212

Atenciosamente,

C

-

R
Q,&M"p

Servigos de Apoio aos Usuarios

The Brazilian Center for Research in Energy and Materials (CNPEM) is a private,

non-profit organization overseen by the Ministry of Science, Technology, and MINISTRY OF  ma plbtAR sevanmmmar
Innovation (MCTI). Address: Rua Giuseppe Maximo Scolfaro, 10.000 - Polo Il de SCIEMCE TECHNOLOGY “ rl
Alta Tecnologia - Caixa Postal 6192 - 13083-100 Campinas/SP | Phone: AND INNOVATION et

UNITING AND RESUILDING

+55.19.3512.1000 | diretoriageral@cnpem.br | www.cnpem.br

https://sauonline.cnpem.br/duo/duo_view_permanence.php?VISITID=11367& MANAGER=27 1/1



