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RESUMO

Stryphnodendron adstringens (Martius) Coville € uma planta medicinal que
possui importantes propriedades farmacologicas como, por exemplo, atividades anti-
inflamatoérias,  cicatrizante,  antioxidantes,  antivirais,  antiprotozoarias e
antimicrobianas. Nessa dissertacdo de Mestrado, relatou-se a fotossintese e
caracterizagdo de nanoparticulas de cloreto de prata usando extrato vegetal de S.
adstringens (denominado aqui NPsAgCISa). NPsAgClSa foram fotossintetizadas,
utilizando um processo simples, rapido e verde, com morfologia predominantemente
esférica, com pequena polidispersividade (diametro médio de 22 nm), elevada
cristalinidade, contendo pequena quantidade de prata metélica, e recobertas por uma
camada de material organico responsavel pela estabilidade coloidal. As NPsAgCISa
ndo demontraram citotoxicidade contra células VERO de mamiferos permitindo
viabilidade em concentragdes < 20,48 ug.mL?. As NPsAgClSa apresentaram notavel
atividade antifungica contra o fungo Cryptococcus neoformans (MICgo = 0,32 pug.mL-
1). Também observou-se que a atividade antibacteriana foi notavel contra as bactérias
Gram-negativas Pseudomonas aeruginosa (MICso 2 2,56 pg.mL?') e Serratia
marcescens (MICso 2 20,48 pg.mL?). Em contraste, as bactérias Gram-
positivas Staphylococcus  aureus e Staphylococcus  epidermidis foram  menos
suscetiveis as NPsAgCISa ambas com MICso2 40,93 ug.mL?!. As NPsAgClSa
produzidas representam um novo nanomaterial hibrido organico-inorganico de facil

sintese e com potencial para aplicacdes biomédicas futuras.

PALAVRAS-CHAVE

Nanoparticulas; Stryphnodendron  adstringens;  Quimica  verde;  atividade
antimicrobiana, Ag/AgCl, Barbatim&o, Cryptococcus neoformans



ABSTRACT

Stryphnodendron adstringens (Martius) Coville is a medicinal plant described
as having important pharmacological properties such as, for example, anti-
inflammatory, healing, antioxidant, antiviral, antiprotozoal and antimicrobial activities.
In this study, we report photosynthesis and characterization of silver chloride
nanoparticles using S. adstringens plant extract (referred to here as SaAgCINPs). The
photosynthesized SaAgCINPs, using a simple, fast, and green process, were
approximately spherical with a small polydispersity (average diameter of 22 nm), with
crystalline nature containing a small amount of metallic silver and covered by a layer
of organic material responsible for colloidal stability. SaAgCINPs were not cytotoxic
against mammalian VERO cells allowing total viability at concentrations < 20.48 ug.mL"
. However, SaAgCINPs showed remarkable antifungal activity against the fungus
Cryptococcus neoformans (MICso = 0.32 pug.mL?). We also observed remarkable
antibacterial activity against Gram-negative bacteria Pseudomonas aeruginosa (MICso
2 2.56 yg.mL1) and Serratia marcescens (MICso = 20.48 pug.mL™1). In contrast, Gram-
positive bacteria Staphylococcus aureus and Staphylococcus epidermidis were less
susceptible to SaAgCINPs both with MICso = 40.93 ug.mL. SaAgCINPs represents a

new hybrid organic-inorganic nanomaterial with potential for biomedical applications.

KEYWORDS

Nanoparticles; Stryphnodendron adstringens; Green chemistry; antimicrobial activity,
Ag/AgCl, Barbatiméo, Cryptococcus neoformans.
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1. Introducéo

Materiais em escala hanomeétrica séo utilizados pela humanidade desde a pré-historia,
como por exemplo, 0 uso de diferentes tipos de pigmentos em pinturas e materiais ceramicos,
a exemplo da taca de Licurgo (Figura 1) que foi um dos primeiros artefatos de que se tem
noticias que apresentam duas cores que se alternam de acordo com o clima e a incidéncia de
luz sobre 0 mesmo, esse efeito dicroico deve-se a diferenca entre a proporcao de nanoparticulas
de ouro e prata dispersa no pigmento coloidal do material vitreo [1]. Porém, apenas com
avancos cientificos e tecnoldgicos ocorridos em meados do século XX, técnicas Opticas de
analises como microscopia eletronica de varredura (MEV) (1928) [2], a técnica de difracdo de
cristais por difratometria de raios-X (1912) [3] e técnicas espectroscopicas como a
espectroscopia no UV-Vis, responsavei por permitir analises mais acuradas e conclusivas sobre

0S materiais em escalas nanométricas.

Desde que o ser humano foi capaz de identificar materiais em escalas nanométricas (1-
100 nm) de tamanho os estudos acerca dos métodos variados de fabricacéo, bem como de tipos
de materiais obtidos tém tido maior destaque na comunidade cientifica, esse fato se torna
bastante relevante pois, em engenharia dos materiais sempre se buscam o desenvolvimento de
materiais que desempenhem diferentes funcbes e com diferentes propriedades. Em se tratando
de tamanhos de particulas, nanomateriais de diferentes substanciais apresentam diferentes
formas, propriedades mecanicas, Opticas, fisicas e quimicas em relacdo ao seu correlato de

tamanhos maiores, ou seja materiais em escala “bulk” [4,5].

Figura 1. Taca de Licurgo que data da época Romana, onde aparenta verde quando a luz é
refletida em sua superficie e vermelha quando a luz é transmitida do interior do recipiente.
Fonte:  https://coeurdelhistoire.tumblr.com/post/83493488573/peashooter85-ancient-roman-
nanotechnology

18


https://coeurdelhistoire.tumblr.com/post/83493488573/peashooter85-ancient-roman-nanotechnology
https://coeurdelhistoire.tumblr.com/post/83493488573/peashooter85-ancient-roman-nanotechnology

No campo dos nanomateriais destacam-se principalmente as nanoparticulas sintetizadas
a partir de metais de transicdo como prata (Ag), ouro (Au), esse fato pode ser explicado devido
ao comportamento peculiar desses materiais em face ao processo de sintese, ha materiais em
escala nanométricas e em nanocompasitos que resultam em semicondutores, que podem atuar
na catalise de reacdes de degradacdo, no campo biomédico atuando como um poderoso agente
bactericida como € o caso das nanoparticulas de Ag. Essas nanoparticulas de Ag apresentam
baixa citotoxicidade contra células de mamiferos e eficiente efeito antimicrobiano sendo capaz

de atuar matando inUmeras doencas causadas por microrganismos [6].

A sintese de nanoparticulas em geral tém duas origens metodoldgicasprincipais, 0s
métodos de sintese baseados no modelo “top-down” onde as nanoparticulas sdo obtidas por
decomposicdo de materiais maiores até o nivel manométrico, por processos quimicos como
degradacdo por reagentes acidos ou outros solventes, fisicos como moinhos de bolas,
cisalhamento por placas, sucessivas deformacdes plésticas, litografia e fotolitografia[7,8].

A segunda o método "bottom up”, em que o material precursor parte do nivel atbmico
até atingir o material nanoestruturado, nesse processo as forcas atdmicas e elétricas atuam
modelando o nanocomposito, nesse ponto exemplos comuns de sintese “bottom-up” sdo a
formacdo de "quantum-dot"”, a formacdo de nanoparticulas a partir de dispersbes coloidais,

utilizacdo de agentes de origem organica para ajudar o processo de sintese, vapor quimico [7,8].

As rotas sintéticas de nanoparticulas pelos métodos fisicos e quimicos convencionais
apresentam uma série de inconvenientes ambientais e econdmicos que podem tornar algumas
inviaveis, como, técnicas trabalhosas, muitos passos que podem comprometer a
reprodutibilidade do processo, custo da matéria prima, riscos a satdes dedecorrentes do uso de
solventes organicos toxicos [9].

Desse modo, métodos biogénicos de sintese de NPsAg estdo cada vez mais em
evidéncia, considerando que sdo em geral de baixo custo, envolvem técnicas mais simples e
principalmente utilizam matéria prima de fonte renovavel como extratos vegetais, proteinas,
microrganismos de origem fungica ou bacteriana. Nesse contexto, os métodos quimicos de
sintese de NPsAg envolvendo reducdo de ions prata por acdo quimica, eletroquimica, radiagédo
e métodos fotoquimicos, os quais sao implementados aos processos de biossintese aumentando

sua eficiéncia e qualidade dos materiais nanomeétricos obtidos [9].
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Entre as bioldgicas de sintese de nanoparticulas que mais se destacam estdo, o uso da
bactéria Pseudomonas stutzeri - AG259 no processo sintético, Pediococcus pentosaceus fungo
utilizado para sintese de NPsAg por biossor¢cdo (processo em que alguns microrganismos
absorvem ou adsorvem determinados elementos metalicos, geralmente empregado na remocéo
de metais pesados) e reducdo extracelular [7], extratos de partes de algumas plantas também
desempenham fator importante na sintese de NPsAg atualmente como a Aloe-vera (conhecida

comumente por “Babosa”) apresenta eficiente sintese de nanoparticulas de Ag e Au [10].

Neste contexto, atualmente tem-se empregado o0 uso de extratos vegetais das mais
variades espécies de plantas na sintese verde de nanoparticulas metélicas, das mais variadas
origens e partes dos vegetais como extratos vegetais de folhas, sementes, casca e até tubérculos,
sendo dessa forma uma rota sintética amigavel ao meio ambiente, de baixo custo e de fonte

renovavel [11,12].

O presente trabalho de dissertacdo de Mestrado descreve a sintese verde de
nanoparticulas de cloreto de prata (NPSAgCI) monodispersas através de reducdo fotoquimica
de solucéo de nitrato de prata (AgNO3) em tampéo Tris-HCI pH 8,0, utilizando como agente
redutor e estabilizante extrato vegetal da casca do caule da planta Stryphnodendron adstringens

(Martius) Coville, conhecida como "Barba-timao".

O método de sintese baseou-se em procedimentos de excitacao fotoquimica para reduzir
fons Ag* a Ag® em solugdo a medida que o extrato vegetal atua estabilizando os fons metalicos
durante a formacdo dos nanocompositos. As nanoparticulas obtidas foram entdo caracterizadas
guanto a composicdo quimica e morfologia, para entdo atestar sua eficiéncia antimicrobiana
contra o microrganismo Cryptococcus neoformans (fungo em forma de levedura que mede em
torno de 4-8 um de diametro, revestido por uma capsula de polissacarideos, e as bactérias Gram-
positiva S. aureus, S. epidarmidis e Gram-negativas P. aeruginosa, S. marcescen, bem como

analise de toxicidade das nanoparticulas em relacdo a células de mamiferos sadias.

2. Revisdo Bibliografica

2.1 Nanoparticulas de cloreto de prata (NPs-AgCl)

Nanoparticulas de AgCIl podem ser sintetizadas pelos métodos mais variados [13,14],

radiacdo gama [15], micro emulséo[16], ablac&o a laser [17], reducdo fotoquimica [18], micro-
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ondas [19], métodos bioldgicos [20], etc. Porém, sintetizar nanoparticulas de prata por métodos
fisico-quimicos apresenta alto custo, técnicas laboratoriais complexas e risco ambiental, por
outro lado, a aplicacdo de métodos bioldgicos geralmente envolve bactérias ou fungos, que tém
desvantagens como métodos complexos de cultivo de culturas bacterianas ou fungos e a dificil
sintese devido ao desempenho toxico de nanoparticulas de prata ao microrganismo limitando o
rendimento do processo [21].

Contra tantas dificuldades para sintetizar nanoparticulas de AgClI reprodutiveis e com
propriedades fisico-quimicas variaveis, aplicar a metodologia de sintese verde [21] se torna um
grande desafio. Muitos estudos relatam boa eficiéncia na sintese verde de nanoparticulas de
prata usando extratos vegetais de diferentes partes dessas plantas, como casca [22], folha [23],
tubérculo [11], frutas [24] e tantas outras, mas, em comum, essa rotasintética depende de
algumas moléculas presentes nos extratos para proporcionar estabilizacdo da solucéo, reducéo
de Ag* a Ag® e revestimento de nanoparticulas sintetizadas dessa maneira o crescimento,

nucleacdo e formacao de nanoparticulas pode ser alcancado [12].

2.2 Sintese de nanoparticulas de prata por reducdo quimica

Como ja mencionado, um dos métodos de sintese de nanoparticulas metélicas mais
amplamente difundidos na atualidade é o da reducdo quimica, um método que faz parte da
sintese de nanoparticulas denominado “bottom up”, onde ocorrem interagdes eletronicas entre
0s atomos ou moléculas precursoras das nanoparticulas individualizadas e formam a
nanoestrutura, que permite entre outras coisas controlar de forma mais eficiente o tamanho das
nanoparticulas, suas formas, e também estados de agregacao (fator determinante para algumas
aplicacdes das nanoparticulas que é afetado pelo tamanho das nanoparticulas, estabilidade
quimica do meio reacional, que leva a altera¢cdes na dissolugdo, mobilidade e toxicidade da
nanoparticula)

O mecanismo de reducao quimica de um sal precursor como 0 AgNO3 em meio aquoso
com um agente redutor que pode ser o citrato de sodio (CsHsNazO7)[27], borohidreto de sodio
(NaBH4) que reduz a prata ibnica e estabiliza 0 meio em simultdneo para a formagéo das

nanoparticulas, esse procedimento forma uma dispersdo de cor amarela-alaranjada Fig.2a [25].

A equacdo quimica que descreve a reducgdo quimica do sal de prata (AgNO3) (eq.1).
AGNOs(ag) + NaBHa@g) —> Ad(s) + V2 Hagag) + 72 B2He(ag) + NaNOs(ag) 1)
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Por ser muito reativa na presenca de ions prata a solucdo deve ser resfriada e a adicéo
do sal de prata deve ser controlada para que ndo haja problemas, geralmente a adi¢éo se d& por
gotejamento, esse controle da temperatura é importante também pois atua como um controle do
tamanho das nanoparticulas de prata, haja vista que a entalpia favoravel da reacao favorece o
crescimento das particulas, logo seu resfriamento mantém as NPsAg em tamanhos adequados
para a escala manométrica, nesse caso tamanhos em torno de 12 nm. O procedimento de sintese
deve ser conduzido sob agitacdo constante e as quantidades entre ambos reagentes devem ser
rigorosamente controladas, a fim de, ndo comprometer a qualidade das nanoparticulas obtidas.

Através desse método de sintese é possivel obter particulas monodispersas e
homogéneas de prata, porém ainda ha um problema que persiste nas nanoparticulas de prata
que € a agregacdo das mesmas. A agregacdo das nanoparticulas torna a cor da dispersdo escura

e leva a deposicdo de particulas de prata metalica maiores de coloracéo cinza Figura 2d.

(a) (b) (c) ok (d)

sk

Figura 2. Diferentes estagios de agregacdo das nanoparticulas de prata, com aumento de
agregacao da esquerda para a direita (a > b > ¢ > d). Fonte: adaptado de [26].

O método de Turkevich (Turkevich, 1951) para sintese de nanoparticulas de ouro e
posteriormente adaptado por Lee e colaboradores (1982) [27] para sintese de nanoparticulas de
prata, que consiste basicamente em obter nanoparticulas de prata a partir de solugdo aquosa de
nitrato de prata (AgNO3) com adicéo de citrato de sddio (NasCsHs07) na proporcédo molar de

1:3, respectivamente, numa reacgdo de oxido-reducdo em que ions Ag* sdo reduzidos a AgP,
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sendo que em algumas situagdes pode-se empregar borohidreto de sddio (NaBHs) com
resultados similares, porém o método utilizando citrato é mais amplamente empregada na
sintese de nanoparticulas de prata uniformes e com distribuicdo de tamanhos muito pequenas
(1-100 nm).

A reacdo de Turkevich envolve aquecimento até o ponto de ebulicdo da disperséo
coloidal de prata, o que leva a formagdo de ions H*, que de acordo com a quantidade de
reagentes necessarios e a quantidade de nanoparticulas que se deseja produzir pode configurar
risco de acidentes como explosdo, intoxicacdo aléem da reacdo causar alteracbes ao pH da
solucdo o que pode comprometer o crescimento das nanoparticulas, além de ser explosivo em

contato com o oxigénio presente no ar Figura 3.

Oxidacao
—_—

co, + 2H" + 3Na" + 2¢
Hzom

Figura 3. Oxidacéo do citrato de sédio em meio aquoso com liberacéo de hidronio
e gas carbonico, reacdo exotérmica. Fonte: adaptado de [27]

Como descrito por Agnihotri e colaboradores em 2013 o procedimento de co-reducao
utilizando borohidreto de sodio e citrato trissddico (NazCsHsO7) como agente redutor e
estabilizante, foi possivel sintetizar nanoparticulas de prata de tamanhos variaveis, esse controle
dos tamanhos das nanoparticulas foi possivel devido ao controle dos estagios do tratamento
térmico, sendo que no primeiro estagio houve um aquecimento em torno de 60 °C, que por sua
vez favoreceu bastante a producdo de nanoparticulas de prata, na etapa denominada de
nucleacdo [28].

As nanoparticulas produzidas no primeiro estagio passaram para a etapa de crescimento
mediada pela acdo de reducgéo proporcionada pelo citrato trissodico (CTS) e aguecimento a 90
°C, as moléculas de CTS proporcionaram um meio propicio ao crescimento das nanoparticulas
dificultando sua aglomeracdo, porém essa é uma etapa critica onde o controle da proporcéo de

CTS e NaBH. é fundamental para a nucleacdo e crescimento (Figura 4). O método de sintese
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com borohidreto e citrato de sédio com aquecimento leva a formagdo em geral de nanoparticulas

com diametros entre 60 e 80 nm [28].

(Stage I)
00?2 * : 2
NaBH, reduction e?® QCoalescence » >
Agr ——> ‘Pe0 X
Instant nucleation ® © © &, 0 * - °
e% X
® e 00 ® Cnlraie ions ’
Ag° nuclei Ag clusters Newly synthesized
Ag nanoparticles
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Ag* (Stage 1l)

\
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Figura 4. Representacdo esquematica das etapas inerentes ao processo de sintese de
nanoparticulas de prata por co-reducdo usando borohidreto de sodio (NaBH4) e Citrato
trissodico (NasCsHsO7). Fonte: adaptado de [28].

Como pode ser visto na Figura 4 o processo de sintese ocorre em dois estagios a
nucleacdo (estagio 1) e o crescimento (estagio 2), observando-se que essas etapas ainda nédo
sdo plenamente compreendidas devido a dificuldade de estudar esses fenébmenos a partir de
particulas isoladas. Esses processos sdo determinantes para o tamanho e distribuicdo das
nanoparticulas. Logo que os cristalitos sdo formados na etapa de nucleagdo inicia-se a
precipitacdo dessas nanoparticulas, por conseguinte inicia-se também os processos de
aglomeracdo desses nucleos denominados por sementes algumas vezes, isso deve-se
principalmente a presenca do agente redutor em solugdo que induz a reducdo dos ions Ag* a
Ag°[29].

A nucleagdo tem relacdo direta com o poder de reducdo do agente redutor e as
condigdes da reacéo, haja vista que, o agente redutor forte como o borohidreto de sédio induz
a formacéo de centros de nucleacdo com muita facilidade. Agentes redutores fracos como o
citrato de sdédio apresentam processos de reducdo de ions prata mais lentos, o que favorece

uma nucleacdo mais estavel e nanoparticulas menores e menos aglomeradas.
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Na etapa seguinte onde ocorre o0 crescimento das nanoparticulas é necessario a presenca
de um agente estabilizador e que iniba essa interagdo entre os nucleos formados impedindo
sua aglomeracdo. Neste ponto o citrato trissodico ou outro agente que realize a mesma funcao
reveste essas nanoparticulas possibilitando um crescimento homogéneo e monodisperso de
cada nanoparticula metalica de forma independente. E pertinente ressaltar que esses estagios
podem acontecer em simultaneo, porém a etapa de crescimento sé ocorre depois da formagéo
dos nucleos (Figura 5). Esse fendmeno de estabilizacdo das nanoparticulas formadas na etapa
de nucleacdo ja é bastante dependente da carga elétrica superficial adsorvida as nanoparticulas
nos clusters formados como pode ser visto na figura 5, dessa forma devido as forcas de

repulséo que atuam entre os clusters dificultam sua aglomeragéo.

® ®
% . Ag’ @ w Agente redutor
Ag @ o ® Ageme redutar Agente redutor 9
o S
ShE A
®

@ 5 W

Nucleagio Crescimenia Coalescéncia

Figura 5. Esquema representativo das etapas que controlam a formacdo das nanoparticulas de
prata. Fonte: adaptado de [29].

E importante destacar que em dispersdo em fase liquida as nanoparticulas sofrem
colisdes devido a um fendbmeno fisico denominado movimento Browniano das particulas, que
pode levar a um ordenamento momentaneo das mesmas, esses grupamentos sdo denominados
de “clusters”, que por sua vez pode vir a se redissolver, ou ainda formar particulas maiores, a
depender de fatores termodindmicos, energia de Gibbs ou temperatura de fusdo. Os “clusters”
aumentam de tamanho dependendo do incremento de novas nanoparticulas aos nucleos e a

diminuig&o desse incremento leva a dissolugdo dos mesmos.

Além das substancias anteriormente citadas que atuam como redutores e estabilizantes
do processo de sintese das nanoparticulas de prata, ainda pode ser usada para tal funcéo outras

substancias, métodos quimicos e fisicos destacados na tabela 1.
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Tabela 1. Alguns procedimentos fisicos,
nanoparticulas de prata.

quimicos e fotoquimicos para sintese de

Precursor = Agente redutor Agente estabilizante Método
de prata
AgNO3 DMF - R.Q.
AgNO:3 NaHB4 Surfactina R.Q.
(biossurfactante
lipopeptideo)
AgNO; Citrato trissodico (inicial) + SFS  Citrato trissodico R.Q.
(secundario) Trissodico
AgNO; Citrato trissodico Citrato trissédico R.Q.
AgNO; Acido ascorbico - R.Q.
AgNOs3 NaBH, ADD R.Q.
AgNO:3 Parafina Oleilamina R.Q.
AgNO3 Dextrose PVP R.Q.
(Térmica)
AgNO:3 Hidrazina - R.Q.
(Térmica)
AgNOs3 Glicose Acido gluconico R.Q.
(Oxidacéo da glicose)
AgNO; Etileno glicol PVP R.Q.
(Processo do poliol)
AgNO3 Etileno glicol PVP R.Q.
(Processo do poliol)
AgNO3 Eletrolise catodica: anodo de PVP R.Q.
titanio/Pt (Processo do poliol)
AgNO; m-hidroxibenzaldeido DSS R.Q.
(Tollen)
Fios de Ag Descarga de arco elétrico em 4gua - Sintese fisica
AgNO:3 Descarga de arco elétrico Citrato de sddio Sintese fisica
AgNO; Hidrato de hidrazina EES R.Q.
(microemulséo)
AgNO:3 Etileno glicol - R.F-Q.
(Radidlise)
AgNO3 Etileno glicol PVP R.F-Q.
(Microndas)
AgNO:3 Luz UV - R.F-Q.
(fotoreducéo)
AgNO; Raios-X - R.F-Q.
(radidlise de raios-X)
AgNO3; QC,uv QC R.F-Q.

(radi6lise de raios-X)

R.Q (Reducdo Quimica); R.F(Reducdo Fisica); DMF(n,n-dimetilformamida); NaBH.(Borohidreto de
sodio); DSS (Dodecil sulfafto de sodio); ADD (&cido dodecandico); PVP (Polivinil pirrolidona); EES
((2-etilexil) sulfosuccianato); QC (Quitosana carboximetilada). Fonte: adapatado de [30].

Como destacado anteriormente o método de sintese de nanoparticulas de prata por

reducdo quimica ja é bastante difundido em pesquisas e até escala comercial, além de

proporcionar nanoparticulas de boa qualidade, porém os problemas provenientes da
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aglomeracéo na etapa da formacéo dos clusters, deve ser considerado, dessa forma a utilizagéo
do estabilizante torna-se fundamental. Os estabilizantes necessérios para permitir a sintese de
NPsAg por reducdo quimica atuam basicamente de duas maneiras principais, ilustrados de

forma simples na Figura 6.

+ + + + + 4+
+ + + +
+ + + +
+ ++ +
+ + + +
T+t TaeT
(A) (B)

Figura 6. Representacdo dos mecanismos de estabilizagdo que atuam comumente na estabilizagdo de
nanoparticulas de prata. Fonte: adaptado de [116].

A figura 6 (A) demonstra a estabilizacdo por dispersao por repulsdo eletrostatica devido
a interacdo entre a dupla camada eletrdnica (electrical double layer-EDL) que recobre as
nanoparticulas do tipo core-shell, haja vista que a carga superficial das nanoparticulas mantém-
se desigual em relacdo as cargas presentes na solugdo coloidal. Em termos de interacdes
eletrostaticas a repulsdo ocorre quando estas sao superiores em médulo as forgas de atracdo de

Van der Waals entre as particulas.

A EDL é uma estrutura superficial que surge quando dois liquidos entram em contato, e
divide-se basicamente em duas camadas, uma denominada “carga de superficie” (pode ser
positiva ou negativa), e uma segunda presente na superficie do liquido e oposta a carga da
primeira camada, esta carga € do tipo difusa, ou seja, esta presente no solvente em decorréncia

dos ions livres em solugéo.

A segunda forma de estabilizacdo consiste na repulsdo estérica, em que ocorre uma
repulséo entre particulas solidas decorrentes do volume que reveste cada uma, decorrentes da
grande proporcdo de material elastico, que impede ou dificulta a aproximacéo entre elas,
substancias como tensoativos (componente formado por cadeias longas hidrofébicas e
extremidade hidrofilica adsorvida na superficie das particulas), um polimero funcionalizado,
cadeias proteicas (figura 6.b) atuam como surfactantes no meio liquido reacional. A natureza do

surfactante € um importante parametro para a estabilidade coloidal das nanoparticulas.
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Na teoria dos solidos, a adsor¢do de tensoativos a superficie dos mesmos é regida por
interacOes do tipo acido-base entre o sélido e as moléculas superficiais, onde um tensoativo
anionico adsorvido na superficie da molocula atua como uma base de Lewis, enquanto a

superficie da particulas tem comportamento de &cido de Lewis [31].

Dessa forma o fendmeno da adsor¢do é um fendmeno eletrostatico, mas a estabilizacéo
no meio reacional é um fenbmeno decorrente da hidrofobicidade do tensoativo em relacdo ao
solvente, e esta por sua vez é estérica. Como tal a estabilizacéo estérica e eletrostatica ocorrem

em simultaneo nesse sistema [32].

No que concerne ao tamanho da molécula do tensoativo o que determina sua eficiéncia
em estabilizar o crescimento das nanoparticulas em um meio coloidal € o comprimento de sua
cadeia hidrofdbica, de acordo com [33] a estabilidade estérica contribui significativamente para
a estabilidade coloidal, bem como em se tratando de estruturas de revestimento de origem

polimérica constituem verdadeiras barreiras que impedem a aglomeracéo.

O modelo que descreve o fenémeno da dupla camada eletronica (EDL), anteriormente
destacado, denominado de modelo de Helmholtz e de Stern, onde é possivel constatar que para
gue seja mantida a eletro neutralidade do sistema as cargas adsorvidas a superficie das particulas
e 0s contra-ions presentes na solucdo devem ser equivalentes, isso acaba por formar camadas

diferentes entre si, a Figura 7 descreve bem esse fendmeno [34].
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Figura 7. Esquema representativo da dupla camada eletrénica (EDL) a partir dos modelos de Helmholtz
(a) e Stern (b). Fonte: adaptado de [35].

A camada de Helmholtz demonstrada pela Figura 7. (a) localiza-se entre a superficies

carregada e dois planos um interno (piH) e outro externo (peH), que sdo formados pela primeira
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camada de solvente adsorvido e pelos cétions solvatados. A outra representacdo da distribuicdo
das cargas e variacdo do potencial elétrico é definido pelo modelo de Stern destacado na Figura
7.(b), Nesse modelo € visivel a presenca de alguns ions fortemente atraidos e organizados
préximo a superficie carregada formando uma camada compacta ou camada de Stern, enquanto
outros mantém-se mais afastados da superficie, dispostos numa espécie de atmosfera ibnica
denominada camada difusa de Gouy-Chapman. A concentracdo dos eletrolitos em solugédo é
fator determinante para a estabilidade do sistema, posto que seu excesso pode acabar por destruir

a ED resultando na agregacdo das nanoparticulas [35].

2.3. Sintese verde de nanoparticulas de prata utilizando extratos vegetais

Devido a biodisponibilidade, auséncia de efeitos toxicos e deletérios ao meio ambiente,
baixo custo, e seguranca de manipulacdo a sintese de nanoparticulas de prata utilizando como
matéria-prima extratos vegetais ja € uma realidade [36]. Devido a sua composi¢do quimica ser
rica em flavondides, catequinas, polifendis, alcaloides, vitaminas e sais minerais, substancias
quimicas que assim como o citrato de sodio (NazCsHs07), pode ser uma alternativa viavel para
induzir e controlar o processo de reducdo quimica e formagdo das nanoparticulas metalicas

como as de prata [26].

A Dbiossintese verde de nanoparticulas de prata nos Gltimos anos vém sendo
implementada de varias formas como biomoléculas, bactérias, algas, fungos, e por plantas. A
sintese por plantas se concentra em implementar a técnica de sintese por reducdo quimica com
a utilizacdo de biomoléculas presentes no extrato vegetal para contribuir com o processo de
reducdo da prata em solucdo (Ag") para prata metalica (Ag®) e estabilizagio da dispersio
coloidal por meio de recobrimentos da superficie das particulas, impedindo a aglomeragéo
destas.

De acordo com a composi¢do bioquimica de cada planta o processo pode ser favorecido,
varios metabolitos secundarios utilizados por algumas plantas contribuem para proporcionar
essa sintese como, (flavonoides, terpendides, taninos, saponinas, polifenois, acidos organicos)
e polimeros proteicos. Alguns estudos apontam que algumas moléculas presentes em extratos
vegetais atuam na reducdo de ions metélicos como aminoécidos, flavondides, acido galico,
acido citrico, compostos fenolicos, compostos heterociclicos, enzimas, terpenos, peptideos,

polissacarideos, saponinas, entre outros [37].
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Varios tipos de plantas sdo utilizadas no processo de sintese, bem como varias partes,
desde suas raizes, casca do caule, frutos, folhas e sementes, dependendo da sua composi¢do
bioguimica. As plantas encontradas na literatura com boa aplicacdo em sintese de
nanoparticulas pertencem a uma vasta gama de espécies, a destacar pteridéftas Pteres tripartita
SWI38], Rhizoctonia pertencente a espécie bridfta [39], giminosperma — Pinus desiflora [40],

angiosperma Pistacia atlantica [41], entre outras (Tabela 2.).

Tabela 2. Sintese verde de nanoparticulas de prata utilizando extrato vegetal.

ORGANISMO DIAMETRO FORMA REFERENCIAS
Aloe vera (babosa) 15,2 nm Esférica [42]
Azadirachta indica - Esférica [43]
Anacardium occidentale L. 4 nm Esférica [44]
(caju)
Callicarpa maingayi 12,4 nm - [45]
Capsicum annuum L. 10 nm a 40 nm Esférica [46]
(pimentéo)
Carica papaya 40 nm a 105 nm Esférica [47]
Cassica fistula 50-60 nm Nanofios [48]
Cinnamomum camphora 64,8 nm - [49]
Cinnamomum zeylanicum 25 nm Esférica, [50]
(canela) prismatica
Eclipta prostrata 35nma 60 nm Esférica [51]
Medicago sativa (alfafa) 5nma51nm Esférica [52]
Mentha piperita (horteld) 90 nm Esférica [53]
Ocimum tenuiflorum 25nma40nm Esférica [54]
(manjericdo-pequeno)
Ocimum sanctum 5nme 10 nm Esférica [55]
(manjericdo-sagrado)
Papaver somniferum 3, 2uma 7,6 um Esférica [56]
Parthenium hysterophorus 187.87 £ 4.89 nm Esférica [57]
Prosopis juliflora 70 nm —105 nm Cubica [58]
Rhododedendron dauricam 25 nm a 40 nm Esférica [59]
Sebasnia grandiflora 10 nma 25nm Esférica [60]
Sorbus aucuparia 16 nm Esférica [61]
Tephrosia purpurea (indigo- 20 nm Esférica [62]
selvagem)
Trachyspermum ammi 87 nma 998 nm Triangular [56]

Fonte: elaborado pelo autor.

Em estudos recentes S. IRAVANI, B. ZOLFAGHARI, 2013, constatou-se uma série de
parametros que interferem nos resultados obtidos da sintese de nanoparticulas de prata durante
a reacdo de sintese, além da composi¢do bioquimica da variedade da planta utilizada no
processo, estes parametros interferem na morfologia, propriedades quimicas, mecanicas e taxa
de sintese dos nanomateriais, entre eles destaca-se a temperatura, onde em temperaturas mais

baixas (20 °C) predomina da forma triangular com variagdo de tamanho entre 5 a 500 nm, em
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temperaturas entre 50 e 60 °C ja é predominante a forma esférica e as nanoparticulas sdo mais
estaveis [63].

Além das variacdo nos tamanhos e morfologias das nanoparticulas a temperatura
também influencia na taxa de nucleacdo que é ampliada de acordo com o incremento da
temperatura, permitindo assim uma reacao mais rapida e consequentemente a formacgdo de mais
centros de nucleacdo [64]. Quanto ao pH sua interferéncia assim como a temperatura esta
relacionada ao processo de nucleacdo do metal precursor, em suma com o incremento do pH ha
formagdo de mais centros de nucleacdo, proporcionando assim a formacdo de mais

nanoparticulas metélicas.

Em estudos realizados por Zhao e colaboradores em 2019 foi possivel constatar que as
nanoparticulas de prata esféricas obtidas apresentaram um incremento na taxa de formacao em
pH 10, enquanto que em pH em torno de 9,2 sua estabilidade coloidal foi superior, isso
possivelmente ocorreu porque a substancia utilizada como estabilizante a Iturina apresenta em
sua composicdo quimica grupos funcionais como, carboxil, fenolicos, e hidroxilicos, e dessa
forma possibilita a sua maior interacdo com sitios metélicos, em pH elevado, estes grupos
funcionais desprotonam, e facilmente combina o sitio negativamente carregado da Iturina com
a particulas positivamente carregada (Ag*), resultando num complexo organometalico bastante
estavel. Além disso elevados pH resultam numa taxa de reducdo de ions Ag® e

consequentemente aumento da taxa de formag&do das nanoparticulas [65].

Assim como os fatores anteriormente citados o tempo de reacdo também constitui fator
determinante para influenciar a morfologia das nanoparticulas. Darroudi e colaboradores em
2011 estudaramatravés da sintese de nanoparticulas de prata em solucdo aquosa através da
adaptacao do método de Turkevich, os efeitos da variacdo do tempo de reacdo nas propriedades
das nanoparticulas de prata em meio coloidal, a variacdo de tempo reacional foi entre 1,0 a 48
horas, sendo que a principal forma de estabelecer um paralelo foi a analise por espectroscopia
no UV-Vis em diferentes tempos com temperatura constante e a 60°C (Figura 8). Atraves dessa
observacdo pode-se constatar que, visualmente houve uma variacdo de cor perceptivel da
dispersdo, de levemente marrom para marrom, e depois marrom escuro, indicando a formagao

das nanoparticulas [66].

Em suma a mudanca de cor percebida com uma hora de reacdo Figura 8(A) apresentou
uma absortividade de 400 nm, ap6s 3 horas de reacdo Figura 8(B), esse pico foi deslocado para
438 nm em 6 horas de reacdo Figura 8(C), essa mudanca indica um aumento do tamanho das
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particulas, apos 24 horas de reacdo Figura 8(D) diminuiu para 431 nm, o que indica a
diminuicdo do tamanho dessas particulas, no fim da reacdo em 48 horas Figura 8(E), a absor¢ao
foi consideravelmente acrescida, porém ndo somente o tempo de reacdo atuou nessa diminuicao
de tamanho das nanoparticulas, o aquecimento continuo (60 °C) provocou uma dissociagdo
desses nucleos de NP a particulas menores, porém foi evidente que o tempo de reacdo foi
fundamental para proporcionar uma variacdo consideravel nos tamanhos das nanoparticulas

[66].

(a):1h B84
(b):3h ¢

(c):6h

(d): 24 h -
(e):48 h

Absorbance/a.u.

0

300 350 400 450 500 550 600 650 700
Wavelength/nm

Figura 8. Espectro de absorcdo UV-Vis das nanoparticulas coloidais de prata sintetizadas
usando glicose em diferentes periodos de reagdo. Fonte: adaptado de [66].

Todos estes fatores estdo presentes também em sinteses biogénicas de nanoparticulas de
prata utilizando extratos vegetais, e contribuem para o processo sintético, permitindo tanto a
reducdo dos fons Ag* a Ag’, quanto os estabilizando eletrostaticamente e estericamente, como
pode ser visto no estudo realizado por S. OLIVER, et al. (2018) [67], onde 0 grupo sintetizou
a partir de catequina (extraidas de extratos vegetais e purificada) nanoparticulas de prata com
tamanho médio de 20 nm, a técnica implementada consistia em utilizar o polifenol sob a forma
de um polimero e usado como agente redutor para a prata (Ag*- Ag®) e recobrimento, isso foi
possivel devido ao fenébmeno de oxidagédo bastante comum, que ocorre com o grupo catecol

presente na moléculas de catequina, Figura 9.
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Figura 9. Reacgéo de reducéo quimica de AgNOs por catequina. Fonte: adaptado de [67].

O processo de reducdo é muito influenciado pelo pH da solugdo, haja vista que em pHs
mais baixos a taxa de reducédo de fons Ag* também é diminuida, dessa forma a formacdo de
centros de nucleacdo decresce, 0 que possibilita a formacdo de particulas maiores. Ja em pH
mais elevado pode ocorrer além da reducdo de fons Ag* pela catequina, a formacdo de um

intermediario Ag(OH)x que por sua vez reduz a Ag®, aumentando a taxa de nucleagéo.

Oliver et al em 2018 também observou que apds a oxidacdo dos grupos catecol a
quinona forma um subproduto consideravelmente menos sollvel que seus precursores, 0 que
acaba influenciando na instabilidade da dispersdo, além disso foi avaliada também uma
variacdo nos pHs das sinteses de nanoparticulas, atraves destes testes o grupo constatou que em

pHs mais elevados proporcionou a formacdo de nanoparticulas maiores [67].

Nos estudos de S. OLIVER, et al. (2018) também observou-se o potencial redutor e de
recobrimento do tetraborato de sodio (borax), por se tratar de um ion tetrafuncional com quatro
ligagbes de hidrogénio em quatro grupamentos hidroxil formando uma rede reticulada 3D,
teorizou-se que se a catequina possui cinco grupamentos hidroxila o borax poderia ser utilizado
como reticulador, e dessa forma potencializar o efeito estérico de estabilizacdo das particulas,
e através da otimizacdo do sistema por micro-ondas foi possivel produzir nanoparticulas

menores que as obtidas apenas pela reducdo com catequina [67]. Como descrito anteriormente
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com o0 aumento da solubilidade h4 um favorecimento do processo de recobrimento e

consequentemente uma melhor estabilizagdo das nanoparticulas, desta forma.

S. OLIVER, et al. (2018) desenvolveu um polimero a partir da catequina em meio acido,
e fez as seguintes constatacfes, as nanoparticulas obtidas pelo polimero foram
consideravelmente menores, em pHs mais elevados notou-se uma certa aglomeragdo das
nanoparticulas, apontando que o processo se desenvolve melhor em pH baixo (pH 8 e
temperatura ambiente), apds seis meses as nanoparticulas obtidas pelo polimero (catequina)
ainda estava estavel, em comparacdo a estabilidade das NPsAg preparadas por catequina pura

e catequina-borax permaneceram estaveis por dois dias e duas semanas, respectivamente [67].

Um outro estudo conduzido por Biao L. em 2018 reportou a sintese de nanoparticulas
de prata através da redugdo quimica com proantocianidinas (um flavondide oligomérico que
tem como estrutura base a catequina, um potente antioxidante polihidroxilado, pode ser
encontrado em uma vasta gama de vegetais, desde frutos, caule, sementes), que atuou como

agente redutor dos fons Ag* a Ag° e estabilizante por um método hidrotérmico de sintese [68].

Os pesquisadores utilizaram proantocianidina (padrdo analitico) em po que foi
dissolvido em agua e adicionado AgNOs, a solucéo teve seu pH ajustado para 6 e foi aquecida
por 4 horas a 140°C durante o processo de sintese, houve a constatacdo da formacdo das
nanoparticulas de prata pela alteracdo da cor da solugdo precursora, e através de espectroscopia
no UV-Vis [68].

As nanoparticulas obtidas eram esféricas, com tamanho médio de 55 nm, ndo houve
formagdo de grande quantidade de aglomerados, supde-se que houve a adsorcdo da
proantocianidina a superficie carregada das nanoparticulas de prata o que contribuiu para sua
estabilizacdo e dificultou sua aglomeracéo, a dispersao se mostrou estavel mesmo ap6s um més
de armazenamento, as nanoparticulas de prata funcionalizadas por proantocianidinas

apresentou bom efeito antimicrobiano contra E. coli, C. albicans, e S. aureus [68].

Amaladhas et al (2012) também realizou sinteses biogénicas utilizando plantas ricas em
substancias quimicas que podem atuar tanto na reducéo da prata quanto na sua estabilizacéo,
em suma seu extrato € composto majoritariamente de glicosideos diméricos e em menor
guantidade glicosideos monoméricos (Figura 10.) além de outras estruturas derivadas da

antraquinona [69].
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Figura 10. Imagem da estrutura molecular da Isoquercetina (glicosideo monomérico) (a);
glicosideo dimérico (b). Fonte: adaptado de [69].

Amaladhas et al (2012) buscou sintetizar nanoparticulas de prata a temperatura
ambiente, de forma répida e pautada nos principios da quimica verde, utilizando como agente
redutor e estabilizante extrato vegetal de Cassia angustifélia, isso decorre de acordo com suas
constatacGes dos componentes hidrossoluveis presentes no extrato que proporcionaram um
efeito altamente redutor (proveniente de substancias derivadas de antraquinonas, como 0S
senosideos, ou glicosideos de senna (Figura 11) [115]. Como resultado o grupo obteve
nanoparticulas de prata polidispersas, de tamanho em torno de 21,6 nm em pH 11, sua eficiéncia
contra os microrganismos E coli e S. aureus foi boa. Como o observado em outros estudos as
propriedades das nanoparticulas, seu tamanho, forma, taxa de reducdo, estabilidade, se

mostraram dependentes de fatores como pH, tempo de reacdo, e temperatura.

OH

HO HO

OH

HO R=COOH (Senosideo A)
HO .
OH CH,CH (Senosideo B)

Figura 11. Formula molécular de um Senosideo-(Glicosideo de senna), presente na Cassia

angustifolia (Género Senna). Fonte: adaptado de [111].

35



Vérias pesquisas recentemente ganharam destaque no que se refere a sintese por
metodologias menos impactantes, de baixo custo e que respeite 0s principios da quimica verde,
e nesse ponto a sintese de nanoparticulas por extratos vegetais tornou-se cada vez mais
importante, quer seja como agente redutor e estabilizante, quer seja como revestimento voltado
para a funcionalizacdo dessas nanoparticulas, mostra-se bastante versatil e aplicavel de acordo

com a literatura de sinteses de nanoparticulas recentes.

2.4. Stryphnodendron adstringens

2.4.1. Ocorréncia e caracteristicas gerais

O Stryphnodendron como género foi identificado e catalogado pela primeira vez em
1837 por Martius sendo este pertencente a familia Leguminosae do grupo das angiospermas,
presentes nas cinco grandes regides do Brasil. Em estudos posteriores Occhioni-Martins (1990)
apresentou que o género Stryphnodendron é composta por 25 espécies, duas subespécies e trés
variedades [117].

A espécie Stryphnodendron adstringens pertencente a familia Leguminosae, pode ser
denominada por Acacia adstringens (Martius) Coville, Mimosa barbadetimam Vell., Mimosa
virginalis Arruda, e Stryphnodendron barbatimam Mart. Baseados em suas caracteristicas
quimicas, bioldgicas e citogénicas, os autores decidiram enquadra-la em trés familias distintas
a Caesalpiniaceae, Fabaceae e Mimosaceae, porém recentemente adicionaram a familia
Faboidae [70].

A variedade S. adstringens tem como caracteristicas ocorre basicamente nos estados do
Acre, Amazonas, Amapa, Roraima e Pard, mas como ja mencionado se espalhou facilmente
para os demais estados do Brasil, haja vista que é uma planta perfeitamente adaptada a regides
de clima tropical e subtropical, dessa forma encontra ambiente perfeito para propagacéo na
regido da Amazonia onde constitui a variedade com maior nimero de individuos. Por apresentar
94% das espécies encontradas e catalogadas no planeta em territério brasileiro (Figura 12.) é
conhecida como uma planta tipicamente brasileira, os Unicos espécimes encontrados fora do
Brasil s&o o S. levelli e S. porcatum, e apenas o S. adstringens ¢ dito “barbatimao verdadeiro”,
mesmo que os demais apresentem, composi¢do quimica e até aplicagdes farmacoldgicas

bastante similares.
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Figura 12. Ocorréncia de espécies do género Stryphnodendron em territdrio brasileiro, onde:
(1.) S. occhionianum; (2.) S. paniculatum; (3.) S. polystachyum; (4.) S. racemiferum; (5.) S.
humile; (6.) S. rotundifolium; (7.) S. piptadenioides; (8.) S. consimile; (9.) S. obovatum; (10.)
S. microstachyum; (11.) S.levelii; (12.) S. adstringens; (13.) S. fissuratum; (14.) S. foreroi; (15.)
S. goyazense; (16.) S. polyphyllum var. polyphyllum; (17.) S. polyphyllum var. villosum; (18.)
S. coriaceum; (19.) S. rizzinianum; (20.) S. pulcherrimum; (21.) S. guianense subsp. guianense
var. guianense; (22.) S. guianense subsp. guianense varo roseiflorum; (23.) S. guianense subsp.
glandulosum; (24.) S. duckeanum; (25.) S. confertum; (26.) S. plastyspicum; (27.) S. gracile;
(28.) S. cristalinae; (29.) S. heringeri; (30.) S. porc tum; (31.) S. barbatulum; (32.) S.
sallesianum. [71]

2.4.2. Botanica do S. adstringens

O barbatimdo Stryphnodendron adstringens (Martius) Coliville tipica do cerrado
apresenta quando adulta uma altura em torno de 4-6 m, tronco com diametro variavel de 0,2 a

0,3 m Figura 13(A) e é revestido por uma casca espessa e rugosa que a protege da acéo fungos
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e outros microrganismos Figura 13 (B), bem como de queimadas que sdo muito frequentes na
regido. O barbatimdo é uma planta que cresce retilinea até determinada altura, com ramas um
pouco curvilineas. Sua casca apresenta arranjo fibroso e coloracao avermelhada no seu interior

[72]. A planta é decidua, ou seja, necessita de intensa exposicao a luz solar para se desenvolver.

Figura 13. Arvore de barbatimao (Stryphnodendron adstringens) (A). Tronco rugoso em
detalhe (B). Fonte: Elaborada pelo Autor.

As folhas apresentam estrutura alternada formada por pares de foliolos dispostos em
pares num total que pode variar de 6 — 16 foliolos, apresenta forma arredondada ou ovalada,
com tamanho entre 30 e 60 mm, ndo possuem tricomas, dessa forma sdo muito suscetiveis a
desidratacéo por transpiracéo folicular, as folhas sdo bipinadas com 5 a 8 pares de pinas, com
3 a 8 pares de foliolos em cada pina [72] (Figura 14.).

O S. adstringens € uma planta perene e hermafrodita, tem sua florada entre outubro e
fevereiro (varia de acordo com o periodo chuvoso da regido), durante a floracdo brotam
pequenas flores creme-esverdeadas, e se dispdem no formato de espiga. Os frutos sdo do tipo
de vagens secas e lenhosas de tamanho variavel (6-9 cm) de comprimento Figura 14 (C), e

ocorrem entre 0s meses de junho e novembro, os frutos imaturos apresentam sementes de
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coloragéo verde e os maduros sdo pardos, o tempo de maturagdo em geral ocorre durante a
estacdo seca favorecendo assim o processo de germinacdo e crescimento das plantulas [70].

Figura 14. Exemplar da folha contendo de 6-16 foliolos (A), foliolo dispostos em pares
contendo pares de 3 a 5 pinas (B), vagem e sementes (C) do barbatimao. Fonte: Elaborada pelo
Autor.

2.4.3 Exploracéo econdémica

Por ser uma planta de pequeno porte é muito empregada na ornamentacao de jardins e
paisagismo, principalmente em ruas estreitas, muito recomendada também em plantios de areas
degradadas de preservacdo permanente. Sua madeira por ser bastante fibrosa apresenta boa
estabilidade mecénica e durabilidade, dessa forma é bastante usada na construcéo civil, obras
expostas, marcenaria e torno [72]. No meio rural também é bastante comum utilizar a cinza
dessa madeira como a dicoada, que € um liquido escuro e de carater alcalino rico em sais que
substitui a soda caustica na fabricacdo de sab&o artesanal. A casca rica em taninos € utilizada
na industria de curtume de couro, a decocgdo da casca produz um pigmento vermelho muito

utilizado como corante em algodao tingido artesanalmente, bem como em tinta para escrever.

2.4.4 Aplicacdo como farmaco

N&o se tem conhecimento desde quando se tem utilizado partes da planta como folhas e
caule como farmaco fitoterapico, mas sabe-se que o S. adstringens ja € popularmente utilizado
por tribos indigenas da antiguidade sendo denominado pelos nativos por yba timbo “planta que

aperta” devido seu sabor adstringente que causa sensacao de constrigdo no tecido bucal e lingua,
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0 que lhe rendeu uma denominagéo peculiar de casca da virgindade devido sua aplicagéo por
mulheres no tecido vaginal por provocar constri¢do no local concebendo ténus aos musculos,
alguns géis e pomadas ja em uso no mercado utilizam o extrato da planta em sua formulacao

para medicamentos com a finalidade de melhorar o desempenho sexual [73].

A principal forma de extracdo se da por extrativismo, sendo que devido auséncia ou
ineficacia de fiscalizacdo das leis ambientais ou instru¢bes normativas que regulamentem a
forma de extracao desse material (até 0 memento da elaboracdo do presente trabalho), se torna
uma préatica extremamente nociva a planta, posto que a retirada indiscriminada da casca da
planta em grande quantidade de modo anelar, ou seja remocao de um anel completo do caule,
compromete vasos condutores de seiva sdo comprometidos [74], além de permitir que o caule
fique exposto a acdo de parasitas, microrganismos e intemperes que pode levar a morte da planta
[75].

A aplicacdo de infusdes, extratos, decoccao, uso direto das raspas e pd de varias partes
da planta em questdo, predominando o uso das folhas e principalmente da casca do caule na
medicina popular j& é bastante difundida no Brasil, e sua a¢do farmacoldgica deve-se
principalmente a sua composi¢do total em taninos e polifendis [73], sendo que sua casca
apresenta abundancia desses metabdlitos secundarios. Entre as atividades medicinais as quais
0 S. adstringens popularmente € empregada destacam-se: acdo antimicrobiana [76,77],
tratamento de leucorréia e afeccbes como gonorreia [78], diarreia, anti-inflamatéria [79],
cicatrizante, antisséptica [80], gastrites e efeitos antiulcerogénicos [81], a casca &, também,
usada no combate de afeccBes escorbuticas, hérnias, diarréias, hemorragias, impigem e
oftalmias [82]. Atualmente os efeitos com maior aceitacdo cientifica sdo: acdo antimicrobiana,

anti-inflamatoria, antinociceptiva, antiulcerativa e cicatrizante[81,86].

2.4.5. Atividade antimicrobiana e antisséptica

A atividade antimicrobiana nos estudos de Freitas e colaboradores (2018) estudaram o
efeito dos taninos polimeéricos de proantocianidina obtida da decoccdo de casca de S.
adstringens contra fungos Candida albicans in vitro, relatando que o mesmo composto tem
acdo antifangica contra células planctonicas e de bio-filme de Candida ndo-albicans incluindo
as resistentes ao antibio6tico fluconazol, sendo que essa substancia pode ser empregada no

controle da Vaginite in vivo[76].
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Os ensaios foram conduzidos in vitro por microdiluicbes em caldo (leveduras
planctonicas e células dispersos em biofilme) ou por ensaio XTT (para células sasseis do
biofilme), os ensaios in vivo foram realizados em camundongos com infec¢do vaginal causada
pelo fungo C. albicans e C. glabrata, por aplicacdo de gel contendo a formulacéo tanica ou
taninos combinados com fluconazol), e como resultados os pesquisadores relataram que 0s
taninos poliméricos de proantocianidina obtido do extrato de S. adstringens demonstraram ac&o
antifangica contra C. albicans e C. glabrata (mesmo as resistentes ao fluconazol), apontando

assim sua potencial utilizacdo no tratamento da candidiase vaginal in vivo [76].

R. TROLEZI, et al (2017)estudou também a acéo antifingica do extrato bruto da casca
de S. adstringens e tanino puro em estudos comparativos in vitro e in vivo, contra a cepa de
fungos Pythium insidiosum (agente patogénico da pitiose, doenca infecciosa que pode levar o

individuo a morte em regiGes tropicais e subtropicais)[83].

Foi avaliada no estudo tanto o efeito fungicida como a toxicidade do extrato bruto da
casca de Stryphnodendron adstringens e do tanino disponivel comercialmente em Pythium
insidiosum, como resultado percebeu-se que as duas substancias em concentracdes variaveis
demonstraram atividade fungicida e por microscopia eletronica de varredura notou-se
alteracdes na superficie da parede celular do patdgeno, nos espécimes inoculados com o
patdgeno houve a formacéo de lesdes e abscessos nodulosos que nao foram capaz de ser tratados
apenas com o tanino puro ou extrato do S. adstringens, sendo necessario entdo maiores estudos

acerca dos efeitos cicatrizantes de ambos diante de um quadro de Pitiose [83].

Pesquisa realizada por AUDI et al. (2004) avaliou a atividade bioldgica e controle de
qualidade do extrato do caule de Stryphnodendron adstringens. Foram avaliadas as atividades
antibacteriana e hipotensora da composicdo acetona/extrato aquoso e de extratos semi-
purificados do caule de Stryphnodendron adstringens. O extrato bruto e os extratos semi-
purificados apresentaram atividade contra Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus.
No entanto, ndo foi possivel confirmar a atividade hipotensiva dos extratos de Stryphnodendron
adstringens[84].

O controle de qualidade foi realizado com o farmaco vegetal coletado ha dois anos, por
meio de testes farmacopéicos e envolvendo técnicas cromatograficas. As fragcbes de ambas
formulacdes apresentaram agdo antibacteriana bastante similares, entretanto os resultados sao

promissores para estudos futuros. Porém os dados colhidos no estudo sugerem que 0 USO
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comum do extrato de S. adstringens é inadequado para tratamento de hipotensdo, bem como
reducéo na pressao arterial em cées, induzidas por diferentes fragdes das amostras [84].

A acdo antisséptica foi estudada por Souza e colaboradores em estudo realizado em
2007, onde os pesquisadores avaliaram a concentracdo bactericida minima (CBM) do extrato
seco das cascas de Stryphnodendron adstringens frente a duas bactérias Gram-positivas e uma
bactéria Gram-negativa atraves da técnica de microdiluicdo em tubos. A atividade
antimicrobiana do extrato seco e a atividade anti-séptica do sabonete liquido contendo o extrato
seco foram avaliadas pelo método de difusdo em éagar. O extrato apresentou valores de CBM
de 50 mgmL™ frente a Staphylococcus aureus e 75 mgmL* contra Staphylococcus epidermidis
e Escherichia coli e no teste de difusdo em agar, S. aureus apresentou maior sensibilidade ao
extrato seco que as outras bactérias. O sabonete liquido mostrou maior eficiéncia na atividade
anti-séptica contra as bactérias testadas na concentracdo de 100 mg de extrato.mL™ do sabonete
[85].

2.4.6. Efeito anti-inflamatorio e antinociceptivo

Em pesquisa realizada por Lima em 1998 avaliou-se a fracdo soltvel em solvente apolar
acetona do extrato cru da casca do caule de Stryphnodendron adstringens frente a quadros de
inflamacéo aguda e crénica em camundongos. Os dados obtidos apontaram entre outros efeitos
uma inibic&o significativa do edema da pata do camundongo, houve também um maior volume
de exsudato e leucécitos no local da lesdo do animal o que levou a um aumento na taxa de
recuperacdo do mesmo e diminuicdo do inchaco na pata ferida, sendo que o efeito
antiinflamatério do extrato cru solivel em acetona de S. adstringens foi comparavel ao do
farmaco fenilbutazona (uma droga de acdo antiinflamatoria, antipirética e analgésica. E
conhecida também pelo nome "Butacifona" em alguns paises) [86].

O efeito antinociceptivo (capacidade que o individuo possui de ser sensivel a dor) foi
avaliado em estudo conduzido por Melo e colaboradores em 2007 demonstra de forma clara a
acao antinociceptivo do extrato bruto e fragdes de Stryphnodendron adstringens (Martius)
Coville “barbatimao”. Trés modelos experimentais de inducéo de dor foram usados: contor¢oes
abdominais, formalina e placa aquecida. Os resultados demonstraram um efeito antinociceptivo
do barbatimdo nos modelos experimentais de contor¢do induzida por acido acético e dor
induzida por formalina. No entanto, os extratos ndo alteraram significativamente o tempo de
laténcia na placa quente em ratos. Esses resultados sugerem que o extrato de barbatimdo tem

efeito antinociceptivo periférico [87].
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2.4.7. Efeito antiulcerativo e cicatrizante

A atividade antitlcera do extrato total e das fracdes de Stryphnodendron adstringens foi
estudada por Audi e colaboradores (1999) em ratos e comparada com a da cimetidina (utilizada
no tratamento de Ulcera duodenal, Ulcera gastrica benigna, esofagite péptica e outros distdrbios
gastricos, devido as atividades de antiacido gastrico e redutor da producéo de pepsina). Ulceras
foram induzidas em ratos por meio de trés modelos experimentais: estresse agudo, etanol
acidificado e indometacina. O extrato total e as fracbes mostraram ter atividade antitlcera
significativa no caso dos modelos de estresse agudo e etanol acidificado. Esses achados apdiam
0 uso de extratos de S. adstringens no tratamento de lesGes gastricas [81].

No campo da acdo cicatrizante é onde o extrato de S. adstringens se destaca, nos estudos
realizados por Coelho e colaboradores (2010) avaliou-se a acao cicatrizante de ferimentos
cutaneos causados em camundongos, de diferentes substancias a sulfadiazina de prata (S),
extrato de ipé roxo (IR), extrato de S. adstringens (B), e solucéo salina (C), apds 30 dias com o
ferimento ja confeccionado, houve a inoculacdo das amostras durante o periodo de 7, 14 e 30
dias, por meio de andlise histoldgica avaliou-se: proliferacdo vascular, neutréfilo, linfécito,
fibroblasto, fibras coldgenas e epitelizagdo (evidenciando processo de cicatrizagdo). Como
resultados macroscopicos apds 14 dias houve epitelizacdo completa nos grupos submetidos aos
agentes S, IR e B, A analise dos resultados morfoldgicos permite inferir que o grupo S, IRe B
foram favorecidos no processo de cicatrizacdo das feridas cutaneas, quando comparados com o
controle [88].

Hernandes et al. (2010) também avaliaram os efeitos cicatrizantes do S. adstringens
através de aplicagcdo de pomada contendo uma fracdo acetato de etila 1% obtida de cascas de
“barbatimdo” em feridas excisionais na pele de ratos apos 4, 7 e 10 dias de tratamento. As
feridas controle foram tratadas com pomada base, sem extrato. A proliferacdo dos
queratindcitos na area reepitelizada foi avaliada através da contagem do nimero de
queratinécitos bloqueados em metafase, pelo sulfato de vincristina. O comprimento da margem
reepitelizada e a contragéo das feridas foram mensurados [80].

As feridas tratadas com barbatiméo apresentaram um maior nimero de mitoses do que
aquelas tratadas com a pomada base, em todos os tempos avaliados. A aplicacdo topica da
pomada de “barbatimao” estimulou a proliferagdo epitelial contudo nao teve efeito sobre a

migracdo dos queratindcitos ou sobre a contracdo das feridas [80].
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2.4.8. Efeitos téxicos

Os estudos de N. C. de SOUSA, et al. (2003) visou avaliar os efeitos genotoxicos do
extrato da casca do caule de Stryphnodendron adstringens, um extrato fitoterapico da casca foi
avaliado para efeitos mutagénicos e recombinagénicos usando o teste de mancha de asa de
Drosophila melanogaster (teste de mutacéo e recombinacdo somatica, SMART), e para danos
cromossémicos em células germinativas usando o Teste de perda do cromossomo sexual de
Dro-Sophila (perda do anel X)[115]. Para SMART, os cruzamentos da mosca padrdo, bem
como os de alta bioativagdo foram usados; o Gltimo cruzamento é caracterizado por uma alta
sensibilidade a promutégenos e procarcinogénios[115]. As larvas de terceiro instar desses dois
cruzamentos foram tratadas por 48 horas com diferentes concentrac@es (66%, 75% e 100%) do
extrato fitoterapico[89].

As asas dos adultos emergentes foram analisadas para a ocorréncia de diferentes tipos
de manchas mutantes. N&do foram observadas diferengas estatisticamente significativas nas
frequéncias de pontos entre os controles e as séries tratadas. Para o teste de perda do anel-X, 0s
machos adultos foram alimentados com as mesmas concentracdes do extrato que no teste da
mancha da asa[89]. Nao foram observados aumentos estatisticamente significativos nas perdas
do anel-X. Os resultados de nossos experimentos sugerem que o extrato fitoterapico da casca
do caule de S. adstringens ndo é genotoxico em células somaticas e germinativas de D.

melanogaster [89].

Almeita em 2010 estudou os efeitos toxicoldgicos pré-clinico inicial para varias plantas
entre elas as folhas de alecrim-pimenta (Lippia sidoides Cham.), Aroeira (Myracrodruon
urundeuva Fr. All.) e barbatiméo (Stryphnodendron adstringens (Martius) Coville) e do farelo
da casca de pequi (Caryocar brasiliense Camb.), por meio da determinacédo da dose letal 50%
(DLso). Na investigagdo da DLsp, foram utilizados grupos de camundongos Swiss de mesmo
sexo (n=150, sendo 30 animais por tratamento) inoculados, por via intraperitoneal, com
diluicbes seriadas do extrato hidroalcodlico das folhas de alecrim, aroeira, barbatiméo e do
farelo da casca de pequi. Apds a inoculagdo, os animais foram observados por um periodo de
14 dias, para determinar a quantidade de mortos, doentes e sobreviventes. O estudo toxicoldgico
pré-clinico agudo, em camundongos por via intraperitoneal, demonstrou toxicidade igual a
0,31mg mL!DLsomL™? para todas as plantas, exceto para o barbatimdo, que apresenta

toxicidade igual a 0,25 mg mL2[90].
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2.4.9. Composic¢do bioquimica

O Stryphnodendron adstringens € composto por importantes substancias que
proporcionam os efeitos farmacoldgicos pesquisados, entre eles: taninos, alcaloides, terpenos,
estilbenos, esteroides, inibidores de protease (tripsina), flavonodides, polifendis,
proantocianidinas, &cido galico e galocatequina. Para a farmacopeia brasileira define que para
efeitos farmacoldgicos a quantidade minima de taninos totais na casca do Stryphnodendron
adstringens deve ser de 8% ou mais, dos quais 0,2 mgg™, devem ser composta por acido galico

e 0,3 mgg de galocatequina (mondmero dos taninos condensados) [91].

Em estudo de MELLO et al. (1996), a composi¢do quimica do extrato da casca do caule
de Stryphnodendron adstringens (Martius) Coville, foi apresentada, desta forma foi possivel
identificar e isolar seis Flavan-3-ols e oito Proantocianidinas, ambos compostos fazem parte do
grupo de substancias denominadas taninos condensados, essas moléculas sdo o que garante
atividade farmacoldgica ao extrato, este grupo fendlico pode conter de duas a 50 unidades
flavonoides e possuem estruturacdo complexa, com resisténcia a hidrolise, porém podem ser
soliveis em solventes organicos aquosos, de acordo com sua estrutura. Cromatografia maltipla
em Sephadex e cromatografia liquida contracorrente (CCC) da fracdo de acetato de etila
originada de um extrato acetona-H>O da casca do caule seca ao ar de S. adstringens produziu
0s compostos 1-14. Trés flavondides base para os demais foram identificados como
Galocatequina (Fig.15(A)), Epigalocatequina (Fig.15(B)) e Galato-3-epigalocatequina
(Fig.15(C))[92].
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Figura 15. Galocatequina (A), Epigalocatequina (B) e Galato-3-epigalocatequina (C). Fonte:
Elaborada pelo autor.

Outras substancias pertencentes ao grupo dos taninos condensados, as seguintes

prodelfinidinas (também flavonodides) foram isoladas, a Epigalocatequina-(4p—=8)-
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epigalocatequina-3-O-(4-hidroxi)benzoato ~ Figura  16(A),  epigalocatequina-(4p—=8)-
epigalocatequina Figura 15(B) e epigalocatequina-(4—8)-epigalocatequina-3-O-galato Figura
16(C). Prodelfinidinas diméricas também foram isoladas com sucesso, entre elas destacam-se
trés, a epigalocatequina-(4p—6)-epigalocatequina Figura 16(D), Galocatequina-(40—8)-
epigalocatequina-3-O-galato Figura 16(E), e Galocatequina-(4a—8)- epigalocatequina-3-O-4-
hidroxibenzoato Figura 16(F)[92,36].
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Figura 16. Estrutura molecular de cada prodelfinidina (taninos condensados) ja encontrada no

extrato cru da casca do caule de Stryphnodendron adstringens, Fonte: adaptado de [93].

Diante da quantidade de flavondides pertencentes ao grupo dos taninos condensados fica
evidente a viabilidade da planta Stryphnodendron adstringens como fonte renovéavel desses
metabolitos, que sdo de extrema valia para a indUstria farmacéutica, como pode ser visto na
Tabela 3.

Tabela 3. Apanhado do custo em délar dos principais compostos que foram identificados
em predominancia no extrato cru da casca de Stryphnodendron adstringens.

Custo por cadamoléculano  gQuant.(mg)  Preco Vendedor
mercado mundial ($USD) (USD)

Galocatequina 100,0 500,00 © PI Chemicals Ltd.
Epigalocatequina 50,0 100,00 © BiosynthCarbosynth
Epigallocatechin gallate hydrate 50,0 50,00 © AK Scientific Inc.
Epigallocatechin-3-(3"'-O-methyl) 1,0 476,00 © MedChemExpress
gallate
Epigallocatechin-3-O-gallate 50,0 749,00 © Sigma-Aldrich
Epigallocatechin-2,3,4-13C3* 1,0 783,00 © Sigma-Aldrich

Fonte: elaborada pelo autor.

Além das substancias organicas comumente encontradas na casca de S. adstringens,
também encontram-se elementos inorganicos advindos da absor¢éo de nutrientes do solo e pela

reacdo de fotossintese da planta, bem como pela genética e bioma ao qual a planta esté sujeita.
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A anélise da concentracdo desses elementos implica em identificar os componentes por
andlise elementar do extrato seco apds etapas de secagem, trituracdo, maceracdo em solvente
organico, permanéncia por 7 dias a temperatura ambiente, e para finalizar o extrato bruto foi
filtrado e separado do solvente e seco em estufa até peso constante [94]. Os valores obtidos nem
sempre apresentavam massas representativas, posto que, alguns elementos estavam presentes
em quantidades tragcos. Para contextualizacdo as andlises focaram nos elementos ditos
essenciais a manutencdo da saude dos seres vivos como Ca, Fe, K, Mg, Mn,

Rb e Zn, a quantidade desses elementos e outros ndo téo relevantes na dieta alimentar
dos animais, mas pode ser de interesse farmacol6gico presentes no extrato de S. adstringens,
pode ser verificado na Tabela 4.

Tabela 4. Valores encontrados para alguns elementos em analise instrumental de
néutrons (INAA) do extrato de casca do Stryphnodendron adstringens. Valores
correspondem a concentragdo em mgg™ e sua medida de incerteza por propagagéo
de erro [94].

Elemento Concentragdo Incerteza Elemento Concentracdo Incerteza
guimico (mg.g?) +lo quimico (mgg?) +lo
As 0,0110 0,002 Se 0,0180 0,0030
Ba 3,0000 0,200 Ta 0,0007 0,0001
Br 0,2890 0,004 Th 0,0170 0,0010
Ca 302,00 47,00 U 0,0057 0,0006
Co 0,0108 0,0009 Zn 6,3000 0,2000
Cr 0,4500 0,4500 Zr 4,7000 0,4000
Cs 0,0160 0,0010

Fe 39,400 0,4000

Hf 0,0028 0,0002

K - -

Na 455,00 11,000

Rb 9,3000 0,3000

Sh 0,1140 0,0040

Sc 0,0040 0,0001

Fonte: elaborada pelo autor.

Diante do atual panorama industrial e ambiental que requer métodos cada vez mais
simples, de baixo custo, com elevada reprodutibilidade, baixo potencial danoso ao meio
ambiente e alinhado com os principios da quimica verde, neste ponto a fotossintese verde de
nanoparticulas de cloreto de prata utilizando extrato de Stryphnodendron adstringens (Martius)
Coville se torna uma alternativa viavel, assim sendo o presente estudo visa produzir,
caracterizar e aplicar a contra alguns microrganismos patogénicos essas nanoparticulas.
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3 Objetivos

e Sintetizar por método fotoquimico nanoparticulas de AgCl utilizando extrato vegetal da
Casca do caule da leguminosea Stryphnodendron adstringens;

e Caracterizar fisicoquimicamente as nanoparticulas obtidas por métodos de difracdo de
raios-X (DRX), espectroscopia Uv-vis, espectroscopia no infravermelho com
transformata de Fourir (FT-IR), espectroscopia de massa com plasma indutivamente
acoplado (ICP-MS), potencial zeta e espalhamento dindmico de luz (DLS), microscopia
eletrébnica de transmissdo (MET), microscopia eletrénica de varredura (MEV),
espectroscopia de raios X por dispersdo em energia (EDX);

e ldentificar o grau de toxicidade das nanoparticulas nas concentracGes de trabalho,
através de testes de citotoxicidade in vitro.

e Atestar a atividade antifungica contra a cepa Cryptococcus neoformans, utilizando a
técnica de concentracdo minima inibitoria (MIC);

e Atestar a atividade antibacteriana contra as cepas Gram-negativas P. aeruginosa e S.
marcescens, e Gram-positivas S. aureus e S. epidermidis, utilizando a técnica de

concentracdo minima inibitoria (MIC);
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4  Metodologia
4.1. Extrato bruto de Stryphnodendron adstringens

Pedacos da casca do caule de Stryphnodedron adstringens foram coletados em Teresina,
estado do Piaui, Brasil (LAT. 04 © 38'38.19 "/ LONG. 42 °30'30.47"), a coleta (raspas da parte
fibrosa interna da casca Figura 13(B)) ocorreu em maio de 2019. Na estacdo chuvosa da regido,
a planta foi identificada pelos habitantes da regido, coletada e posteriormente confirmada por
investigagdo no site do banco de dados “plantlist.org”, bem como via fotografias pela
especialista Profa. Dra. Ana Paula Fortuna-Perez da UNESP/Campus Botucatu. O material foi
lavado e preservado a temperatura ambiente por quatro semanas ao abrigo de luz, o material foi
entdo triturado até que adiquirisse uma caracteristica de um fino p6 e armazenado para uso
posterior.

A metodologia de fabricacdo do extrato bruto da casca do caule de S. adstringens consistiu
em pesar 20 g do pé da casca previamente seca a temperatura ambiente, adicionando 200 mL
de agua destilada e aquecendo a 70°C por 40 minutos com agitacdo moderada (utilizando um
agitador magnético), apds resfriar a decoc¢do, procedeu-se com a filtracdo em papel de filtro
de 80 g/m?, e depois armazenou-se o filtrado a 8 °C para uso posterior [95].

4.2. Sintese de nanoparticulas de prata assistidas por extrato cru da casca do caule de
S. adstringens (Martius) Coville por fotossintese.

Todos os reagentes de padrdo analitico utilizados neste estudo tém alto grau de pureza, sem
nenhum tratamento prévio para a biossintese das nanoparticulas de prata, solucdo AgNOs de
nitrato de prata 1,0 mM (Sigma-Aldrich) em quantidade equimolar de tampdo Tris HCI, um
volume total de 25 mL contendo 1 mM de Tris-HCI pH 8, solugdo 1 mM de AgNOsz e 1,0 mg
de extrato vegetal de S. adstringens, foi irradiado por 40 minutos por luz azul (comprimento de
onda méaximo de 464 nm e intensidade de 0,32 mW/cm? em 7 cm) & temperatura ambiente, sem
agitacdo. O controle da sintese das nanoparticulas foi realizado na auséncia do extrato da planta.

Espectrofotdmetro (Biochrom Libra) foi usado para medir a absorbancia na faixa de
comprimento de onda de 200 a 800 nm. Apos a sintese, as nanoparticulas foram lavadas 4 vezes
por centrifugacdo em rotacdo de 5000 rpm, com cada rotacdo durando 4 minutos, para remover
particulas menores e torna-las uniformes, bem como para remover fragdes orgéanicas do extrato

que permaneceu em solucédo, por fim o material sélido separado foi solubilizado em 5,0 ml de
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agua ultrapura, a fim de manter concentracdo constante para futuras caracterizacBes e

aplicacdes.

4.3. Caracterizacdo das nanoparticulas obtidas por sintese biogénica com extrato cru
de S. adstringens.

A formacdo bem como composicdo das nanoparticulas foi acompanhada por
espectroscopia UV-Vis usando um espectrofotometro de feixe duplo (Biochrom Libra), na faixa
de varredura de 200-800 nm, com resolucdo de 1,0 nm. O espectro de absorcdo depende das
propriedades da molécula em questdo. O pico de ressonancia plasmoénica de superficie (RPS) é
um parametro natural e Unico de muitos nanomateriais, portanto, a presenca desse pico, entre
outras coisas, pode confirmar a presenca de nanoparticulas de prata, seu tamanho médio e sua
estabilidade em dispersdes coloidais [112]. O tamanho hidrodindmico médio e a distribuicao
do tamanho de particula foram identificados pela técnica de espalhamento dindmico de luz
usando um Zetasizer Nano-ZS (Malvern), a temperatura da amostra foi de 25 °C em um angulo
de deteccdo de 173°, a andlise foi realizada em triplicata com diluicdes 300 puL usando agua
ultrapura.

O ensaio de potencial zeta ({) foi realizado em equipamento (Zetasizer Nano-ZS
(Malvern)), e os resultados foram expressos com a identificacdo da média e desvio padrdo das
analises. A analise total de Ag" foi identificada em ensaio de ICP-MS Agilent 7900 (Hachioji,
Japdo), controlado pelo MassHunterTM Software (versdo C.01.03, 2017). O ICP-MS foi
operado com argbnio de alta pureza (99,999%, White Martins, Brasil), todos os reagentes
utilizados no ensaio foram de grau analitico, exceto &cido nitrico a 65% (Synth, Brasil) que foi
purificado por SavillexTM DST-1000 (Minnetonka, EUA).

A calibracédo do equipamento foi realizada usando a Solugdo Agilent Tunning para ICP-
MS contendo Li, Mg, Y, Ce, Tie Coem 1 ug L-1 em HNO3 a 2% v v-1. Uma solucdo padréao
de Ag* 1000 mgL™* (Merck, Alemanha) foi usada para calibragdes. Tubos de pléstico isentos
de metal (Falcon®, Corning, Tamaulipas, México) foram utilizados para a preparacdo da
amostra.

As amostras de nanoparticulas metalicas foram digeridas usando 100 ul da amostra em
concentragcdo previamente desconhecida com 1 mL de HNOs purificado. Esta solucéo foi
mantida a 96 °C durante 4 horas e diluida até 50 mL. O processo de diluig&o foi realizado mais
duas vezes, considerando a concentracdo desconhecida da amostra e a sensibilidade do sistema
ICP-MS.
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Para identificar a cristalinidade do material e o tamanho do cristalito, foi realizada analise
de difracdo de raios-X (DRX), as amostras foram preparadas em um suporte de amostra de
silicone e analisadas em uma faixa de 20° a 90° (angulo 26, etapas de 0,015) usando um STADI-
P (Stoe ®, Darmstadt, Alemanha), foi usado para registrar a difracao de raios X em po, detector
Vantec-1, com uma fonte de radiagdo Cu Ka! (A = 1.54056 A), tensdo de 40 kV e corrente de
40 mA, 200 s de tempo de integracdo a cada 1,05°. O tamanho do cristalito das nanoparticulas

de cloreto de prata assistidas por S. adstringens foi calculado pela equacdo de Debye-Scherrer
(eq-2) [96].

D = (k) / (Bcos 0) )

onde "D" ¢ o tamanho do didmetro do cristalito, "A" é o comprimento de onda da radiacdo
CuKa, "B" € o pico maximo a meia altura (FWHM), "6" € o angulo de difragdo de Bragg e K ¢
uma constante geralmente 0,94 é usado como uma representacdo de um cristalito esférico com

simetria clbica.

As imagens das nanoparticulas foram obtidas por Microscopia eletronica de transmisséo
(MET) utilizando microscopio Eletrénico de Transmissdo (modelo Libra 120, Carl Zeiss,
Alemanha) com tensdo de aceleracdo de 120 kV e emissdo termidnica em filamento LaBe

(hexaboreto de lanténio).

As amostras foram depositadas em telas formvar/carbono em uma grade de cobre de 400
mesh. Imagens de Microscopia eletrdnica de varredura (MEV) foram obtidas por Microscopia
Eletronica de Varredura (MEV) em microscopio eletronico com efeito de campo (MEV-FEG)
JEOL JSM-6701F, operando entre 5 e 10 kV, 1nm(30kV)-2.2nm(1.2kV), Magnificacdo: 25x a
650.000x, para obtencdo de imagens da superficie, morfologia e tamanho das nanoparticulas.
A Espectroscopia de raios-X por energia dispersiva (EDX) foi utilizada para identificar a
composicdo elementar das nanoparticulas obtidas utilizando o sisteme de EDX acoplado ao
microscopio Jeol JSM-6010LA.
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4.4 Ensaio de citotoxicidade das nanoparticulas de AgCl de Stryphnodendron adstringens
(NPsAgCISa)

4.4.1 Cultura de células

Para os experimentos in vitro, em que culturas de células foram necessarias, foi utilizada
a linhagem de células Vero [97]. A cultura foi mantida com meio de cultura HAM-F10
suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS) em incubadora a 37° C, 5% de CO? e

ambiente umidificado.

4.4.2. Citotoxicidade in vitro

O ensaio de citotoxicidade foi realizado seguindo os parametros estabelecidos no
conjunto internacional de normas ISO 10993 [99]. Em uma placa de multiplos poc¢os, foram
semeadas aproximadamente 1,5 x 104 células por poco e, quando uma monocamada quase
confluente foi estabelecida, o meio de cultura foi substituido por solucbes das nanoparticulas
de prata diluidas em um meio de cultura, com concentragdes iniciais de 163,8 pg.mL™ (aferidas
pelo ensaio de ICP-MS) a 0,0199 pg.mL™? (dilui¢es seriadas). Para controle positivo (C*) da
citotoxicidade, foi utilizado dimetilsulféxido (DMSOQ) (Synth) diluido em meio de cultura até
a concentracdo de 50% e, para controle negativo (C°), foi utilizado meio de cultura sem

nanoparticulas.

As culturas celulares foram deixadas em contato com as amostras por um tempo de 24
horas. Ap0s este periodo, 0 meio de cultura foi removido e todos os pocos foram lavados com
solugéo tampao de fosfato 1M (pH 7,4). Em seguida, foram adicionados em cada pogo 100 puL

de uma solucéo de tetrazdlio (MTT) de 0,5 mg.mL* em meio de cultura sem SBF [98,100].

A cultura foi incubada por 2 h com a solugdo MTT, que foi, entdo removida e foi
utilizada uma solugéo de DMSO puro para solubilizar os cristais de formazan formados a partir
da metabolizagdo do MTT dentro das mitocondrias das células vivas. Em seguida, os resultados
foram obtidos por uma anélise colorimétrica em um leitor de microplacas, quantificando a
absorbancia a 570 nm. A viabilidade celular de cada amostra foi obtida como proporcional
diretamente em relacdo a absorbancia e calculada em porcentagens, sendo o controle negativo
de 100%. Uma amostra foi classificada como citotdxica se resultasse em viabilidade celular de
70% ou menos [98,100].
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4.5. Ensaio de atividade antimicrobiana das nanoparticulas de cloreto de prata (NPsAgCISa)

As atividades antimicrobianas das nanoparticulas de cloreto de prata foram avaliadas
pelo teste de concentragdo minima inibitoria 80% (MICgo) contra a levedura Cryptococcus
neoformans (ATCC 56990). O caldo de dextrose de batata (Invitrogen®) foi utilizado para
antifingicos. A levedura (1 x 10* UFC/mL) foi incubada com diluiges em série fracionada por
base 2 das NPsAgCISa em microplaca de 96 pogos a 30 °C, sob agitacdo branda. Apds 18-24
h, o crescimento microbiano foi avaliado medindo a absorbancia a 595 nm em um leitor de
microplacas Multiskan Go (Thermo Scientific®, EUA). A concentracdo inibitéria minima
(MICgo) das nanoparticulas foi definida como a menor concentragéo que inibe pelo menos 80%
do crescimento microbiano quando comparada ao controle positivo (leveduras ndo tratadas).
Os ensaios foram repetidos pelo menos duas vezes em triplicata e os valores médios tratados

estatisticamente, Figura 17 (A) e (B).

. 3 (A)
| '
! %~ Solucéo estoque de Solugdo Amostras
nanoparticulas para microbiana com 90  depositadas nas
diluicBes seriadas L (104 cellssmL)  Pplacas a 30 °C
(base 2) em 10 pL em meio PDB (pH (72 horas)
de 4gua ultra-pura. 7.4)
(B) C’ 1C
C< gl ‘ a
+ B %
: !
e =
E.P.< T
G
Ce—+ @&

Figura 17. (A) esquema preparo das solugdes estoques das NPSAgCISa e colénia microbiana
(B) Subdivisdo de microtitulagdo em placa de maltiplos pocos, sendo [C] controle negativo,
[C*] controle positivo, [NPs] NPsAgCISa, [E.P.] extrato puro. Fonte: elaborado pelo autor
(2019)
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A figura 17 (B) apresenta em detalhes a forma de microtitulacdo de cada poco na placa
de mdltiplos pocgos, sendo entdo C* = 100 uL de meio PDB controle negativo, C* = 90 uL do
microrganismo +10 uL de agua controle positivo, NPs = 90 uL do microrganismo + 10 uL das
NPsAgCISa (diluidas em série), E.P. =90 uL de PDB + 10 pL de extrato puro de S. adstringens

para constatar efeitos antimicrobianos intrinsecos ao extrato puro.

5. Resultados e discussao

5.1 Sintese verde de nanoparticulas de prata assistida por S. adstringens

A dispersdo foi preparada em meio aquoso ap0s um processo de reducdo quimica na
presenca de extrato bruto da casca do caule de Stryphnodendron adstringens (1,5 mL) como
agente redutor e estabilizante, misturado com solugdo de AgNO3s em uma concentracédo de 1,0
mM (0,83 mL) e tampdo Tris-HCI ajustado a pH 8,0 na mesma concentragdo (2,5 mL). Antes
da sintese, a dispersdo sem o extrato de S. adstringens apresentou uma cor turva esbranquicada,
porém apos a adi¢do do extrato bruto, mudou para uma coloracdo levemente alaranjada devido
a cor caracteristica do extrato, e ap6s 30 min com exposi¢édo a radiagdo no comprimento de 464
nm (luz azul) e uma poténcia de 0,32 m\W/cm? adquiriu uma cor marrom intensa, evidenciando
a formacdo das nanoparticulas (Figura 18).

A concentracdo de prata total na amostra, obtida por ICP-MS apds a sintese e lavagem,
foi de aproximadamente 163,8 pg/mL, sendo que essa concentracdo é o que possivelmente
condiciona o efeito antimicrobiano das nanoparticulas em relacdo as cepas em estudo.

A figura 18 (A) ilustra a preparacdo do extrato bruto de Stryphnodendron adstringens.
(Extrato de casca de barbatiméo) - cortamos o Stryphnodendro adstringens (limpo e seco) em
pequenas hastes e triuramos em pé e depois aquecemos a solucdo por 30 min a 70 °C. Em
seqguida esperamos esfriar e filtramos em papel de filtro, uma aliquota foi separada e
armazenada a 8 °C para a sintese em sequéncia. A Figura 18 (B) mostra a sintese fotoquimica
verde das nanoparticulas assistidas pelo extrato da casca de S. Adstringens. O extrato filtrado e
misturado & solucdo salina de AgNO3 resultou numa solugdo levemente alaranjada em
decorréncia do pigmento natural do estrato de “barbatimao” apés a irradiacdo a solucéo
apresentou uma forte mudanca de cor para marrom, evidenciando a formacdo das

nanoparticulas de cloreto de prata).
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(A)

l. :
Raspas da casca do Aquecimento a 70 °C Filtragdo do extrato
caule de S. por 30 min. utilizando papel
adstringens filtro
Trituradas.
(B)
Extrato filtrado de AgNO, 1mM + Tampido Tris HCI Irradiacdo da solugdo com fonte de luz no
S. adstringens 1mM + extrato filtrado de S. comprimento de 417 nm, mudanca de cor
adstringens (resultando em uma da dispersdo para marrom intenso.
disperséo turva levemente

alaranjada)

Figura 18. (A) preparo do extrato vegetal de Stryphnodendron adstringens (Martius)
Coville. (B) uso de extrato de S. adstringens na sintese fotoquimica de nanoparticulas de
cloreto de prata. Fonte: Elaborada pelo autor.

5.2 Espectroscopia UV-Vis das nanoparticulas obtidas pela sintese verde

A andlise de espectroscopia no UV-Vis foi utilizada para identificar a formacdo de
nanoparticulas. Essa anlise foi realizada na faixa de 200 a 800 nm e a curva de absorg¢do obtida
mostrou um pico Unico muito proeminente (Figura 19) com o0 maximo de absorbancia em 414
nm (chamado pico de ressonancia plasmonica de superficie (RPS), caracteristica das
nanoparticulas e aparece em dispersdes coloidais de prata na faixa entre 390 e 530 nm) [67],
enquanto que a amostra controle sem a presenca do extrato de S. adstringens ndo apresentou a
mesma absor¢do Figura 19 (A), por tanto pode-seinferir que as nanoparticulas se apresentam
heterogéneas em relacdo a distribuicdo de tamanho e que seu pico de absorbancia é compativel

com a literatura [67].
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Figura 19. Curva de espectroscopia de UV-vis do controle (A) (controle) sem a presenga do extrato
bruto de S. adstringens e (B) dispersdo coloidal de prata apds sintese verde absorbancia em 414 nm de

banda de ressonancia plasménica de superficie (RPS). Fonte: Elaborado pelo autor.

5.3 Espalhamento dinamico de luz (DLS) e potencial zeta ({)

A andlise de espalhamento dinamico de luz (DLS) apresenta um perfil da distribuicdo
média dos tamanhos das nanoparticulas, na qual é uma analise Optica que também é muito
afetada pelos diferentes tamanhos das nanoparticulas, principalmente em consequéncia das
variacdes de tamanhos (particulas maiores) que acabam por ocultar as variacdes de particulas
menores [113], portanto, podem fornecer informacdes de que existem em maior quantidade
particulas grandes que particulas pequenas, mas quando analisadas em conjunto com outras
técnicas, como imagens de microscopia (MET) e difratogramas (DRX), pode ser uma analise
complementar a seus resultados, sendo que as nanoparticulas de cloreto de prata demonstraram
um perfil de distribuicdo de tamanho hidrodindmico monomodal cujo valor é 169,7 + 1,95 nm
Figura 20 (A), seu valor de indice de polidispersividade (Pdl) de 0,15 com desvio padrdo (SD)
de 0,024.

Os valores comprovaram a predominancia de um tamanho suficientemente uniforme de
NPs ao aplicar o processo de fotossintese verde com extrato da casca do caule de S. adstringens,
vale ressaltar também que estes valores de Pdl so dificilmente alcangados, mas sdo buscados

pela maioria dos processos de sintese de nanoparticulas, seja por via quimica, fisica ou
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bioldgica, lembrando que o valor de Pdl varia de 0 a 1, sendo que, quanto menor o valor, mais
monodispersa, e consequentemente menor sera a variabilidade populacional de tamanhos
distintos do nanomaterial.

O valor médio do potencial zeta das nanopartoculas foi de -30,3 mV, SD 0,265 Figura
20(B). O elevado valor negativo das nanoparticulas se deve principalmente ao revestimento das
nanoparticulas, o material organico provavelmente originado dos polifendis e proteinas que
recobrem a NP, conferindo as mesmas grande estabilidade eletroforética e impedimento
estérico [28].

20
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Figura 20. (A) Histograma mostrando a distribuicdo de tamanho das nanoparticulas, com um perfil
monomodal e (B) Distribuicdo de potencial zeta (mV) mostrando um pico predominante de -37 mV e
outra -22,5 mV, o valor médio do ({), através da média aritmética, é de aproximadamente -30 mV, com
SD 0,265. Fonte: Elaborado pelo autor.

5.4 Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR)

As andlises por FT-IR sdo importantes para confirmar a presenca de agentes

fotoquimicos (substancias quimicas reativas a luz) que revestem a superficie das nanoparticulas
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de prata e verificar a presenca desse material na matriz do extrato vegetal, que pode atuar na
estabilizacdo e revestimento das nanoparticulas, bem como a sua total remocéo ap6s o processo
de lavagem das mesmas. Ja se sabe que as moléculas presentes nos extratos de plantas e alguns
fungos atuam como agentes redutores de Ag* a Ag® e sua estabilizagdo, a fim de obter
nanoparticulas de Ag [101].

A Figura 21 mostra analises de FT-IR para o extrato bruto e das nanoparticulas obtidas
apos lavagem e secagem, onde a Figura 21 (vermelho), mostra o espectro do extrato bruto da
casca do caule de S. adstringens, € possivel observar um pico intenso e largo em torno de 3.417
cm? relacionado a vibragdo de estiramento do grupo hidroxila (O—H), essa banda é
caracteristica dos compostos polifendlicos, em 2.925 cm™ e 2.857 cm™ existem dois picos
fracos que sdo caracteristicos dos compostos alcoolicos, ndo foi possivel identificar os dupletos
em 2.365 cm™, em 1.641 cm™ e 1.619 cm™ temos uma vibragdo de estiramento do grupo
carboxila (C = 0O), possivelmente atribuida a deformag6es do anel aromético dos polifenois,
entre 1.402 cm™ e 1.261 cm™, existem quatro picos pouco intensos, mas visiveis, chamados "
oscilacdo harmonica" decorrente da vibracdo C = C dos anéis aromaticos dos componentes
fendlicos do extrato, o pico médio e largo em 1.029 cm™ pode ser atribuido a vibracéo de
estiramento do C-O-C [102].

Como o extrato obtido ndo passou por nenhum processo de purificacdo prévio, como
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) ou colunas de separacdo cromatograficas, as
fracdes de acido galico, prodelfinidinas, catequinas e outros flavondides que possuem grupos
funcionais com coeficientes de absorcdo muito semelhantes [92], dificilmente sdo distinguiveis
no espectro FT-IR, no entanto, como o objetivo da técnica é identificar a participacdo desses
polifenois na estabilizaco e reducdo de Ag* para AgP, formando as nanoparticulas, pode-se
inferir que a Figura 21 (preto) correspondente as nanoparticulas ap6s a lavagem apresentou
diferencas visiveis quando comparado ao extrato bruto, como o pico correspondente ao grupo
-OH que diminuiu consideravelmente, pois esse grupo sofre oxidacdo no processo de sintese
em meio aquoso, sendo possivelmente a sua deshidrogenacdo um indicativo da pureza final das
nanoparticulas apés a sua lavagem por centrifugacdo, além dessa deshidrogenacdo em meio

aquoso pode contribuir com a reducéo dos ions Ag* a AgP [114].
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Figura 21. Espectros de FT-IR de extrato cru da casca do caule de S. adstringens (Vermelho) e
suspensdo coloidal contendo as nanoparticulas sintetizadas (Preto). Fonte: Elaborada pelo autor.

5.5 Andlise de difratometria de raios-X (DRX) das nanoparticulas

Utilizando a andlise de difracdo de raios-X (DRX), foi possivel identificar a
predominancia da natureza cristalina do nanocomposito obtido. A anélise desta nanoparticula
pode ser vista na Figura 22 (preto) e apresenta os valores dos seguintes picos 26 em 38,22 °,
44,30 °, 64,50 ° e 76,76 °, que estdo associados aos planos [111], [200], [220] e [311],
apresentando a estrutura CFC (Cubica de face centrada) de prata em acordo com o padrdo
(JCPDS - arquivo 04-0783) [103,67].

Outro padrdo de DRX apresentou outros sete picos nos valores de 26 em 27,88°, 32,29°,
46,29°, 54,88°, 57,57°, 67,48° e 74,55° correspondentes aos planos [111], [200], [220], [ 311],
[222], [400] e [331] Figura 22 (azul), respectivamente, sendo esse padrdo identificado como a
estrutura CFC das nanoparticulas de acordo com (arquivo JCPDS 85-1355)[104,9],

confirmando a coexisténcia de ambas as estruturas cristalinas com o perfil cristalografico CFC

[8].

O tamanho médio do cristalito foi calculado usando a equacao de Debye-Scherrer (eq.

1) e o tamanho médio de 29,21 nm foi encontrado, sendo este valor inferior ao encontrado
através das andlises de DLS, que resultaram em um valor de 169,7, este valor corresponde ao
seu diametro hidrodinamico, em que as nanoparticulas se encontram solvatadas pelo solvente
(dgua), desse modo espera-se realmente uma diferenca de tamanhos entre ambas analises.
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Apesar da heterogeneidade das nanoparticulas essa faixa de tamanhos predominante aponta

para um tamanho controlado e aproximado entre as nanoparticulas [8].
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Figura 22. Padrdes de DRX das nanoparticulas de cloreto de prata (azul), e nanoparticulas de prata
metélica (preto), usando uma fonte Cuka (1,5418 A). indices de Miller para todas as reflexdes de Bragg

indicadas na figura. Fonte: elaborada pelo autor.

5.6 Analise de imagens das nanoparticulas microscopia eletrénica de transmissao,
microscopia eletronica de varredura e espectroscopia de raios-X por energia

dispersiva (MET, MEV e EDX)

A Figura 23 mostra as imagens representativas das nanoparticulas obtidas a partir da
sintese verde com S. adstringens, e sua morfologia predominante é esférica, apesar da visivel
aglomeracdo das nanoparticulas, caracteristica deste tipo de nanomaterial, a distribuicdo de
tamanho médio das nanoparticulas assistidas por S. adstringens é 22,66 + 10,16 nm, conforme

mostrado no histograma Figura 23 (B) obtido pela contagem usando o programa Imagej 1.46%.

Apesar da caracteristica de aglomeracdo das nanoparticulas, sua de distribuicdo de
tamanhos abaixo de 30 nm ainda é predominante, como pode ser observado nas analises de
DRX, e uma populacdo de tamanhos monomodais através dos ensaios de DLS apresentadas
anteriormente. Através de imagens de microscopia eletronica de varredura (MEV) Figura 23
(C), é possivel visualizar a superficie recoberta por material organico ao redor das
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nanoparticulas, esse material ndo impede a passagem do feixe de elétrons incidente e também
é possivel distinguir as nanoparticulas em pontos brancos no interior do envdlucro

possivelmente originado da fracdo organica do extrato de “barbatimio”.

A anélise de EDX Figura 23 (D) foi realizada na amostra para identificar sua composicao
elementar e, como resultado, os elementos presentes foram: carbono (C), oxigénio (O), prata
(AQ) e cloro (CI), carbono e oxigénio possivelmente originarias do revestimento organico das
nanoparticulas, prata e cloro sdo o que compdem as nanoparticulas halometalicas e também
estdo em maior quantidade, como pode ser visto pelos picos intensos em 3,21 keV para Ag e
2,84 keV para CI.
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Figura 23. Imagens MET (A), histograma de 500 nanoparticulas (B), imagens MEV (C) e espectro de
anélise EDX para analise composicional (D) das nanoparticulas de cloreto de prata de Stryphnodendron

adstringens obtidas (NPSAgCISa). Fonte: elaborada pelo autor.

5.5 Citotoxicidade
Os resultados da analise in vitro de citotoxicidade das nanoparticulas de prata obtidas
por sintese verde com extrato de Stryphnodendron adstringens “Barbatimdo” revelaram que
elas apresentam potencial citotdxico em concentragdes iguais ou superiores a 40,95 pg.mL?,
mas todas as amostras em concentragdes de 20,475 ug.mL™ ou menos resultam em viabilidades
celulares em torno de 100%, como pode ser visto nas Figura 24 e Figura 25.
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Figura 24. Viabilidade celular das células Vero ap6s 24 horas de contato com nanoparticulas
de prata (NPsAgCISa) em diferentes concentragdes. A linha a 70% representa o limite abaixo
do qual o resultado é considerado uma resposta citotoxica das células. [*] representa as amostras
estatisticamente equivalentes ao controle positivo (C*) e [**] representa as equivalentes ao
controle negativo (C°), com P <5%. A analise estatistica foi realizada por ANOVA One-way,
seguida pelo método de comparagdes multiplas de Tuckey. Fonte: elaborada pelo autor.
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Figura 25. Viabilidade celular de células VVero ap6s 24 horas de contato com nanoparticulas de
prata em diferentes concentragdes. A linha a 70% representa o limite abaixo do qual o resultado
é considerado uma resposta citotoxica das células. Fonte: elaborada pelo autor.

De acordo com o ensaio quantitativo, a morfologia celular também mostrou sinais de que
as amostras com concentracdo de 163,8 ng.mL™ (Figura 26-A) e 81,9 ug.mL? (Figura 26-B)
provocaram uma resposta citotoxica das culturas celulares. Nesses ensaios ficou clara a
citotoxicidade das NPsAgCISa em celulas VERO nas concentragdes supracitadas, o que
acarretou rompimento da membrana celular e estravazamento do material citozoico no meio de
cultura, de acordo com as 1SO 10993-1:2009 e 10993-5:2009.
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Figura 26. Micrografias da morfologia celular apos 24 horas em contato com NPsAgClSa
em concentracdes de 163,8 ug.mL?* (A); 81,9 pg.mL*? (B); 40,95 ug.mL? (C); 20,47
ug.mL? (D) e com nada além de meio de cultura (C)(E), também com 50% DMSO
(CH(F). A escala visivel na micrografia de C* representa 20 um e se aplica a todas
micrografias. Fonte: elaborada pelo autor.
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Baseando-se na literatura ndo foram observados efeitos citotdxicos para o extrato puro
de Stryphnodendron adstringens [89,90]. Sendo entéo creditada a efeitos decorrentes do contato
direto da célula com as referidas nanoparticulas em concentracfes variaveis as provaveis causas
para lise celular ou qualquer forma de dano as mesmas.

A morfologia celular da concentracdo de 40,95 pg.mL? Figura 26 (C) ndo mostrou
diferenca significativa em relacdo ao C Figura 26 (F), embora ainda seja possivel observar
particulas de prata entre e dentro das celulas, como é sinalizado pelas setas na Figura 26. Esta
concentracdo de NPsAgClSa aponta para elevada citotoxicidade, de acordo com o ensaio de
citotoxicidade demonstrado na Figura 25, sendo entdo necessario um estudo mais detalhado a
cerca de como se comportam as nanoparticulas em relagdo a lesdes a estrutura celular interna e
membranas das células VERO, porém para as concentra¢des de 20,47 ng.mL™ Figura 26 (D),
a morfologia celular ndo apresentou diferenca significativa em relacdo ao controle negativo (C
) Figura 26 (F), em consonancia com o ensaio de citotoxicidade in vitro demonstrado na Figura
25.

5.6 Atividade antimicrobiana (antifingica e antibacteriana)

Entre as bactérias em estudo, é possivel notar que houve maior suscetibilidade as
bactérias Gram-negativas (P. aeruginosa e S. marcescens) quando comparadas as bactérias
Gram-positivas (S. aureus e S. epidermidis). Estes resultados podem possivelmente estar
correlacionados com as diferencas na composicdo da parede celular bacteriana. Um fator que
pode justificar essa maior suscetibilidade é que a parede celular bacteriana Gram-negativa
possui uma membrana externa exclusiva composta por lipopolissacarideos (LPS) ricos em
cargas negativas que podem se ligar as cargas positivas dos ions prata das NPSAgCISa, gerando
orificios na parede celular que permitem a penetracdo de nanoparticulas [105,64].

Além disso, as bactérias Gram-positivas tém uma camada mais rigida de peptidoglicano
[106,107] o que pode dificultar a interacdo das nanoparticulas com a superficie celular
bacteriana [64]. Acredita-se que o tamanho das nanoparticulas também possa interferir na
atividade antimicrobiana, uma vez que nanoparticulas menores permitem maior intera¢cdo com

a parede celular [108].
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Figura 27. Histograma das NPsSAgCISa com inibicdo de crescimento dos microrganismo (A)
Cryptococcus neoformans, (B) Pseudomonas aeruginosa, (C) Serratia marcescens, (D) Staphyilococcus
aureus, (E) Staphyilococcus epidermidis. Fonte: elaborada pelo autor.

As nanoparticulas de cloreto de prata de S. adstringens (NPSAgCISa) tém um tamanho
médio de 22,7 + 10,0 nm, o que poderia explicar sua melhor acdo contra as cepas bacterianas
Gram-negativas em estudo. O potencial zeta para as nanoparticulas de NPsAgClSa de
aproximadamente -30 mV poderiam atuar de forma a predominar interacdes repulsivas entre as
cargas negativas das NPSAgClSa e LPS de bactérias Gram-negativas, porém foi observada
maior acdo antimicrobiana em cepas Gram-negativas, indicando que estudos adicionais séo
necessarios para melhor compreender a interagdo das NPsAgCISa com superficies celulares
microbianas e seu modo de a¢do antimicrobiano.

E importante destacar que as nanoparticulas ttm uma atividade notavel contra patgenos
de grande importancia médica, como a levedura C. neoformans Figura 27(A) (MICg < 0,32
ug.mL1) e as bactérias Gram-negativas P. aeruginosa (Fig. 27(B)) (MICgo < 2,56 ng.mL™?). C.
neoformans infectou em 2014 aproximadamente 223.100 pessoas/ano, causando mais de
181.100 mortes anualmente por meningite criptocécica no mundo, com 15% desses pacientes
continham HIV [109]. A presenca de uma capsula de polissacarideo é uma das razdes da grande
viruléncia de C. neoformans, aumentando sua patogenicidade, invasividade e fornecendo

resisténcia aos organismos hospedeiros [110]. Em relacdo a P. aeruginosa, esse patogeno
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oportunista tem sido uma das principais causas de infeccdo em hospitais e em pacientes
imunocomprometidos, mais comumente causando pneumonia e infecgdes do trato urinario.
Além disso, em 2017, cepas resistentes de P. aeruginosa causaram aproximadamente
32.600 infeccbes em pacientes hospitalizados e 2.700 mortes nos Estados Unidos,
representando um risco maior para pacientes que foram submetidos a cirurgia ou que precisam
usar cateteres e respiradores. Assim, a busca por moléculas alternativas para combater
microorganismos resistentes aos medicamentos disponiveis tornou-se de grande importancia
nos dias de hoje. As nanoparticulas de cloreto de prata (NPSAgCISa) mostraram um potencial
antimicrobiano interessante, com atividade antimicrobiana em pequenas concentracGes e sem

toxicidade para células de mamiferos.
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6. Conclusdo

Por fim, o extrato da casca do caule de S. adstringens demonstrou ser um excelente
agente redutor e estabilizador para fotossintese verde de nanoparticulas monodispersas de
AgCl. As nanoparticulas obtidas apresentaram alta estabilidade, formato predominante
esférico, distribuicdo de tamanho entre 22,66 nm a 29,21 nm, elevada cristalinidade e grau de
organizacdo, apesar da presenca de uma pequena quantidade de prata metalica formada durante
0 processo de fotossintese as nanoparticulas de AgCl foram predominantes, e 0 método
utilizado mostrou-se bastante reprodutivel sem a necessidade de purificacBes prévias ou
posteriores, visto que a simples lavagem e centrifugacao da amostra foi suficiente para eliminar
residuos de matéria organica ndo consumidos ou sobras de solucdes precursoras que ainda
estavam em solucao.

Com uma estratégia simples e relativamente rapida, foi possivel obter nanoparticulas
muito uniformes e de alta qualidade para aplicar em testes de concentragdo inibitoria minima
(MIC) contra bactérias Gram-positivas, Gram-negativas e fungo (Cryptococcus neoformans),
sendo esta Ultima a que apresentou o melhor resultado de inibigdo de crescimento microbiano,
com MIC de aproximadamente 0,32 pg.mL™. Os ensaios de citotoxicidade demonstraram que
a concentracao inibitoria de trabalho ndo foi citotdxica para células saudaveis de mamiferos.

Este processo de fotosssintese de nanoparticulas de AgCl por meio de procedimentos
simples e de baixo custo, a partir de matéria-prima de fonte renovavel abre a possibilidade de
futuras implementacGes em outros nanomateriais semicondutores, voltados para as mais
diversas aplicacGes na area de engenharia de materiais, farmacéutica, além de proporcionar uma
diretriz que pode auxiliar em estudos futuros, em que esta sintese verde de nanoparticulas de

cloreto de prata seja referéncia
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