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RESUMO

O aumento no numero de microrganismos resistentes aos antibidticos € considerado
uma problematica de saude global e com impactos devastadores na sociedade. A
expansao desse problema consiste no uso incorreto dos medicamentos disponiveis
pelas industrias farmacéuticas, tendo como consequéncia a dificuldade no tratamento
de doencas infecciosas que se espalham aceleradamente. O niumero de mortes por
infe¢cdes ndo trataveis causadas por esses agentes patogénicos resistentes evidencia
a necessidade de desenvolver novos tratamentos, rotas sintéticas e possibilidades
para combater a resisténcia antimicrobiana. Nesse sentido, o objetivo dessa pesquisa
é sintetizar nanoparticulas de prata (AgNPs) preparadas pelo método de sintese verde
utilizando extrato aquoso de Bauhinia Forficata, caracteriza-las através de
espectroscopia na regido do ultravioleta visivel (UV-VIS), difracdo de raios-x (DRX),
espectroscopia na regiao do infravermelho (FTIR), espalhamento dinamico de luz
(DLS) e potencial Zeta; além disso avaliar seu potencial efeito toxicolégico e
antimicrobiano. Na caracterizagao por espectroscopia na regiao do ultravioleta visivel
(UV-VIS) e difragao de raios-x (DRX) identificou-se o material; sua interagdo com o
extrato foi analisada pela espectroscopia na regido do infravermelho (FTIR); através
do espalhamento dindmico de luz (DLS) e potencial Zeta foi mensurado o raio
hidrodinamico e avaliado a estabilidade das nanoparticulas de prata formadas; em
seguida foram aplicadas contra cepas bacteriana: Staphylococcus aureus e
Escherichia coli e espécie fungica: Candida albicans e ensaio toxicolégico com
Artemia salina. Os resultados mostram pico de absor¢cdo maxima de 438 nm,
estabilidade apos 1 dia e 7 dias da sintese e pico de difragdo maximo em 38°. O
material formado se manteve eletronicamente estavel com potencial Zeta médio de
32,1 mV, PDI de 1,5 e tamanho hidrodinamico médio de 21,2 nm. O teste de
susceptibilidade de difusdo em pogco comprova atividade antimicrobiana significativa
das AgNPs frente as cepas bacterianas e fungica com a formagao de halos de inibigao

de 29 mm nas culturas testadas.

Palavras-chave: Microrganismo patogénico; Nanoparticulas metalicas, Ac¢éao

antimicrobiana.



ABSTRACT

The increase in the number of microorganisms resistant to antibiotics is considered a
global health problem with devastating impacts on society. The expansion of this
problem consists of the incorrect use of medicines available by pharmaceutical
industries, resulting in difficulties in treating infectious diseases that spread rapidly. The
number of deaths from untreatable infections caused by these resistant pathogens
highlights the need to develop new treatments, synthetic routes and possibilities to
combat antimicrobial resistance. In this sense, the objective of this research is to
synthesize silver nanoparticles (AgNPs) prepared by the green synthesis method using
aqueous extract of Bauhinia Forficata; characterize them through spectroscopy in the
visible ultraviolet region (UV-VIS), x-ray diffraction (XRD), spectroscopy in the infrared
region (FTIR), dynamic light scattering (DLS) and zeta potential; in addition to evaluate
its potential antimicrobial effect. Characterization by spectroscopy in the ultraviolet
visible region (UV-VIS) and x-ray diffraction (XRD) identified the material; its interaction
with the extract was analyzed by infrared spectroscopy (FTIR); through dynamic light
scattering (DLS) and zeta potential, the hydrodynamic radius was measured and the
stability of the silver nanoparticles formed was evaluated; then they were applied
against bacterial strains: Staphylococcus aureus and Escherichia coli and fungal
species: Candida albicans and toxicological test. The results show a maximum
absorption peak of 438 nm, stability after 1 day and 7 days of synthesis and a maximum
diffraction peak at 38°. The material formed remained electronically stable with an
average zeta potential of 32,1 mV, PDI of 1,5 and average hydrodynamic diameter of
21,2 nm. Furthermore, the diffusion susceptibility test in the well proves significant
antimicrobial activity of AQNPs against bacterial strains and fungal infection with the

formation of 29 mm inhibition halos in the tested cultures.

Keywords: Pathogenic microorganism; Metallic nanoparticles; Antimicrobial action.
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1. INTRODUGAO

A Organizagdo Mundial de Saude (OMS) alerta para o elevado numero de
mortes causadas por infeccbes resistentes aos antibidticos. Considerado um
problema de saude mundial e com impactos devastadores para os sistemas de saude
e para a qualidade de vida das pessoas, a resisténcia antimicrobiana é responsavel
por cerca de 700 mil mortes por ano em todo o mundo, em razao de infeccdes
causadas por microrganismos resistentes. As estimativas apontam que a resisténcia
antimicrobiana pode matar 10 milhdes de pessoas por ano até 2050, isso representa
uma morte a cada 3 segundos (OMS, 2022).

A resisténcia antimicrobiana causa mais mortes do que a AIDS e malaria no
continente americano. Segundo a OMS (2022) as infecgdes respiratorias, sanguineas,
intra-abdominais e infeccbes do trato urinario sdo responsaveis pela maioria das
mortes relacionadas a resisténcia antimicrobiana. Os patdégenos bacterianos
Staphylococcus aureus e Escherichia coli sdo responsaveis por cerca de 452 mil
mortes em todo o continente americano no ano de 2019. Isso implica em tratamento
com antibiéticos ineficientes, aumentando assim a taxa de mortalidade através da
resisténcia antimicrobiana.

Os principais fatores que influenciam na resisténcia antimicrobiana s&o: o uso
excessivo de antibidticos combinado com a escassez de novas substancias quimicas
e materiais capazes de inibir o desenvolvimento desses patdgenos ou até mesmo
mata-los. Esses dois aspectos contribuem diretamente para intensificar essa
problematica como uma das maiores ameagas a saude global em ascensdo e com
consequéncias irreversiveis para a humanidade (Andrade; Darini, 2018).

A resisténcia aos antibiéticos envolve questdes desafiadoras tanto para a
comunidade cientifica quanto para a sociedade, tendo em vista que as infecgbes
comuns se tornam cada vez mais resistentes aos antibiéticos convencionais como: a
penicilina, meticilina e vancomicina utilizados nos tratamentos de doencgas infeciosas.
A resisténcia antimicrobiana limita a ciéncia e revela-se uma ameaca coletiva e
mundial (Opas, 2022).

Segundo a OMS (2022) as ultimas décadas foram marcadas por grandes
epidemias; doengas antigas, como a colera, a peste e a febre amarela, voltaram a
afligir a humanidade, além disso novas doencas tém surgido, como grandes surtos de

gripe, a sindrome respiratéria aguda severa e a sindrome respiratéria do Oriente
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Médio, o ebola, zica e o covid. Os cientistas tém feitos muitas descobertas nos ultimos
anos, entretanto a cura e o tratamento efetivo ainda ndo sdo uma realidade.

Diante desse contexto € necessario novos estudos e pesquisas cientificas com
a finalidade de compreender como ocorre esses mecanismos de resisténcia
antimicrobiana e propor novos agentes antimicrobiano, tratamentos e alternativas para
que se possa combater essa problematica (Brito et al., 2020).

As pesquisas cientificas na area de nanociéncia e nanotecnologia revelam
evidéncias de que nanoestruturas metalicas especificamente nanoparticulas de prata
preparadas pelo método de sintese verde, o qual consiste na utilizagdo de agentes
redutores de baixo custo e agentes estabilizadores de baixa toxicidade torna o método
um procedimento econdmico, sustentavel e promissor no combate de agentes
infecciosos (Huq et al., 2022).

A sintese de nanoparticulas metélicas (MsNPs) tem atraido a atengédo dos
pesquisadores também em virtude de suas propriedades fisicas e quimicas definidas
pela dimensdo nanometrica. Tais caracteristicas ndo sdo encontradas em materiais
com outras dimensoes. Isso Ihes permite diversas aplicagdes em varios campos da
ciéncia como a medicina diagnostica e terapéutica, farmacia, informatica e engenharia
de materiais (Brito et al., 2020).

Essas propriedades consistem numa elevada area superficial por unidade de
volume ou massa, bem como propriedades cataliticas, opticas, elétricas e magnéticas
potencializadas pela dimensdo e morfologia particular das nanoparticulas. Com
grande superficie de contato por propor¢dao, as nanoparticulas de prata exibem
notavel atividade antimicrobiana, mesmo em uma baixa concentragao (Huq et al.,
2022).

A prata é utilizada como agente antimicrobiano ha anos no tratamento de uso
tépico, como por exemplo, nas queimaduras, ferimentos, alergias e para combater
infecgbes bacterianas e fungicas (Rai et al., 2019). Isso reflete na elevada capacidade
de interacado entre células e tecidos humanos o que lhes confere um nanomaterial
eficiente no tratamento alternativo no combate de microrganismos patogénicos
(Muraro et al., 2020; Meira, 2021).

As nanoparticulas de prata sao utilizadas em inumeras pesquisas visando
sobretudo a sua agao antimicrobiana frente aos diversos microrganismos como
bactérias e fungos super-resistentes. As caracteristicas das nanoparticulas de prata
dependente essencialmente da forma e do tamanho e principalmente das técnicas de
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sintese. A acdo antimicrobiana das AgNPs resulta de diversos fatores inclusive a
dimensao, geometria, composic¢ao, cristalinidade e estrutura, em comparagao as suas
formas iniciais (De Brito; Viana; Viana, 2022). Pelo potencial efeito antimicrobiano, as
nanoparticulas de prata despertam grande interesse na utilizacdo biomédica (Freire
et al., 2018).

Os compostos quimicos organicos encontrados nos vegetais sdo responsaveis
pelo efeito estabilizador, os quais sao adsorvidos nas superficies das nanoparticulas
metalicas e evita a sua interagéo entre si. Os agentes estabilizadores eficientes mais
utilizados sdo os polimeros, pois possuem sitios eletrdbnicos em suas estruturas e
cadeias organicas que geram efeito de impedimento estérico impossibilitando
interagdes entre as particulas (Muraro et al., 2020).

Outras moléculas organicas presente nos vegetais também evitam n&o
somente a aglomeracgéao entre as particulas de prata, como também favorece a sintese
de prata metalica em apenas uma etapa, além disso suas propriedades
farmacoldgicas sao objeto de estudo de varias pesquisas cientificas, no que se refere
a sintese de nanoparticulas metalicas de prata estabilizada em extrato vegetal
(Ribeiro, 2019).

O aumento nos niveis de resisténcia microbiana aos antibidticos e a elevacao
no numero de mortes por infegbes nao trataveis, mostra a importancia da realizagao
de pesquisas cientificas sobre o potencial antimicrobiano da prata em escala
nanométrica. A agao dessas nanoparticulas € apontada como tratamento alternativo
significativo para infe¢des geradas por patégenos como bactérias e fungos que se
mostram resistentes aos antibidticos convencionais (Freire et al., 2018).

A atividade antibiotica da prata contra bactérias e fungos decorrente de suas
propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas otimizadas em escala nanometrica tendo
como consequéncia diversas aplicagdes para a medicina, biomedicina, biotecnologia
e engenharia de matérias, bem como sua possivel utilizagdo na composi¢ao de
materiais compdsitos como biomaterial (De Brito; Viana; Viana, 2022).

A necessidade de aprimorar e ou desenvolver biomateriais inovadores e
acessiveis para a sociedade baseado em conhecimento da nanociéncia e
nanotecnologia aliado a funcdes terapéuticas de plantas na prevencgao e tratamentos
de doengas é cientificamente expressivo (Muraro et al., 2020). Baseado nesse
contexto, o desenvolvimento de um biomaterial biocompativel com propriedades

antimicrobianas sera eficaz para combater a proliferacdo de cepas resistentes. A
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sintese de nanoparticulas AgNPs, estabilizadas em extrato de Bauhinia forficata
apresenta propriedades antimicrobianas, permitindo a sua utilizagdo para remediacéo,
além de propiciar um novo modelo de desenvolvimento de medicagdes de baixo custo,

acessiveis e de alto indice terapéutico para a populagao.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Geral:
e Sintetizar as nanoparticulas de prata estabilizadas no extrato aquoso de

Bauhinia forficata.

1.1.2 Especificos:
e Caracterizar as nanoparticulas de prata através das técnicas de

caracterizagao de Espectroscopia na regiao do Ultravioleta Visivel (UV-VIS);

¢ Monitorar a estabilidade das nanoparticulas de prata apds a sintese através
das técnicas de caractewerizacdo de Espectroscopia na regidao do
Ultravioleta Visivel (UV-VIS);

e Analisar a toxicidade do extrato aquoso da Bauhinia forficata através de
ensaio com espécie aquatica Arthemia Salina;

¢ Avaliar o potencial antimicrobiano das nanoparticulas de prata estabilizada
em extrato aquoso de Bauhinia forficata contra cepas padrao de bactérias

e fungos para potencial aplicagdo como biomaterial.
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1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 RESISTENCIAANTIMICROBIANA

Os antibioticos sdo substancias quimicas de origem natural ou sintética
capazes de combater ou inibir a proliferagdo de microrganismos patogénicos. Eles sao
utilizados nos tratamentos de infecgdes causadas por microbios e sao classificados
conforme a sua estrutura quimica e mecanismo de atuagdo no organismo Vivo
(Jensen; Zhu; Van Opijnen, 2017).

Os antibidticos também sado classificados como medicamentos comumente
prescritos pelos profissionais de saude, porém em muitos casos sdo considerados
desnecessarios. Isso € considerado um dos fatores que fomenta a resisténcia
antimicrobiana, além da duragédo e posologia do medicamento (Cusssolim; Junior;
Melo, 2021). O consumo abusivo de antibidticos ocorre em diversas areas como na
agricultura, pecuaria, veterinaria e varias industrias o que implica em microbios
resistentes encontrados em todos os ambientes fisicos seja no solo, nas aguas, no ar
e até mesmo nos seres humanos (Oms, 2022).

A utilizacdo desordenada de antibidticos nos seres humanos consiste
principalmente no seu uso equivocado, isto €, quando uma infeccao viral é tratada
com farmacos bactericidas; administracdo incorreta das dosagens e tempo de
tratamento improprio. Esses fatores contribuem para a selegcao e disseminacao de
microrganismos resistentes e com elevada capacidade de mutacdo e adaptacao
(Duarte, 2022).

O crescimento no numero de casos que envolve infecgbes ocasionadas por
cepas multirresistentes em consequéncia da alta resisténcia aos farmacos e das
poucas opgOes terapéuticas disponiveis tem potencializado a busca por novas
estratégias e ferramentas de pesquisa, as quais favorecem o desenvolvimento de
novos agentes antimicrobianos que inclui o descobrimento de novos compostos com
mecanismos de agao contra bactérias e fungos (Toledo et al., 2020).

A resisténcia aos antibidticos ocorre principalmente pela facilidade de
adaptacao ao ambiente em que as bactérias e fungos estao inseridos (Opas, 2022). A
bactéria Staphylococcus aureus é um dos principais patdégenos associados a infecgao
hospitalar e demonstra resisténcia a diversos antibioticos (Pang et al., 2019). Outros
microrganismos patdégenos que também apresentam elevado poder de resisténcia
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bacteriana sdo: Staphylococcus epidermidis, Pseudomonas aeruginosa e Escherichia
coli. Em termos de resisténcia fungica os que mais se destacam sao: Candida
albicans, Candida. tropicalis, Candida. glabrata, Aspergillus flavus, e Aspergillus.
fumigatus (Subedi; Vijay; Willcox, 2018).

Aindustria farmacéutica responsavel por desenvolver e introduzir na sociedade
novos farmacos encontra-se diante de diversos desafios que envolvem o tratamento
clinico de doengas infecciosas nédo trataveis. Isso € devido ao uso indiscriminado de
antibioticos que ocasionam a resisténcia desses microrganismos, além da ineficacia
na prevengcao e tratamento de infe¢des por bactérias, virus, protistas, fungos e
parasitas (Da Costa; Silva Junior, 2017).

O wuso racional dos antibidticos aliado ao desenvolvimento de novos
antibidticos, bem como novos tratamentos alternativos fazem parte de algumas
estratégias utilizadas para minimizar a evolugdo de microrganismos resistentes.
Contudo, a producéo de novos antibiéticos requer bastante tempo e um elevado custo
e isso reflete na perde de interesse pelas industrias farmacéuticas no que se refere a
sintese de novos farmacos (Roca et al., 2015).

Nessa perspectiva a resisténcia aos antibidticos € considerada um problema
de saude publica no mundo, tendo em vista que o seu uso excessivo e indevido coloca
a sociedade no centro de grandes didlogos, discussdes, reflexdes e debates pela
comunidade cientifica. As pesquisas biomédicas e de engenharia de materiais
atualmente apontam para uma dicotomia entre o uso incorreto de medicamentos e a
resisténcia microbiana (Da Costa; Silva Junior, 2017).

Os medicamentos convencionais se tornam ineficientes diante das infecgdes e
contribuem para a propagag¢ao de doencgas e altas taxas de morte. A resisténcia
antimicrobiana representa uma ameaca crescente para a humanidade. Os antibiéticos
atualmente disponiveis ndo sao capazes de impedir a multiplicacdo de patégenos
(Opas, 2022). Isso contribui para novos mecanismos de resisténcia (Figura 1) e

incapacidade de tratar infecgées comuns.
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Figura 1- Mecanismo de resisténcia microbiana
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Fonte: Anvisa (2023).

Por isso os patdgenos resistentes sao resultados da resisténcia antimicrobiana
ao longo do tempo através de alteragdes genéticas e fatores externos (Roca et al.,
2015). Conforme relatérios emitidos pela Organizagdo Mundial da Saude (OMS), nota-
se um aumento gradual nos niveis de resisténcia em diversas bactérias e fungos que
causam infecgbes triviais entre a populagado. Isso implica em dificil combate de
bactérias e fungos por meio de antibiéticos comuns, além de tratamentos limitados e
ineficientes (Cussolim et al., 2021). Os principais mecanismos de resisténcia
microbiana sao divididos de acordo com a forma de inativagao do antibidtico: produgao
de enzimas que degradam ou modificam antibiéticos; redugao da permeabilidade da
membrana externa; sistemas de efluxo hiperexpressos; alteracdo do sitio alvo de

ligacao do antibidtico e bloqueio ou protegao do sitio alvo do antibiético (Anvisa, 2023).

2.2 NANOPARTICULA DE PRATA: AGAO ANTIMICROBIANA

As nanoparticulas (NPs) sdo aglomerados de atomos com tamanho na ordem
de 1 a 100 nm, dentre estas NPs, as nanoparticulas de prata (AgNPs) possuem alta
eficiéncia contra doengas causadas por bactérias como: (Staphylococcus aureus,
Escherichia coli e Pseudomonas aeruginoa) e fungos que causam infec¢des de pele

como por exemplo: (Candida albicans). Essas nanoparticulas apresentam melhores
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atividades quando comparadas ao uso isolado de compostos bioativos (Viana et al.,
2021).

As nanoparticulas de prata apresentam caracteristicas especificas como:
condutividade eletrbnica e térmica, maleabilidade, atividade quimica, catalitica e
antimicrobiana e principalmente baixo custo de preparacdo. As nanoparticulas de
prata devido sua versatilidade é empregada em varios ramos da sociedade como
biomateriais, agentes antibidticos, anti-inflamatorios, antitumorais, regeneradores,
biossensores e catalisadores. Elas estdo presentes em produtos na industria de
alimentos, téxtil, perfumaria, farmacéutica, agricola, higiene, produtos de limpeza,
tintas, eletroeletronicos, entre outras aplicagdes (Duran et al., 2018).

Essas propriedades sao definidas como confinamento quéntico ou efeito
quantico pelo tamanho decorrente do tipo de ligagdo quimica da particula. Essa
diversidade em termos de aplicacdo deve-se basicamente aos efeitos quanticos dos
materiais em escala nanometrica pois as suas propriedades fisico-quimica sao
otimizadas e isso reflete em elevada conducdo elétrica e térmica, resisténcia
mecanica e quimica além de propriedades magnéticas e Opticas diferenciadas
(Solomon et al., 2017).

As pesquisas cientificas apontam que o uso de nanoparticulas de prata é
variado e inclui diversos tratamentos alternativos em alguns tipos de cancer e
avaliacao de toxicidade destas nanoestruturas (Viana et al., 2021). O didmetro das
particulas confere facilidade de interagdo com as células e tecidos (Figura 2)
facilitando diagnésticos e tratamentos. As nanoparticulas de prata podem ser
incorporadas em diversas espécies quimicas agregando propriedades para formular

novos materiais com aplicagao de biomaterial (Muraro et al., 2020).

Figura 2- Mecanismo de interagéo entre nanoparticulas de prata e patégeno
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A atividade antimicrobiana das nanoparticulas de prata possui ampla aplicagao
contra microrganismos patogénicos como: virus, fungos, bactérias gram-positivas e
gram-negativas. Em escala nanométrica a prata diminui sua toxicidade (Duran et al.,
2019). Assim, as AgNPs tém a capacidade de penetrar no interior das células e causar
danos ao interagir com o fosforo e enxofre presentes no DNA e nas proteinas dos
patogenos (Gomes et al., 2020).

O elevado poder antimicrobiano das nanoparticulas de prata em sistemas
biolégicos como tecidos e células humanas reflete na necessidade de controlar a
toxicologia do nanomaterial, no que se refere aos danos gerados ao organismo. Isso
estabelece conexdao com os métodos quimicos de sua preparacdo e producgao e
pressupde controle de residuos toxicos formados em meio reacional ou adsorcéo de
sua superficie (Meira, 2021).

O surgimento de microrganismos cada vez mais resistentes aos multiplos
antibidticos contribui para o desenvolvimento e aprofundamento de pesquisas
cientificas na area de nanomateriais, em especial no que se refere a atividade

antimicrobiana das nanoparticulas de prata (Freire et al., 2018).

2.3NANOPARTICULA DE PRATA: METODO DE SINTESE

Nos métodos fisicos, também conhecidos como top down, utilizam-se de
processos fisicos, como moagem, témpera e a fotolitografia, a decomposi¢ao térmica,
a irradiacao, a difusao, entre outras; os métodos quimicos sao denominados bottom
up e envolvem espécies moleculares em reagdes quimicas para gerar o crescimento
dos aglomerados como, sintese eletroquimica, uso de elementos bioldgicos para essa
sintese, solvo termal e hidrotermal (Naikoo et al., 2021).

O processo quimico consiste na reducao dos ions Ag™ pelos agentes redutores
geralmente o citrato de sdédio ou boro hidreto de sédio em contato com a espécie
quimica Ag* e assim produzir a nanoparticula de Ag; O citrato de sddio nao é toxico e
€ até mesmo utilizado como aditivo em alimentos. No processo biologico utiliza-se
bactérias, fungos ou extrato de plantas vegetais para reduzir os ions de prata (Iravani
et al., 2014).

A funcionalidade e a estabilidade da nanoparticula dependem de varios
parametros que ultrapassam o tamanho e a forma das particulas e das condigdes

experimentais de sintese que contribuem para a termodinédmica da superficie das
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nanoparticulas. O método de sintese verde, assim como a concentracdo dos
reagentes, velocidade e temperatura do sistema devem ser controlados
rigorosamente a fim de obter nanoestruturas (Balasooriya et al., 2017).

Esses parametros termodinémicos e cinéticos de sintese das nanoparticulas
refletem na sua toxicidade. Como por exemplo: a dimensao das nanoparticulas, isto
€, quanto menor forem as nanoestruturas mais facil de adentrar as células (Mittal;
Christi; Banerjee, 2013). O estado de aglomeragéao € favorecido pela agregagao das
particulas através da coalescéncia da ligacdo metalica, area e carga superficial da
nanoparticula também influencia. O agente estabilizador impede a oxidagdo da
nanoparticula além de provocar impedimento estérico evitando assim sua propria
interagao e isso favorece a sua estabilidade (Iravani et al., 2014).

A sintese bioldgica (Figura 3) € econbémica e quimicamente sustentavel. Com o
uso de técnicas de preparagdo ambientalmente compativeis nanoparticulas de prata
tém sido obtidas via biossintese usando materiais naturais como extrato de plantas,

microrganismos e biomoléculas (Balasooriya et al., 2017).

Figura 3- Mecanismo de biossintese nanoparticulas de prata
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As vantagens em utilizar a sintese verde na preparagao das nanoparticulas de
prata consiste no seu baixo custo, alta disponibilidade, e variedades de vegetais,
dependendo das caracteristicas da regido e da época do ano. A utilizagdo de extratos
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de plantas como agente redutor na sintese verde das nanoparticulas de prata se
destaca por valorizar os recursos naturais amplamente cultivadas no Brasil e
principalmente em utilizar os constituintes fitoquimicos presente na prépria planta que
contribuem para potencializar o efeito antimicrobiano da prata devido suas

propriedades farmacoldgicas e medicinais (Naikoo et al., 2021).

2.4 EXTRATO VEGETAL: Bauhinia forficata

Os produtos naturais oriundos de plantas com atividades biologicas tém sido
investigados como potenciais nhovos meios de tratamento e contengao das doengas
infecciosas. Ao longo dos anos, estudos que envolvem a agédo antimicrobiana de
fitoterapicos em especial os 6leos extraidos de algumas plantas como o girassol
(Hellianthus annuus) que é cultivado comercialmente no mundo todo (Hiltunen; Virta;
Laine, 2017).

A fitoterapia em sua funcéo identifica espécies quimicas em vegetais a fim de
compreender suas caracteristicas bioldgicas, quimicas e fisicas determinando assim
seus potenciais e limitagdes no que diz respeito ao uso e efeitos em organismos vivos.
Os profissionais de saude recorrem aos compostos ativos da planta que apresentam
efeitos terapéuticos significativos para o corpo humano. Esses compostos sao
denominados de fitoterapicos e sdo usados para combater patologias (Ribeiro, 2019).

Para a sintese de nanoparticulas de prata tem-se considerado o uso da
biodiversidade vegetal devido a disponibilidade de fotoquimicos existentes em varios
extratos vegetais como exemplo tem-se o girassol (Lemos et al., 2021). O tratamento
através de plantas medicinais na cura de doencgas, deve-se ao fato de que muitos
compostos quimicos desempenham fungdes bioativas com efeitos terapéuticos. A
fitoterapia é definida como uma técnica baseada em métodos cientificos que se dedica
ao estudo e analise de biomoléculas. Essas moléculas sao sintetizadas naturalmente
pela prépria planta e estdo presentes na raiz, caule, folhas e flores do vegetal (Sena,
2019).

Nos vegetais, as substancias quimicas da planta s&o responsaveis pelo seu
crescimento, desenvolvimento e reproducdo. Nos seres humanos os fitoterapicos
manifestam propriedades anti-inflamatdria, antioxidante, antibactericida, antifungica e
estimulam o sistema imunolégico dentre outras. Os medicamentos fitoterapicos

dependem de pesquisas cientificas que os evidenciem para que seus beneficios e
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maleficios sob o corpo humano sejam de conhecimento da sociedade. A fitoterapia
como tratamento alternativo € considerada significativa, pois além dos compostos
quimico presente na planta apresenta-se uma vasta biodiversidade disponivel com
poucos efeitos colaterais (Ribeiro, 2019).

A escolha das amostras vegetais é feita segundo as avaliagbes que envolvem
variedades de acbes terapéuticas e constituintes quimicos presente na planta. De
acordo com trabalhos descritos por Sena (2019), Teixeira et al. (2019) Masoumian e
Zandi (2017) que avaliaram a Humirianthera ampla, quimicamente contendo
alcaloides, que sdo compostos fitoquimicos importantes capazes de possuir acao
farmacoldgica, dentre outras propriedades.

Baseando-se no mesmo principio utilizou-se a Bauhinia forfiacata
popularmente utilizada por tratar pacientes com diabetes, diminuir a taxa de
triglicerideos no sangue, acelerar o metabolismo de carboidratos, atuar como
antioxidante e diurético, impedir a coagulagdo do sangue, combater problemas
estomacais, controlar o aumento da pressao arterial e contribuir para a prevencao e
tratamento do cancer além do seu potencial antimicrobiano, além de conter
biomoléculas como flavonoides, esteroides, terpenoides lectinas e alcaloides em sua
composig¢ao quimica (Carvalho, 2003).

A espécie vegetal Bauhinia forficata (Figura 4) € uma das 71 plantas
selecionadas pelo Ministério da Satude como de interesse ao Sistema Unico de Saude
(SUS). Com elevado poder antimicrobiano a Bauhinia forficata da familia das
Fabaceae é popularmente conhecida como “pata de vaca.” A Bauhinia forficata
apresenta flores brancas, tronco espinhoso e sdo arvores de pequeno porte com
alturas entre 2 e 8 metros nativa da regido da mata Atlantica também esta presente

em outros biomas (Carvalho, 2003).

Figura 4: Planta Bauhinia forficata
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Conhecida pelo seu potencial terapéutico € utilizada na medicina popular em
tratamento de doengas infecciosas causadas por fungos e bactérias (Lopez; Santos,
2015). A literatura cientifica destaca diversos agentes quimicos localizados na
Bauhinia forficata como: flavonoides, esteroides, terpenoides, alcaloides, acidos
organicos, glicidios dentre outros compostos quimicos. As atividades bioldgicas da
Bauhinia forficata incide em propriedades anti-inflamatérias, diuréticas cicatrizantes,
digestivas, expectorantes, analgésicas e hipoglicemiante, associada ao combate ao
diabetes mellitus, bem como colaborar por propriedades diuréticas, antimicrobianas e
antiproliferativas (Carvalho, 2003).

Os seus principais componentes biologicamente ativos incluem biomoléculas
flavonoides que sao responsaveis por suas propriedades farmacoldgicas. As folhas,
as flores e as cascas do caule da Bauhinia forficata tém sido usadas na medicina
popular para o tratamento de diferentes tipos de patologias como diabetes, dores e
processos inflamatdrios (Brito et al., 2020). A espécie Bauhinia forficata apresenta
caracteristicas quimicas e exibe importante atividade aglutinante sobre diversos tipos
de células podendo inibir a adesido de bactérias ou células cancerosas aos tecidos
humano e interferir no curso de uma infecgéo ou progressao tumoral (Carvalho, 2003).

A relevancia do extrato aquoso de Bauhinia forficata pode ser comprovada em
diversas pesquisas cientificas. O extrato € capaz de neutralizar a coagulagao induzida
por veneno das cobras Bothrops e Crotalus, demonstrando possuir atividade
anticoagulante e antifibrinogénica (Oliveira et al., 2018) e do veneno de escorpiao
Tityus serrulatus (Vasconcelos et al., 2014). O extrato da folha Bauhinia forficata em
pequenas fragdes apresenta efeitos vasorelaxantes pois seus compostos majoritarios
exercem essa propriedade, o qual foi avaliado em anéis adrticos de ratos. A atividade
antimicrobiana dos extratos e fragdes de Bauhinia forficata também foi avaliada,
através do método de difusao radial em agar com espécies de bactérias Escherichia
coli e Staphylococcus aureus (De Souza et al., 2006).

As propriedades farmacologicas da Bauhinia forficata sao comprovados
mediante diversas pesquisas entretanto, o mecanismo de acdo da planta e as
biomoléculas responsaveis por esses efeitos ainda sdo alvo de investigacoes
cientificas (Vasconcelos et al., 2014). Segundo estudos de avaliagdo do potencial
antibacteriano da Bahuina forficata, a menor concentragao inibitéria atua em cepas
padrao de bactérias: Enterococcus faecalis e multirresistentes de origem hospitalar:
Acinetobacter baumanni e Staphylococcus aureus (Sousa et al., 2019).
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Sobretudo, sdo comprovados cientificamente efeitos significativos da fragao
rica em flavonoides das folhas de Bahuina forficata contra a toxicidade intestinal em
células intestinais em camundongos (Souza et al., 2018). A atividade antioxidante da
espécie Bauhinia forficata se deve aos compostos fendlicos dos flavonoides que
diminuem a formacéao de radicais livres. Esses compostos fenélicos podem auxiliar na
prevencgao e reparagao de células expostas a potenciais mutagénicos (Dusman et al.,
2013).

Diante do contexto atual de doencas infecciosas nao trataveis por antibiéticos
convencionais, ao estabelecer estratégias de intervengdo e combate a resisténcia
bacteriana, a nanociéncia aliada com a nanotecnologia mostrar-se uma ferramenta
relevante na composigao de biomateriais e com potencial aplicabilidade. Outra classe
de material promissor sdo as biomoléculas encontradas nos extratos vegetais, as
quais podem ser incorporadas as nanoparticulas de prata e serem utilizadas como
tratamento alternativo na antibioticoterapia (Naikoo et al., 2021; Hiltunen; Virta; Laine,
2017).
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3 METODOLOGIA

No fluxograma (Figura 5) estd esquematizado a metodologia utilizada nessa
pesquisa. O estudo foi realizado no Laboratdrio de Fisico-Quimica do Instituto Federal
do Piaui, onde foram realizados: a preparacédo do extrato aquoso da planta Bauhinia
Forficata; bioensaio de toxicidade do extrato; sintese das nanoparticulas de prata;
caracterizagdo das nanoparticulas de prata por espectrofotometria na regido do
ultravioleta visivel, bem como os ensaios microbiolégicos. Os testes antimicrobianos
pelo método de difusdo em pog¢o e microdiluicdo em caldo foram realizados no

Departamento de Microbiologia e Parasitologia da Universidade Federal do Piaui.

Figura 5 - Fluxograma do procedimento experimental
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Fonte: Autor (2023).

3.1 PREPARACAO DO EXTRATO AQUOSO

A planta utilizada foi coletada na localidade em propriedade particular (latitude
-5.0265; longitude -42.8046) no municipio de Teresina. As folhas foram extraidas de
uma planta no més de setembro de 2022, estacédo seca, no periodo da tarde. Foram
colhidas aproximadamente 500 g de folhas, que foram em seguida selecionadas e
limpas para a obtengao do po6 fino apresentado pelo fluxograma (Figura 6) abaixo; A
partir das folhas da planta Bauhinia forficata, algumas das folhas foram selecionadas

e limpas em agua destilada pelo processo de lavagem.
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Figura 6- Fluxograma de preparagao do extrato aquoso Bauhnia Forficata
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Fonte: Autor (2023).

Em seguida as folhas foram colocadas expostas a incidéncia direta da luz solar
durante 10 dias para sua desidratagao natural. Posteriormente as folhas foram
colocadas em estufa a 50° C durante 24 horas, em seguida as folhas foram
submetidas ao processo de secura extrema através do dessecador e depois foram
maceradas em almofariz e pistilo, logo depois passou-se pelo processo de peneiragao
100 mesh, a fim de obter o pé com granulometria uniforme 0,15 mm. A solugao
contendo o extrato aquoso apresentado na Figura 7 foi preparada a partir da diluicao

de 1 g do p6 da Bauhinia forficata dissolvido em 500 mL de agua destilada.

Figura 7- Preparacao do extrato aquoso Bauhinia Forticata (a); extrato preparado (b)

Fonte: Autor (2023).
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Em seguida a solugao foi aquecida (ebuligcao) e posteriormente filtrada em funil
de algodao (papel filtro) e reservada para sintese das nanoparticulas e ensaio
toxicolégico. O processo de sintese verde de nanoparticulas de prata a partir do
extrato vegetal aquoso também envolve a caracterizagdo e ensaios indicativos de

formacgao do material AQNPs através de analises quantitativas e qualitativas.

3.2 SINTESE DAS NANOPARTICULAS DE PRATA AgNPs

Para sintetizar as nanoparticulas de prata AgNPs foi utilizado as etapas
apresentadas no fluxograma (Figura 8 e 9) abaixo. Para sintetizar as nanoparticulas
de prata AgNPs foi utilizado na preparacao da solugado 250 mL de nitrato de prata 1,0
mmol/L, a qual foi aquecida 80°C com agitagdo magnética numa chapa aquecedora
até o ponto de ebuligdo. As concentragdes maiores do que 1 x 103 mol/L de AgNO3
favorece a formagdo de aglomerados no meio reacional, além disso promove o

deslocamento de pico de ressonancia plasmdnica de superficie.

Figura 8- Fluxograma de sintese da nanoparticula de prata
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Fonte: Autor (2023).
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Ao atingir o ponto de ebuligdo, foi misturado gota a gota 5 mL de solugdo de
citrato de sddio 1% na solugéo de nitrato de prata. O gotejamento ocorreu numa taxa
de 1 gota por segundo em aquecimento e agitagdo magnética constante. A solugéo
mudou de coloragéo até atingir o ponto de amarelo-esverdeado e interrompeu-se o
aquecimento na chapa aquecedora mantendo-se apenas a agitagdo magnética. Essa
coloracéo indica a reacdo de redugao da prata Ag com formag¢ao de nanoparticulas.

Ao atingir a temperatura ambiente de 25 °C foi adicionado lentamente a mistura
com nanoparticulas de prata a solucdo contendo extrato de Bauhinia forficata
previamente produzida. Apos 15 minutos a mistura contendo nanoparticulas de prata
e extrato de Bauhinia forficata foi armazenada num frasco de vidro com tampa e
acondicionado com refrigeragdo até o momento de caracterizagcao e aplicagdo nos
inéculos. Areagao quimica de sintese das AgNPs pode ser representada pela seguinte
equacgao quimica:

Eq. agitacao magnética
AgNOs3 + NazCeHs07 ———> nanoparticula de prata AgNPs
80°C

Figura 9- Preparacao da Sintese (a); Sintese da nanoparticula de prata (b)
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3.3 CARACTERIZACAO DAS NANOPARTICULAS DE PRATA AgNPs
ESPECTROSCOPIA REGIAO DO ULTRAVIOLETA- VISIVEL

As nanoparticulas foram caracterizadas por meio de espectroscopia na regiao
do ultravioleta-visivel (Figura 10). Os espectros foram obtidos por meio de um
espectrofotometro modelo UV-VIS 6100S da Allacom com feixe duplo. Os parametros
de analises foram em uma faixa de varredura de 1900-900 nm, abertura de fenda =
2,0 nm e solucédo espectral de 1,0 n. Foram utilizadas cubetas de quartzo com caminho

6ticode 1,0 cm.

Figura 10- Equipamento de Espectroscopia Ultravioleta- Visivel

Fonte: Autor (2023).

Esta técnica é usada para caracterizar as propriedades Opticas do material. As
nanoparticulas de prata podem exibir propriedades épticas especificas incluindo a
absorgcao e emissao de luz na regiao do espectro eletromagnético conhecida como
ultravioleta visivel (UV-Vis). A faixa do espectro UV-Vis inclui comprimentos de onda
de aproximadamente 400 a 700 nandmetros (nm) faixa de luz visivel ao olho humano.
As nanoparticulas de prata sdo assim descritas por sua capacidade de interagir com
a luz através do chamado Efeito Plasménico de Superficie, que ocorre quando a luz
interage com particulas do metal de tamanho nanométrico que excita os elétrons na
superficie das particulas de prata. Este fenbmeno pode causar a absorg¢do ou
distribuigéo de luz de comprimentos de onda especificos (Weibel, 2021).
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3.3.1 Espectroscopia regiao do infravermelho

As nanoparticulas de prata foram caracterizadas por espectroscopia de
infravermelho por transformada de Fourier (Figura 11) apresentarem propriedades
opticas interessantes como absorcao e emissao de luz no infravermelho com reflexao
total atenuada (FTIR-ATR). A espectroscopia de infravermelho préximo (NIR) cobre
comprimentos de onda de cerca de 700 a 2500 nanémetros. O espectrometro utilizado
consiste em um modelo Alpha Bruker e adquire espectros na faixa de 500 a 4000 cm-~
' com resolucédo de 4 cm™.

Quando as nanoparticulas de prata sdo expostas a luz no espectro do
infravermelho préoximo, elas podem absorver parte dessa radiagao, o que resulta em
um aumento da energia térmica do sistema. Isso ocorre devido as propriedades
plasmbnicas da prata, que envolvem a oscilagao coletiva dos elétrons na superficie
das nanoparticulas. A energia térmica gerada pela absorgdo de luz no NIR pelas
nanoparticulas de prata pode ser explorada para descrevé-las. As dispersdes de
AgNPs foram postas em placas Petri e secas em estufa a 60°C, e o material sélido

resultante foi raspado da placa e analisado.

Figura 11- Equipamento de Espectroscopia no Infravermelho por transformada de Fourier

Fonte: Autor (2023).
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3.3.2 Difragao de raios-x

As nanoparticulas de prata foram caracterizadas por difragao de raios-X (Figura
12) técnica analitica comumente usada para caracterizar a estrutura cristalina de
materiais. Essa técnica permite obter informagdes sobre o arranjo dos atomos dentro
das nanoparticulas e determinar seu tamanho médio, forma e orientacéo
cristalografica. Para realizar a difragdo de raios- X dispersbes contendo
nanoparticulas de prata foram espalhadas em Iaminas de vidro para analise e secas
em estufa a 60 °C. A amostra foi entdo colocada em um difratdmetro. Um difratdmetro
emite um feixe de raios-X que atinge a amostra em varios angulos. O feixe difratado
é registrado em um detector que mede a intensidade dos raios difratados em fungéo
do angulo de incidéncia. Esses dados sé&o entdo processados para obter o padréo de
difracao.

Quando o feixe de raios incide sobre a amostra ocorre a interagdo com o0s
atomos da estrutura cristalina e causa fendbmenos de difracao que sofrem desvios de
sua trajetodria. Esses desvios produzem um padrao de difragédo caracteristico que pode
ser medido e usado para determinar o arranjo espacial dos atomos dentro da amostra.
Para nanoparticulas de prata, a difracdo de raios-X fornece informagdes valiosas
sobre o tamanho médio das particulas, a forma das particulas e a presenca de
qualquer deformacéo que possa estar presente na estrutura cristalina (Lunardi, 2021).

A analise de difracdo dos raios € particularmente util para caracterizar
nanoparticulas pois suas dimensdes estruturais na faixa nanométrica podem levar a
padrdes de difragao que diferem das amostras macroscopicas. A partir do padrao de
difracao resultante, uma combinacao de técnicas analiticas para obter as informacoes

necessarias, como o tamanho médio dos gréos de prata.

Figura 12: Equipamento de Difragdo de Raios-x

Fonte: Autor (2023).



36

3.3.3 Espalhamento dinamico de luz e potencial Zeta

A dispersao de luz dindmica por nanoparticulas de prata € um fenbmeno éptico
que ocorre quando a luz interage com particulas de prata em escala nanométrica.
Essa interacdo espalha a luz em diferentes direcdes o que pode levar a uma variedade
de efeitos Opticos interessantes. As nanoparticulas de prata possuem propriedades
opticas unicas devido ao chamado “Efeito Plasmbnico de Superficie Localizada”
(Lunardi, 2021).

Essas particulas exibem ressonadncia de plasmon de superficie que é a
oscilacdo coletiva de elétrons livres na superficie de particulas de prata quando
excitadas por um campo eletromagnético. Esta ressonancia ocorre tipicamente dentro
ou perto do espectro visivel. Isso significa que as nanoparticulas de prata podem
interagir eficientemente com a luz visivel. A extensédo e a diregdo do espalhamento
dependem de varios fatores, como tamanho e forma das particulas, polarizacao da
luz incidente e frequéncia da luz (Hosny et al., 2017).

Nesse sentido € possivel analisar nanoparticulas de prata com base em seu
movimento aleatdrio resultante de sua interagdo com o solvente na dispersado. Esse
movimento aleatério € chamado de movimento browniano e depende da frequéncia e
amplitude desse deslocamento que reflete no tamanho das nanoparticulas e da
viscosidade do solvente. As particulas menores aumentam a frequéncia do movimento
browniano pois esse movimento varia sua intensidade de acordo com o tamanho da
particula. ldentificado por um dispositivo dinamico (Figura 13) de dispersao de luz
(Weibel, 2021).

Figura 13- Equipamento de Espalhamento de Luz Dindmico

Fonte: Autor (2023).
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Quando o dispositivo DLS emite um feixe de luz que atinge as nanoparticulas
presentes na dispersdo gera-se o movimento browniano e o espalhamento de luz; o
sinal é capturado pelo detector que repassa para o correlator, onde o sinal é traduzido
na forma de dados para que assim o computador forme o espectro na forma de grafico
em funcdo do tempo compreendido em razdo do didmetro das particulas presentes
na amostra. O DLS é uma técnica amplamente utilizada porque produz resultados
eficientes quando combinada com outras técnicas de caracterizacdo para determinar
o tamanho de nanoparticulas (Lunardi, 2021).

O potencial Zeta () € um termo cientifico para o potencial eletrocinético em
sistemas coloidais. O potencial elétrico presente na dupla camada interfacial que se
forma quando um sdlido se encontra disperso em um meio liquido, fornece a medigao
da magnitude de atragao ou repulsdo de carga eletrostatica. Essa propriedade fisica
exibida por qualquer particula em suspenséao resultante da interacdo com o meio é
definida como a magnitude do potencial Zeta. As nanoparticulas de prata sao afetadas
pela interacao entre as particulas e o meio circundante como o solvente ou a dispersao
na qual as particulas estdo suspensas (Alexandrino, 2013)

Quando as nanoparticulas de prata sao dispersas em um liquido uma camada
ibnica é formada ao redor das particulas formando uma dupla camada elétrica. Essa
dupla camada consiste em ions positivos provenientes da superficie das particulas e
ions negativos presentes no meio circundante. O potencial Zeta é uma medida do
potencial que ocorre na interface entre a dupla camada elétrica e o meio circundante.
Isso indica a estabilidade potencial do sistema coloidal (Machado et al., 2021).

As particulas com alto potencial Zeta tendem a se repelir e permanecer
dispersas, enquanto particulas com baixo potencial Zeta podem se agregar ou
sedimentar. O potencial Zeta () descreve a mudanca elétrica que ocorre na superficie
das particulas e as forgas repulsivas entre elas. Essa mudanca é afetada pelo meio
em que as particulas residem e é refletida no potencial. Essa caracteristica é usada
como método de caracterizagdo para compreensdo da estabilidade de particulas
dispersas (Lunardi, 2021).

As particulas com alto potencial Zeta tendem a se repelir e permanecer
dispersas, enquanto particulas com baixo potencial Zeta podem se agregar ou
sedimentar. O potencial Zeta ({) descreve a mudanga elétrica que ocorre na superficie
das particulas e as forcas repulsivas entre elas. Essa mudanca é afetada pelo meio
em que as particulas residem e é refletida no potencial elétrico. Essa caracteristica é



38

usada como método de caracterizagdo para compreensao da estabilidade de

particulas dispersas (Alexandrino, 2013).

3.4 BIOENSAIO TOXICOLOGICO DO EXTRATO AQUOSO

O ensaio toxicolégico apresentado na Figura 14 foi realizado utilizando a
espécie aquatica Artemia salina. A realizacao da analise foi feita em quintuplicata com
7 concentragcoes em (ug/mL) em 5 tubos de ensaio (100 mL) contendo a amostra
(extrato aquoso de Bauhinia forficata) e solugdo salina. Foram definidos o controle
positivo e negativo para fins estaticos do numero da populagéo de espécies vivas e

de mortos.

Figura 14- Ensaio toxicoldgico do extrato aquoso Bauhinia Forficata

Fonte: Autor (2023).

Para a anadlise foi utilizada a metodologia de (Meyer et al. 1982) com algumas
adaptacgoes. Os cistos de Artemia salina foram incubados em uma solugao aquosa de
sal marinho (35 g de sal marinho dissolvidos em 1 L de &agua destilada) na
concentragéo de 0,5 mg mL-' com pH ajustado entre 8-9. A cultura foi mantida em uma
temperatura entre 26 e 30 °C e sob uma lampada de 100 W por 48 horas para a
eclosao dos cistos. Apds a eclosao dos cistos, a solugao foi utilizada para o preparo
das diluicbes das amostras a serem testadas.

As diluigdes foram realizadas para tubos de ensaio de 100mL de forma a obter
as seguintes concentragdes de extrato: 1000 ug/m, 750 pg/mL, 500 ug/mL, 250 pug/mL,
200 pg/mL, 100 pyg/mL e 50 ug/mL. O controle negativo de toxicidade foi preparado
utilizando agua salina e o controle positivo solugao de dicromato de potassio koCrOa.
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Em seguida com o auxilio de uma micropipeta foram transferidas 10 larvas de espécie
aquatica de Artemia salina para os respectivos tubos contendo o extrato aquoso de
Bauhinia forficata e solugdo aquosa salina.

Os tubos foram reservados e submetidos a temperatura ambiente por 24 horas.
Posteriormente os tubos foram analisados a fim de registrar a quantidade de larvas
vivas. A quantidade de larvas vivas em relagdo ao aumento da concentragdo do
extrato em ug/mL em diferentes fragdes foram utilizados para avaliar a toxicidade do

extrato da planta Bauhinia forficata.

3.5 PRERARO DO INOCULO DAS CEPAS MICROBIANAS

A analise microbiolégica foi desenvolvida no Laboratério de Microbiologia no
Departamento de Microbiologia e Parasitologia da Universidade Federal do Piaui-
UFPI. A anadlise da atividade antimicrobiana das substéncias frente as bactérias e a
espécie de fungica, foi executado pelo método de difusao por pogo a partir do preparo

do meio e inoculo.

3.6 PRERARO DO iINOCULO DAS CEPAS

Foram selecionadas trés amostras para avaliar a atividade antimicrobiana das
substancias: extrato (AM1), nanoparticula de prata (AM2) e extrato/nanoparticula de
prata (AM3), uma espécie bacteriana gram-positiva (Staphylococcus aures
ATCC25923), uma espécie gram-negativa (Escherichia coli ATCC25922) e uma
espécie de levedura (Candida albicans ATCC10231).

Preparou-se o0s indculos das espécies microbianas a serem testadas,
padronizando-se o ino6culo pelo método de suspensao direta das colénias (CLSI,
2009), em solugéo salina esterilizada, a partir de colbénias crescidas por 24 horas em
meio BHI (Brain Heart Infusion agar) para as bactérias e 48 horas em meio agar
Sabouraud para a Candida albicans. Todas as culturas semeadas foram incubadas a
temperatura de 37° C em estufa de crescimento. A suspensao de células foi ajustada
para uma concentragéo de 1 x 108 UFC/mL, que corresponde a solugéo padrdo 0,5
da escala de McFarland.
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3.7 TESTE DE ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

A analise da atividade antimicrobiana das substancias frente as bactérias e a
levedura, foi executado pelo método de difusdo em pogo (CLSI, 2009) com
adaptagdes. Foram realizados orificios de 6 mm de didmetro na superficie do meio de
cultura contido nas placas de Petri com auxilio de um molde formando os pogos.

As placas foram inoculadas com as suspensdes bacterianas com auxilio de um
swab esterilizado e entdo os pogos foram preenchidos com 30 pyL da substancia
testada. Apds a adicao da substancia aos pogos, as placas foram incubadas a 37°C
em BOD por um periodo de 24 horas. Os halos de inibigdo do crescimento, quando
formados, foram mensurados usando uma régua milimetrada. Os testes foram
realizados em triplicata.

Os resultados foram analisados através da analise de variancia (ANOVA) ao
nivel de 95% de significancia. A analise estatistica e os graficos foram realizados

utilizando se o programa computacional Excel.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ANALISE NA REGIAO DO ULTRAVIOLETA VISIVEL (UV-VIS)

No espectro de UV-VIS (Figura 15) exibe bandas do extrato aquoso da planta
Bauhinia Forficata, além disso representa as bandas dos componentes utilizados na
biossintese das nanoparticulas de prata. No estudo espectrofotométrico o extrato da
planta apresentou picos de absorcado maxima entre 250 e 300 nm de comprimento na
regiao do ultravioleta visivel. Em fungdo do tempo o extrato vegetal de Bauhinia
Forficata atua como um bom agente estabilizador das nanoparticulas de prata r na
(Figura 15).

Figura 15- Espectro de absorgéo Ultravioleta Visivel das solugdes: extrato Bauhinia forficata; AQNPs +
citrato de sédio e extrato Bauhinia forficata + AQNPs + citrato de sodio
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Fonte: Autor (2023).

Através da analise por espectroscopia UV-Vis do extrato Bauhinia forficata na
(Figura 15) entende-se que a estabilizacdo das nanoparticulas de prata ocorre devido
seu elevado poder redutor e estabilizador. Segundo estudos de Santos et al. (2016)
esse fato é evidenciado pela presencga de biomoléculas como compostos fendlicos e
flavonoides presente no extrato vegetal, o qual reflete na incapacidade de interacao e
agregacao entre as particulas de prata. Assim a composicdo quimica do extrato
vegetal e sua baixa toxicidade potencializa a formagao das nanoparticulas de prata.
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Os resultados encontrados estdo de acordo com Ali et al. (2016) que confirmam
a possibilidade de sintetizar nanoparticulas de prata estabilizada em extratos vegetal
devido suas atividades redutoras e estabilizadoras dispensando o uso de solventes
téxicos e consequentes nocivos ao meio ambiente e aos seres vivos.

A primeira evidencia de formagao de nanoparticulas de prata ANPs a partir do
agente precursor sal do metal (AgNO3), agente redutor (citrato de sddio), agente
estabilizante (extrato vegetal) e solvente (meio aquoso), consiste no aspecto visual da
mudanga de coloracdo da solucido coloidal. A caracterizacdo visual pressupde o
controle dos parametros de sintese das nanoparticulas de prata, bem como a
concentragado das espécies quimica, temperatura, pH e agitagcado da solugéo coloidal
(Viana et al., 2021).

Segundo estudos de Oliveira et al. (2018) o tempo de mudanga de coloragao e
a intensidade da cor dependem do método de sintese. Através do método de sintese
verde foi possivel identificar visualmente a presenca de nanoparticulas de prata
comprovada pela variagao de cor da solugéao incialmente transparente e em seguida
amarelo acastanhado representado conforme (Figura 16).

A mudanca de coloracdo da mistura de transparente para amarelo durante a
sintese das nanoparticulas de prata ocorre devido a excitacdo dos elétrons na
superficie das particulas de prata. Isso pode fazer com que certos comprimentos de
onda de luz sejam temporariamente absorvidos ou dispersos. Conforme Dada et al.
(2019) as nanoparticulas de prata quando dispersas em determinado meio elas
desenvolvem cores caracteristicas dependendo do tamanho e forma das particulas.

A coloracéo ¢é o resultado da absorgao seletiva e dispersao da luz visivel pelas
particulas. A cor observada nas nanoparticulas de prata pode depender de diversos
fatores como: tamanho, forma, concentracdo e ambiente de dispersao dessas
particulas, contudo outros elementos associados a nanoparticulas de prata podem
alterar este padrao (Riaz et al., 2021).

A mudanca de coloragdo apos a adi¢ao do extrato vegetal e a variagao de
intensidade dependente do tempo também é causada pelo fendmeno de excitamento
dos elétrons na superficie. De acordo com Gomes et al. (2020) o espectro de
ressonancia de plasmon desloca as bandas plasmbnica para outras regides do
espectro com comprimento de onda elevados. Esse efeito é evidenciado pela agao do
agente redutor e agente estabilizador (Rani et al., 2020).
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Figura 16- Sintese das nanoparticulas de prata com mudanga de coloragao

Fonte: Autor (2023).

As nanoparticulas de prata foram caracterizadas pelo espectro de absorgao na
regiao do ultravioleta visivel (UV-vis) (Figura 16). As nanoparticulas de prata
apresentam propriedades bioldgicas, quimicas e fisicas especificas quando
comparadas com o metal em outras escalas que ndo seja a nanometrica. Essas
propriedades sado adquiridas devido o fendmeno de ressonancia plasmbnica de
superficie localizada (SPR) que as definem como material especial e com diversas
aplicacdes tecnoldgicas (Rani et al., 2020).

A ressonancia plasménica de superficie localizada (SPR) ocorre quando a
frequéncia de oscilagédo dos elétrons de superficie das nanoparticulas metalicas entra
em ressonancia com a frequéncia da luz incidente, isto € o campo elétrico da radiacao
eletromagnética da luz incidente provoca a oscilagdo da nuvem eletrbnica das
nanoparticulas (Riaz et al., 2021).

Essa ressonancia das nanoparticulas de prata € evidenciada na regido da luz
visivel o que lhes confere coloragédo caracteristica. A espectroscopia de ultravioleta
visivel nos possibilita analisar as nanoparticulas de prata em solugao coloidal. No
espectro de absorgao Optica maximo verifica-se as bandas de superposi¢cao dessas
frequéncias de SPR das nanoparticulas analisadas. O espectro resultante contém
bandas de absorc¢ao caracteristico das nanoparticulas de prata.

Através da analise dessas bandas em termos de largura, posicao e formato é
possivel estabelecer uma conexdo com a frequéncia de ressonancia, as quais estao

relacionadas com o tamanho, a forma e a organizagéo das nanoparticulas de prata,
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além disso a variagdo dessas propriedades reflete em diferentes frequéncias de
ressonancia para nanoparticulas de mesma natureza (De Brito; Viana; Viana 2022).

As analises espectroscopicas do UV-Vis demonstram a formacido de
nanoparticulas de prata com picos de absor¢cao em aproximadamente 430 a 480 nm.
No espectro nota-se a formacéao e estabilizacido das nanoparticulas de prata em pico
maximo de absorc¢ao de 438 nm (Figura 15). Conforme Viana et al., (2021) as AgNPs
apresentam ressonancia plasmobnica de superficie caracteristica com pico de
absorcdo maxima em torno de 400 nm.

Esse resultado esta de acordo com as excitagdes do plasmon de superficie e
bandas de comprimento de onda maximo presente nos trabalhos de Rani et al. (2020).
Tal resultado também corrobora com o trabalho De Brito et al. (2019) para AQNPs com
formato esféricos e didmetro entre 10 e 20 nm com banda tipica no espectro de

absorcdo em torno de 400 nm e com solucdo amarelada.

Figura 17- Espectro de absorcao Ultravioleta Visivel das solugdes: Extrato Bauhinia forficata AQNPs +
citrato de sédio e extrato Bauhinia forficata + AQNPs + citrato de sédio
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Fonte: Autor (2023).

Segundo Ali et al. (2016) a adi¢ao de extrato de Camellia sinensis assim como
o extrato de Bauhinia forficata contribuiu para a estabilizagdo e formacao de AgNPs.
Nota-se na Figura 17 que o surgimento da banda ocorre apenas apos 72 horas com
intensidade baixa e uma banda larga. Esse resultado esta compativel com os estudios
de (Sena, 2019; Mittal; Chisti; Banerjee, 2013). A visualizacdo de mudancga de cor
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posterior a 72 horas para essa condigio favoreceu a partir de 24 horas a visualizagao
de banda na regido de 400 a 450 nm. Os picos em 260-280 nm correspondem aos
compostos flavonoides (Anouar et al., 2012) e compostos aromaticos, carboxilicos e
carbonilas presente no extrato (Weibel, 2021)

Na Figura 17 pode-se observar que as nanoparticulas de prata estabilizadas
em extrato aquoso de Bauhinia forficata, se mantiveram estaveis apds 1 dia e 7 dias
de sua sintese, tendo em vista que ndo houve deslocamento significativo das bandas
de absorcdo. A analise do espectro permite afirmar que nao foi observado diferenca
de intensidade entre os picos de absorcao e que o extrato aquoso de Bauhinia forficata
contribui para uma boa atividade como estabilizador das nanoparticulas de prata.
Essa evidencia concerne com os dados de Riaz et al. (2021) obtidas via biossintese.

As nanoparticulas sdo capazes de apresentar tamanhos e formas diferentes de
acordo com a sintese utilizada e no que se refere a agao bactericida e fungica das
nanoparticulas depende da sua dimenséao e forma geométrica. Conforme o espectro
Figura 15 o comprimento de onda de maxima absor¢do estd localizado em
aproximadamente 438 nm e isso evidéncia a formacdo de nanoparticulas de prata
polimdérficas (Noguez, 2007). De acordo com Anouar et al. (2012) o espectro de
absorcao Optica das nanoparticulas metalicas desloca para comprimentos de onda
maiores quando elas aumentam de tamanho.

No espectro UV-VIS (Figura 15) o extrato aquoso de Bauhinia Forficata
contribuiu para a sintese verde das nanoparticulas de prata esféricas. As
nanoparticulas de prata obtidas a partir da sintese verde mostram-se estaveis com o
tempo devido o deslocamento da banda para regides de maior energia e diminuigao
da intensidade da banda atribuido ao crescimento das nanoparticulas de pratas e
formacdo de modos vibracionais de plasmon associados as mudancas de forma e
tamanho das nanoparticulas (Gomes et al., 2020).

De acordo com a teoria de Mie, para nanoparticulas esféricas tem-se apenas
uma banda de ressonancia plasmbénica de superficie, enquanto particulas
anisotropicas tem-se duas ou mais bandas, dependendo do formato das particulas.
As nanoparticulas esféricas, discos e triangulares irdo fornecer um, dois ou mais picos
respectivamente (Sandhu; Shukla; Shukla, 2017).

Segundo os estudos de Song, Kwon e Kim (2019), o deslocamento da banda
plasmdnica para as regides com maior comprimento de onda esta relacionado com o

aumento do tamanho das nanoparticulas. No que se refere ao potencial
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antimicrobiano das nanoparticulas de prata estabilizada em extrato vegetal, o
tamanho das nanoparticulas esta diretamente relacionado com a execugdo da
biossintese consequentemente isso influencia na sua area de contato contra os
microrganismos, isto € quanto menor as particulas maiores sao as superficies de
contato e consequente elevada aderéncia e a possibilidade de ac&do antimicrobiana.

Esse resultado 438 nm (Amax) concorda com as analises espectrofotométrica de
Lemos et al., (2021) que apresenta espectros com picos de 412 nm a 422 nm, para
nanoparticulas de prata estabilizada em extrato de girassol Helianthus annus e picos
de 410 nm a 430 nm em extrato de cajueiro Anacardium occidentale (Viana et al.
2021), 450 nm em extrato de Acalypha wilkesiana (Dada et al. 2019) e intensidade da
absorcao ocorreu em 438 nm, a planta utilizada para obtencao do extrato foi a Psidium
Guajava.

A sintese verde das nanoparticulas de prata utilizando extrato vegetal é
possivel devido a planta apresentar compostos fotoquimicos capazes de contribuir
com a estabilizacdo das nanoparticulas de prata, No entanto essa estabilidade no
processo de sintese pode ser afetada por diferentes fatores tais como, pela espécie
do solvente ou pela quantidade de agentes redutores (Houllou et al., 2019). O método
de sintese verde além de ser um processo rapido e econdémico nao requer produtos
toxicos e ainda é compativel com produtos biomédicos de aplicagdo farmacéutica e

biotecnoldgica (Osuntokun; Onwudiwe; Ebenso, 2019).

4.2 ANALISE ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO POR TRANSFORMADA
DE FOURIER (FTIR)

A caraterizacdo estrutural do extrato da planta Bauhinia forficata e sua
interacdo com AgNPs foi realizada por FTIR espectroscopia na regido do
infravermelho. A analise revela padrbes caracteristicos de volatilidade dos materiais
isolados e dos materiais presentes na dispersao.

O extrato aquoso das folhas de Bauhinia forficata apresenta biomoléculas,
como alcaloides, flavonoides, terpenoides, esteroides, polissacarideos, compostos
fendlicos, acidos organicos, e proteinas relatado na literatura (Lourengo, 2021;
Jacomassi; Moscheta; Machado, 2017). As analises de infravermelho foram

realizadas para as seguintes amostras: AM1, AM2 e AM3, a fim de verificar a interagao
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das nanoparticulas de prata com o extrato aquoso vegetal. Os resultados dessa
analise estéo ilustrados na Figura 18.

Ainterpretacéo dos espectros foi realizada de modo a compreender a interacao
quimica do material com as biomoléculas presente no extrato vegetal. Ao comparar
0s espectros obtidos para as amostras é possivel notar picos carateristicos, os quais
se devem a presenga e auséncia de grupos funcionais de compostos organicos de
alcoois, proteinas, lipidios, carbonilas e compostos aromaticos.

Para AM 1 percebe-se picos significativos: 3367 cm™ 1619 cm™* 1033 cm™ para
AM2: 3414 cm™ 1626 cm™® 1393 cm™ 1031 cm™ para AM3: 3408 cm™ 1628 cm™ 1389
cm™ 1031 cm™ representados na Figura 16 O extrato aquoso AM1 apresenta bandas
de absorgéo nesta faixa de regido devido a presenga do grupo funciona -OH associado
representado por uma banda forte e larga 3367 cm'. A banda 3414 cm”' AM2 e a
banda 3408 cm™' AM3 também ¢é atribuida ao grupo funcional -OH sua intensidade
depende da concentracao.

Segundo Osuntokun, Onwudiwe e Ebenso (2019) essa banda é caracteristica
do grupo funcional hidréxi presente em agua, alcoois e compostos fendlicos. As
bandas na faixa 1619 cm™' AM1 1626 cm’' AM2 e 1628 cm’' AM3 se refere a
grupamentos carbonila de polifendis e essas bandas referem-se as vibragbes de

nucleos aromaticos.

Figura 18- Espectrofotometria na regiao do infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) do
extrato; AgNPs e extrato e AgNPs, extrato e citrato
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Conforme Osuntokun, Onwudiwe e Ebenso (2019) a presenga de uma ou duas
bandas adicionais de 1.650 cm” e 1.600 cm™ ocorre quando o grupo fenila é
conjugado com insaturagées ou mesmo ligado a atomos com pares de elétrons livres
comprovando a presenga de compostos fendlicos no extrato. As vibragdes de nucleos
aromaticos s3o atribuidas para essas bandas. A banda de 1.580 cm™ é intensa quando
o grupo fenila & conjugado com insatura¢gdes ou mesmo ligado a atomos com pares
de elétrons livres. A banda de 1.450 cm™ geralmente & obscurecida e a banda de
1.500 cm™’ é normalmente mais forte. As bandas estdo ausentes em alcenos
simétricos.

A presenca de uma ou duas bandas adicionais de 1.650 cm™ e 1.600 cm’’
ocorre em alcenos conjugados (Chayavanich; Thiraphibundet; Imyim, 2020). A banda
1393 cm™ e 1389 cm' referem-se a ligagdo C-O de acidos carboxilicos e aparecem
duas bandas de deformacgao axial, devido ao acoplamento da deformagao angular no
plano da ligagdo O-H e a deformacgéao axial de C-O (Viana et al., 2021). Ja os picos na
faixa 1033 cm™ e 1031 cm™ referem-se a ligagéo de ésteres insaturados e aromaticos
e duas bandas na faixa 1.300 cm™' entre 1.250 cm™ e 1.200 cm entre 1.050 cm™ e
éteres aromaticos e vinilicos duas bandas na faixa 1.200 cm™ entre 1.275 cm™ 1.020
cm™ entre 1.075 cm™ (Chayavanich; Thiraphibundet; Imyim, 2020).

O extrato, citrato e AQNPs apresentam banda fina, mas forte quando medida
em solucao diluida bastante semelhantes apresentando os mesmos picos e bandas
de absor¢ao com pequenas diferencas entre as intensidades. Essa banda é atribuida
para as AgNPs obtidas, as quais assemelharam bastante entre si sob o ponto de vista
dos espectros obtidos. O pico caracteristico mais intenso resulta da presenca de
compostos organicos como: alcoois, carbonilas e compostos aromaticos. Para
amostra 1: 3367 cm™ 1619 cm™* 1033 cm™' Para a amostra 2 os picos: 3414 cm™' 1626
cm™ 1393 cm™ 1031 cm -'. E para a amostra 3 os picos: 3408 cm™ 1628 cm™' 1,389
cm™ 1031 cm™' (Sena, 2019; Viana et al., 2021).

E possivel detectar o desaparecimento da banda em 1723 cm?v (C=0) e o
desaparecimento da banda em 1663 cm-! (na proporgdo & (OH) agua v (C = O)
proteina v (CN) anel aromatico 8). O mesmo desaparecimento em 1723 cm-1 foi
observado para dispersdo de AgNPs em pH 11,4. Além disso, a banda do élcool
associada ao 8(CO) deslocou-se ligeiramente de 1025 nm para 1032 nm apoés
irradiacdo em pH 11,4 e na amostra sem alteracdo de pH (Chayavanich;
Thiraphibundet; Imyim, 2020).
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Sem alteracdo do pH no extrato, o pico em 1723 cm™ (v (C = O) é destacado
na (Figura 18) e a forma em 1978 cm™ (proteina amida & (NH) & (CN)) desaparece
apos a irradiacdo. E quando AgNOz é adicionado a forma AgNP, entdo este
desaparecimento final ndo ocorre). Devido a altera¢ces pés-irradiacao na formacao e
dissolucédo de ligacbes, como resultado de diferentes estabilizacdes de agentes
redutores e/ou AgNPs contidos nestes extratos podem ocorrer oscilagdes (Osuntokun;
Onwudiwe; Ebenso, 2019).

Varios parametros podem interferir nas reagbes de sintese de AgNP verdes,
como a composicado e concentracdo dos extratos, a temperatura o tempo de sintese
e o pH do meio reacional. E provavel que os perfis acidos exibidos pelos extratos
sejam derivados da quantidade de compostos acidos extraiveis, como acido elagico,
acido mandélico e acido p-cumarico, nesta espécie (Brito et al., 2019; Sena, 2019). As
biomoléculas flavondides, saponinas e taninos foram encontrados condensados em
ambos os extratos. Isso confirmou estudo de Toledo et al. (2020), no qual beneficiar
esses trés tipos de compostos em alcool e extratos aquosos das folhas de Eugenia
involucrata.

Conforme observado, os extratos introduzem faixas de alta, média e baixa
intensidade entre 3200 e 1050 cm™. Como a faixa de maior intensidade na faixa entre
3.233 e 3.240 cm™ pode ser imputada ao estiramento do grupo hidroxila (-OH), e a
faixa de média intensidade na faixa entre 1.500 e 1.625 cm™ pode ser imputada a
agua que é um solvente utilizado para redispersar 0os extratos, mas é importante
ressaltar que bandas nesta area podem estar associadas a compostos fendlicos.
Estas caracteristicas corroboraram com os trabalhos de Da Costa e Silva Janior,
(2017) e Sena (2019) ao observar a interacdo das AgNPs com o extrato vegetal.

Na regido entre 2.977 2.983 cm?' é visualizada uma banda de baixa
intensidade, imputada ao grupo alquil (-CH) (Song; Kwon; Kim, 2010). Areas entre
1400 e 1300 cm* estdo associadas a grupos aromaticos. Ainda, observa-se banda de
baixa intensidade em ambos os extratos na regido de 1200 cm™, associada a acidos
carboxilicos (-C=0) (Sena, 2019). Ademais também se observa que ha diferenca na
intensidade da banda na regido de 1050 a 1070 cm™* entre os extratos, banda nessa
regido é atribuida a estiramento de alcoois secundarios (-C-OH) (Viana et al., 2022).

Esses resultados revelam biomoléculas contendo grupamentos alquilas,
carbonila, hidroxilas e compostos aromaticos, caracterizando estruturalmente

compostos fenolicos. Os espectros de ambos o0s extratos se assemelham ao
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apresentado por Pereira (2014), no extrato aquoso da infusdo das folhas da espécie,
onde atribuiu as bandas a compostos fendlicos.

Os compostos e grupos funcionais presentes nos extratos como: flavonadides,
alcaloides, taninos e saponinas atuam como agentes redutores e agentes
estabilizadores na reacdo de sintese contribuindo para a reducdo de Ag* a Ag° e

simultaneamente, atuam como agentes estabilizadores na reagdo (Xu et al., 2020).

4.3 ANALISE DO ESPALHAMENTO DINAMICO DE LUZ (DLS)

Os resultados obtidos através da analise por espalhamento dinamico de luz
(DLS) permitem compreender e estimar o didmetro hidrodindmico das nanoparticulas
presente na dispersao coloidal em decorréncia de seu movimento browniano. As
particulas menores se propagam em uma velocidade média maior em relagédo as
particulas maiores. Segundo o espectro de DLS as nanoparticulas de prata formadas
apresentam tamanho médio bimodal, isto é, as ‘populagdes de nanoparticulas
apresentam dois picos caracteristicos o de maior intensidade e o de menor
intensidade dado em unidades de diametro hidrodinamico proporcional a frequéncia
apresentada na Figura 19 e 20 (Machado et al., 2021).

O raio hidrodinamico calculado por (DLS) conforme Sandhu, Shukla e Shukla
(2017) geralmente € maior que o raio das nanoparticulas mensurado através de outras
técnicas de caracterizagao. Isso ocorre devido ao efeito de solvatagéo presente na
superficie das nanoparticulas. Essa solvatagao é formada pela presenga de ions em
solucdo que interagem eletrostaticamente com a nanoparticula resultando em uma
dupla camada elétrica envolta da nanomaterial (Meva et al., 2019).

As amostras de nanoparticulas de prata estudadas por experimento de DLS
relevam trés medidas distintas com diametros que variam do maior pico para o menor
pico de acordo com essas amostras. O angulo de medicao utilizado pelo equipamento
foi 90° isso favorece a medicdo em sistemas polidispersos, pois as particulas com
tamanhos entre 50 nm a 100 nm se encontram em equilibrio nessa condi¢do. A
concentragao da suspensao também é outro fator que pode influenciar nessa medida,
visto que uma concentragao elevada ocasiona espalhamento dindmico multiplo e isso
interfere diretamente nos resultados de DLS, isto € quanto maior a concentragao maior
o didmetro calculado (Subedi; Vijay; Willcox, 2018).



51

Através dos graficos observa-se que o tamanho médio das AgNPs obtido
através da analise DLS para as amostras: extrato (AM1), AQNPs com extrato (AM2) e
AgNPs com citrato de sédio (AM3) estdo em concordancia com os resultados
encontrados nos estudos de Sandhu, Shukla e Shukla (2017) em que tal
caracterizagcdo apontou AgNPs de tamanhos menores de acordo com aumento de

temperatura de sintese. As medidas do DLS para o extrato vegetal sdo apresentadas
na Figura 19.

Figura 19- Espectro de distribuicdo de tamanho em intensidade do extrato aquoso obtida por DLS
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Fonte: Autor (2023).

Conforme Santos et al. (2016) essa diferengca na frequéncia da luz incidente
sob a amostra também possibilita a construgcao e analise do espectro de distribuicao
de tamanhos das nanoparticulas presente na amostra como também a avaliagéo do
comportamento dessas nanoparticulas quanto ao solvente e no que se refere a
dissolucdo e aglomeragcdo. Na Figura 19 observa-se uma maior mudanga na
frequéncia das particulas menores em relagao as particulas maiores o tamanho variou
entre 0,34 nm e 8.510,56 nm.

Ao comparar com estudos de Meva et al. (2019) evidencia-se a modificagao
superficial das nanoparticulas. Segundo Viana et al. (2021) a presenga de uma
camada de cobertura na sintese de AgQNPs mediada por plantas, onde o extrato da
planta molda a nanoparticula durante seu crescimento tem um efeito na distribuicéo
de tamanho dessas nanoparticulas.

Estudos como de Sena (2019), Freire et al. (2018) os autores constataram que

a geometria das particulas influéncia nas medidas de DLS. As particulas nao esféricas
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com diametros maiores que 30 e 40 nm resulta em interpretagcdes equivocadas e
incompatibilidade com resultados de DLS e analise microscopica pois a largura dos
picos de DLS nao corresponde aos dados obtidos pela analise microscopica. Ao
discutir os resultados de analise das nanoparticulas de prata usando DLS é importante
considerar os seguintes pontos: o tamanho médio das particulas para que esteja
dentro da faixa esperada conforme as propriedades desejadas em funcédo da
aplicacao especifica. No que se refere a agdo antimicrobiana os dados estdo de
acordo com o (Meva et al., 2019). As medidas do DLS para as nanoparticulas de prata
em extrato vegetal pH > 10 sdo apresentadas nas Figura 20 e as medidas do DLS

para as nanoparticulas de prata com adi¢ao de citrato sdo apresentadas na Figura 21.

Figura 20- Espectro de distribuicdo de tamanho em intensidade de AgNPs e extrato obtida por DLS

35-
3.0
25-
E'l:l—-
1.5—1
1,0
0.5

0.0 1 | S

frequéncia %

T v T ¥ T - T N T
0 2000 4000 000 8000
diametro nm

Fonte: Autor (2023).

Figura 21- Espectro de distribuicdo de tamanho em intensidade de AgNPs e citrato obtida por DLS
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A analise a partir das flutuacdes de intensidade da luz espalhada em um
determinado angulo e volume fixo iluminado revela o tamanho a partir da velocidade
do movimento browniano das nanoparticulas. Nesse caso a relagdo matematica de
Stokes-Einstein considerando as particulas esféricas foi utilizada pelo equipamento
como modelo matematico para determinar o didmetro das particulas ao relacionar o
Dh que representa o didmetro hidrodindmico da nanoparticula, o Dt representa o
coeficiente de difusao encontrado pela espectroscopia de correlacédo dos fétons, o Kb
€ a constante de Boltzmann, T a temperatura e o n a viscosidade dindmica expresso

na equacgao 1 abaixo (Solomon et al., 2017).

Kb.T
Dh = Eq. (1)
3nnDt

O método de sintese é outro parametro que pode ser considerado ao analisar
os resultados. No que se refere ao processo de preparacdo de nanoparticulas, a
sintese verde € um método efetivo ao evitar o processo de aglomeragao e reatividade
da prata (Houllou et al., 2019). Segundo Sandhu, Shukla e Shukla (2017) o método de
sintese verde contribui para minimizar de maneira simultdnea o crescimento e a
distorcdo de tamanho e morfologia das nanoparticulas.

O diametro das AgNPs obtidos por rotas de sintese verde utilizando extratos
vegetais descrito por DLS fornece dados também referente aos extratos. No presente
trabalho, optou-se pela metodologia DLS para analisar ao AgNPs suspensas. Os
dados obtidos pela técnica mostrado na Figura 21, inclui uma avaliagdo do tamanho
das particulas na dispersao aquosa, bem como o diametro hidrodinamico, o qual
apresentou distribuicdo bimodal de acordo com o numero de classes, com maximos
de 35,03 nm e 50 nm, indicativo da presenca de duas populagdes de particulas
(Sandhu; Shukla; Shukla, 2017). A (Tabela 1) abaixo representa o raio hidrodinamico

das nanoparticulas.

Tabela 1- Tamanhos hidrodindmicos particulas.

AMOSTRAS SIZE HIDRODINAMICO Z-AVERAGE TAXA COUNT

AM1 2493 nm 3587 nm 300 Kcps

AM2 21,4 nm 47,0 nm 400 Kcps
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AM3 107,7 nm 62,3 nm 753 Kcps

Fonte: Autor (2023).

4.4 ANALISE DO POTENCIAL ZETA (PZ)

Ao analisar os resultados de medidas das cargas superficiais do extrato vegetal
e é possivel compreender a estabilidade coloidal do sistema. Alguns pontos
importantes sdo considerados como por exemplo: a estabilidade e o comportamento
das particulas. Quanto maior o valor absoluto do potencial Zeta, mais estaveis as
nanoparticulas. Os valores elevados de potencial Zeta costumam criar forte repulséo
eletrostatica entre as particulas, impedindo a aglomeragdo decorrente da falta de
forgas repulsivas (Lunardi et al., 2021). Neste sentido os valores obtidos para potencial
Zeta do extrato vegetal Bauhinia forficata sdo mostrados nos graficos abaixo. As
medidas do potencial zeta para o extrato aquoso de Bauhinia forficata estao

representados na Figura 22.

Figura 22- Espectro de potencial Zeta do extrato vegetal Bauhinia forficata obtida por DLS
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O potencial Zeta € uma medida que considera as distribuicbes de volume e
intensidade. De acordo com a grafico acima os valores de potenciais maiores que +30
mV e menores que -30 mV sdo associados a obtencdo de AgNPs mais estaveis
(Rodrigues, 2018). Segundo o grafico o ponto isoelétrico do nanocompadsito n&o varia
em relacdo a concentragao do extrato vegetal, presente nas amostras. Ao considerar
a estabilidade das amostras com relacao ao potencial Zeta maior que 30 mV nota-se
forte influéncia do pH nas amostras. Observa-se que o pH adequado quanto a
estabilidade sao aqueles maiores que 10. As solugcdes com o pH levemente acido em
torno de 6,0 a 6,8 apresentam boa estabilidade, faixa de pH ideal para a maioria dos
sistemas bioldgicos.

Em outras palavras o potencial Zeta correlaciona-se com a repulsao
eletrostatica entre particulas e estabilidade do sistema. A taxa de formacao de
agregados aumenta a medida que Zeta se aproxima de zero. Quando o valor do
potencial Zeta for inferior a -30 mV ou superior a +30 mV, a particula estara estavel
(Rodrigues, 2018). O grafico abaixo representa o potencial Zeta para as

nanoparticulas em pH maior que 10.

Figura 23- Espectro de potencial Zeta de AgQNPs pH<10 obtida por DLS
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O efeito do pH no meio exerce interferéncia na medida do potencial Zeta das
nanoparticulas de prata ao afetar a carga superficial das particulas, visto que, a
magnitude da repulsdo ou atragdo eletrostatica mede a estabilidade das
nanoparticulas. Tal estabilidade do sistema decorre do fato das nanoparticulas
formadas permanecerem em suspensao e nao se agregarem em particulas maiores,
além disso, ao entrarem em contato com o solvente, levam cargas elétricas em sua
superficie, criando um potencial elétrico. Em geral, os valores do potencial Zeta podem
mudar drasticamente com mudancas no pH, o que pode ser relevante para
determinadas aplicagdes.

O potencial Zeta pode ser analisado em varios solventes isso € importante, pois
a estabilidade coloidal das nanoparticulas pode variar dependendo do meio e reflete
na estabilidade do solvente. Em concordancia com esta pesquisa e com os estudos
de Salazar-Bryam et al. (2021) ao aumentar o pH da solu¢do, aumenta-se o potencial
Zeta. O potencial elétrico entre as nanoparticulas e a camada aquosa é apresentado
na Figura 24.

Figura 24- Esquema representativo do raio hidrodindmico e potencial Zeta para particulas esféricas
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Além dos aspectos de estabilidade coloidal, o potencial Zeta também fornece
informacdes sobre a potencial toxicidade das nanoparticulas de prata. Os valores
elevados de potencial Zeta podem indicar um baixo potencial de envenenamento

celular toxico, o que ¢é importante em aplicagcbes médicas e ambientais. A
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interpretacdo dos resultados deve ser considerada em funcdo de aplicagdes
especificas das nanoparticulas de prata (Yusuf et al., 2020) Ao realizar uma analise
do potencial Zeta, é importante considerar o tamanho médio das nanoparticulas de
prata, pois o as particulas pequenas podem se comportar de maneira diferente das
particulas grandes. O teste de potencial Zeta conseguiu demonstrar a estabilidade
das particulas obtidas durante o processo com valor de -39,75 mV, o que confirmasua
funcionalidade conforme os estudos de (Toledo et al., 2020).

Segundo Yusuf et al. (2020), os valores negativos obtidos para o potencial Zeta
podem ser decorrentes da adsorcdo de compostos bioativos como compostos
carboxilicos e fendlicos revestindo AQNPs na sintese com o extrato vegetal Bauhnia
forficata, além disso, a temperatura € um importante fator de estabilidade. O valor do
potencial Zeta das nanoparticulas aumenta com o aumento da temperatura. O grafico
abaixo mostra o potencial Zeta para as nanoparticulas com adicao de citrato de sddio.
As medidas do potencial zeta para nanoparticulas de prata com adi¢ao de citrato de
sédio (Figura 25).

Figura 25- Espectro de potencial Zeta de AgNPs com adigéo de citrato obtida por DLS
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O alto valor do médulo do potencial Zeta das AgNPs obtido juntamente com a
polidispersidade baixa a moderada nas analises DLS € uma evidéncia satisfatoria de
que essas particulas tém baixa tendéncia a agregar-se. A analise DLS com Potencial
Zeta também fornece informacdes sobre a distribuicdo de tamanho das
nanoparticulas.

As amostras de nanoparticulas geralmente podem conter particulas
subatdmicas de varios tamanhos. Compreendendo este parametro, a homogeneidade
da amostra pode ser estimada. A polidispersidade (PDI) € um parametro utilizado para
avaliar a distribuicdo de tamanho de AgNPs, esse valor varia de 0 a 1, e quanto menor
for, mais monodispersas e, portanto, mais homogéneas sdo as nanoparticulas (Toledo
2020 et,, al.).

Adistribuicao de tamanho das nanoparticulas é determinada a partir da relacao
entre a diferenga de frequéncia da luz incidente decorrente do espalhamento da luz
em diferentes intensidades e do PDI. Para Mendes (2015) a diminuicdo na
polidispersividade significa uma alta distribuicdo de tamanho de particula. Os valores
de PDI> 0,7 significa uma alta distribuicdo de tamanho de particula. De acordo com
os resultados as amostras analisadas estdo dentro de um PDI que é a média para a
distribuicao de AgNPs.

A polidispersidade € uma medida da uniformidade ou heterogeneidade das
particulas em relagdo ao seu tamanho. Quanto menor o valor da polidispersidade,
mais fechada é a amostra. Isto reflete a estabilidade coloidal das nanoparticulas em
suspensao e a sua capacidade de permanecerem uniformemente dispersas em
solucdo ao longo do tempo. Esta estabilidade coloidal € importante para a
compreensao do comportamento das particulas aglomeradas e da perda de suas
propriedades especificas. Ao analisar distribuicbes de tamanho de amostra, é
necessario gerar e ou identificar diferentes subpopulagdes dessas particulas (Garcia
et al., 2021).

Ao avaliar os valores de polidispersidade para determinar o quao uniforme é o
tamanho das particulas, é necessario relacionar a estabilidade coloidal em funcao da
idade das particulas (Mendes, 2015). A Tabela 2 apresenta a analise de PDI os
resultados indicam amostras de acordo com os resultados as amostras analisadas

estdo dentro de um PDI que € a média para a distribuicdo de AgNPs.
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Tabela 2 — Tamanho hidrodindmico e potencial Zeta das particulas.

AM1 AM2 AM3
Tamanho médio 2493 nm 21,2 nm 107,7 nm
Potencial Zeta -45,6 mV -32,1mV -31,5mV
PDI 3,0 1,5 0,5
Viscosidade 0,807 mPa.s 0,898 mPa.s 0,896 mPa.s

Fonte: Autor (2023).

As AgNPs apresentaram indice de polidispersidade (PDI) de 0,202, valor que
indica monodispersidade moderada. AQNPs formadas por sintese verde normalmente
apresentam um PDI moderado entre 0,3 e 0,5 (Mendes, 2015). O processo de
obtengcdo de AgNPs homogeneamente dispersos pode ser explicado pela
homogeneidade de suas propriedades fisico-quimicas dispersdes coloidais. Isto
permite que as propriedades do sistema resultante estejam diretamente relacionadas
as propriedades dos AgNPs individuais (Garcia et al., 2021).

Em termos de morfologia pode-se prever que as AgNPs formadas tém formato
esférico segundo suas caracteristicas e os valores UV-VIS obtidos. Conforme Duran
et al. (2018) mostram que AgNPs de até 100 nm de tamanho sao de preferéncia uma
forma esférica. O tamanho do AgNPs pode estar relacionado a aplicagéo pretendida.
O tamanho das nanoparticulas € proporcional a sua toxicidade, nanoparticulas
menores sdo mais toxicas devido a elevada area superficial.

Os valores do potencial Zeta, tamanho e indice de polidispersidade do AQNPS
mostrados na tabela abaixo. Conforme Dada et al. 2019 descreve o método de
biossintese como promissor para a sintese de nanoparticulas de prata a partir de
extratos vegetais como por exemplo Bauhinia forficata. Com base nos resultados
obtidos, percebe-se variagdes minimas em relagao as propriedades e caracteristicas
das AgNPs. Os valores de DLS, potencial Zeta e indice de polidispersidade se
mostraram estaveis e complementar na analise do tamanho das AgNPs. Na tabela 3

esta representado as inferéncias dos valores de PDI.
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Tabela 3 — PDI valores e caracteristicas

PDI Caracteristicas
0,00 a 0,05 Particulas produzidas como monodispersas
0,05a 0,08 Amostra quase monodispersa
0,08 a 0,70 Polidispersividade média
>0,70 Alto grau de polidispersividade

Fonte: Solomon et al. (2017).

4.5 ANALISE DA DIFRACAO DE RAIOS-X

A difracdo de raios X é o resultado da interferéncia construtiva entre os raios X
e a amostra. O comprimento de onda dos raios X utilizados € da mesma ordem de
grandeza que a distancia entre os atomos ou arranjo da estrutura analisada. Quando
um feixe de raios X incide sobre um material sélido, os elétrons associados a cada
atomo ou ion no feixe espalham parte desse feixe em todas as dire¢des e permite
investigacbes sobre a simetria cristalina, distancias interplanares e defeitos
estruturais.

A possivel estrutura cristalina e a presenga de nanoparticulas de prata
produzidas, foi avaliada a partir da analise de difracdo de raios X na Figura 26. A

amostra foi sintetizada a partir do extrato aquoso de Bauhinia forficata.
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Figura 26- Difratograma de raios-X das AgNPs preparadas por sintese verde
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Fonte: Autor (2023).

O padrao de difracao de raios X do precipitado obtido durante a eletrodeposicéo
de uma solugao de nitrato de prata 1mmol/L mostrado na Figura 26 evidencia que o
precipitado tem picos de difracdo em cerca de 38°, 44° e 68°, consistentes com o perfil
cristalografico de prata resultante da formacgao de AgNPs.

Os picos de intensidade em valores de 20 de 38°, 44° e 68° corresponde aos
niveis de prata 111, 200, 220 e 311.Tal confirmacgao é possivel por comparagdo com o
registro cristalografico da prata (JCPDS n° 00-004-0783).

Conforme Duran et al. (2018) o grande pico em 206 = 38° é caracterizado como
um pico indicando uma composigao fitoquimica que pode coexistir com AgNPs, isto é
interagdo do material com o extrato, porém, este pico e outros valores de 20 = 38°,
44° e 68° também foram identificados como a presenca de cloreto durante a sintese
ou fase (AgCl). Segundo Xu et al., (2021), esses picos resultam da reacao entre ions
prata e cloreto como etapa de sintese de nanoparticulas a partir da sintese verde
utilizando extratos aquoso de plantas identificados na literatura.

A partir da anadlise das propriedades fisico-quimicas, pode-se observar que
algumas das propriedades mais importantes das AgNPs podem ser moduladas pela
biossintese simplesmente alterando a origem do material vegetal e agente redutor. A
sintese a partir de outros agentes redutores que utiliza extrato aquoso de partes da
planta produz AgNPs com menor didmetro hidrodinamico, menor PDI com
propriedades mais homogéneas e maior médulo de potencial Zeta que implica em
maior estabilidade em relagcdo as AgNPs sintetizadas com outros agentes redutores.
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Isso reflete na difusdo de rotas sintética mais adequada para a biossintese de AgNPs
com tamanho nanométrico uniforme e estaveis (Magarelli; Pupe; Silva, 2021).

No padrao de difracdo mostrado na Figura 23 é possivel observar picos em um
angulo de 38°; 44°; 68° correspondentes aos planos cristalinos (11 1), (20 0), (2 2 0).
De acordo com a norma JCPDS 89-3722 os picos referem-se a superficie do sistema
cristalino prata centrada. Devido a pequena espessura formada na fina pelicula
decorrente do pequeno volume de material a interagao com a radiacéo de raios X é
bastante reduzida em comparacdo com materiais em pd resultando num sinal
espalhado e de baixa intensidade. Além disso, devido a mesma caracteristica o feixe
de raios X incidente pode passar pelo filme e interagir com o substrato causando uma

forte interferéncia no padrao de difracéo (Xu et al., 2021)

4.6 ENSAIO TOXICOLOGICO DO EXTRATO AQUOSO DA PLANTA

O ensaio de toxicidade frente as espécies Artemia salina demonstra a
sensibilidade da espécie aquatica em relagao as substancias toxicas ou atdxicas. A
avaliagao da atividade toxica do extrato aquoso de Bauhinia forficata frente a Artemia
salina foi realizada em quintuplicata em concentracdes diferentes conforme o Quadro

abaixo.

Figura 27- Quadro 1 - DL50 concentragdo 1000 ug/mL e taxa de mortalidade

Concentragdes (g/Ml Controles

1000 750 500 250 200 100 50
Amostras| pg/Ml pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL | ug/mL | CN cP
T1 5 7 10 10 10 10 10 10 0
T2 10 10 9 10 10 10 10 10 0
T3 5 9 10 10 9 10 10 10 0
T4 5 8 9 9 10 10 10 10 0
T5 10 9 9 9 10 10 10 10 0
N 35 43 47 48 49 50 50 50 0
n_ 15 7 3 2 1 0 0 0 50
%(n) 7 8,6 9,4 9,6 9,8 10 10 10 0
x(n_) 3 1,4 0,6 0,4 0 0 0 0 10
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‘n_(%)‘30‘14‘6‘4‘2‘0‘0‘0‘100‘

Fonte: Autor (2023).

Onde: n: vivos; n_: mortos; X: vivos X_:mortos; %n_: taxa mortos.

O controle positivo K2Cr.04 dicromato de potassio apresentou uma DLso menor
que 1000 pg/mL, e o controle negativo contendo apenas solugéo salina exibiu DLsg
maior que 1000 pg/mL. Em relagéo a taxa de mortalidade na concentragéo de 1000
pMg/mL 30% das Artemias salinas morreram e na concentragao de 750 ug/mL 14%, ja
na concentragdo de 500 pg/mL a taxa de mortalidade foi de 6%. Esse fato evidencia
a concordancia ao limite de 1000 ug/mL com no minimo 50% das espécies mortas,
visto que a toxicidade do material em relagao a taxa de mortalidade considera o extrato
atoxico nessa concentragao maxima de 1000 ug/ml. Para todas as fra¢des obtidas do
extrato aquoso da planta Bauhinia Forficata a DLso foi superior a 1000 ug/mL e em
nenhuma das concentragdes testadas foi verificada a mortalidade das Artemias
salinas.

Observa-se que tanto o extrato aquoso quanto as fragcbes apresentaram
DLs0>1000ug mL™". Segundo a OMS séo classificados como materiais toxicos, os que
apresentam DLso<1000ug mL-! e atoxicos os que apresentam DLso>1000ug mL™". De
acordo com Meyer et al. (1982) esse parametro aplica-se a espécie Artemia salina.
Os testes de toxicidade séo elaborados com objetivo de avaliar ou prever os efeitos
toxicos em sistemas biologicos e dimensionar a toxicidade relativa das substancias
(Mendes, 2015). O fluxograma (Figura 27) abaixo representa a dose letal para uma
determinada populacdo conforme a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA).

Figura 27- Fluxograma DL50

[ DLg,<1000pg mL™ ] » [ DL50 ].[ DL;,>1000pg mL™ ]

Fonte: Autor (2023).

Os ensaios realizados frente Artemia salina revelam que as fragdes obtidas do

extrato aquoso e solugcdo salina, apresentaram baixa taxa de mortalidade nas
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concentragdes estudadas, indicando atoxicidade das fragdes; representado na Figura

28 abaixo.

Figura 28- Grafico da variacao entre as médias de vivos e mortos

VARIACAO ENTRE AS MEDIAS
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1000 750ug/mL 500pg/mL 250pug/mL 200ug/mL 100ug/mL 50 pg/mL CN CpP
pg/mL

Fonte: Autor (2023).

A Figura 28 confere uma ideia de n&o toxicidade pois as fragbes do material
sdo considerados ndo téxicos em DLsg acima de 1000 ul.mL" frente as espécies
aquaticas Artemia salina (Nguta et al., 2011).

Os compostos organicos de origem vegetal geralmente sao toxicos frente a
Artemia salina, dessa forma a sua taxa de mortalidade pode ser utilizada como um
teste pratico e versatil capaz de estabelecer um parametro de toxicidade do material
analisado, a fim de estabelecer uma correlagéo entre a atividade toxica do material
analisado a essa espécie aquatica, confirmando assim a sua sensibilidade e
versatilidade em estudos de toxicidade bem como atividade antimicrobiana, além de
ser considerado um bioensaio simples e de baixo custo (Lima et al., 2011).

O ensaio de toxicidade frente as espécies de Artemia salina revela um método
alternativo para a determinacdo da toxicidade, pois demonstra a sensibilidade da
Artemia salina a diversas substancias toxicas (Nguta et al., 2011). Este ensaio
toxicologico comumente utilizado para detectar o potencial biolégico a partir da analise
de toxicidade de extratos vegetais e compostos quimicos (Lima et al., 2011).
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Segundo Ali et al. (2016) relataram os mecanismos de toxicidade de
nanoparticulas, ligagdo membrana celular cujas propriedades mudam, danos ao
material genético do patdgeno e, finalmente, interagdo ibnica prata e proteinas
contendo tiol da parede celular que causam disfungéo. Entretanto, Lima et al. (2011)
descrevem que um dos principais mecanismos de toxicidade €& a producido de
espécies reativas de oxigénio, o que leva estresse oxidativo e diversas formas de

inibicao celular.

4.7 TESTE DE ATIVIDADE ANTIMICROBIANA AgNPs

Na pesquisa foram analisados a ag¢ao antibiética do nanomaterial formado por
nanoparticulas de prata estabilizadas em extrato aquoso de Bauhinia forficata contra
as cepas testadas Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Candida albicans. Os
halos de inibi¢ao foram analisados em placa de Petri pelo método de difusdo do pogo

conforme a Figura 29 e a Tabela 4 a seguir.

Figura 29- Teste de difusdo em pogos contendo solugdes testes contra Staphylococcus aureus (A),
Escherichia coli (B) e), Candida albicans (C)

S. aureus _—== . C. albicans

Fonte: Autor (2023).

Tabela 4- Amostra do material frente as culturas testadas

Staphylococcus | Escherichia coli | Candida albicans

Solucgao teste aureus

Extrato (AM1) 20 mm Omm 0 mm
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Nanoparticula (AM2) 38 mm 22 mm 28 mm
Extrato/nanoparticula 36 mm 21 mm 28 mm
(AM3)

Fonte: Autor (2023).

AgNPs apresentaram atividade microbicida contra Staphylococcus aureus e
Escherichia coli. Estes resultados confirmam a informacé&o disponivel na literatura de
que a atividade antibacteriana foi eficaz contra estes dois microrganismos. Embora
varios estudos indiquem que a categoria gram-positiva néo € tao sensivel aos efeitos
das AgNPs quanto as bactérias gram-negativas, devido a diferengas na interagédo com
a parede celular bacteriana (Sukri et al., 2019).

A susceptibilidade bacteriana consiste em testes e analises capazes de medir
a sensibilidade antimicrobiana, isto € a sensibilidade de bactérias aos antibidticos,
bem como nanoparticulas de prata (Rani et al., 2020).

Esse procedimento possibilita ndo s6 a identificacido do antibidtico adequado
como também novas possibilidades de tratamento do paciente através de
nanoparticulas por exemplo. Dessa forma pode-se analisar e classificar os
organismos patogénicos que causam infecgdes e assim impedir o seu
desenvolvimento. Diante disso € possivel medir o grau de resisténcia com precisao e
exatidao para que se possa intervir na proliferagdo dos patégenos antimicrobianos.

A amostra 1 contendo o extrato puro apresentou-se eficaz na inibicdo do
crescimento da Staphylococcus aureus, formando um halo de inibicdo de 20mm
(médias das 3 repetigdes), entretanto AM1 ndo houve formacdo de halo para as
espécies Escherichia coli e Candida albicans. Na amostra 2 contendo nanoparticula
mostrou-se eficaz na inibicdo do crescimento de todos os microrganismos testados,
sendo que as médias das trés repeticdbes dos halos formados € de 38 mm para
Staphylococcus aureus, 22 mm para Escherichia coli e 28 mm para Candida albicans.

Na amostra 3 contendo extrato e nanoparticula também foi eficiente na inibigao
do crescimento dos trés microrganismos, apresentando as seguintes médias: 36 mm
para Staphylococcus aureus, 21 mm para Escherichia coli e 28 mm para Candida

albicans na (Tabela 5)
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Tabela 5 - Média do halo teste triplicata: Cepas dos microrganismos e halos de inibigéo de
crescimento microbiano frente AQNPs

Staphylococcus | Escherichia coli Candida

Solugio teste aureus albicans

ATCC25923 ATCC25922 ATCC10231
Extrato (AM1) 20 mm Omm 0 mm
Nanoparticula (AM2) 38 mm 22 mm 28 mm
Extrato/nanoparticula (AM3) 36 mm 21 mm 28 mm

Fonte: Autor (2023).

A atividade antimicrobiana das AgNPs foi evidenciada pelo aparecimento dos
halos de inibicdo em placas de Petri com cultivo de 36 mm para Staphylococcus
aureus, 21 mm para Escherichia coli e 28 mm para Candida albicans. Foram testados
volumes da solugédo contendo as AgNPs. O tratamento controle consistiu em agua
destilada ilustra o resultado do teste de inibicao antimicrobiana das nanoparticulas
sintetizadas pelo método de sintese verde a partir da aliquota que apresentou.

As bactérias podem ser classificadas como gram-positivas qualificadas por
apresentar coloragao azul apos aplicagao de substancias quimicas e submissao a
solventes especificos, tal processo denominado coloracdo de gram. As bactérias
classificadas como gram-negativa adquire coloragdo vermelha. Esse processo
depende da constituicdo quimica da parede celular da bactéria. Esta coloracao
permite distinguir a variedade e tipos de bactérias e principalmente sua parede celular
em termos de complexidade e ou quantidade de peptideoglicanos principal
componente da parede celular bacteriana. Essa diferenciacdo causa tipos diferentes
de infecgdes e tipos diferentes de antibidticos sdo eficazes contra elas (Rani et al.,
2020).

As nanoparticulas de prata apontaram boa atividade antimicrobiana contra
duas espécies de bactérias testadas e uma espécie fungica. A maior atividade
bactericida se deu frente a bactéria gram-positiva na cepa Staphylococcus aureus. As
bactérias gram-positivas se mostram bastante resistentes aos antibioticos. A bactéria
Staphylococcus aureus é resistente a meticilina um tipo de penicilina, além disso é
resistente a maioria dos antibidticos relacionados a penicilina. As cepas de bactérias

gram-positivas geralmente estdo envolvidas em infecgdes adquiridas em


https://www.msdmanuals.com/pt-br/casa/infec%C3%A7%C3%B5es/infec%C3%A7%C3%B5es-bacterianas-bact%C3%A9rias-gram-positivas/infec%C3%A7%C3%B5es-por-staphylococcus-aureus#v38708407_pt
https://www.msdmanuals.com/pt-br/casa/infec%C3%A7%C3%B5es/infec%C3%A7%C3%B5es-bacterianas-bact%C3%A9rias-gram-positivas/infec%C3%A7%C3%B5es-por-staphylococcus-aureus#v38708407_pt
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estabelecimentos de saude e podem causar infecgbes adquiridas na comunidade
(Gomes et al, 2020).

A menor acéo antimicrobiana das AgNPs contra a Escherichia coli em relagéo
a Staphylococcus aureus pode ser atribuida a sua estrutura quimica da parede celular
formada por diferentes camadas de polipeptideoglicanos, enquanto as bactérias gram-
negativas apresentam uma membrana extrena denominada de periplasma contendo
camadas de lipopolissacarideos, os quais lhes da maior protegcao contra acdes
externas (Oliveira; Paula, 2021).

E importante destacar que a disposicdo estrutural da parede celular da
bactéria tem influéncia sobre o mecanismo bioquimico responsavel pela interagao e
adsorgao das nanoparticulas de prata em suas células, isto €, o mecanismo de acao
é influenciado pela composi¢ao da membrana celular dos microrganismos (De brito;
Viana; Viana, 2022). Este fato sugere que a maior concentragao de nanoparticulas
de prata reverte os mecanismos de defesa bacteriana, ao passo que oferece melhor
resposta antimicrobiana.

A concentragdo minima inibitéria (CMI) é definida como a menor concentragéo
em pg/mL-" do agente antimicrobiano, no qual foi observada a inibigdo de crescimento
do microrganismo em condi¢gbes padronizadas (Magarelli; Pupe; Silva, 2021). Os
ensaios foram realizados em triplicata. As nanoparticulas de prata apresentaram
atividade antimicrobiana pelo método de difusdo em pogo contra Candida albicans,
Escherichia coli e Staphylococcus aureus, com halos de inibigdo variando de 28 a 36
mm conforme a tabela 4.

A atividade antimicrobiana das nanoparticulas provavelmente ocorre através
do mecanismo de ancoragem na parede celular bacteriana em seguida tem-se a
interagdo com a membrana celular do microrganismo causando lise celular ou
producédo de radicais livres e liberagado de ions de prata que interagem com o grupo
tiol de enzimas vitais inativando-as (Mittal; Chisti; Banerjee, 2022).

As acgoes antibacterianas das AgNPs sugerem também estarem associadas as
substancias bioativas, como os flavonoides e polifendis presentes no extrato vegetal
contendo compostos bioativos capazes de inibir varios microrganismos. Considerando
os elementos que compdem o extrato de Bauhinia forficata, citrato de sédio e
nanoparticulas de prata, permite levantar a hipétese de que a atividade antimicrobiana
observada na pesquisa seja potencializada pelo sinergismo das substancias bioativas
que compdem a solugao (Freire et al., 2018).
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Dessa forma, além do efeito antimicrobiano do extrato de Bauhinia forficata
frente a bacteria Staphylococcus aureus subtende-se a hipdtese que o seu uso
conjuntamente com as nanoparticulas de prata possa apresentar também efeito
modulador positivo sobre elas, melhorando sua performance na atividade
antimicrobiana. Bezerra et al., (2019) por sua vez relacionaram a atividade bactericida
significativa contra Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Candida albicans. No
estudo de Pereira et al. 2014, foi demostrado também efeito modulador significativo
de antibidticos no combate a Escherichia coli. Devendo realizar novos testes com
novas concentragdes ampliando a possibilidade de agado das AgNPs.

Conforme estudos Balasooriya et al. (2017) encontrou significativa atividade
antimicrobiana contra uma ampla gama de linhagens bacterianas e fungicas, sendo
muito eficiente para inibicdo de Staphylococcus aureus. Ja Hosny et al. (2017)
observou que as AgNPs sintetizadas foram mais ativas contra as bactérias gram-
negativas testadas do que as gram-positivas em relagdo aos fungos. A espécie de
fungo Candida albicans causa infecgbes invasivas associadas geralmente a
internagao de longa duragao e apresenta alta taxa de mortalidade, além do aumento
no custo hospitalar. A aplicacdo das AgNPs sobre o fungo Candida albicans também
apresentou inibigdo positiva da levedura (Bezerra et al., 2019).

Esses resultados estdo em concordancia com registros na literatura. No estudo
de Mittal, Chisti e Banerjee (2013), foi demonstrado que as AgNPs sintetizadas por
(Aspergillus flavus Link 1809) inibiram o crescimento contra Candida albicans,
Escherichia coli e Staphylococcus aureus. Além disso, a investigacdo de Rani et al,
(2017) também evidenciou que as AgNPs obtidas por rota de sintese verde
apresentaram efeito antimicrobiano e inibiram a agdo desses microrganismos (Venu
et al., 2011; Oskuee et al., 2016).

A sintese verde de AgNPs a partir de extratos naturais realizada via rota
sintética verde € uma técnica que possui muitas vantagens sobre outros métodos de
sintese, além de serem considerados potenciais agentes antifungicos e
antibactericidas biocompativeis, baixa toxicidade e econdmicos utilizando
nanoparticulas de prata sintetizadas a partir de materiais naturais e por apresentarem

excelentes agbes antimicrobianas (Balasooriya et al., 2017; Hosny et al., 2017).
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5. CONCLUSAO

Em vista dos resultados apresentados compreende-se que as nanoparticulas
de prata preparadas pelo método de sintese verde apresentaram caracteristicas
significativas. O material sintetizado exibe coloragdo amarelada, pico de absorgéo
maxima de 438 nm, pico de difragdo maximo em 38° além disso, didmetro
hidrodinamico de 21,2 nm e potencial zeta 32,1 mV dados caracteristicos de
nanoparticulas de prata eletronicamente estaveis. O material apresentou baixa
toxicidade e acdo antimicrobiana efetiva frente aos microrganismos resistentes
testados: Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Candida albicans com halos de
inibicdo que representam o efeito do material aos patégenos.

Portanto, as nanoparticulas de prata podem ser utilizadas como materiais
inovadores e acessiveis no tratamento alternativo ou integrante de infecgdes néo
trataveis pelos antibidticos convencionais, a fim de combater a resisténcia
antimicrobiana. As nanoparticulas de prata estabilizadas em extrato aquoso vegetal
conferem um melhoramento ao nanomaterial em termos de baixa toxicidade, menos
danos ao meio ambiente e funcdes terapéuticas da planta. E pertinente a comunidade
cientifica desenvolver mais pesquisas sobre a funcdo desse material, bem como sua

utilizacdo na composigao de biomateriais.
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