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RESUMO

As téenicas fisicoquimicas utilizadas tradicionalmente na sintese de nanoparticulas metdlicas
(NPMs) envolvem solventes toxicos e a geracdo de residuos potencialmente nocivos a satide e
ao meio ambiente, limitando em diversas circunstancias o seu amplo uso em aplicagdes
biomédicas. Diante desse quadro, surge grande interesse na busca por rotas alternativas de
sintese mais seguras € com menor impacto ao meio ambiente. A sintese verde de NPMs visa a
utilizacdo de organismos biolégicos, ou partes deles (como 6rgdos, tecidos, células ou
biomoléculas), como substituintes de reagentes quimicos toxicos nas reagdes de sintese de
nanocompostos, apresentando-se como uma alternativa sustentdvel. O presente projeto propos
sintetizar nanoparticulas de prata (AgNPs) por rotas de sintese verde utilizando o extrato
aquoso proveniente das folhas de Brosimum gaudichaudii Trécul (Moraceae), uma planta
abundante no cerrado brasileiro. O aperfeicoamento dos parametros e condi¢des da sintese foi
realizado visando a obtencdo de nanoparticulas com caracteristicas almejiveis de
monodispersividade e estabilidade em suspensdo coloidal, além da caracteriza¢do quanto aos
parametros morfoldgicos e fisicoquimicos. Apds otimizacido das condi¢des de sintese, foram
obtidas AgNPs com o didmetro médio de aproximadamente 21 nm e potencial Zeta de -30
mV. A formacdo eficiente de AgNPs foi dependente de parametros do processo, como
concentracdo do extrato, pH inicial da reacdo e presenca/auséncia de surfactantes. O extrato
de B. gaudichaudii atuou na biorreducdo e no recobrimento das NPs e verificou-se que o
periodo de coleta das folhas (inverno ou verdo) influenciou diretamente na taxa de sintese das
particulas e nas suas caracteristicas morfoldgicas e fisicoquimicas. A cinética de formacgado das
AgNPs, monitorada por microscopia de forca atdmica, descreveu a nucleacio e crescimento
das AgNPs, comecando com o surgimento de duas populacdes que, ao longo do tempo,
aumentaram de tamanho e formaram uma unica populagdo. Também foi avaliado o perfil de
dissolucdo das AgNPs em meio salino e observou-se que nas condi¢des testadas elas nao
sofrem o processo de dissolucdo. Ensaios de viabilidade celular mostraram que as AgNPs
sintetizadas apresentaram atividade citotoxica dependente da sua concentracgio, € comparaveis
a acdo da prata livre, para as linhagens de células eucariéticas tumorais MCF-7 e ndo tumorais
NIH3T3. A sua atividade antibacteriana em Escherichia coli foi dependente do periodo de
coleta das folhas da planta e ndo houve atividade antiftingica em ensaio com a levedura
Saccharomyces cerevisiae. Adicionalmente, as AgNPs foram aplicadas na constru¢cdo de um
nanobiossensor a base de grafeno com o objetivo de possivelmente potencializar o sinal
eletroquimico e os resultados preliminares indicam que, embora a capacidade de deteccao do
dispositivo seja promissora, as AgNPs ndao aumentaram a condutividade elétrica do sensor
devido a formacdo de artefatos no dispositivo e estudos futuros sao necessdarios. Todas as
etapas desse trabalho foram realizadas para que as AgNPs obtidas por essa rota consistissem
em um material de interesse no desenvolvimento de novos produtos nanotecnolégicos com
bases sustentdveis. O processo de sintese apresentou uma alta reprodutibilidade e estd de
acordo com os principios da quimica verde, apresentando-se como uma alternativa
sustentavel, eco-amigdvel, de custo baixo e biocompativel na sintese de AgNPs.

Palavras-chave: Sintese verde com plantas, Brosimum gaudichaudii, nanoparticulas de prata.



ABSTRACT

The physicochemical techniques traditionally used in the synthesis of metallic nanoparticles
(MNPs) involve toxic solvents and the generation of residues potentially hazardous to health
and to the environment limiting their use in biomedical applications. Therefore, great interest
arises in the search for safer and eco-friendly alternative routes for MNP synthesis. The green
synthesis of MNPs aims to utilize biological organisms, or parts of them (such as organs,
tissues, cells or biomolecules), as substitutes for chemical toxic reagents as a sustainable
approach in the synthesis of nanomaterials. The present work aims to greenly synthesize
silver nanoparticles (AgNPs) using the aqueous extract from the leaves of Brosimum
gaudichaudii, a plant abundantly present in the Brazilian Cerrado vegetation. The synthesis
parameters optimization was performed in order to obtain nanoparticles with the desired
properties of monodispersity and colloidal stabillity and the AgNPs were also characterized
concerning its morphological and phisicochemical properties. After the synthesis conditions
optimization, AgNPs showed an average diameter of approximately 21 nm and a Zeta
potential of -30mV. The efficient AgNPs formation was dependent on the synthesis
parameters, such as extract concentration, inicial pH of the reaction and the presence of
surfactants. The leaf extract of B. gaudichaudii was responsible for the metal reduction and
capping of the nanoparticles. It was also verified that the season when the plant leaves were
harvested (winter or summer) had a major influence in the particle synthesis rate and in its
morphological and physicochemical characteristics. The AgNPs formation kinetics, evaluated
by atomic force microscopy, described the AgNPs nucleation and growth, starting with two
particle populations that, trough time, increased in size leading to the formation of only one
particle population. The particle dissolution profile in saline solutions was also evaluated and
the data showed that the AgNPs do not dissolve in saline media. Cell viability assays revealed
that the AgNPs citotoxic activity was concentration-dependent and comparable to that of
silver nitrate with breast cancer cells (MCF-7) and normal cells (NIH3T3). Their
antimicrobial activity in Escherichia coli was dependent on the season when the leaves were
collected and the AgNPs showed no antifungal activity against Saccharomyces cerevisiae.
Furthermore, the synthesized AgNPs were utilized in the assembly of a biosensor aiming to
enhance its electrochemical signal and the preliminary results indicated that the biosensing
system had a promising detection range, but the AgNPs did not enhance the electrical
conductivity due to the formation of artifacts in the device and further studies are necessary.
All the stages of this study were performed aiming that the AgNPs synthesized through this
route would consist in a material of interest in the development of new nanotechnological
products with a sustainable approach. The synthesis process is in accordance with the green
chemistry principles, presenting itself as a sustainable alternative, eco-friendly, biocompatible
and low cost alternative for AgNP synthesis.

Keywords: Green synthesis using plants, Brosimum gaudichaudii, silver nanoparticles
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1 INTRODUCAO

A palavra nano (termo grego: ando) € um prefixo utilizado no sistema métrico para
representar um fator de 10, que se refere a um bilionésimo de alguma medida. Um material é
classificado como em nanoescala quando ele possui pelo menos uma de suas dimensdes
ocorrendo na faixa entre 1 e 100 nandmetros (nm). Devido a essa faixa de tamanho, os
materiais adquirem propriedades fisicoquimicas novas quando comparados aos seus
equivalentes macroestruturados. A Nanociéncia compreende o estudo interdisciplinar de
nanoestruturas e dessas novas propriedades e a Nanotecnologia é o setor que faz uso desses
conhecimentos para desenvolver novos materiais e dispositivos.

As ideias por trds dos conceitos que originaram os termos Nanociéncia e
Nanotecnologia surgiram com a palestra “Hé& muito espaco 1a embaixo”, proferida pelo fisico
Richard Feynman no encerramento do encontro da Sociedade Americana de Fisica, na
Caltech, em 1959. Nessa palestra ele aponta a manipulacdo e controle da matéria em pequena
escala como o futuro da ciéncia (Feynman, 2011). Em 1981, suas previsdes se concretizaram
com o desenvolvimento do primeiro microscopio de corrente de tunelamento, que permitiu a
visualizacdo e manipulacido de dtomos individuais, o que deu inicio a Era da Nanotecnologia
Moderna conhecida atualmente.

Apesar de ser uma drea da ciéncia relativamente nova, o uso das propriedades de
materiais em nanoescala ocorre ha séculos. O exemplo mais cldssico é a Taca de Lycurgus
(Fig. 1), feita pelos Romanos em 400 D.C., que apresenta coloracdo verde e, quando
iluminada por dentro, adquire uma cor avermelhada. Sabe-se hoje em dia que o vidro dessa
taca contém nanoparticulas (NPs) de prata e ouro, cujo tamanho em nanoescala produz a
variagdo na cor do vidro. Esse efeito também pode ser observado em diversos vitrais europeus

produzidos durante o periodo medieval.
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Figura 1: Taga de Lycurgus sob diferentes iluminacdes. Fonte: Curadores do Museu Britanico.

1.1 NANOPARTICULAS METALICAS

A sintese de NPs foi realizada de modo intencional pela primeira vez em 1857, quando
o fisico e quimico Michael Faraday produziu nanoparticulas de ouro (AuNPs) dispersas em
suspensdo coloidal. As NPs sdo estruturas que possuem pelo menos 50% da sua populacao
(em niimero) com pelo menos uma de suas dimensdes entre 1 ¢ 100 nm (European Comission,
2011). As NPs tém gerado muito interesse em virtude de apresentarem propriedades fisicas,
quimicas e/ou bioldgicas tnicas, em comparag¢do a particulas macroestruturadas. Devido ao
seu tamanho em nanoescala, a razdo entre a drea de superficie e o volume das NPs aumenta,
fazendo com que as elas se tornem mais reativas. Adicionalmente, podem surgir
comportamentos eletronicos e Opticos diferenciados, devido ao confinamento eletronico,
caracteristica proeminente nas nanoparticulas metdlicas (NPMs).

Essas propriedades unicas e a reatividade das NPs sdo dependentes de diversos fatores,

ilustrados na figura 2, entre eles: a composicdo quimica; a concentracdo e o estado de
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agregacao; o tamanho, que estd diretamente ligado a sua reatividade devido a razdo volume-
area de superficie; a forma, relacionada também com a &rea de superficie e com a
condutividade da NP; e o recobrimento da NP, que vai moldar a sua interagdo com o meio
externo (Grassian, 2008).

Particularmente, as nanoparticulas de prata (AgNPs) apresentam um intenso pico de
absorcao de radiacio eletromagnética nos comprimentos de onda entre 400-500 nm devido a
sua ressonancia plasmonica de superficie (fendmeno que envolve a excitagdo coletiva de
elétrons em um metal). Esse pico ocorre quando a frequéncia do campo magnético se torna
ressonante com o movimento desses elétrons. Devido a esse fato, observa-se uma variacdo de
cor caracteristica em uma dispersdao de AgNPs, de marrom avermelhado a marrom escuro, de

acordo com o tamanho das NPs produzidas e com a composi¢io do meio em que elas estao
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Figura 2: Principais fatores relacionados com as propriedades tnicas apresentadas pelas nanoparticulas. Fonte: a

-

prépria autora.



19

1.1.1 Aplicacoes

As NPMs possuem aplicacdes nanotecnoldgicas nos mais diversos campos, como na
medicina diagndstica (biossensores de alta eficiéncia, imagem); farmdcia (sistemas de entrega
de farmacos, cosméticos); industria alimenticia e téxtil (embalagens e roupas com
propriedades antimicrobianas); energia (paineis solares); biorremediacdo, entre outros (Kumar
e Yadav, 2009; Thirumurugan e Dhanaraju, 2011; Ingale, 2013).

Além de aplicagdes no campo terapéutico com acgdo direta sobre células alvo (como
células tumorais), NPMs podem também ser utilizadas para o desenvolvimento de
nanobiossensores, dada sua facilidade de acoplamento a moléculas bioldgicas, possibilitando
deteccdo rapida e facil (Mancebo, 2009).

Um biossensor € um dispositivo capaz de responder de forma seletiva a presenca de
um analito particular, por meio de uma interacdo quimica, que consiste em duas etapas: o
reconhecimento quimico, cuja interacdo gera um sinal passivel de deteccdo e a amplificacdo
deste sinal. Esse dispositivo € constituido por dois elementos basicos (Fig. 3): um elemento de
reconhecimento bioldgico (ERB) integrado a um elemento transdutor, o qual traduz a ligacao
do ERB ao analito de interesse a um sinal, o qual pode ser detectado, permitindo a
determinacdo qualitativa ou quantitativa desse analito (Mancebo, 2009).

Dentre os modos de deteccdo, destacam-se a absorbancia, a fluorescéncia, a
eletroquimica, espectroscopia Raman, espectrometria de massa, entre outros. Particularmente,
os biossensores eletroquimicos sdo compactos, praticos, econdmicos €, a0 mesmo tempo,

podem apresentar sensibilidade e precisdo altas.
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Figura 3: Principais elementos que constituem um biossensor. Fonte: a propria autora.

Nanoparticulas metélicas, em especial as de ouro e prata, tém sido amplamente
utilizadas com sucesso na constru¢do de nanobiossensores devido as suas propriedades
eletrOnicas, Opticas e espectrais unicas, além de serem facilmente funcionalizdveis e
apresentarem uma grande drea de superficie (Doria et al., 2012). Essas NPs podem atuar com
eficiéncia tanto no biorreconhecimento, devido a sua maior drea de superficie, como na
transducdo do sinal (Ingale, 2013). Dentre os tipos de biossensores elaborados com NPMs,
podem-se citar os nanobiossensores para diagndstico que sdo utilizados para deteccdo de
patdgenos, proteinas, DNAs; nanossondas para imageamento in vivo, rastreamento de células
e monitoramento de doengas e terapia (Doria et al., 2012).

As NPMs tém sido utilizadas em biossensores eletroquimicos para aumentar a
transdu¢@o do sinal eletroquimico devido as suas propriedades condutoras, constituindo-se
numa abordagem favorivel para aumentar o desempenho desses sistemas quanto a
estabilidade, sensibilidade, seletividade e eficiéncia (Kumar e Yadav, 2009; Huang et al.,

2010). Nesse sentido, a maior drea de superficie com relacdo ao volume da particula permite a
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presenca de dreas mais eletroquimicamente ativas que podem levar a uma maior sensibilidade
de deteccao.

As NPMs podem melhorar a aceleracdo efetiva da transferéncia de elétrons entre o
eletrodo e as moléculas detectoras, o que leva a uma resposta mais rdpida da deteccio.
Interfaces eletroquimicas modificadas com NPMs se comportam como um arranjo de
nanoeletrodos sendo que, a principio, o limite de detec¢do eletroanalitico de um arranjo de
nanoeletrodos pode ser muito menor do que o seu andlogo macroeletrodo, devido a proporcao
maior entre a corrente Farradaica e a corrente capacitativa (Guo e Dong, 2009). O
desenvolvimento desses dispositivos representa uma alternativa promissora aos métodos
lentos e trabalhosos empregados atualmente, especialmente no diagndstico clinico (Wang,

2000).

1.1.2 Abordagens para a sintese

A producdo de compostos nanoestruturados pode ser feita por meio de duas
abordagens: a primeira é pelo método conhecido como Top-down (de cima para baixo), que se
baseia na desconstru¢do de estruturas maiores, utilizando técnicas de fabricacdo para cortar,
moer ¢ moldar materiais até atingir a nanoescala. A segunda € pelo método Bottom-up (de
baixo para cima), que explora as propriedades quimicas de moléculas/dtomos individuais para
fazer com que estes se organizem e formem uma estrutura em nanoescala. Os principais
métodos utilizados nas duas abordagens estdo ilustrados na tabela 1.

A maioria das técnicas fisicoquimicas tradicionalmente utilizadas na sintese de NPMs
envolvem solventes toxicos, como ilustrado na figura 4, e a geracdo de residuos
potencialmente nocivos a saide e ao meio ambiente, limitando em diversas circunstancias o

amplo uso dessas NPMs no campo farmacéutico e clinico (Salam et al., 2012; Cauerhff e
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Castro, 2013). Diante desse quadro, surge grande interesse na busca por rotas alternativas de
sintese mais seguras € com menor impacto ao meio ambiente e, dentre elas, a sintese verde é

uma abordagem promissora.

Tabela 1: Técnicas utilizadas nas abordagens de fabricagdo de compostos nanoestruturados.

Métodos bottom-up Métodos top-down
Redugdo quimica Nanolitografia
Processo Sol-gel Ablacdo a laser/térmica
Deposi¢@o quimica em fase vapor Abrasdo (i.e. moagem de alta energia)
Pirélise por spray ou laser Pulverizacdo catdédica
Condensagio atdmica ou molecular Cauterizag¢do quimica
THF
Parafina
Ciclohexano
Benzeno

Aplicacdes especificas
Metanol

M Aplicactes gerais

Acido Acético

Aminas

Solventes

Cloroférmio
Tolueno
EG

DMF

Etanol

Agua
T T T T 1

0 20 40 60 80 100
Uso na sintese de nanoparticulas (%)

Figura 4: Solventes mais comuns utilizados na sintese de nanoparticulas. Fonte: modificado de Cauerhff e
Castro (2013).



23

1.2 SINTESE VERDE

A sintese verde de NPs visa a utilizagdo de organismos biolégicos, ou partes deles (por
exemplo, 6rgaos, tecidos, células ou biomoléculas), como substituintes de reagentes quimicos
toxicos nas reacdes de sintese de nanocompostos, apresentando-se como uma alternativa
sustentavel (Iravani, 2011). Essa rota de sintese tende a utilizar solventes de toxicidade baixa
a nula, os quais levam a um impacto ambiental baixo. Além disso, as NPs sintetizadas por
essas rotas geralmente apresentam biocompatibilidade e biodegradabilidade. O custo de

producido € geralmente baixo e pode-se obter um alto rendimento do produto de interesse.

1.2.1 Uso de extratos de plantas

Dentre os insumos utilizados na sintese verde de NPMs, extratos provenientes de
tecidos e 6rgdos de plantas tém sido os mais reportados na literatura (Iravani, 2011; Baker et
al., 2013; Ingale, 2013). Plantas podem atuar como agentes quimicos redutores de sais
metdlicos devido aos seus numerosos componentes (Mittal et al., 2013). Dentre estes,
destacam-se: aminodcidos, flavonoides, compostos fendlicos, terpenoides, 4cido citrico,
grupos funcionais (dlcoois, aldeidos, aminas), compostos heterociclicos, desidrogenases, CO»
intracelular, proteinas de membrana, NADP redutases, peptideos, polissacarideos, saponinas e
acido tanico (Akhtar et al., 2013). Alguns desses compostos também podem atuar como
agentes estabilizantes das NPMs, recobrindo a superficie das particulas, limitando o seu
crescimento e evitando que se agreguem (Ingale, 2013).

O niimero de publicagdes nessa drea tem crescido e, embora o(s) composto(s) da
planta que atua(m) na reducdo e/ou estabilizacdo das nanoparticulas muitas vezes seja(m)
conhecido(s), o mecanismo especifico da sintese verde mediada por plantas ainda nao foi

estabelecido (Duran et al., 2011; Narayanan e Sakthivel, 2011; Akhtar et al., 2013).
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A figura 5 mostra um esquema geral das etapas envolvidas na formacdo de NPMs via
sintese verde. Um aspecto relevante no que concerne a sintese verde € o fato de que em cada
parte da planta ha um perfil de fitoquimicos presentes em diferentes concentracdes, de acordo
com a necessidade de cada tecido e com o estresse ao qual a planta possa estar submetida
(como temperatura e umidade). Dessa maneira, a combinagdo dos constituintes quimicos e as
condi¢des da parte da planta selecionada vao definir, em ultima instancia, a eficiéncia do

extrato como formador de nanoparticulas (Kumar e Yadav, 2009).

Biorredugdo da prata pelo
extrato da planta

+ 0
Ag > | Ag”
/ ¥/
Ageh AdHAG?
Aq Ag*TrAgE
Ag AN ,—AQ ! g
Ad o\A' Ag°®
{ Ag? .rtA Ag g
V29 AG AQMDAG] AP
\A Agk Ad na
A Ag“g’ Ag" 4
Nucleagao Crescimento Nanoparticula

Figura 5: Esquema representativo do mecanismo de crescimento de nanoparticulas de prata por sintese verde
utilizando extrato de planta. Primeiro, o extrato atua reduzindo os sais metdlicos, formando 4tomos neutros.
Esses dtomos colidem e formam um niicleo estavel — processo de nucleacdo — seguido do crescimento, no qual
mais dtomos colidem e formam particulas maiores. Por fim, a estabilizacdo ocorre pelo esgotamento dos fons
metélicos na solugdo ou pelo recobrimento da particula por compostos presentes no extrato impedindo a
aglomeracdo. Fonte: a propria autora.

No que concerne a parte da planta utilizada para a realizacdo da sintese verde de
NPMs, o extrato proveniente das folhas é a escolha mais comum, mas também ha estudos
reportando o uso de sementes (Lukman et al., 2011; Vijayaraghavan et al., 2012), raizes
(Gnanadesigan et al., 2012), cascas (Sathishkumar et al., 2009; Shameli, Kamyar et al., 2012;
Shameli, K. et al., 2012; Velayutham et al., 2013), flores (Mittal et al., 2012; Nethradevi et

al., 2012) e frutos (Quelemes et al., 2013).
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A eficiéncia da reacdo e as caracteristicas do produto formado podem ser alteradas de
acordo com a parte da planta que compde o extrato. A planta Ocimum sanctum (manjericao)
foi utilizada para sintetizar AgNPs e o uso do extrato obtido com as folhas resultou em
AgNPs com diametro de 25 a 40 nm (Patil et al., 2012) enquanto que, em outra pesquisa, 0
uso dos extratos do caule e raiz gerou AgNPs de 10 nm e 5 nm, respectivamente (Ahmad et
al., 2010). Kumar e colaboradores (2010) compararam a composi¢cdo dos extratos de
Syzygium cumini provenientes das folhas e das sementes da planta e observaram que os
extratos levaram a formacdo de AgNPs esféricas com taxas de formacdo e didmetros
diferentes e esse fato foi atribuido ao conteido de polifendis presentes nos extratos. Esses
dados exemplificam as possiveis diferencas nas caracteristicas do produto final da sintese de
acordo com a parte da planta utilizada (Kumar et al., 2010).

O solvente a ser utilizado no preparo do extrato também possui grande relevancia, pois
determina os tipos de compostos que estardo presentes. J4 foram testadas diferentes sinteses
de AgNPs com a variacdo nos solventes utilizados para a preparacdo dos extratos (hexano,
cloroférmio, acetato de etila, butanol e d4gua) e observou-se que a fracio aquosa apresentou 0s
resultados mais satisfatérios, prevenindo a extracdo da maioria dos lipideos (Kumar et al.,
2010).

Vale destacar que as alteracdes do extrato de acordo com fatores externos, como o
estdgio de desenvolvimento ou a condi¢do da planta, também podem influenciar na sintese
das NPMs. Mudangas foram observadas nas AgNPs de acordo com a condicdo das folhas
utilizadas no preparo do extrato da planta Clerodendrum inerme, onde verificou-se que
extratos provenientes de folhas frescas apresentaram o maior rendimento na formacdo de
AgNPs avaliada pelos médximos de absorbancia, do que aquele obtido por folhas secas ao sol

ou secas em forno (Farooqui et al., 2010). Trypathy e colaboradores (2009) também
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constataram que o extrato preparado com folhas secas ndo levou a formacdo de AgNPs
(Tripathy et al., 2009).

O estagio de desenvolvimento da planta também influencia o perfil fitoquimico. No
caso da planta Sesuvium portulacastrum L., o uso do extrato das folhas do broto foi mais
eficiente na sintese de AgNPs do que o uso da folha adulta (Nabikhan et al., 2010).

Ademais da variacdo das caracteristicas de nanoparticulas obtidas por diferentes
extratos, pode-se variar as condi¢des da sintese, como o tempo de reagdo, a concentracao dos
reagentes, a temperatura € o pH, visando a um aumento do rendimento e da velocidade da
reacdo para que ela seja compardvel com os padroes de sintese quimica por rotas
convencionais. A alteracdao dessas condi¢des também pode levar a sintese de NPMs com
caracteristicas morfoldgicas distintas (Akhtar et al., 2013).

A prata é tipicamente o metal de escolha para a sintese verde de NPMs a partir de
extratos de plantas. Entretanto, outros metais nobres foram explorados para a formacido de
NPMs, entre eles destacam-se o ouro (Huang et al., 2007; Smitha et al., 2009; Narayanan e
Sakthivel, 2010; Liny et al., 2012), a platina (Song et al., 2010) e o paladio (Akhtar et al.,
2013). As etapas de redugdo e a de recobrimento podem ser diferenciadas de acordo com o
tipo de metal utilizado, havendo a atuacdo de diferentes compostos do mesmo extrato.
Estudos constataram que os agentes de recobrimento das NPs de ouro eram diferentes dos de
prata, assim como as taxas de forma¢ao das NPMs (Shankar et al., 2004; Philip, 2010; Philip
e Unni, 2011).

Para contextualizacdo e formacdo de uma visdo mais abrangente dos elementos
pertinentes a sintese verde com extratos de partes de plantas, optou-se pela elabora¢do de uma
tabela com o levantamento bibliografico, que compreende importantes dados de alguns

estudos realizados até o momento. Assim, a tabela 2, a seguir, inclui relatos na literatura sobre
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a sintese de AgNPs utilizando extratos provenientes das folhas de diversas plantas, bem como

um resumo dos padrdes utilizados e obtidos, como o tipo de extrato utilizado, a morfologia, a

atividade bioldgica e o possivel composto indicado pelos autores como o agente responsavel

pela reducdo do sal metdlico. Os autores mencionados na Tabela 2 tiveram os seus trabalhos

analisados e os seus resultados mais relevantes foram inseridos ao longo desta pesquisa.

Tabela 2: Sintese verde de nanoparticulas de prata utilizando extratos de plantas provenientes das folhas.

. Diametro .. Principais
Tipo de Formato  Atividade P A
Planta extrato das NPs das NP biolégica agentes Referéncia
(nm) as \NE's &l redutores
Allamanda .. . . i
) aquoso 19240  esférico antimicrobiana - Rao et al,
cathartica 2013)
Lo (Chandran et
Aloe vera aquoso 15 esférico - - al.. 2006)
.. L. . . uercetina e Krishnaraj
Acalypha indica  aquoso 20 a30 esférico antibacteriana que . ¢ n; ;gr‘g
polissacarideos et al., 2010)
.. L - cps . . (Krishnaraj
Acalypha indica aquoso 10a 50 esférico antifiingica quercetina etal..2012)
Anacardium . . . (Sheny et al
. aquoso 3als esférico - olidlcoois ”
ocidentale q p 2011)
Artemisia L .. . ijayak
o aquoso 70 290 ctbico antimicrobiana - (Vijayakuma
nllaglnca retal., 2013)
. acucares
Azadirachta .. § (Shankar er
L aquoso 5a35 esférico - redutores e
lndlca L. al., 2004)
terpendides
Azadirachta . ‘- (Tripathy et
indica aquoso 20 esférico - terpendides al., 2009)
Chenopodium .. . - (Dwivedi e
album - 12 esférico - acido oxalico Gopal, 2011)
Cinnamomum ‘- ., . .
aquoso 55a80  esférico - polidlcoois (Zlggang etal,
camphora 7)
Clerodendrum AQUOSO 113 a esférico e ) ) (Farooqui et
inerme q 448 eliptico al., 2010)
Coriandrum esférico e .. (Sathyavathi
. aquoso 8a75 . - aminodcidos 201
sativum triangular et al.,2010)
. Lo (Jha et al.,
Eclipta alba - 2a6 esférico - - 2009)
N com éter e L. . . i i
Euphorbia hirta . 31 esférico antibacteriana - (Priya et al.,
triclorometano 2011)
. . Lo . . El lai et
Euphorbia hirta - 40 a 50 esférico antibacteriana - (Elumalai e

al., 2010)
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Tabela 2 (continuacao): Sintese verde de nanoparticulas de prata utilizando extratos de plantas proveniente de

folhas.
Eucalyptus 0 P flavonoides e .

P metandlico 5a150  cibico - . (Dubey et al.,
hybrida terpendides 2009)
Garcinia L. . .

aquoso 35 esférico antibacteriana - (Veerazsaﬁy

mangostana etal.,2011)
Gliricidia ‘o . . Raut et al.

. aquoso 10a 50 esférico antibacteriana - (20?;; era
sepium )
Hibiscus rosa ‘o L L1 Phili

. . aquoso 13 esférico - acido malico (Philip,
sinensis 2010)
Lippia . fenilpropandide  (Cruz er al

S aquoso 15a30 esférico - v
citriodora q S 2010)

. triangular compostos
Mangifera it 1.
; ndicif aquoso 20 hexagonal - fendlicos, (Philip, 2011)
e esférico flavonoides
Mukia scabrella  aquoso 18a21  esférico antibacteriana - (z}z)rf ;’)a kar et al.,
Nelumbo esférico e .. Santhoshk

! aquoso 25a80 . larvicida - (Santhoshkuma
nucifera triangular retal.,2011)

. . com éter € .. . . Priya et al.,
Nerium indicum . 29 esférico antibacteriana - (Priya et a

triclorometano 2011)
. esférico e .. e (Jayaseelan e
Ocimum canum  aquoso 95 . acaricida polifendis Rahuman,
eliptico
2012)
Ocimum ‘. compostos (Ahmad er al.,
aquoso 5al0 esférico - s
sanctum fendlicos 2010)
Ocimum L. - .
aquoso 13 esférico - - (Philip ¢ Unni,
sanctum 2011)
Ocimum £ - s (Mallikarjuna
sanctum aquoso 3a20 esférico - terpendides etal..2011)
Ocimum L. . . i .
. aquoso 25a40 esférico antibacteriana - (Patil et al,
tenuiflorum 2012)
triangular,
Prosopis entagonal . . terpendides e i .
L rosop aquoso 35a60 pentag antibacteriana rpenot (Raja et al.,
Jjuliflora e flavonoides 2012)
hexagonal
Pelargonium ‘o . Shankar ef al.,
& aquoso 16 a40 esférico - terpendides (2002; areta
graveolens )
Ricinus L. flavonoides e (Mani et al.,
. aquoso 20 a 30 esférico - o 2013
communis terpendides )
(Dubey,
Rosa rugosa aquoso 12 esférico - carboxilatos Lahtinen e
Sillanpdd,
2010)
Sesuvium .. .. . terpendides, ikh:
aquoso 5a20 esférico antimicrobiana - Po" (Nabikhan er
portulacastrum protefnas al., 2010)
Solanum . - . . i i
- 14 esférico antimicrobiana  carboxilatos (Govindaraju et

torvum

al., 2010)
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Tabela 2 (continuacao): Sintese verde de nanoparticulas de prata utilizando extratos de plantas proveniente de
folhas.

esférico, (Dubey,
Sorbus . L. o Lahtinen,
. aquoso 16 triangulare - acido sorbico Sarkk
aucuparia arkka, et al.,
hexagonal 2010)
Syzygium . . . (Kumar et al
> aquoso 29 esférico - olifendis ”
cumini q p 2010)
Tephrosia L. - . . (Ajitha et al.,
aquoso 20 esférico antimicrobiana flavonoides 2013
purpurea )

1.2.2 Critérios para a selecao da planta

A escolha de uma planta para a realizacdo da sintese verde de NPMs tem sido
geralmente realizada de maneira empirica ou aleatéria. Um trabalho de revisdo desenvolvido
recentemente por (Das e Brar, 2013) enfatizou diferentes abordagens para a definicdo da
planta e recomenda que alguns critérios de selecdo sejam seguidos. Desse modo, € importante
considerar alguns fatores para a escolha de uma planta como candidata a sintese verde.
Primeiramente, € relevante verificar se o estudo representa o primeiro relato sobre a planta na
literatura, o que € vantajoso em termos de publicacdo e € um fator que leva a contribuicao
para a construcdao de um futuro banco de dados sobre a utilizacdo das plantas na sintese verde.
Muitas vezes plantas do mesmo género podem possuir o perfil fitoquimico semelhante, o que
também deve ser levado em consideracgao.

Complementarmente, € essencial avaliar a eficiéncia do processo de sintese e a
capacidade do extrato da planta de agir como agente redutor do sal metdlico e de atuar
conjuntamente no recobrimento da particula € uma possibilidade interessante. Outro fator é a
formacdo NPMs a partir de sais metalicos de composi¢des diferentes e a possibilidade do uso
de extratos provenientes de diferentes partes da mesma planta. Adicionalmente, o valor
medicinal da planta e uma disponibilidade geografica cosmopolita também tornam o seu uso

mais atrativo.
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1.2.3 Planta de interesse: Brosimum gaudichaudii

Brosimum gaudichaudii Trécul (Fig. 6) € uma planta de porte arbustivo pertencente a
familia Moraceae, popularmente conhecida como mama-cadela, bureré ou algoddo-do-campo,
e consiste em uma das espécies mais exploradas do bioma Cerrado devido as suas
propriedades medicinais no tratamento de doencgas de pele (Jacomassi, 2006; Lima et al.,
2013). Adicionalmente, seus frutos possuem grande importancia alimentar para as populacdes
locais e aos indigenas (Jacomassi, 2006). Essa espécie também apresenta uma producdo
abundante de latex, especialmente nos estdgios iniciais do seu ciclo de vida, o qual ja foi
explorado para a formac¢do de biofilmes nanoestruturados (Barbosa et al., 2014).

De acordo com um levantamento das espécies lenhosas do Cerrado — segundo maior
bioma brasileiro — realizado por (Ratter et al., 2003), B. gaudichaudii possui uma ampla
distribuicdo regional e estd entre as 30 plantas com maior distribui¢do nesse bioma. Essa
espécie estd presente com maior frequéncia nas regides do Cerrado no Centro-Oeste (67%) e
no Sudeste (68%) (Bridgewater et al., 2004).

O extrato produzido por decocc¢io ou infusdo das raizes, folhas e/ou cascas da planta €
utilizado topicamente para o tratamento do vitiligo e de outros problemas de pele (Agra et al.,
2008). A casca e raiz de B. gaudichaudii possuem alto teor de furanocumarinas, em especial o
psoraleno e o bergapteno — substincias fotossensibilizantes — responsdveis pela sua agdo
farmacoldgica e motivo da exploracdo da planta para a producdo de firmacos em escala
industrial. O extrato hidroalcodlico com 80% de etanol é ideal para a extracdo desses
compostos (Castro et al., 2011).

Adicionalmente, ha relatos de que o decocto ou infuso dos ramos com folhas possui

acdo depurativa e contribui para a melhoria da circulacdo sanguinea (Rodrigues e Carvalho,
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2001). O infuso de toda a planta também pode ser utilizado no tratamento de gripes, resfriados

e bronquites (Rodrigues e Carvalho, 2001).

Figura 6: Foto da planta Brosimum gaudichaudii (centro) utilizada para a realiza¢do dos experimentos desse
trabalho. Fonte: a prépria autora.

No que concerne a toxicidade, pesquisas também indicam que as furanocumarinas,
presentes em abundancia no extrato da raiz, apresentam atividade citotdxica, mutagénica
(Lourenco, 2001; Pozetti, 2005; Varanda, 2006) e antiproliferativa (Quevedo, 2011).

Um estudo descritivo de B. gaudichaudii, conduzido por Jacomassi e colaboradores
(2007), descreve a morfologia e histoquimica dos 6rgdos dessa planta. As informagdes

relativas a regido internervural das folhas indicam a presenca em alta quantidade de
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compostos fendlicos e, em menor intensidade, de polissacarideos, lipideos, proteinas e amido
(Jacomassi et al., 2007). Outro estudo corrobora esses dados e relata a presenca abundante de
flavonoides glicosilados no extrato das folhas de B. gaudichaudii (Lourencgo, 2001). Devido a

auséncia de furanocumarinas nas folhas, a toxicicidade destas € favoravel.

1.3 JUSTIFICATIVA

A hipétese do presente trabalho foi verificar a capacidade do extrato aquoso das folhas
de B. gaudichaudii em sintetizar nanoparticulas de prata por uma rota sustentdvel e se tais
particulas poderiam ser eventualmente aplicadas em nanossensores.

Optou-se por utilizar o extrato a partir das folhas de B. gaudichaudii como agente
redutor e estabilizante para a sintese verde de AgNPs devido aos estudos fitoquimicos, os
quais indicam a presen¢a de compostos de interesse para a reducdo metdlica, como
flavondides e carboidratos, nas folhas de B. gaudichaudii. Outras vantagens do uso dessa
planta sdo a sua abundiancia, facilidade de obtencdo e a sua importancia farmacoldgica. Foi
definida a preparac¢do do extrato aquoso a partir das folhas, de modo a permitir a utilizacao
racional e sustentdvel dos recursos naturais.

Levando em consideracdo os fatores que podem influenciar na sintese das AgNPs
citados anteriormente, nesse trabalho o aperfeicoamento de alguns parametros e condi¢des da
sintese foi realizado, visando a obten¢@o de nanoparticulas com caracteristicas desejaveis de
monodispersividade e estabilidade em suspensdo coloidal, 41ém da caracterizacdo morfologica
e fisicoquimica das AgNPs obtidas.

Embora existam muitos trabalhos na literatura sobre sintese verde utilizando extratos
de plantas, poucos abordaram a elucidacdo dos mecanismos de sintese com relagdo a cinética

de formacido das NPs obtidas. Sendo assim, é relevante que o percurso da reacdo de reducdo
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do sal metdlico e a possivel estabilizacdo das NPs sejam conhecidos, especialmente em
funcdo de numerosos compostos presentes no extrato da planta poderem atuar nessa etapa.

O aumento na producdo de NPs para fins comerciais leva a um aumento no potencial
de entrada indesejavel dessas estruturas no meio ambiente em algum momento durante a sua
producdo, distribuicdo, utilizagdo ou descarte (Elzey e Grassian, 2009). No decorrer desse
ciclo é provdvel que as NPs eventualmente entrem em contato com sistemas hidricos, sejam
esses rios, lagos ou mares. Quando as NPs sdo langadas no meio ambiente, a sua composicao,
estrutura e propriedades de superficie podem ser alteradas, levando a mudangas nas suas
propriedades fisicoquimicas. A mudan¢a do meio no qual as NPs estdo dispersas pode afetar a
reatividade, o transporte e a toxicidade das NPs (Zook et al., 2011).

Tendo isso em vista, avaliou-se também no presente estudo o perfil de dissolu¢io em
meio salino das AgNPs sintetizadas por sintese verde utilizando o extrato aquoso das folhas
de B. gaudichaudii. A atividade bioldgica dessas AgNPs e do extrato aquoso das folhas de B.
gaudichaudii foi avaliada por meio de ensaios de viabilidade celular realizados em células
eucaridticas de mamiferos em linhagens tumorais e ndo-tumorais, bem como em bactérias e
leveduras.

Todas essas etapas foram realizadas para que as AgNPs obtidas por essa rota
consistissem em um material de interesse no desenvolvimento de novos produtos
nanotecnoldgicos com bases sustentdveis. Além das possiveis aplicagdes relacionadas a
biomedicina, essas AgNPs também podem ser aplicadas na constru¢do de biossensores. Para
isso foi avaliada, de modo preliminar, a aplicacdo das AgNPs obtidas por sintese verde
utilizando o extrato aquoso proveniente das folhas de B. gaudichaudii na constru¢do de um
nanobiossensor, almejando aproveitar dos efeitos condutores presentes em nanoescala,

potencializar o sinal eletroquimico e melhorar a sensibilidade do sensor.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

e Desenvolver e caracterizar metodologias de sintese verde de nanoparticulas de prata a
partir de extrato aquoso de folhas de Brosimum gaudichaudii, e utilizar as nanoparticulas

na construciao de um nanobiossensor eletroquimico.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Desenvolver e aperfeicoar métodos de sintese verde de nanoparticulas de prata utilizando
o extrato aquoso das folhas de Brosimum gaudichaudii coletadas em duas épocas do ano;

e (Caracterizar as nanoparticulas formadas quanto ao tamanho, forma, disponibilidade de
grupamentos quimicos e carga de superficie;

e Caracterizar a cinética de formacdo das nanoparticulas e o seu possivel perfil de
dissolucdo em meio salino;

e Avaliar a atividade bioldgica in vitro das nanoparticulas sintetizadas por meio de ensaios
de viabilidade realizados com células eucaridticas de mamiferos, bactérias e leveduras;

e Imobilizar as nanoparticulas na superficie de um nanobiossensor para possivel
amplificacdo do sinal eletroquimico e testar in vitro a eficiéncia da detec¢do eletroquimica

com o nanobiossensor funcionalizado.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 MATERIAIS

Os equipamentos, materiais e reagentes utilizados durante a execu¢do desse projeto
encontram-se listados a seguir, em ordem alfabética. A maneira pela qual foram preparadas as

solugdes serd descrito posteriormente.

3.1.1 Equipamentos

Agitador magnético com aquecimento (modelo Q261, Quimis, Brasil); Agitador de
tubos (modelo Vortex Genie 2, Scientific Industries Inc., Estados Unidos); Balanga analitica
(Denver Instruments, Estados Unidos); Capela de fluxo laminar unidirecional (modelo CFLV
12, Veeco); Centrifuga de bancada para microtubos (modelo MiniSpin®, Eppendorf,
Alemanha); Condutivimetro de Bancada (modelo Q405M, Quimis, Brasil); Espectrofotometro
UV-Vis (modelo Q898U, Quimis, Brasil); Espectrofotometro infravermelho com
transformada de Fourier — FTIR (modelo IR Prestige 21, Shimadzu, Japao); Estufa (Thermo
Scientific, Estados Unidos); Forno mufla microprocessado (modelo Q318M, Quimis, Brasil);
Freezer (modelo CVU26EBBNA, Consul, Brasil); Leitora de microplacas (modelo ELx808
IU, Biotek, Estados Unidos); Leitora de microplacas (modelo SpectraMax M2, Molecular
Devices, Estados Unidos); Microscdpio de for¢a atdmica (modelo SPM 9600, Shimadzu,
Japdo); Microscopio eletronico de transmissdo (modelo JEM-1011, Jeol, Japdao); Mini
Processador de alimentos (modelo HC31, Black & Decker, Estados Unidos); pHmetro
Microprocessado de Bancada (modelo Q400MT, Quimis, Brasil); ZetaSizer Nano ZS

(Malvern, Reino Unido).
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3.1.2 Materiais

Céamara de Neubauer (C. A. Hausser & Son, Estados Unidos); Copos de Becker de
vidro com capacidade para 5, 50 e 200 mL; Frascos do tipo Erlenmeyer de 200 mL; Frascos
(garrafas) para cultura celular; Filme de laboratério (Parafilm M®,American National Can,
Estados Unidos); Filtros Amicon Ultra 100 kDa, 30 kDa, 10 kDa e 3 kDa (Millipore, Estados
Unidos); Funil de vidro; Microplacas de 96 pogos de fundo chato (tipo TPP, Alemanha);
Micropipetas monocanais de volume varidvel de 0,1 a2 uL; 0,5 a 10 uL; 20 a 200 uL e 100 a
1000 pL (LabMate); Micropipeta multicanal 8 canais volume 20 a 200 uL. (modelo DV8-200,
LabMate); Microtubos de polipropileno de 0,6, 1,5 e 2,0 mL (Axygen, Estados Unidos); Papel
aluminio; Papel filtro de retencdo média (11 pm, Whatman®, Estados Unidos); Papel filme;
Placas de Petri; Ponteiras brancas (P10), amarelas (P20 e P200) e azuis (P1000); Tubos tipo

Falcon de fundo conico de 15 e 50 mL (tipo TPP, Alemanha).

3.1.3 Reagentes

Acido 1-pirenobutanéico, estér succinimidico (PBSE, Life Technologies); Agar
(Select Agar®, Invitrogen); Agua ultrapura (MilliPore); Acido acético (Merck); Acetato de
sodio trihidratado (Sigma Aldrich); Antibidticos Penicilina e Estreptomicina (Gibco);
Brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetraz6lio (MTT, Invitrogen); Brometo de
cetiltrimetil amoénio (CTAB, Amresco); Cloreto de sédio (Merck); Dodecil sulfato de sédio
(SDS, CalBioChem); Dimetilformamida (DMF, Scharlau); Dimetil sulféxido (DMSO, Sigma
Aldrich); Etanolamina (Sigma Aldrich); Fosfato de sddio dibdsico (Vetec); Fosfato de sddio
monobdsico (Vetec); Lennox L Broth Base® (Invitrogen); Nitrato de prata (Sigma Aldrich);
Tripsina (Sigma Aldrich); Tampdo fosfato (PBS, Amresco); Tween® 20, 40 e 80 (Sigma

Aldrich).
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3.1.4 Solucoes

Os procedimentos de pesagem de reagentes foram realizados em um ambiente
climatizado, tarando-se a balanca antes de cada medi¢ao e adotando-se o uso de luvas e
espatulas. Todas as solugdes aquosas foram preparadas utilizando 4dgua ultrapura. Com a
finalidade de evitar possiveis efeitos relacionados ao armazenamento, as solugdes

mencionadas a seguir foram preparadas nas datas de uso nos respectivos experimentos.

3.1.4.1 Solugdo estoque de nitrato de prata

A solucdo estoque (SE) de AgNOs3 na concentracdo de 30 mM foi obtida pela
dissolucdo de 4,1 mg de AgNOs; em 800 pL de dgua ultrapura, em um microtubo de
polipropileno de 1,5 mL, com o auxilio de um agitador de tubos. O tubo foi recoberto com

papel aluminio para proteger a solucio da exposi¢do a luz ambiente.

3.1.4.2 Tampdo acetato

As solucodes tampao acetato (10 mL) na concentracdo de 0,1 M foram preparadas em
tubos tipo Falcon de 15 mL nos pHs 4, 5 e 6. Primeiro, solubilizou-se o acetato de s6dio em
dgua ultrapura, utilizando um agitador de tubos e, em seguida, adicionou-se acido acético com
homogeiniza¢do manual. Para a solucao de pH de 4, 5 e 6, utilizou-se 40 uL, 20 uL e 2 mL de
acido acético e 30 mg, 140 mg, 210 mg de acetato de sddio, respectivamente. O pH das

solucdes foi confirmado com o auxilio de um pHmetro.

3.1.4.3 Tampdo fosfato

Inicialmente foram preparadas duas SEs: a primeira, de fosfato dibdsico (Na;HPOy)

0,1 M, solubilizando-se 142 mg em 10 mL de dgua ultrapura em um tubo tipo Falcon de 15
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mL sob agitacdo. A segunda, de fosfato monobasico (KH>PO4) 0,1 M, solubilizando-se 136
mg em 10 mL de 4gua ultrapura em um outro tubo tipo Falcon de 15 mL sob agitacdo. A
solugc@o tampao fosfato a pH 7 foi preparada misturando-se 2 mL da SE de KH,PO4e 1,75 mL
da SE de Na,HPO. Ja para solu¢do tampao de pH 8, utilizou-se 1 mL da SE de KH>POse 1,5
mL da SE de Na;HPOs. O pH final das solucdes foi confirmado com o auxilio de um

pHmetro.

3.1.4.4 Solugdo estoque de dodecil sulfato de sodio (SDS)

A SE de SDS na concentracio de 30 mM foi preparada em um microtubo de
polipropileno de 1,5 mL pela dissolu¢@o de 4,33 mg de SDS em 500 pL de dgua ultrapura sob

agitacdo.

3.1.4.5 Solugdo estoque de brometo de cetiltrimetil aménio (CTAB)

A SE de CTAB na concentracdo de 30 mM foi preparada em um microtubo de
polipropileno de 1,5 mL pela dissolucdo de 5,46 mg de CTAB em 500 uL de 4gua ultrapura

sob agitacao.

3.1.4.6 Solugoes estoque de Tween® 20, 40 e 80

As SEs de Tween® 20, 40 e 80, na concentra¢io de 30 mM, foram preparadas em
microtubos de polipropileno de 1,5 mL pela dissolucdo de 11 mg, 11,6 mg e 11,8 mg de

Tween® 20, 40 e 80, respectivamente, em 300 puL de dgua ultrapura, sob agitacdo.
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3.1.4.7 Preparagdo do meio nutritivo utilizado na cultura de células eucarioticas

Para a preparagdo do meio de cultura de células eucaridticas utilizado no ensaio de
viabilidade celular, foi obtido um meio sintético complexo composto por uma mistura de sais,
aminodcidos e outros componentes essenciais para as células conhecido como meio Eagle
modificado por Dubecco (DMEM). Para a preparacdo da SE de DMEM, aproximadamente
9,1 g de DMEM em p¢ foi solubilizada sob agitacdo em 1 L de 4gua ultrapura. Em seguida,
foram adicionados 3,7 g de bicarbonato de sédio e ajustou-se o pH da solugdo para 7,4
utilizando uma solu¢do de HCI 0,1 M ou de NaOH 0,1 M, quando necessdrio. A SE de
DMEM foi entdo filtrada utilizando-se uma membrana de 0,22 um sob pressao positiva,
transferida para um frasco de vidro e armazenada a 4°C.

O meio nutritivo completo foi preparado pela adi¢do de 10% (v/v) de soro bovino fetal
(SFB), além de 0,1% (v/v) de uma mistura de penicilina e estreptomicina adicionadas
diretamente na SE de DMEM. Esse meio foi armazenado em um tubo tipo Falcon de 50 mL.
As SEs de DMEM, de SFB, de antibidticos e de tripsina utilizadas no presente trabalho foram
preparadas e fornecidas pelo grupo de pesquisa do Laboratério de Nanobiotecnologia da

Universidade de Brasilia (UnB).

3.1.4.8 Preparagdo do meio nutritivo LB utilizado na cultura de bactérias

Os meios de cultura LB liquido e LB sé6lido foram utilizados para cultura de bactérias
avaliadas por meio de ensaio de viabilidade celular. A SE do meio LB liquido foi preparada
pela dissolucdo de 20 g de LB Broth Base (Lennox L Broth Base) em 1 litro de dgua (pH 7),
seguidos de autoclavagem a 121°C durante 15 minutos. A solucdo estoque do meio LB sélido

foi preparada da mesma maneira, mas com adi¢do de dgar na concentragdo de 15 mg/mL. As
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SEs do meio LB liquido e sélido foram gentilmente fornecidas pelo grupo do Laboratério de

Metabolomica, da EMBRAPA Recursos Genéticos e Biotecnologia.

3.1.4.9 Solucdo de Brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio (MTT)

A SE de MTT na concentracao de 5 mg/mL foi preparada em um tubo tipo Falcon de
15 mL pela solubiliza¢do de 25 mg de MTT em 5,0 mL de dgua ultrapura, com o auxilio de
um agitador de tubos. A solu¢@o obtida foi filtrada por meio de uma membrana de 0,22 pm
sob pressdo positiva e transferida para um tubo tipo Falcon de 15 mL, revestido com aluminio

para proteger o conteido da luz.

3.1.4.10 Solugdo de Acido 1-pirenobutandico estér succinimidico (PBSE)

A solu¢@o de PBSE na concentracdo de 5 mM foi preparada em um frasco de vidro de
2 mL pela dissolu¢do de 0,96 mg de PBSE em 500 uL de dimetilformamida (DMF), sob
agitacdo. O frasco foi recoberto com papel aluminio para proteger o conteido da luz

ambiente.

3.1.4.11 Solucdo de Etanolamina

A soluc¢do de etanolamina na concentra¢ao de 0,1 M foi preparada em um microtubo
de polipropileno de 1,5 mL pela adicio de 6,3 pL de etanolamina em 993,7 uL de 4gua

ultrapura sob agitacdo.

3.1.4.12 Solugdo estoque de Cloreto de Sodio

A SE de NaCl na concentra¢do de 1 mol/L foi preparada em um tubo tipo Falcon de

50 mL pela dissolucao de 1,753 g de NaCl em 30 mL de dgua ultrapura, sob agitacdo. Essa
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SE foi entdo utilizada para o preparo de 8 mL das solucdes de NaCl nas concentracdes de 154,
235, 316, 397, 478 e 559 mM, pela adicao de 1,39; 2,12; 2,84; 3,57; 4,30 e 5,03 mL da SE,
respectivamente, com dgua ultrapura para completar 8 mL. Cada solucdo foi preparada em

tubo tipo Falcon de 15 mL.

3.2 OBTENCAO DO EXTRATO VEGETAL

As partes aéreas (folhas) de Brosimum gaudichaudii foram coletadas no estado de
Goids, municipio de Colinas do Sul, em uma propriedade particular (Fazenda Coqueiro,
coordenadas -14,07 e -48,15), nos periodos de verdo/chuvas (janeiro) e inverno/seca (julho)
de 2013. As folhas foram lavadas com dgua destilada em abundancia, seguida por trés ciclos
de lavagem sob agitacio com etanol e enxague com dgua ultrapura. Apds escorrerem a
temperatura ambiente, as folhas foram trituradas em pequenos pedacos (aproximadamente de
3 x 3 mm), com o auxilio de um mini processador de alimentos. O material foi pesado e

fragdes do triturado (10 g) foram separadas e armazenadas em tubos tipo Falcon em um

freezer a -20°C.

3.3 PREPARACAO DO EXTRATO AQUOSO DAS FOLHAS

Uma fracido de 10 g do material triturado foi fervida por 2 minutos em 50 mL dgua
ultrapura utilizando um agitador magnético com aquecimento. Apds um minuto em repouso, o
material foi filtrado com papel filtro rendendo aproximadamente 30 mL de extrato. O extrato
aquoso filtrado resultante consistiu em um liquido amarelo claro e transparente, utilizado nas
rotas de sintese verde de nanoparticulas de prata. Para cada experimento, preparou-se um

novo extrato imediatamente antes do uso.
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3.4 SINTESE VERDE DE NANOPARTICULAS DE PRATA

Para facilitar a compreensdo e evitar a repeticio dos termos, criou-se uma
denominagdo para as amostras produzidas, representadas na tabela 3. Em seguida, serdo

detalhados os procedimentos adotados para a sintese de AgNPs.

Tabela 3: Siglas de identificacdo das nanoparticulas e extratos produzidos no presente trabalho.

Sigla Referéncia
Extrato Verdo - Extrato preparado com folhas de Brosimum gaudichaudii obtidas no

EV ~ . )
verdo/periodo das chuvas (Janeiro, 2013).

EI Extrato Inverno - Extrato preparado com folhas de Brosimum gaudichaudii obtidas no
inverno/periodo da seca (Julho, 2013).

NPV Nanoparticula Verdo - Nanoparticulas de prata sintetizadas com o extrato preparado com folhas
de Brosimum gaudichaudii obtidas no verdo/periodo das chuvas (Janeiro, 2013).

NPI Nanoparticula Inverno - Nanoparticulas de prata sintetizadas com o extrato preparado com

folhas de Brosimum gaudichaudii obtidas no inverno/periodo da seca (Julho, 2013).

3.5 APERFEICOAMENTOS DOS PARAMETROS DE SINTESE

Nitrato de prata foi utilizado como o sal metélico precursor em solucdo aquosa com
uma concentragdo final de 1 mM para a realizacdo das rotas de sintese das AgNPs. Essa
concentracdo foi escolhida por limitar a quantidade de precursores disponiveis no meio
reacional, visando a obtencdo de um processo de nucleacdo homogéneo. A formagdo de
AgNPs foi avaliada em termos da mudancga de absorbancia na faixa de 400 a 500 nm.

Os efeitos da variacdo na concentracdo do EV; no pH do meio reacional; no uso de
agentes surfactantes; no uso do EV comparativamente ao EIl; e na massa molecular dos
componentes presentes no EV foram verificados. Esses procedimentos serdo descritos com
mais detalhes a seguir. As NPs que apresentaram formacdo pela avaliagdo das curvas de
absor¢do foram caracterizadas pelas demais metodologias até que fosse realizado um

aperfeicoamento dos padrdes de sintese com base nas caracteristicas fisicoquimicas obtidas.
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3.5.1 Concentracao dos reagentes

A sintese de NPVs foi realizada variando-se as concentracdes de EV em 10, 20 ou
50% v/v. Em microplacas de 96 pogos de fundo chato (300 puL/poco) aplicou-se, em cada
poco, o respectivo volume de EV, a quantidade de dgua ultrapura para completar 290 uL, e 10
puL da SE de AgNOs. Cada condigdo foi testada em triplicata, com os respectivos controles
negativos, e as leituras de absorbancia ocorreram em intervalos de 15 minutos, a 25°C por 48
horas. As curvas de formacdo representativas das medidas de absorbancia foram plotadas a

partir da média das triplicatas.

3.5.2 pH da reacao

A sintese de NPVs em diferentes pHs foi preparada em microplacas de 96 pocos
utilizando, em cada pogo, a mistura reacional consistindo de 30 uLL de EV (concentracido de
10% v/v), 10 uL da SE de AgNOs e 260 uL de solucdes tampao em diferentes pHs. As SEs de
tampao acetato 0,1 M para os pHs 4, 5 € 6 e, para os pHs 7 e 8, as SEs de tampao fosfato 0,1
M foram utilizadas. Cada condiciao foi testada em triplicata, com os respectivos controles
negativos, e as leituras de absorbancia executadas em intervalos de 15 minutos, a 25°C por 24
horas. As curvas de formacdo representativas das medidas de absorbancia foram plotadas a

partir da média das triplicatas.

3.5.3 Presenca/auséncia de surfactantes

Foram testados os efeitos de trés tipos de surfactantes na sintese de NPVs, de acordo
com as suas propriedades de surfactante anidnico (SDS), catidnico (CTAB) ou neutro

(Tween® 20, 40 e 80). A sintese de NPVs foi realizada em microplacas de 96 pogos
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aplicando-se, em cada poco, 30 uL de EV (concentracdo de 10% v/v), 10 uL da SE de
AgNOs, 250 uL de dgua ultrapura e 10 pL de uma solu¢do do surfactante. Cada surfactante
foi testado nas concentracdes finais de 0,1, 0,5 ou 1 mM, que foram preparadas via dilui¢ao
da SE de cada surfactante. Adicionalmente, verificou-se o efeito da adicdo conjunta de
Tween® e de SDS, misturando-se as solugdes na proporgdo de 1:1 v/v. Cada condigdo foi
testada em duplicata, com os respectivos controles negativos, e as leituras de absorbancia
ocorreram em intervalos de 15 minutos, a 25°C por 48 horas. As curvas de formacdo

representativas das medidas de absorbancia foram plotadas a partir da média das duplicatas.

3.5.4 Fracionamento molecular dos compostos presentes no extrato

O EV a ser utilizado na sintese de NPVs foi separado em diferentes fragdes via
filtracdo por exclusio molecular, realizada utilizando ultrafiltros Amicon (Millipore) com
capacidade de 500 uL e com faixas de exclusdao por massa molecular de 100 kDa, 30 kDa, 10
kDa e 3 kDa. As filtragdes foram feitas em série (in tandem), de modo que o filtrado de cada
etapa foi utilizado na filtracdo seguinte com menor faixa de exclusdo, como ilustra a figura 7.

Para a sintese, testou-se separadamente os filtrados de EV que, apds centrifugacdao
(604 g por 10 minutos), passaram pelos filtros de 100, 30, 10 e 3 kDa, denominados EV 100
kDa, EV 30 kDa, EV 10 kDa e EV 3 kDa, respectivamente. Adicionalmente, avaliou-se a
presenca de algum possivel sinergismo entre os compostos de diferentes tamanhos extrato
pela realizacdo da sintese com as misturas de EV 100+10 kDa, EV 100+3 kDa e EV 30+3
kDa. Cada condicao descrita acima foi testada em microplaca de 96 pocos e o experimento foi
conduzido em triplicata com os respectivos controles. As leituras de absorbincia ocorreram
em intervalos de 15 minutos, a 25°C por 48 horas, e as curvas de formacao representativas das

medidas de absorbancia foram plotadas a partir da média das triplicatas.
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Figura 7: Esquema representativo das etapas de filtragdo do extrato verdo (EV). Primeiramente, o EV passou
pelo filtro de 100 kDa e o filtrado resultante consistiu na amostra utilizada nos experimentos como o EV 100
kDa. Esse filtrado passou entdo pelo filtro de 30 kDa e a parte filtrada (com massa molecular menor que 30 kDa)
foi utilizada como o EV 30 kDa e assim sucessivamente para os filtrados de 10 e 3 kDa. Fonte: a prépria autora.

3.5.5 Uso de extratos de folhas coletadas em duas épocas do ano

A sintese de AgNPs utilizando os extratos de folhas coletadas em duas épocas do ano
(EV e EI) foi realizada em frascos do tipo Erlenmeyer, a temperatura ambiente
(aproximadamente 23°C). A mistura reacional foi preparada com 5 mL de extrato aquoso (EV
ou EI) e 45 mL de uma solu¢do de AgNOs3 (concentracdo final de 1 mM). Essa solu¢do foi
preparada pela dissolucdo de 8,5 mg de AgNO3 em 45 mL de dgua ultrapura. Com essas
condig¢des, efetuou-se o escalonamento da sintese em mais de 150 vezes em relagdo aos
experimentos previamente descritos (de 0,3 mL para 50 mL).

Adicionalmente, durante o curso da reacdo escalonada, aliquotas de 1,5 mL foram

retiradas e verificadas quanto aos valores de pH, condutividade elétrica (CE) e absorbancia a

450 nm, a cada hora pelas primeiras 12 horas e também no marco de 24 horas.

3.6 CARACTERIZACAO ESTRUTURAL E FISICOQUIMICA
3.6.1 Espalhamento de luz dinamico e potencial Zeta

A metodologia de espalhamento de luz dinamico (DLS) permite determinar o didmetro

hidrodindmico (DH) das particulas em suspensdo pelo espalhamento de luz decorrido do
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movimento Browniano das particulas. Quando uma particula € dispersa em um meio liquido,
forma-se uma camada de solvatacdo em sua superficie. O DH inclui essa camada de
solvatacdo (Fig. 8A), o que faz com que esse dado possa ser superestimado quando
comparado, por exemplo, com técnicas de microscopia, que medem o didmetro das particulas
secas. Percebe-se também que esse dado € representativo apenas para particulas de forma
esférica (Fig. 8B). Além disso, destaca-se que particulas com o tamanho maior do que 1 um
estardo sujeitas a0 movimento gravitacional, além do Browniano, o que faz com que essa
técnica seja adequada apenas para a caracterizac¢do de particulas < 1 um (Malvern, 2004).

Essa metodologia também oferece informagdes sobre a distribuicdo das populacdes de
tamanho das particulas analisadas por meio da determinagdo do indice de polidispersividade
(PdI). O PdI se refere a variedade do tamanho da amostra relativo a sua distribui¢ao por
intensidade (Malvern, 2004). Esse valor varia de 0 a 1 e, quanto menor, mais monodispersa e,
consequentemente, menos heterogénea € a amostra.

Adicionalmente, no mesmo instrumento pode-se determinar a carga de superficie das
particulas por meio da medida do potencial Zeta de superficie (Fig. 8A). Esse valor se refere a
carga da bicamada elétrica que recobre a particula sendo, entdo, um indicativo da estabilidade
coloidal, pois quanto maior o valor das cargas em mddulo, maior a repulsdo eletrostética entre
as particulas e menor o estado de agregacdo e a probabilidade de floculacao ou sedimentacao.

Os valores medidos no DLS sdo sensiveis a variacdo dos fatores de temperatura, pH e
concentracdo de eletrdlitos na solu¢do. Por esse motivo, no presente trabalho, todas as
medidas foram executadas da mesma maneira. As medidas foram realizadas no instrumento
ZetaSizer Nano ZS no Laboratério de Biofisica Molecular, na UnB. Para cada anélise,
utilizou-se a dilui¢do das amostras em dgua ultrapura na proporcdo de 1:20. As amostras

foram analisadas em triplicata, com numero de medidas no automdtico, angulo de
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espalhamento fixado em 173° e temperatura a 25°C, permitidos 1 minuto de estabilizacdo da
temperatura antes das medi¢des. Os dados foram analisados utilizando o software do
equipamento (ZetaSizer 10.11.1, Malvern). Os dados obtidos sdao referentes a média das

triplicatas # desvio padrio da média e os graficos foram plotados no programa Origin® 8.
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Figura 8: Esquema representativo de particulas em solu¢do com destaque para a elucidacdo das medidas de
didmetro hidrodindmico e potencial Zeta obtidas em um aparelho de DLS para particulas esféricas (A), particulas
agregadas ou ndo-esféricas (B).
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3.6.2 Microscopia de forca atomica

A microscopia de forca atdmica (MFA) foi a principal técnica de microscopia utilizada
para caracterizacdo das AgNPs e também a técnica escolhida para investigar a cinética de
formacao das AgNPs. A partir de andlises periddicas ao longo do curso da reacdo de sintese,
foram determinados o tamanho, a forma e a distribuicdo do didmetro (em altura) das
particulas. NPVs foram sintetizadas com 50 mL da mistura reacional, seguindo a metodologia
descrita anteriormente no tépico 3.5.5.

Para cada andlise, utilizou-se 1 pL de uma suspensdo preparada a partir da dilui¢ao
(1:20) de 50 uLL de NPV diluida em 950 pL de 4gua ultrapura, colocada em superficie de mica
muscovita recém clivada. Aliquotas da amostra foram coletadas a cada 2 horas a partir do
inicio da reacdo, pelas primeiras 12 horas e, também, no marco cinético de 24 horas.

Como as NPVs possuem dimensdes em nanoescala, as medidas topograficas foram
realizadas com um microscopio de for¢a atdbmica no modo de operagcdo dindmico, pois a
vibracdo do cantilever permite a obtencdo de dados mais precisos por minimizar possiveis
interacOes laterais entre as particulas e a ponteira. Para isso, também se utilizou um cantilever
com raio de curvatura da ponteira inferior a 10 nm (Nanosensors, Alemanha) e as varreduras
foram realizadas com a frequéncia de 1 Hz e com a resolu¢do maxima permitida no
equipamento (de 512 x 512 pixels). As imagens foram processadas no proprio software do
equipamento (SPM Manager 3.0, Shimadzu) e as distribui¢des do didmetro (altura) foram
determinadas por meio da especificacio da altura média, dado representativo para

nanoparticulas esféricas. Os gréficos foram plotados utilizando o programa Origin® 8.
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3.6.3 Microscopia eletronica de transmissao

A microscopia eletronica de transmissdo (MET) foi utilizada para a determinacdo do
tamanho (didmetro) e da ultraestrutura das nanoparticulas obtidas apds secagem, com o
objetivo de comparar com a avaliacdio dos dados de MFA e DLS. As amostras foram
analisadas no Laboratério de Microscopia Eletronica, na UnB, com o auxilio de um
microscopio eletronico de transmissdo operado a 100 kV, e as imagens foram obtidas com
uma camera digital (modelo Ultrascan, Gatan, Estados Unidos) integrada ao microscopio.
Para a preparacdo das amostras, 2 uLL de uma suspensdo da mistura reacional das NPVs e do
EV diluidos em 1:20 em &dgua ultrapura foram instilados sobre grades de cobre com 150
malhas vazadas (Electron Microscopy Sciences, Estados Unidos) recobertas por uma pelicula
de Formvar revestida com carbono. Antes da andlise, o material foi mantido em ambiente

seco a 25°C por 24 horas para evaporacao completa do solvente.

3.6.4 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier

Medidas de Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)
foram realizadas no Laboratério de Instrumentacdo Analitica (UnB, Campus Ceildndia) em
amostras liofilizadas do extrato de B. gaudichaudii e das AgNPs sintetizadas, com o propdsito
de determinar os grupamentos quimicos e identificar as possiveis biomoléculas responsiveis
pela biorredu¢do dos ifons Ag* e pelo capeamento das AgNPs.

Os espectros de infravermelho das amostras foram obtidos utilizando-se um
espectrofotometro FTIR. Para a andlise, foram utilizadas pastilhas de brometo de potassio
(KBr, Shimadzu, Japao) com massa média de 30 mg preparadas com aproximadamente 5% de
amostra, prensadas a 80,0 kN por 3 minutos. Nao houve qualquer tratamento adicional nas

amostras. Para cada leitura foram obtidos 45 registros, com resolugio de 4,0 cm™! na regido do
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espectro eletromagnético compreendida entre os nimeros de onda de 400,0 e 4.000,0 cm™! no
modo de porcentagem de transmitancia. Os dados obtidos foram tratados com o software IR

Solution 1.50® e transferidos para o programa de construcio grafica Origin® 8.

3.7 CARACTERIZACAO DO PERFIL DE DISSOLUCAO DAS NANOPARTICULAS EM

MEIO SALINO

Os possiveis perfis de dissolu¢do das nanoparticulas sintetizadas e do extrato controle
foram avaliados em meio salino. Inicialmente, em uma microplaca de 96 pogos, acompanhou-
se a reacdao entre as NPs sintetizadas ou o extrato de B. gaudichaudii em meio salino, com
uma solu¢do de NaCl em 6 concentragdes (154, 235, 316, 397, 478 e 559 mM) de modo a
mimetizar desde a salinidade fisiolégica até a concentracio de NaCl em 4dgua do mar. As
condi¢des foram testadas em triplicata e acompanhou-se a reacdo em leitora de microplacas
nas absorbancias de 405, 490 e 630 nm, por 48 horas, a 25°C.

Em seguida, acompanhou-se a dissolu¢do das amostras por monitoramento em DLS
por 4 horas. As leituras foram realizadas em intervalos de 20 minutos, de modo a obter
informacdes sobre a possivel dissolu¢do ou o estado de agregacdo das nanoparticulas. Esse
acompanhamento foi realizado para as AgNPs em solu¢ao de NaCl 154 mM, para as AgNPs

com NaCl 559 mM e para o extrato aquoso das folhas de B. gaudichaudii com NaCl 154 mM.

3.8 ENSAIOS DE VIABILIDADE CELULAR

A possivel citotoxicidade das AgNPs sintetizadas e dos extratos aquosos das folhas de
B. gaudichaudii foi avaliada in vitro em quatro tipos celulares pelo ensaio colorimétrico de
MTT. Nitrato de prata (Ag) livre e dgua ultrapura foram utilizados como controles. Foram

utilizadas células eucaridticas tumorais de mama (humano, linhagem MCF-7) e ndo tumorais
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(fibroblasto murino, linhagem NIH3T3); bactérias Escherichia coli (cepa XL1-Blue); e
leveduras Saccharomyces cerevisiae (Fermipan®).

Os ensaios foram efetuados levando em consideracdo as devidas precaugdes para
evitar qualquer tipo de contaminac¢do, em particular com uso de luvas e jalecos limpos,
higienizacdo e /ou esterilizacdo dos materiais a serem utilizados por meio de autoclave,
limpeza com dalcool 70%, esterilizacdo dos equipamentos e materiais antes do seu uso com

pelo menos 15 minutos de exposi¢cdo a luz UV na capela de fluxo laminar.

3.8.1 Células eucarioticas tumorais e ndo tumorais

3.8.1.1 Tripsinizacdo das células

Os ensaios de viabilidade com células eucaridticas de mamiferos foram realizados no
Laboratério de Nanobiotecnologia na UnB. Primeiramente, células das linhagens NIH3T3 e
MCEF-7 foram cultivadas em frascos de cultura com base de 75 cm? com DMEM em ambiente
controlado em uma estufa a 5% de CO2, mantida imida a 37°C. Para assegurar a viabilidade
dessas células, o meio de cultivo era trocado a cada 48 horas. Para a realizagdo do
experimento, o meio de cultivo foi descartado e foram adicionados 5 mL da SE de tripsina,
incubados em estufa por 3 minutos. Em seguida, foram adicionados 5 mL. de DMEM para
neutralizar a tripsina e o contetido da garrafa foi transferido para um tubo tipo Falcon de 15
mL. Apdés 3 minutos de centrifugacdo a 1341 g, o sobrenadante foi descartado e o pellet

(células) foram ressuspendidos em 1 mL de DMEM.

3.8.1.2 Plagueamento das células

Em um microtubo de polipropileno de 0,6 mL, foram adicionados 10 uL da suspensio

de células obtida na etapa anterior. Essa suspensdo foi diluida com 140 pL de uma solucdo de
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Azul de Tripan. Adicionou-se 10 puL da suspensio em uma cdmara de Neubauer que foi,
entdo, levada a um microscopio de luz invertido para realizar a contagem das células. As
células foram plaqueadas em microplacas de 96 pocos de fundo chato sendo que, em cada
poco, foram adicionadas 5.000 células ressuspendidas em 100 uL. de meio de cultura DMEM.
Uma microplaca foi utilizada para cada linhagem celular e as placas foram incubadas por 24

horas na estufa a 5% de CO,, mantida tmida a 37°C.

3.8.1.3 Tratamento com as amostras

Apo6s esse periodo, o meio de cultura foi substituido por um meio novo mediante
adicdo de 180 uL. de DMEM em cada pogo. O tratamento foi realizado com a adicio de 20 uL.
de amostra, de modo que o AgNO3 e a NPV fossem correspondentes. Como controles foram
utilizados o EV, DMEM ou dgua ultrapura. Com rela¢do ao volume final (200 uL), cada
amostra foi testada nas concentragdes de 2,5, 5 e 10% (v/v). Essas concentragdes sao
equivalentes a concentragdo do AgNO3; em 0,1 mM, 50uM e 25 uM, respectivamente. Todas
as condi¢Oes foram testadas em triplicata. As microplacas foram entdo incubadas em estufa a

5% de CO», mantida umida a 37°C pelo periodo de 24 horas.

3.8.1.4 MTT

Primeiramente, retirou-se o meio contendo as amostras e adicionou-se, em cada poco,
150 pL da solu¢ao de MTT-DMEM (15 uL da SE de MTT em 135 uL de DMEM). Essa
solugdo foi incubada por 2 horas em estufa. Em seguida, essa soluc¢do foi substituida por 200
pL de dimetil sulféxido (DMSO) e foi efetuada a leitura espectrofotométrica das placas com o
auxilio de uma leitora de microplacas no comprimento de onda de 590 nm a 26°C. Os

resultados de viabilidade celular foram expressos em porcentagem relativa a absorbancia
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medida nas células com o tratamento feito com o controle negativo (dgua ultrapura). Os dados

numéricos foram apresentados como a média + erro padrao da média.

3.8.2 Bactéria Escherichia coli

3.8.2.1 Plaqueamento das bactérias

Uma unidade formadora de colonia (UFC) de E. coli (cepa XL1-Blue) foi selecionada
a partir de uma placa de petri previamente elaborada e essa UFC foi raspada em uma placa de
Petri contendo a SE de meio LB s6lido. Esse procedimento foi executado em triplicata e as
placas foram inoculadas em estufa a 37°C por 20 horas.

Ap6s esse periodo, a UFC da placa que apresentou o crescimento bacteriano mais
homogéneo foi transferida para o meio LB liquido. Para isso, foram adicionados 5 mL da SE
desse meio a tubos tipo Falcon de 50 mL. Essa etapa também foi realizada em triplicata, além
do controle com ampicilina. Os tubos foram entdo incubados em um shaker a 37°C e a 220

rpm por 18 horas.

3.8.2.2 Tratamento com as amostras

As bactérias foram entdo quantificadas por absorbdncia, de acordo com o Padrdo
McFarland. A absorbancia dos quatro tubos tipo Falcon foram medidas em um
espectrofotometro na regido do visivel no comprimento de onda de 625 nm. Em seguida,
preparou-se uma suspensao das bactérias com o conteddo do tubo que melhor apresentou
crescimento celular (com absorbancia medida de 1,841) utilizando 27 uL em 973 puL de meio
liquido LB para obter uma suspensao de células com OD de 0,05.

A incubacgdo das amostras foi efetuada logo em sequéncia, em tubos tipo Falcon de 15

mL. Em cada tubo adicionou-se 260 puL do meio LB liquido, 10 uL do indculo da bactéria e
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30 uL da amostra a ser testada. As seguintes amostras foram diluidas em 4gua ultrapura e
utilizadas na proporg¢do de 1:10: solu¢@o de nitrato de prata 1 mM, e as misturas reacionais de
NPV, NPI, EV e EI. As concentragdes testadas foram correspondentes a concentracdo de
AgNOs de 0,1 mM. As condicdes foram testadas em triplicata, juntamente com os controles
de dgua ultrapura, meio liquido e ampicilina. Os tubos foram incubados em shaker a 200 rpm,

37°C por 2 horas.

3.8.2.3 MTT

O conteido dos tubos tipo Falcon foi entdo transferido para microtubos de
polipropileno de 1,5 mL, que foram entdo centrifugados a 6711 g por 30 segundos. O
sobrenadante foi cuidadosamente retirado e substituido por 280 uL de meio LB liquido e 20
pL da SE de MTT. Essa mistura foi homogeinizada via agitacdo em um agitador de tubos e
incubada em shaker a 220 rpm, 37°C por 20 minutos. Logo depois se repetiu 0 mesmo
procedimento, s6 que desta vez o sobrenadante foi substituido por 280 uL. de DMSO. O
precipitado de células foi ressuspendido com o auxilio de um agitador e transferido para uma
microplaca de 96 pocos. A leitura espectrofotométrica da placa foi realizada em uma leitora
de microplacas no comprimento de onda de 630 nm. Os resultados de viabilidade celular
foram expressos em porcentagem relativa a absorbancia medida nas células com o tratamento
feito com o controle negativo (4gua ultrapura). Os dados numéricos foram apresentados como

a média + erro padrdo da média.
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3.8.3 Levedura Saccharomyces cerevisiae

3.8.2.1 Cultivo das células

Para o crescimento das leveduras, a quantidade de 20 mg de S. cerevisiae liofilizadas
(Fermipan®) foi colocada em meio de cultura YEPD (peptona 4%, extrato de levedura 2% e
glicose 4%). Essa mistura foi, entdo, incubada por 18 h em um Erlenmeyer sob agitacao de 60
rpm em estufa a 28°C. Apds esse periodo, a densidade celular foi ajustada de acordo com a

medida de absorbincia a 600 nm com OD 0,7.

3.8.2.2 Tratamento com as amostras

Em seguida, 190 pL da mistura obtida foram adicionados a microtubos de
polipropileno de 1,5 mL. A cada microtubo foram adicionadas 10 pL das concentragdes finais
de cada amostra testada e as misturas foram incubadas a 28° C em estufa por 3 h. Nesse
experimento, avaliou-se a atividade de AgNOs3 livre a 1 mM, das misturas reacionais de
NPVs, NPIs, EV, EI e os controles de d4gua ultrapura e meio de cultura YEPD. Aplicou-se 10
pL de amostra por microtubo e o volume final foi de 200 pL. Sendo assim, foram utilizadas
as concentragdes de 5% e 2,5% (v/v) das misturas reacionais, essas concentragdes testadas
foram correspondentes as concentracdes de AgNOs3 de 50 e 25 uM, respectivamente. Todas as
condi¢des foram realizadas em triplicata. Os microtubos foram incubados com a tampa aberta

e recobertos por papel aluminio.

3.8.2.3 MTT

Ap6s o periodo de incubagdo, os tubos foram centrifugados a 604 g por 3 minutos e
formou-se um precipitado contendo as células. O meio de cultura (sobrenadante) foi retirado

com cuidado e 150 puL da solucio de MTT-YEPD (15 pL da SE de MTT diluidos em 135 pL
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de YEPD) foram adicionados a cada microtubo. Os microtubos foram recobertos por papel
aluminio e, entdo, incubados por 2 h em estufa.

Subsequentemente, os tubos foram novamente centrifugados a 604 g por 3 minutos e a
solucdo de MTT (sobrenadante) foi removida e foram adicionados 200 uL. de DMSO para
solubilizar o formazan. O contetido dos tubos foi cuidadosamente ressuspendido e transferido
para uma placa de 96 pocgos de fundo chato. A quantificacdo do formazan foi realizada pela
medida da absorbancia da solu¢do nos pogos a 630 nm em uma leitora de microplacas. Os
resultados de viabilidade celular foram expressos em porcentagem relativa a absorbancia
medida nas células com o tratamento feito com o controle negativo (dgua ultrapura). Os dados

numéricos foram apresentados como a média + erro padrao da média.

3.9 NANOBIOSSENSORES BASEADOS EM GRAFENO

Os testes com os nanobiossensores foram realizados em colaboragdo com o
pesquisador da EMBRAPA Recursos Genéticos e Biotecnologia, Dr. Elibio Leopoldo Rech
Filho, que contribuiu com o fornecimento dos anticorpos utilizados nesse trabalho, e em
colaboragdo com o Professor Dr. Elmo Salomdo Alves, do Departamento de Fisica da
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), no que concerne ao fornecimento dos
dispositivos e a etapa de deteccao eletroquimica.

Dispositivos com propriedades condutoras contendo filmes de grafeno foram
utilizados e atuaram como base para a funcionalizagdo com os anticorpos — Anti-PAX (virus
de planta), da molécula Cianovirina (anti-HIV) e Anti-GH (hormonio do crescimento) - com

funcdo de ERBs, e com as NPVs sintetizadas para amplificagdo do sinal eletroquimico.
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3.9.1 Remocao do fotorresiste dos dispositivos

Os dispositivos utilizados possuiam contatos elétricos os quais sdo recobertos com
uma camada de fotorresiste. Para que seja feito o processo de funcionalizac¢do, foi necessério
remover essa camada na extremidade dos contatos elétricos de ouro, de modo a expor o
grafeno aos reagentes. Para remover o fotorresiste (processo de [lift-off), utilizou-se um
cotonete umidecido em acetona sobre a extremidade dos contatos, tomando cuidado para que
a acetona ndo escorresse para a regido proxima ao grafeno. Esse procedimento removeu o
fotorresiste e deixou o substrato exposto, como mostrado na figura 9.

O fotorresiste € solivel em DMF, um solvente utilizado no processo de
funcionalizacdo. Para que o fotorresiste ficasse insolivel em DMF, os dispositivos foram
submetidos a um tratamento térmico, no qual os dispositivos foram colocados em um forno

tipo Mufla a 200°C por 30 minutos.

COM FOTORESISTE

SEM FOTORESISTE

Figura 9: Imagem do tipo de dispositivo utilizado para a constru¢io dos biossensores. A regido azulada é aquela
em que o fotorresiste foi removido pela acetona. Fonte: cedido pelo Prof. Dr. Elmo Saloméo Alves (UFMG).
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3.9.2 Processo de funcionalizaciao dos dispositivos

Nove dispositivos foram utilizados e funcionalizados em triplicata, de acordo com o
anticorpo utilizado durante o processo de funcionaliza¢do. Primeiramente, os dispositivos
foram incubados na SE de PBSE por 2 horas a temperatura ambiente. A incubacio foi
realizada por meio de adi¢do da solucdo (aproximadamente 12 pL) na superficie dos
dispositivos, de modo a cobrir a parte sem o fotorresiste. A medida que a solugdo evaporou,
adicionou-se mais DMF (solvente utilizado na SE de PBSE).

Nessa etapa, o PBSE age como molécula ligante, onde o grupamento pireno presente
nesse composto atua formando uma forte ligacio com a superficie do grafeno, deixando
exposto o grupamento estér succinimidico do PBSE, que reage com o grupo amina,
permitindo a posterior funcionaliza¢do com os anticorpos (Chen et al., 2001; Liu et al., 2009;
Huang et al., 2011).

Apoés essa etapa, os dispositivos foram lavados cinco vezes com DMF de modo a
remover as moléculas de PBSE eventualmente livres. Em seguida, as solucdes dos anticorpos
foram preparadas nas concentracdes de 100 pg/mL em PBS. Os dispositivos foram entdo
incubados com as respectivas solucdes dos anticorpos por 20 horas a 4°C em camara timida.
Com eventual evaporagdo da solucdo, adicionou-se PBS. Posteriormente, os dispositivos
passaram por cinco ciclos de lavagem com PBS para remocdo dos anticorpos que niao se
ligaram ao PBSE.

Para garantir que nio houvesse a funcionalizagdo do PBSE com outras moléculas, foi
necessdria a desativagdo dos grupos estér succinimidicos que permaneceram livres na
superficie do grafeno. Para esse fim, os dispositivos foram incubados por 1 hora em uma

solu¢do de etanolamina 0,1 M a temperatura ambiente.
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Em seguida, os dispositivos foram incubados em uma solu¢io de Tween® 20 na
concentracdo de 0,1% por 1 hora a temperatura ambiente, com o objetivo de passivar a drea
do grafeno que ndo foi recoberta.

Um dispositivo a cada triplicata foi incubado por 30 minutos a temperatura ambiente
com uma suspensdo NPVs na diluicio de 1:20. Apds secagem da solucdo, um filme de

nanoparticulas possivelmente foi formado na superficie do dispositivo.

3.9.3 Deteccao eletroquimica

As medidas de deteccido eletroquimica foram realizadas de modo a relacionar as
medidas de variagdes na resisténcia do dispositivo funcionalizado com grafeno em contato
com a solugdo contendo os antigenos para os anticorpos testados. Inicialmente a resisténcia
elétrica do dispositivo foi medida em funcdo do tempo, enquanto variou-se a tensdo de top
gate (tensdo elétrica entre o grafeno e o liquido) em 0,1 V de 0 V até 0,6 V, em seguida
retornando até 0 V. Vale ressaltar que para cada tensdo aplicada, esperou-se a estabilizacao da
resisténcia. As medidas foram obtidas com o auxilio de um Amplificador Lock-in, utilizando
corrente ISD de 300 nA, frequéncia de 13,33 Hz e constante de tempo de 1 segundo.

As tultimas 20 medidas de resisténcia obtidas foram selecionadas para cada valor de
tensdo de fop gate e valor médio da resisténcia em cada platd foi plotado em funcdao dessa
tensdo. Esse procedimento entdo foi repetido com diferentes solu¢des contendo o analito em
contato com o grafeno. E importante destacar que as medidas foram realizadas colocando-se
as solucdes dos analitos sobre o grafeno na sequéncia da menor para a maior concentracao do

antigeno, de modo a evitar um resultado falso positivo.
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3.10 ANALISES ESTATISTICAS E GRAFICAS

Os dados quantitativos dos experimentos de caracterizacdo, realizados em triplicata,
foram apresentados como a média + desvio padrdo da média. Os dados dos ensaios de
viabilidade foram apresentados como média + erro padrao da média. As andlises estatisticas
foram efetuadas utilizando o software PAST (versdo 2.17b, Hammer & Harper, Noruega). As
possiveis diferencas estatisticas entre os grupos foram avaliadas pela andlise de varidncia
(ANOVA) de um fator, considerando-se estatisticamente significativo P<0,05. Os gréficos

foram plotados no programa Origin® 8.

3.11 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

As referéncias apresentadas nesse documento foram processadas e geradas utilizando

o software EndNote® (versdo X7), da Thomson Reuters (Estados Unidos).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 SINTESE VERDE DE NANOPARTICULAS DE PRATA

A formacdo de AgNPs por sintese verde utilizando o extrato aquoso das folhas da
planta B. gaudichaudii foi realizada em apenas uma etapa a partir da mistura da solugdo de
AgNOs3 na concentragao final de 1 mM com o EV na concentragdo de 10% (v/v), a 25°C.

O monitoramento da reacdo foi realizado por medidas periddicas de absorbancia no
comprimento de onda de 450 nm. Apds 48 h as amostras foram monitoradas com intervalos
de 24 h até completar o marco de 120 h (Fig. 10A). Esse mdximo na absorbancia estd
relacionado também a mudanca visivel da mistura reacional contendo as NPVs, que passou de
uma coloracdo amarelo claro para marrom apds 24 horas de reacdo. Nao foram observadas

mudangas no controle contendo apenas o EV na mesma concentragdo (Fig. 10B).
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Figura 10: Curvas de formacdo representativas das medidas de absorbancia (unidade adimensional) a 450 nm
monitoradas ao longo de 120 horas da sintese de nanoparticulas de prata (NPV) utilizando a mistura da solugéo
de nitrato de prata (concentragdo final de 1 mM) com o extrato verdo (EV) na concentrag¢do de 10% v/v (A). Foto
apos 24 horas dos Erlenmeyers armazenados a 25°C contendo o EV e as NPVs (B).
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A andlise espectroscépica de absorc¢do na faixa UV-vis (ultravioleta-visivel) consiste
em um método simples e amplamente utilizado na determinacdo da formacdo de AgNPs e
AuNPs em uma dispersdo, devido a ressoniancia plasmonica de superficie dessas NPs
(Chaudhuri e Paria, 2012). Essa mdxima da absor¢do € dependente do didmetro médio das
NPs, possuindo intensidade maior quando as NPs possuem o raio em torno de 20 nm
(Georgiev et al., 2013).

A concentracao final de AgNO3; de 1 mM foi escolhida pois ao utilizar uma baixa
concentracdo de sal precursor, a redu¢do metdlica ocorre de forma a favorecer o esgotamento
dos cédtions Ag* livres em solucio e a conversdo deles a Ag®, levando a formagio das AgNPs.
Portanto, € possivel estimar a quantidade de AgNPs produzida pela quantidade de Ag*
adicionado ao meio e, desse modo, a concentracio aproximada de AgNPs na mistura
reacional foi de 110 pg/mL.

Um estudo conduzido por Veerasamy e colaboradores (2011) avalia a formacdo de
AgNPs por sintese verde utilizando diferentes concentracdes finais de AgNOs e, entre as
concentracdes finais testadas de 0,25; 0,5; 0,75; 1, 2 e 5 mM, a de 1 mM apresentou maior
formacdo de AgNPs de acordo com as mdximas observadas por medidas de absorbancia
(Veerasamy et al., 2011). Por esse motivo e em funcdo de outros estudos utilizarem essa
concentracao, no presente estudo ela foi a escolhida durante as rotas de sintese desenvolvidas.

Ap6s o periodo de incubacgdo, a mistura reacional ndo passou por procedimentos de
purificacdo das AgNPs. Das e Brar (2013) relatam que os extratos provenientes de plantas
podem apresentar compostos de diferentes massas moleculares que podem vir a comprometer
o processo de isolamento das NPs sintetizadas pelo processo de separacio por centrifugacao.

Geralmente o didmetro das NPs obtidas por rotas de sintese verde utilizando extratos

de plantas € descrito por meio de dados obtidos por MET (Nath e Banerjee, 2013). Quando
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sao realizadas medidas de DLS, geralmente nao sao mostrados os dados referentes ao extrato
controle, provavelmente porque este também possui substincias as quais também se
organizam em nanoescala. No presente trabalho, optou-se pela metodologia de DLS para
analisar as NPs em suspensdo, por MFA para as andlises quantitativas e MET para confirmar
os dados obtidos pelas outras técnicas.

A andlise por DLS das NPVs e do EV, representada na figura 11, avaliou o tamanho
das particulas em dispersdo aquosa. O diametro hidrodindmico (DH) das NPVs apresentou
uma bimodal na distribuicdo de classes por nimero, com maximos em 35 nm e 90 nm,
indicando a presenca de duas populacdes de particulas. O valor de Z-average — medida que
leva em consideragdo também as distribui¢des de volume e intensidade — foi de 189,7 d.nm.
Como a mistura reacional de NPV ndo passou por nenhum processo de isolamento das
AgNPs, sugere-se que as populagdes de maior DH das NPVs, correspondentes as classes de
volume e intensidade, sejam referentes a presenca de moléculas ou agregados do EV, pois os
dados de DLS referentes a intensidade sdo muito semelhantes aos obtidos para EV controle.

O indice de polidispersividade (PdI) obtido para as NPVs foi de 0,202 e esse valor é
um indicativo de monodispersividade moderada das NPs obtidas (Malvern, 2004). As AgNPs
formadas por rotas de sintese verde geralmente possuem um Pdl moderado, variando de 0,3 a
0,5 (Bonatto e Silva, 2014). A importancia em obter NPs monodispersas estd atribuida a
uniformidade das propriedades fisicoquimicas das NPs do sistema em dispersdo coloidal, o
que permite a correlacdo direta das propriedades das NPs do sistema obtido com as
propriedades das NPs individuais (Sugimoto, 1987). Dessa forma, quanto maior a
monodispersividade, maior a homogeneidade das propriedades da amostra obtida.

O valor do potencial Zeta de superficie das NPVs foi de -29,2 mV, o que demonstra

que a superficie dessas particulas estd negativamente carregada em meio aquoso. Esse valor
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também foi bastante préximo ao do valor de potencial Zeta de superficie observado para o EV

controle, de -27,1 mV, um indicativo de que moléculas presentes no EV podem ser

responsaveis pelo recobrimento das AgNPs sintetizadas, evento esse que serd discutido com

mais detalhes nas secdes adiante. De qualquer forma, o alto valor em médulo do potencial

Zeta das NPs obtidas, juntamente com a polidispersividade baixa a moderada, constituem uma

evidéncia satisfatoria de que a tendéncia dessas particulas em se agregarem € baixa.
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Figura 11: Curvas de distribui¢do de classes de didmetro hidrodindmico em ndmero, volume e intensidade das
nanoparticulas de prata (NPV, acima) e do extrato verdo (EV, abaixo) apds 24 horas. A direita de cada grafico
estdo os valores correspondentes as medidas de Z-average, Pdl e potencial Zeta de superficie.
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A andlise ultraestrutural das NPVs foi realizada utilizando MET com o objetivo de
determinar o didmetro e a forma das AgNPs secas. A presenca de NPs esféricas isoladas, de
aproximadamente 20 nm e, também, de agregados contendo particulas de 80-100 nm foi
detectada (Fig. 12).

A grande maioria dos relatos na literatura caracterizam as AgNPs sintetizadas por
MET e os diametros obtidos sdo varidveis, como apresentado na tabela 2, pois esse fator é
dependente das condicdes da reacdo e do extrato da planta. Além disso, seria esperado que
houvesse uma diferenca entre o DH e o didmetro seco avaliado por MET. Em um estudo
conduzido por Murdock e colaboradores (2008), as AgNPs analisadas por MET obtiveram
didmetro médio de 25 a 30 nm e, em andlise por DLS em dispersido aquosa apresentaram o Z-
average de 128 nm (Murdock et al., 2008).

Dessa maneira, os dados apresentados no presente estudo sdo condizentes com aqueles

observados nas medidas do DH por DLS, mas nesse caso ndo foram utilizados para realizar

medidas quantitativas. Tais medidas foram realizadas por MFA.

Figura 12: Imagens de microscopia eletronica de transmissdo obtidas das nanoparticulas de prata sintetizadas
com o extrato verdo na concentragdo de 10 % (v/v) com a solug@o de nitrato de prata na concentragao final de 1
mM.
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4.2 APERFEICOAMENTOS DOS PARAMETROS DA REACAO DE SINTESE VERDE

Com a finalidade de verificar os possiveis efeitos da variacdo de alguns pardmetros
fisicoquimicos nas rotas de sintese e obter AgNPs com caracteristicas almejiaveis como
monodispersividade, tamanho em nanoescala e estabilidade coloidal, avaliou-se o efeito de

algumas condi¢des de reacdo de sintese, cujos resultados estdo descritos e discutidos a seguir.

4.2.1 Efeitos da concentracao do extrato

Primeiramente, testou-se em qual concentracdo de EV na mistura reacional para a
sintese de AgNPs, entre 10, 20 e 50% (v/v), ocorria a formacdo de AgNPs de forma mais
rdpida e estdvel de acordo com andlises das maximas de absorbancia a 490 nm.

A concentracdo do agente redutor da prata (EV) apresentou-se como um fator
determinante na formacdo das AgNPs por essa rota de sintese. Ao analisar os dados de
formacao pela medida das absorbancias obtidas para as reacdes testadas (Fig. 13), constatou-
se que ndo houve formacdo de NPVs ao utilizar o EV na maior concentraciao (50%), devido a
auséncia de mdximo de absorbancia a 490 nm que, como mencionado, é uma caracteristica
marcante da presenca de AgNPs em uma suspensdo. Ja nas concentragdes mais baixas, com
EV de 10 e 20%, observa-se um aumento progressivo da absorbancia nas 48 horas de reacao.
A curva com EV 10% apresentou os valores de absorbancia aproximadamente 20% mais
pronunciados, quando comparada com a curva de EV 20%, o que indica que a concentracdo
de 10% (v/v) do EV levou a um maior rendimento na formac¢do de NPV nessas condi¢des de
ensaio.

Essa diferenca na sintese de acordo com as concentragdes do extrato pode ocorrer
visto que concentragdes maiores tendem a favorecer a ripida reducido do sal metélico, o que

faz com que a etapa de crescimento das NPs possa ocorrer de forma desordenada, levando a
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agregacado das particulas formadas, exibindo, portanto, uma menor maxima na absorbancia

referente a estruturas nanométricas formadas (Kasthuri ez al., 2008).
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Figura 13: Curvas de formac@o representativas das medidas de absorbancia a 490 nm monitoradas ao longo de
48 horas da sintese de nanoparticulas de prata utilizando a mistura da solu¢@o de nitrato de prata (concentracao
final de 1 mM) com o extrato verdo nas concentracdes de 10, 20 e 50% v/v.

Um estudo realizado por Krishnaraj e colaboradores (2012) também observou que,
utilizando o extrato das folhas de Acalypha indica (preparados com 1 g/10 mL) para a sintese
de AgNPs, dentre as concentracdes de 12, 24 e 36% (v/v), a de 12% apresentou maior
absorbancia com 8 horas de reacdo (Krishnaraj et al., 2012). Por outro lado, foi verificado por
Vilchis-Nestor e colaboradores (2008), cujos extratos de Camellia sinensis (preparados com
chd, 1,5 g/100 mL) a 10 e 20% (v/v) apresentaram mais forma¢do de AgNPs do que a 2%, de
acordo com o pico de absor¢cdo UV-Vis (Vilchis-Nestor et al., 2008). Em contrapartida, Cruz
e colaboradores (2010) avaliaram o efeito da concentracdo do extrato das folhas de Lippia
citriodora (preparados com 1,5 g/100 mL) e observaram que a formagdo das AgNPs, avaliada
por absorbancia, foi mais pronunciada com o aumento da concentra¢do do extrato de 10 a

20% (Cruz et al., 2010). A discrepancia entre esses resultados pode ocorrer devido as
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diferencas na quantidade de folhas utilizadas no preparo dos extratos ou ainda dos metabdlitos
presentes em cada espécie ou época de colheita, fator esse que ndo possui uma padronizac¢ao
entre os diferentes estudos relatados na literatura.

Adicionalmente, no presente estudo foi testada a concentracdo de 5% do EV (v/v),
porém nao foi possivel obter os dados de absorbancia devido a problemas na leitura da
microplaca. Uma observacdo interessante € que a sintese de AgNPs por essa rota utilizando o
extrato aquoso das folhas B. gaudichaudii pareceu ser afetada quanto ao uso dos reagentes em
um volume muito pequeno nas reagdes feitas nos pogos com a microplaca. E possivel que
esse fato também seja devido ao pequeno volume utilizado nas reagdes ou que o componente
das microplacas (poliestireno) influencie na reagdo, levando a adsor¢do de moléculas em sua
superficie. Estudos futuros realizando a sintese em diferentes tipos de materiais serdo
conduzidos para verificar essa hipdtese e esse constitui um dos esfor¢os atuais do grupo de

pesquisa em outros projetos.

4.2.2 Efeitos do pH

Apés definir a concentracio dos reagentes, optou-se por investigar a possivel
influéncia do uso de solu¢des tampao com diferentes valores de pH na formacdo das NPVs e
os resultados encontram-se na Figura 14. Optou-se pelo uso de solug¢do tampdao de modo a
mimetizar a estabilidade da formacdo de AgNPs em possiveis pHs nos quais células e tecidos
poderiam estar expostos em diferentes partes dos organismos vivos.

Percebeu-se pela auséncia de variagdo na absorbancia que ndo houve a formacio de
AgNPs nos pHs de 4 e 5. Ja nos pHs de 6, 7 e 8, houve um aumento da absorbancia a 490 nm,
indicando que houve a formacdo de AgNPs. Adicionalmente, observa-se que as curvas

cinéticas com os pHs 7 e 8 sdo diferentes da curva com o pH 6 quanto aos valores de
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absorbancia; enquanto que as primeiras aumentam e se estabilizam, a segunda cresce
lentamente até atingir o mesmo valor de absorbdncia, mas sem se estabilizar. A velocidade de

reacdo pode ser acelerada na presenca de um pH mais alcalino (Philip, 2011).
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Figura 14: Curvas representativas da cinética de formagdo das nanoparticulas de prata por meio das medidas de
absorbancia a 490 nm monitoradas ao longo da sintese utilizando tampdes com os pHs variando de 4 a 8. A
mistura reacional foi preparada a partir da solugdo de nitrato de prata (concentracdo final de 1 mM) com o
extrato verdo na concentracio de 10% v/v.

Para determinar se essa diferenca na curva de absorbancia correspondeu a uma
diferenca no tamanho das NPVs em suspensdo, as amostras das rea¢des foram avaliadas por
DLS. A partir dos dados obtidos, reparou-se que as NPVs formadas com pH 6 (Fig. 15)
apresentaram um DH com a principal populacio em um mdximo em 500 nm (% em nimero),
um potencial Zeta de -19,6 mV e o Pdl de 0,404.

Um alto valor de DH e PdI e um baixo potencial Zeta (em mddulo) foram observados
para as NPVs com tampdo fosfato nos pHs 7 e 8. E possivel que o fosfato tenha interagido
com o nitrato de prata e formado precipitados de fosfato de prata, os quais poderiam aumentar

a turbidez do meio e apresentar uma curva de absorbancia mais pronunciada.
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Os dados apresentados indicam que essas particulas sio muito maiores em dispersao
do que as NPVs formadas apenas com &4gua ultrapura, além de apresentarem menor
estabilidade coloidal, indicado pelo potencial Zeta de valor baixo. E possivel que a condigio
tamponante tenha prejudicado a redug@o da prata e a estabilizacdo das particulas, fator que
ocorre especialmente por repulsdo eletrostatica. O uso de solucdo tampdo diminuiu em
modulo o potencial Zeta de AuNPs de -30 mV para -12 mV (Narayanan e Sakthivel, 2011).
Outra possibilidade € a interferéncia dos ions presentes na solu¢do tampao para o percurso da
reacdo de sintese, sejam eles interagindo com o EV ou com o AgNOs.

O valor do potencial Zeta vai depender do pH da solu¢do na qual a amostra estd
dispersa. Para as andlises de DLS as amostras foram diluidas em dgua ultrapura na proporcao
de 1:20 com o objetivo de minimizar esses efeitos. Além disso, um pH neutro ou bésico tende
a aumentar o valor do potencial Zeta, tornando-o mais negativo (Sathishkumar et al., 2009;
Salem et al., 2011). Portanto, pode ser relatado que os resultados referentes ao potencial Zeta

ndo foram alterados pelo valor do pH das reacdes.
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Figura 15: Curvas de distribui¢do de classes de didmetro hidrodindmico em niimero, volume e intensidade das
nanoparticulas de prata (NPVs) com tampdo fosfato em pH 6 apds 24 horas. A direita de cada grifico estdo os
valores correspondentes as medidas de Z-average, PdI e potencial Zeta de superficie. A mistura reacional das
NPVs foi preparada a partir da solugdo de nitrato de prata (concentracdo final de 1 mM) com o extrato verdo na
concentracdo de 10% v/v e diluida 1:20 antes de realizar as andlises.
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Durante a sintese verde, um pH de reacdo 4cido tende a favorecer a agregacido das
NPs, enquanto que um pH bésico favorece a nucleacdo e tende a gerar AgNPs de menor
diametro (Akhtar et al., 2013). Na maioria dos relatos da literatura, nos quais o efeito do pH ¢é
investigado, percebe-se que sdo utilizados dgua acidificada ou basificada, ao invés de um
meio reacional tamponado. Krishnaraj e colaboradores (2012) monitoraram a reagdo de
AgNPs por absorbancia em diferentes pHs (2 a 13), constataram que nao houve formacao de
AgNPs nos pHs baixos (2 e 5) e, nos pHs mais altos (9 e 11), havia um deslocamento do pico
de absorbancia para a faixa de 500 nm, indicando agregacdo das particulas (Krishnaraj et al.,
2012). Veerasamy e colaboradores (2011) também relataram que em pHs 4cidos a formacao
de AgNPs ndo ocorreu (Veerasamy et al., 2011). Ambos os trabalhos utilizaram HCl e NaOH
para o ajuste do pH e portanto ndo podem ser diretamente relacionados com a abordagem

adotada no presente estudo.

4.2.3 Efeitos da presenca/auséncia de surfactantes

O uso de surfactantes tem sido relatado com o potencial para acelerar e/ou estabilizar a
formagdo das NPMs (Sharma et al., 2009). Para examinar essa hipétese, foram investigados
surfactantes com diferentes propriedades SDS (anidonico), CTAB (catidnico) ou Tween® (20,
40 ou 80 - neutros) via adi¢do deles a mistura reacional no inicio da rea¢do de sintese de
AgNPs.

Cada surfactante apresentou um efeito diferente sobre a formac¢do de NPVs e apenas
na presenca de SDS a reac¢do adquiriu a coloracdo marrom avermelhada caracteristica da
formacdo de AgNPs (Fig. 16). De fato, a adi¢cdo de SDS na concentracdo final de 1 mM
apresentou os melhores efeitos sobre a forma¢ao de NPVs pelo monitoramento das maximas

de absorbancia dentre os surfactantes testados. Porém, a anélise dessa amostra por DLS (Fig.
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17A) mostrou que a distribuicdo do DH das NPVs na presenca de SDS apresentou uma
distribuicdo nas populacdes de particulas mais ampla do que a observada na sintese de NPVs
apenas com dgua ultrapura, como indicado pelo PdI com o valor 0,05 maior. Adicionalmente,
a adi¢ao do SDS ndo contribuiu para um aumento significativo na estabilidade das NPVs com
relacdo ao potencial Zeta.

O extrato de plantas pode atuar diretamente como agente estabilizante na sintese verde
de AgNPs, dispensando surfactantes adicionais ou ainda sendo superior em efeito surfactante
a alguns deles (Akhtar et al., 2013). Ainda assim, surfactantes anidonicos como o SDS tém
sido utilizados como agentes estabilizantes em sinteses de AgNPs por métodos quimicos
convencionais, com o objetivo de limitar o crescimento das particulas e obter uma
monodispersividade (Bae et al., 2011; Vijayakumar et al., 2013). Al-Thabaiti e colaboradores
(2008) avaliaram o efeito de diferentes surfactantes na formacdao de AgNPs pela redu¢do com
acido ascorbico e observaram que, com a adicdo de SDS, as AgNPs se encontravam
adsorvidas e/ou aglomeradas na por¢do anidnica das micelas de SDS por interagcdes
eletrostaticas (Al-Thabaiti et al., 2008). Desse modo, apesar dos beneficios que poderiam
advir da utilizacdo de surfactantes a nanoparticulas recém-sintetizadas, nas concentragdes

investigadas no presente estudo ndo houve ganho de propriedades e ainda acarretou em

agregacao das AgNPs.
NPV com SDS NPV com CTAB NPV com Tween
01 - 05 - 1,0mM 0,1 - 05 - 1,LomM 0,1 - 05 - 1,0mM

Figura 16: Fotos dos pocos das microplacas correspondentes as misturas reacionais da sintese de nanoparticulas
de prata com adi¢do de surfactantes apds 24 horas. As misturas foram compostas do extrato verdo na
concentracdo de 10% (v/v), da SE de AgNOs (concentragio final de 1 mM) com a adi¢do dos surfactantes SDS,
CTAB ou Tween® (20, 40 ou 80) em duplicata nas concentracdes de 0,1; 0,5 e 1 mM.
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Com relacio ao CTAB (surfactante catidnico) ndo houve formacdo de AgNPs de
acordo com o monitoramento da absorbancia e com a presenca de uma coloracdo azulada e
transparente da mistura reacional com nitrato de prata (Fig. 16). As andlises por DLS das
amostras expostas ao CTAB (Fig. 17B) mostraram a presenca de diversas classes de
diametros entre 1 e 10.000 nm, polidispersividade alta e potencial Zeta de superficie com o
valor positivo.

Dada a natureza catidnica do CTAB, € possivel que haja uma interacdo entre o(s)
composto(s) com carga negativa, como aqueles presentes no extrato aquoso das folhas de B.
gaudichaudii, com o grupamento positivamente carregado do surfactante (-N* (CHz3)3) e que a
repulsdo eletrostdtica da prata livre (Ag*) faca com que esta permaneca em solucdo,
dificultando a formacdo de AgNPs, conforme observado em outros estudos (Al-Thabaiti et al.,
2008). Também foi relatado na literatura um aumento no tamanho das particulas formadas
com a adi¢cdo de CTAB em comparacdo ao uso de outros surfactantes (Al-Thabaiti et al.,
2008; Bae et al., 2011).

Ja os surfactantes Tween® 20, 40 e 80 (surfactantes neutros) ndo apresentaram
alteracOes na absorbancia ao longo do intervalo de tempo monitorado e a mistura reacional
adquiriu a cor branca e apresentou turbidez (Fig. 16). Por esse motivo, as amostras expostas a
Tween® ndo foram analisadas por DLS. A auséncia de formacio e estabiliza¢io de AgNPs na
presenca de surfactantes neutros, como Triton e Tween, também foi reportada em outros

estudos (Al-Thabaiti et al., 2008; Bae et al., 2011).
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Figura 17: Curvas de distribui¢@o de classes de didmetro hidrodindmico em nimero, volume e intensidade das
misturas reacionais para a sintese de nanoparticulas de prata com a adi¢cdo de SDS (A) e de CTAB (B) a1 mM
(concentragio final) apés 24 horas. A direita de cada gréfico estdo os valores correspondentes as medidas de Z-
average, PdI e potencial Zeta de superficie.

4.2.5 Efeitos do fracionamento molecular dos compostos presentes no extrato

Na tentativa de verificar qual a possivel faixa de massa molecular da(s) molécula(s)
responsdvel(is) pela redu¢do metdlica, foram efetuadas filtragcdes por exclusdo molecular do
EV utilizando ultrafiltros de capacidade de 500 pL. com faixas de exclusdo por massa
molecular de 100 kDa, 30 kDa, 10 kDa e 3 kDa. Pode ser observado nas curvas de formacao
das AgNPs monitoradas por absorbancia (Fig. 18) que todas as faixas de massas moleculares

dos componentes presentes no EV levaram a formag@o de nanoparticulas devido ao aumento
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da absorbancia, mesmo que em niveis diferentes. Dentre esses, o extrato filtrado em ultrafiltro
com exclusdo de 30 kDa apresentou o crescimento de AgNPs mais expressivo de acordo com
as curvas de absorbancia. Com excec¢do do extrato filtrado em ultrafiltro com exclusdo de 3
kDa, todos apresentaram a maxima de absorbancia superior aquela apresentada pelo extrato

intacto (sem filtrar).
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Figura 18: Curvas representativas das medidas de absorbancia a 490 nm monitoradas por 48 horas de formagdo
das nanoparticulas de prata ao longo de 48 h. As legendas indicam o tamanho molecular do filtro de exclusdo do
extrato verdo (EV), sendo que foram utilizados os filtrados, ou seja, as moléculas do EV abaixo da massa
molecular indicada. A mistura reacional foi preparada a partir da solucdo de nitrato de prata (concentracéo final
de 1 mM) com os diferentes EVs na concentragdo de 10% v/v.

Foram entdo realizadas medidas por DLS para determinar as possiveis diferencas no
tamanho e nas propriedades de potencial Zeta de superficie das NPs sintetizadas e nos EVs e
os resultados estdo ilustrados na tabela 4 e na figura 19. Notou-se que a NPV formada com o
extrato filtrado em filtros de exclusdo de 30 kDa (EV 30 kDa) apresentou com o menor DH
(em niimero) com uma populacdo de apenas 16 nm. Comparando essa NP com a NPV intacta,

o seu valor de PdI foi de 0,03 menor e o potencial Zeta foi 6,4 mV menor (em moédulo). Isso
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indica que a polidispersividade foi um pouco menor, porém a estabilidade eletrostatica foi
prejudicada pela filtracdo, um indicativo que moléculas com massa molecular maiores do que
100 kDa possivelmente sdo responsaveis, pelo menos em parte, pela estabilizacdo das NPs.
Essa hipétese é corroborada pela andlise dos dados referentes aos EVs controles. Observa-se
que os EVs que passaram por etapas de filtragdo apresentaram uma diminui¢do pronunciada
do potencial Zeta (em mdédulo), levando a uma baixa na estabilidade eletrostatica. Esse dado é
refletido pelos valores de Pdl dos EVs filtrados, que aumentaram consideravelmente com

relacdo ao EV intacto.

Tabela 4: Dados obtidos por DLS referentes ao valor do didmetro hidrodinamico da(s) populacdo(s) de
particulas (% em nimero), Z-average, Pdl e potencial Zeta de superficie dos EVs que passaram pelos ultrafiltros
de exclusdo de massa molecular indicados e das NPVs sintetizadas com os respectivos extratos. Os valores estdo
representados como média + desvio padrdo da média das medidas realizadas em triplicata.

Diametro

hidrodinamico médio Z-average Potencial Zeta
Amostra ~ PdI

da(s) populacéo(s) de  (d.nm) (mV)

particulas
NPV 3 kDa 88 nm 200,8 +5,7 0,252 + 0,020 -27,5+0,3
NPV 10 kDa 53 nm 112,1 £0,6 0,193 + 0,006 -25,5+1,0
NPV 30 kDa 16 nm 80,0+ 1,1 0,232 £ 0,012 -25,7+0,3
NPV 100 kDa 23 nme 54 nm 114,1 £0,7 0,197 + 0,008 -26,0 +0,8
NPV sem filtrar 24 nme 45 nm 161,5 +8,9 0,267 0,026 -32,1 +0,1
EV 3kDa 602 nm 1373 £ 339 0,757 £ 0,114 -144 4.5
EV 10 kDa 758 nm 1451 + 198 0,670 + 0,057 -18,2+32
EV 30 kDa 82 nm 931 +£283 0,708 = 0,166 -7,1 £0,7
EV 100 kDa 68 nm 1346 + 129 0,716 £ 0,027 -159+1,2
EV sem filtrar 99 nme 180 nm 333,5+ 14,1 0,287 +0,017 248 +1,0

De modo geral, as NPVs sintetizadas com os EVs de 100 kDa e sem filtrar

apresentaram  distribui¢des

bimodais

e valores

semelhantes as

NPVs

sintetizadas

anteriormente. Ja4 as NPVs sintetizadas com os EVs de 10 e 3 kDa, diferentemente dos

demais, apresentaram apenas uma unica populagdo de particulas com DHs (em niimero) de 53
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e 88 nm, respectivamente. Sendo assim, levantou-se a hipétese de que o composto majoritario
responsdvel pela reducdo de Ag* possivelmente estd abaixo dos 30 kDa e acima de 10 kDa e
também que hd um possivel efeito sinérgico entre os compostos do extrato com diferentes
faixas de massas moleculares.

A avaliagdo da formagdo de NPs por rotas de sintese verde apds o fracionamento do
extrato € raramente realizada na literatura. Um estudo conduzido por Chandran e
colaboradores (2006) realizou a separacdo dos componentes moleculares do extrato de Aloe
vera por uma membrana de didlise de 3 kDa e constatou que ndao houve formacdo de AuNPs
quando se utilizou o extrato contendo moléculas com a massa molecular acima de 3 kDa
(Chandran et al., 2006), portanto as moléculas responsaveis pela reducdo do extrato também

se encontravam em uma faixa de massa molecular especifica.
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Figura 19: Curvas de distribuicdo de classes de didmetro hidrodindmico em niimero obtidas por espalhamento
de luz dindmico das nanoparticulas de prata (NPVs) formadas por diferentes extratos verdo (EVs) filtrados em
suspensdo com dgua ultrapura (A). EVs controle nas mesmas concentragdes (B). As legendas indicam o tamanho
molecular do ultrafiltro de exclusdo do EV, sendo que foram utilizados os filtrados, ou seja, as moléculas do EV
abaixo da massa molecular indicada.
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4.2.6 Estabilidade das nanoparticulas

Com o intuito de avaliar a estabilidade coloidal das NPVs de acordo com o tempo de
armazenamento (a 4°C, com fotoprotecdo) foram realizadas andlises por DLS da mesma
mistura reacional de uma sintese de NPV ap6s um periodo de 24 horas, 2 meses € um ano
(Fig. 20). As NPVs apresentaram um potencial Zeta de superficie de -29,2 + 0,5 em 24 horas,
-29,8 £ 0,5 em dois meses e -30,8 + 0,6 apés um ano. Os valores de PdI foram de 0,202; 0,218
e 0,230, respectivamente.

Observando os dados de distribuicdo em nimero (%), percebe-se que as NPs passaram
por um moderado processo de crescimento, seja por agregacdo de nanoparticulas seja pela
agregacdo de materiais (extrato ou ions) livres, e que apds um ano, repara-se que hd a
presenca de apenas uma tnica populacdo, com um DH médio em cerca de 100 nm.

Durante a sintese das NPs, o evento de nuclea¢do ocorre concomitantemente com o
crescimento para rapidamente depletar a concentracdo de precursores no sistema reacional.
Ap6s a estabilizacdo, o decréscimo resultante da supersaturacdo suprime o acontecimento de
uma nucleacdo futura, o que faz com que apenas o crescimento seja possivel. A partir dessa
andlise, foi possivel perceber que o fendmeno de crescimento das NPVs sintetizadas nesse
trabalho € um processo extremamente lento e gradual, mas que apresenta como vantagem uma
estabilizacdo prolongada das NPs. De qualquer modo, as caracteristicas fisicoquimicas de
maneira geral foram mantidas ao longo do tempo e condi¢des de armazenamento, mesmo em
suspensdao aquosa e dispensando a necessidade de liofiliza¢do, por exemplo, e que muitas

vezes nao possibilita uma ressuspensao adequada.
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Figura 20: Curvas de distribuicdo de classes de didmetro hidrodinAmico em niimero obtidas por espalhamento
de luz dindmico da sintese de nanoparticulas de prata de acordo com o tempo de armazenamento da mesma em
suspensdo aquosa a 4°C. A mistura reacional foi preparada utilizando a SE de nitrato de prata (concentracdo final
de 1 mM) com o extrato verdo na concentragio de 10% v/v.

7z

Como o EV é composto por diferentes biomoléculas, é natural que haja alguma
variacdo nas caracteristicas das AgNPs formadas em diferentes sinteses. Por esse motivo,
realizou-se uma compilacdo dos dados de DLS das sinteses realizadas ao longo do trabalho, o
que permitiu a elaboracdo dos graficos da figura 21. A partir dessa andlise é possivel
determinar a reprodutibilidade da sintese de NPVs (Fig 21) e também a estabilidade do EV
controle (Fig 22) apds longos periodos de congelamento das folhas.

As populagdes observadas para as distribuicdes do DH (% em ntimero) das NPVs
variaram entre 25 ¢ 90 nm imediatemante apos as sinteses. Os valores de Z-average e de PdI
variaram entre 119,6 e 189,7 e entre 0,202 e 0,277, respectivamente. Com relacio aos valores
de potencial Zeta, as NVPs apresentaram valor semelhante (Fig. 23), tendo sempre uma
estabilidade coloidal alta, enquanto houve uma pequena diferenca entre os EVs. Exceto para a
primeira sintese, a diferenca entre os valores de potencial Zeta das NPVs e dos EVs foi de

apenas aproximadamente 7 mV (Fig. 23).
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Os EVs ndo apresentaram diferenca significativa entre os valores de Z-average, € a
primeira sintese apresentou diferencas apenas com relacdo ao Pdl e potencial Zeta. Desse
modo, o extrato ndo parece ter sido afetado pelo tempo de congelamento das folhas de B.

gaudichaudii.
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Figura 21: Curvas de distribuicdo de classes de didmetro hidrodindmico em niimero obtidas por espalhamento
de luz dindmico da sintese de nanoparticulas de prata (A) em diferentes situacdes de acordo com o tempo de
congelamento das folhas utilizadas no preparo do extrato verdo (EV). Gréfico com as respectivas distribui¢des
de Z-average e PdI (B). Simbolos iguais (o, B e y) indicam grupos cuja diferenca entre os valores nao ¢
significativa (P>0,05).
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Figura 22: Curvas de distribuicdo de classes de didmetro hidrodindmico em nimero obtidas por espalhamento
de luz dindmico dos extratos verdo (EVs) utilizados nas sinteses de NPV de acordo tempo de congelamento das
folhas utilizadas no preparo do EV (A). Gréafico com as respectivas distribuicdes de Z-average e PdI (B). O
simbolo a indica o grupo que apresentou uma diferenca significativa entre os valores (P<0,05).
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Figura 23: Grifico do potencial Zeta das nanoparticulas de prata (NPV) sintetizadas da mesma maneira em
diferentes situacdes com o extrato verdo (EV) congelado pelo tempo indicado. Simbolos iguais (a, B e y) indicam
grupos cuja diferenca entre os valores ndo € significativa (P>0,05).
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4.3 CARACTERIZACAO ESTRUTURAL DA CINETICA DE FORMACAO DAS

NANOPARTICULAS POR MICROSCOPIA DE FORCA ATOMICA

Para compreender a cinética de formagao das AgNPs obtidas por essa rota de sintese
verde utilizando extratos das folhas de B. gaudichaudii, o processo de nucleagdo e
subsequente crescimento das NPs em dispersdo aquosa, as NPVs foram analisadas por MFA
em intervalos periédicos. Com fins comparativos, também foram analisados os controles do
EV (na concentracdo de 10% v/v) e da solucdo de AgNOs3 (na concentracao final de 1 mM),
representados na figura 24.

Apés a secagem, notou-se que o EV controle forma nanoparticulas de forma esférica e
tamanho uniforme com o didmetro (altura) em torno de 3 nm. Esse dado é bastante diferente
em termos absolutos do observado por DLS, um indicativo que, em dispersdo 0os compostos
do EV se organizam em agregados de particulas ou com uma extensa camada de recobrimento
e/ou de solvatacdo. A distribuicao das estruturas solu¢do controle de AgNO3 ndo permitiu a
contagem de um numero relevante de particulas (mais de 1000) para a determinacdo da
distribuicdo de diametros pela altura, mas observou-se a presenga de agregados esféricos de
altura varidvel entre 10 e 32 nm.

A formacao das NPVs acompanhada com andlises a intervalos regulares por MFA esté
representada na figura 25. No inicio da reac¢do, a populacdo de particulas possui uma
distribuicdo heterogénea, ao passo que com 4 horas a média de alturas estd em torno de 13
nm. A partir de 8 horas de reacdo nota-se o surgimento de outra populacdo, em torno de 20
nm, até a estabilizacdo na altura em torno de 25 nm com 24 horas. Notou-se que as particulas
estdo constantemente se agregando e parcialmente se dissolvendo ou se dissociando no meio

reacional aquoso e o tamanho geral aumenta com o tempo até atingir uma estabilizacdo. Nessa
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rota de sintese verde, a etapa de nucleacdo ocorre de maneira relativamente ripida, seguida de

um crescimento lento e gradual.
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Figura 24: Imagens obtidas por microscopia de forca atdmica adquiridas em modo dindmico a partir dos meios
reacionais do extrato verdo na concentragdo de 10% v/v (esquerda) e da solugdo estoque de nitrato de prata na
concentragdo final de 1 mM (direita). Abaixo de cada imagem estdo representados os histogramas de distribui¢do
do tamanho das particulas determinados pela altura média (nm).

De maneira geral, as NPMs obtidas por sintese verde tendem a aumentar de tamanho
ao longo do tempo, apresentando um crescimento lento quando comparado as sinteses
quimicas. Cruz e colaboradores (2010) acompanharam a cinética de forma¢do de AgNPs por
MET e observaram um aumento do tamanho médio das particulas, de 16 £ 5 nm com 3 horas
de reagdo, para 20 = 5 nm com 24 horas (Cruz et al., 2010). Outro estudo relata que AgNPs

sintetizadas utilizando o extrato de Capsicum annuum L. possuiam o tamanho médio de 10
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nm apds 5 horas, enquanto que, com 9 horas, o tamanho aumentou para 25 nm e, com 13
horas, para 40 nm (Li et al., 2007). Esse tipo de avaliacdo € importante dado que, ao longo da
reacdo e de acordo com o tempo de incubacdo, as NPs podem variar quanto ao tamanho e
quanto a forma, como j4 relatado na literatura para AgNPs e AuNPs (Chandran et al., 2006;
Begum et al., 2009; Kumar et al., 2010).

O fendmeno de nucleacdo e crescimento de particulas em dispersdao coloidal foi
inicialmente proposto por (Lamer e Dinegar, 1950). Esse modelo de formagdo de particulas
foi aperfeicoado ao longo dos anos por diversos pesquisadores e posteriormente descrito com
mais detalhes por (Watzky e Finke, 1997). De modo geral, o processo de nucleacdo e
crescimento observado para as NPVs sintetizadas segue o modelo estabelecido por LaMer.
Em teoria, durante o processo de nucleacdo, quanto menor o tamanho da particula, maior a
energia livre de Gibbs. O componente de superficie da energia livre de Gibbs domina o
componente de volume termodindmico favordvel. Quando o tamanho da particula aumenta,
esse componente de volume comeca a ter maior contribuicdo na barreira de nucleacdo. A
maxima dessa barreira, que ocorre no chamado “raio critico” da particula, representa uma
fronteira na qual as NPs com dimensdes menores que o raio critico ndo serao
termodinamicamente estiveis e, como resultado, se dissolvem. Enquanto isso, as particulas
que forem maiores que o raio critico apresentardo estabilidade termodindmica e passardo pelo
processo de crescimento. Apds a nucleacdo inicial, a concentragdo ou supersaturacdo das
espécies em crescimento diminui e a energia livre de Gibbs também reduz. Quando a
concentracao diminui abaixo dessa concentracao especifica, que corresponde a energia critica,
os nuicleos ndo se formam mais, enquanto que o crescimento continua até que a concentracio

das espécies em crescimento atinja a concentracao de equilibrio ou de solubilidade.



86

Sintese apods 4 horas Sintese apc’>s 8horas

2.00um
0

78

3004

w

(=3

o
!

Contagem

150 4

~n

wn

o
L

0 = v . 0
0 10 20 30 40 50 0 10 20 30 40 50

Altura das particulas (nm)

Sintese apds 12 horas

500 4

Contagem

30 40 50 0 10 20 30 40 50
Altura das particulas (nm)

Figura 25: Imagens obtidas por microscopia de for¢a atdmica adquiridas em modo dindmico a partir da mistura
reacional da sintese de nanoparticulas de prata apds 4, 8, 12 e 24 horas de incubag@o. A sintese foi realizada
utilizando o extrato verdo (concentragdo de 10% v/v) e solugdo de nitrato de prata (concentracdo final 1 mM).
Abaixo de cada imagem estdo representados os histogramas de distribuicio do tamanho das particulas
determinados pela altura média (nm).



87

Adicionalmente, de acordo com os presentes resultados o uso da MFA provou-se uma
técnica util na avaliagdo desse tipo de evento, especialmente quando se almeja interromper a
reacdo em um momento especifico para a obten¢do de um tamanho de particulas definido.
Vale também ressaltar a facilidade da técnica com relacdo ao preparo da amostra por nao

precisar de vdcuo, mantendo as amostras em condi¢des proximas a nativa.

4.4 INFLUENCIA DA ESTACAO DE COLETA DAS FOLHAS DE B. GAUDICHAUDII

NA SINTESE DAS NANOPARTICULAS

Com o objetivo de verificar se a época de coleta das folhas de B. gaudichaudii poderia
levar a alguma alteracio nas AgNPs formadas, foi realizada a sintese de NPVs e NPIs
utilizando extratos de folhas coletadas da mesma planta em duas épocas do ano caracteristicas
no bioma Cerrado como periodos de chuvas e seca, respectivamente. Essa estratégia de
coletar folhas exatamente da mesma planta visou a minimizar possiveis interferéncias
genotipicas ou fenotipicas que ndo fossem simplesmente relacionadas com a estacdo de coleta
das folhas.

O escurecimento da mistura reacional de amarelo claro para marrom utilizando o EV
foi duas vezes mais rdpido do que com o EI, conforme observado pela mudanga visivel na
coloracao das misturas reacionais (Fig. 26) e corroborada pelos dados correlacionados de
absorbancia (Fig. 27A). Isso indica que a taxa de formacdo das AgNPs foi maior utilizando o
EV que o EI. A partir desse dado, formulou-se a hipétese de que esse € um indicativo de que
metabdlitos, produzidos em menor quantidade em épocas de seca, possivelmente participam
das reacdes de reducdo de ions prata e a investigacdo desses metabodlitos constitui um dos

focos de interesse atual no grupo de pesquisa e fard parte de estudos futuros. Outra
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possibilidade € a presenca de compostos que interfiram no processo de reducio, inibindo ou
limitando a formac¢ao de AgNPs no caso do EIL

Um estudo conduzido por Miranda e colaboradores (1997) investigou o fluxo de
carbono, 4dgua e energia sobre algumas plantas do cerrado brasileiro. Esse estudo incluiu B.
gaudichaudii e mostrou que entre as épocas de chuva e seca existem variagdes nas taxas de
respiracao das plantas, no conteudo de nitrogé€nio e carbono nas folhas e, também, que durante
a seca as folhas apresentam menor condutividade de superficie (Miranda et al., 1997). Outra
pesquisa relatou que diferentes condi¢cdes ambientais derivadas do cultivo in vitro versus o
cultivo in vivo de B. gaudichaudii levam a diferencas na estrutura foliar da planta, podendo
alterar seu perfil fitoquimico (Fidelis et al., 2000).

Desta maneira, € importante ressaltar que a época de coleta, bem como outros fatores
(como o local e as condi¢des da planta), podem alterar a morfologia e o perfil fitoquimico de
diferentes o6rgdos da planta, de modo que essas alteragdes possam influenciar de forma
significativa a producdo e as caracteristicas das NPMs sintetizadas pelas rotas de sintese
verde. Esse fator € geralmente negligenciado e as condi¢des da planta e dos seus 6rgaos

utilizados no preparo do extrato sdo raramente relatadas na literatura.
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Figura 26: Fotos dos Erlenmeyers contendo misturas reacionais correspondentes as nanoparticulas de prata
sintetizadas com o extrato verdo (acima) e com o extrato inverno (abaixo) ao longo de 24 horas de reacdo. Para a
sintese, utilizou-se o extrato na concentra¢do de 10% v/v e nitrato de prata na concentracdo final de 1 mM.

Adicionalmente, foram monitorados os valores de pH e de condutividade elétrica (CE)
ao longo do curso das reacdes de sintese de NPVs e NPIs. Uma diminui¢do do pH do meio

reacional foi observada em aproximadamente 0,86 com o EV e em 0,82 com o EI (Fig. 27B)
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ao longo de 24 horas. Sathishkumar e colaboradores (2009) também relataram uma
diminuicdo semelhante no pH da reacdo de AgNPs por uma rota de sintese verde ao longo da
reagdo para uma faixa de pHs de 1 a 11 (Sathishkumar et al., 2009).

A CE, por outro lado, permaneceu inalterada ao longo do periodo monitorado e foi
aproximadamente 40% maior nas NPVs do que nas NPIs (Fig. 27C). Entretanto, a CE do EV
controle foi de 65,9 uS/cm e a do EI controle foi de 20,0 uS/cm. A CE da solu¢do controle de
AgNOs3 na concentracdo final de 1 mM foi de 107,6 uS/cm. A partir desses dados observa-se
que as CEs das NPs sintetizadas apresentaram o valor da soma das CEs da solu¢ao dos
controles e nao estdo relacionados ao aumento da condutividade devido a presenca das
AgNPs. Esses dados contrastam com o observado por (Bonatto e Silva, 2014) no qual a
mistura reacional apresentou aumento da CE ao longo da reacdo de formacdo de AgNPs por
sintese verde utilizando extratos aquosos de castanhas de caju como material bioldgico. Essas
diferencas de efeitos de diferentes tipos de materiais vegetais e espécies sobre a CE devem ser
relacionadas a caracteriscas de composi¢do molecular especificas e as quais precisam ser
investigadas caso a caso.

A partir das diferencas observadas nas andlises de absorbancia, pH e CE, foi realizada
a andlise das amostras NPV, NPI, EV e EI por DLS com o intuito de verificar se elas
apresentavam alguma variacdo quanto ao DH e ao potencial Zeta de superficie devido ao
periodo de coleta das folhas utilizadas para preparacdo dos extratos. Os resultados estdo
apresentados na Tabela 5 e na figura 28.

Dentre os extratos, nota-se que o EI apresenta, em ndmero, estruturas muito menores
que o EV, com duas populacdes com o DH (em niimero) com média de 6 e de 35 nm, além de
um potencial Zeta com maior valor em mdédulo (-30 mV). Dentre as nanoparticulas, as NPIs

apresentaram uma unica popula¢do de acordo com o DH (em niimero) com a média de DH
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obtido pelo nimero de nanoparticulas de aproximadamente 37 nm, enquanto que as NPVs
apresentaram novamente duas populacdes, uma com uma em média de 25 nm e a outra de 51
nm. Coincidentemente, o DH das NPIs € praticamente o mesmo de uma das populacdes do EI,
o que pode contribuir para o aumento na intensidade da porcentagem em niimero dessa
populagdo de particulas. Os valores de Pdl em torno de 0,27 foram semelhantes para as duas

amostras, indicando uma polidispersividade moderada.
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Figura 27: Curvas cinéticas de monitoramento das misturas reacionais das nanoparticulas de prata sintetizadas
com o extrato verdo (NPVs, em vermelho) e com o extrato inverno (NPIs, em azul) sendo apresentadas a
absorbancia medida a 450 nm (A), a variagdo do pH (B) e a condutividade elétrica (C) durante o curso das
reacdes por 24 horas. Para a sintese, utilizou-se o extrato na concentragdo de 10% v/v e nitrato de prata na
concentracdo final de 1 mM.
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Tabela 5: Dados obtidos por DLS do didmetro hidrodindmico da(s) populag@o(s) de particulas (% nimero), Z-
average, Pdl e potencial Zeta de superficie referentes as nanoparticulas de prata sintetizadas com o extrato verdo
EV (NPVs) e com o extrato inverno EI (NPIs). Os valores estdo representados como média + desvio padrdo da
média das medidas realizadas em triplicata.

Diametro hidrodinamico da(s)

Amostra médio da(s) populagio(s) de 2" ¢"%8¢ Pdl Potencial Zeta
nanoparticulas (d.nm) (mV)

NPV 25e50nm 150,7 £ 0,8 0,277 + 0,006 30,4 +2.3

NPI 37 nm 82,4 +0,6 0,271 0,003 29,6+ 4.5

EV 215 nm 299,0 + 15,8 0,363 + 0,028 23442,

EI 6¢35nm 232,1 £34 0,378 + 0,026 304430

Em suma, as NPVs e NPIs possuem tamanhos semelhantes em solu¢do (da ordem de
dezenas de nandmetros), mas o processo de formacgdo das particulas é claramente diferenciado
e as NPIs possuem uma utnica populagdo de particulas, enquanto que as NPVs possuem duas
populagdes. Ambas as NPVs e NPIs possuem estabilidade coloidal moderada, como indicado
pelo potencial Zeta de superficie de -30,4 e -29,6 mV, respectivamente.

Suplementarmente, avaliou-se a capacidade de formacdo de AgNPs do EV apds uma
etapa de congelamento do extrato. Dados obtidos pela anélise dessa amostra por DLS apds 24
horas de reacdo indicou um Z-average de 147,7 + 2,0 d.nm, PdI de 0,216 + 0,01 e potencial
Zeta de -27,1 £0,7 mV. A CE dessa amostra foi de 67,5 uS/cm e todos esses resultados foram
muito semelhantes aos obtidos pelo extrato recém preparado (antes do congelamento), o que
indica que essa etapa ndo inativa ou altera o(s) composto(s) ativo(s) na reducdo do sal

metdlico e estabiliza¢do das nanoparticulas.
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Figura 28: Curvas de distribuicdo de classes de didmetro hidrodinAmico em niimero obtidas por espalhamento

de luz dindmico das nanoparticulas de prata sintetizadas com o extrato verdo EV (NPVs) e com o extrato inverno
final de 1 mM.

EI (NPIs). Para a sintese, utilizou-se o extrato na concentracdo de 10% Vv/v e nitrato de prata na concentragdo

4.5 ANALISE DAS AMOSTRAS POR ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO COM
TRANSFORMADA DE FOURIER (FTIR)
Apesar da formacdo e estabilizacdo das AgNPs sintetizadas ocorrer por meio de um
processo de sintese relativamente simples (etapa tnica), € um fendmeno quimicamente
complexo, pois o extrato das folhas de B. gaudichaudii possivelmente apresenta diversas
biomoléculas, como flavonoides, polissacarideos, compostos fendlicos, dcidos organicos, e
proteinas, como relatado na literatura (Lourenco, 2001; Jacomassi et al., 2007). Sendo assim,
foram realizadas andlises das NPVs, NPIs e dos controles EV e EI para investigar a possivel

presenca/auséncia de diferentes grupos funcionais. Os resultados dessa anélise por FTIR estdo
ilustrados na figura 29.

92
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Como as amostras ndo passaram por etapas de purificacio do extrato de B.
gaudichaudii, a interpretacdo dos espectros foi realizada de modo a comparar os espectros
obtidos para os extratos aquosos das folhas (EV e EI) com os espectros das AgNPs
sintetizadas a partir desses extratos (NPV e NPI). Inicialmente, percebe-se que os extratos sao
bastante semelhantes, apresentando os mesmos picos e bandas de absor¢do, com pequenas

diferencas entre as intensidades. O mesmo vale para as AgNPs obtidas as quais assemelharam

bastante entre si sob o ponto de vista dos espectros obtidos.
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Figura 29: Espectros obtidos por espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier das
nanoparticulas de prata sintetizadas com o extrato verdo EV (NPVs) e com o extrato inverno EI (NPIs), além de
seus respectivos controles (extratos). Para a sintese, utilizou-se o extrato na concentragcdo de 10% v/v e nitrato de
prata na concentracdo final de 1 mM. Para a andlise, as amostras foram prensadas em pastilhas de KBr.
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Ao observar os espectros dos extratos controle, percebe-se a presenca proeminente dos
picos/bandas 3340, 1612, 1107 e 1066 com maior intensidade de absor¢do. A banda larga a
3340 cm! € caracteristica do grupo funcional hidréxi, presente em dgua, dlcoois e compostos
fendlicos. Os picos a 821 e 770 cm™! representam a vibragio C-H em aneis aromaticos
(Chandran et al., 2006) e o pico a 1612 cm! se refere a grupamentos carbonila, possivelmente
de polifenois (Jayaseelan e Rahuman, 2012) ou carboidratos. J4 as bandas 1066 ¢ 1107 cm™!
podem ser atribuidas ao estiramento vibracional de C-O-C e C-O em compostos fendlicos,
como j4 relatado para AgNPs obtidas em sintese verde (Cruz et al., 2010; Kumar et al., 2010).

Nos espectros correspondentes as NPVs e NPIs notou-se a ocorréncia de uma
diminui¢do notdvel na intensidade dos picos/bandas em 3340, 1612, 1066 ¢ 1107 cm’!,
quando comparados aos espectros dos respectivos extratos EV e EI. Esse fato indica que esses
grupamentos podem ser diretamente responsdveis pela reducdo do ion metdlico, mas a
averiguacdo da identidade molecular dessas substancias ainda precisa ser realizada. De
qualquer modo, esses picos/bandas sao menos expressivos no espectro das NPI do que nas
NPV, o que pode ser um indicativo da presenca desses grupamentos em menor quantidade no
El do que no EV, ainda que sendo necessdrias ressalvas nesse tipo de constatacdo. Esse
fendmeno colabora com a hipétese de que metabodlitos presentes no extrato aquoso das folhas
de B. gaudichaudii sio responsdveis pela reducdo da prata e estdo presentes em maior
abundancia no EV do que no EI, contribuindo para que a sintese de NPVs seja mais rdpida do
que a das NPIs.

Além da diminui¢do da intensidade de alguns picos, notou-se também a presenca do
pico a 1384 cm™! em alta intensidade. Esse pico pode ser atribuido a presenga de NOs3 residual
da solu¢dao de AgNOs3, como reportado em outro estudo (Cruz et al., 2010) e de fato foi

observado em alta intensidade apenas nas amostras contendo originalmente nitrato de prata.
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4.6 PERFIL DE DISSOLUCAO DAS NANOPARTICULAS EM MEIO SALINO

Uma vez que NPs entram em um sistema com um meio diferente daquele no qual foi
sintetizada/armazenada, seu comportamento estard intimamente relacionado com a sua
estabilidade coloidal e com a possibilidade de os componentes ali presentes afetarem o seu
estado de agregacdo, se a particula permanece em suspensdao ou se O processo leva a sua
dissolugdo (Li et al., 2010).

Dessa forma, no presente estudo almejou-se avaliar o comportamento das NPVs em
meio salino a partir da andlise da mistura reacional das NPVs dispersas em solugdes com
varias concentracdes de NaCl, de forma a mimetizar desde a concentragcdo salina fisioldgica
de 0,9% (154 mM de NaCl) até uma concentracdo que mimetiza a 4gua do mar (559 mM de
NaCl), sempre em pH neutro.

Inicialmente as dispersdes foram avaliadas de acordo com as absorbancias a 490 nm
(Fig. 30). Observou-se que as NPVs, na presenca das solu¢des de NaCl e na presenca de dgua
ultrapura, ndo apresentaram alteracdes quanto aos perfis de absorbancia. Caso as AgNPs se
agregassem ou dissolvessem, seria esperada alteracdo nesses perfis, decorrente da diminuicao
do efeito de ressonancia plasmonica de superficie das AgNPs. J4 com os EVs controles,
observou-se que, nas 3 horas iniciais houve uma pequena diminui¢do da absorbancia quando

em solu¢des de NaCl, mais pronunciadas em menores concentragdes do sal.
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Figura 30: Medidas de absorbancia a 490 nm das nanoparticulas de prata (NPV) e do extrato verdo (EV)
dispersos nas solugdes de NaCl 154 mM, NaCl 559 mM e dgua ultrapura monitoradas ao longo de 12 horas. Para
a sintese das NPVs utilizou-se o EV na concentracdo de 10% v/v e nitrato de prata na concentragdo final de 1
mM.

Para investigar esse evento, foram realizadas andlises periddicas por DLS das NPVs e
do EV em meio salino fisiol6gico por 4 horas (Fig 31). Para as NPVs com NaCl 154 mM, ao
longo do tempo ocorreu um aumento progressivo dos valores de Z-average e Pdl de 148 a
1785 d.nm, e de 0,213 a 0,774, respectivamente, enquanto os valores de potencial Zeta
permaneceram em torno de -33 mV (Fig. 31D). J4 com NaCl a 559 mM, o aumento do
tamanho médio e da polidisperdividade foram menos expressivos, sendo de 148 a 546 d.nm
para o Z-average e de 0,210 a 0,315 para o PdI (Fig. 31B).

As anélises por DLS feitas para o EV em solu¢do de NaCl 154 mM (Fig. 31C) foram
muito semelhantes ao das NPVs. De forma que, juntamente com os dados de absorbancia, é
possivel que esse aumento do tamanho da mistura reacional das NPVs tenha sido decorrente
do aumento do EV livre presente na mistura reacional das NPVs. Notavelmente, ao observar
os valores de potencial Zeta de superficie obtidos para as duas reacdes € possivel perceber que

durante as 4 horas de reacdo, o valor observado para as NPVs sofreu apenas uma pequena



alteracdo (de -28,4 para -34,6 mV) possivelmente relacionada com mudangas nos valores de

potencial Zeta do EV controle, que passou de -19,6 para -44,5 mV ao longo da reacdo.
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Figura 31: Gréficos das analises de Z-average e Pdl obtidos por espalhamento de luz dindmico ao longo de 4 h

de monitoramentos das reacdes de dissolu¢do das nanoparticulas de prata (NPV) em NaCl 154 mM (A), em
NaCl 559 mM (B) e do extrato verdo (EV) em NaCl 154 mM (C). Grafico dos dados de potencial Zeta obtidos a

partir dos resultados das reacdes de A e C (D). Para a sintese das NPVs utilizou-se o EV na concentragcdo de 10%
v/v e nitrato de prata na concentracao final de 1 mM.

Li e colaboradores (2010) examinaram a possivel dissolucio de AgNPs por DLS em

diferentes concentracdes de NaCl e perceberam que o DH das AgNPs passou de 60 para 140

d.nm em apenas 12 minutos de reacio com NaCl nas concentracdes de 40, 50 e 200 mM. Ja

para concentracdes de NaCl de 10 e 20 mM, os mesmos autores observaram que o didmetro

permaneceu constante a 80 nm (Li et al., 2010). No presente trabalho observou-se o contrério,
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onde o DH sofreu menos variagdo com a maior concentracao de NaCl, entretanto com valores
bem diferentes daqueles avaliados por Li e colaboradores (2010). Levando todos os eventos
em consideracdo, é provdvel que os efeitos observados para as NPVs sejam decorrentes da
interacdo entre as biomoléculas do EV e os fons sédio e/ou cloro presentes na solu¢do, e ndao

de qualquer evento de dissolu¢do das AgNPs.

4.7 ENSAIOS DE VIABILIDADE CELULAR

A preocupacdo com a toxicologia de sistemas nanoestruturados tem sido uma area de
interesse crescente. O emprego de ensaios de viabilidade celular in vitro consiste no passo
inicial para a determina¢do da toxicologia das NPs porque permite prever a possivel resposta
celular as NPs, definindo o potencial para seu uso em diversas aplicagdes, especialmente na
area de biomedicina (Albrecht et al., 2006; Yildirimer et al., 2011).

Com esse objetivo, foram investigados os efeitos das AgNPs sintetizadas e dos EV e
EI utilizados na sintese dessas particulas em diversos sistemas biolégicos. A determinacao da
viabilidade celular in vitro foi realizada por meio do ensaio colorimétrico utilizando MTT. De
modo geral, as células de escolha sdo cultivadas e submetidas ao contato com as amostras que
se deseja testar e com os respectivos controles. Apds um periodo de tempo pré-determinado, €
aplicada uma solucdo contendo MTT que, por sua vez, € internalizado pela célula e
metabolizado por enzimas mitocondriais, resultando na formacdo de cristais de formazan.
Esses cristais possuem uma cor azul-pirpura caracteristica e a sua presenca indica que hd a
respiracdo celular e esse fato € entdo correlacionado a viabilidade celular. Desse modo, pode-
se quantificar a presenca de cristais de formazan (posteriormente dissolvidos) por

espectrofotometria e os dados obtidos sdo proporcionais a quantidade de células vidveis.
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4.7.1 Células eucarioticas tumorais e nao tumorais

Os ensaios de viabilidade celular pelo ensaio colorimétrico MTT com células
eucaridticas nao tumorais da linhagem NIH3T3 (fibroblasto murino) e tumorais da linhagem
MCF-7 (células de cincer de mama humano) foram realizados com o intuito de verificar a
possivel citotoxicidade do EV e das NPV em células eucaridticas quando comparados ao
efeito do controle negativo e da prata livre (Ag). Assim, foi possivel estimar se as NPVs
teriam influéncia em eventuais aplicagdes bioldgicas, além de determinar se hd alguma
resposta diferenciada para as células tumorais. Os resultados estdo apresentados na figura 32.

Os EVs, nas trés concentragdes testadas, ndo afetaram a viabilidade das duas linhagens
celulares de mamiferos e apresentaram efeitos semelhantes ao controle negativo (Fig. 32). Um
estudo desenvolvido com o extrato das raizes de B. gaudichaudii detectou atividade citotéxica
para células de carcinoma epidermdide humano de nasofaringe (in vitro) e para leucemia
linfocitica P388 em camundongos (in vivo), porém essa atividade foi relacionada ao alto teor
de furanocumarinas, presentes em abundancia na raiz da planta, mas ndo em partes aéreas
(Pozetti, 2005). Lourengo (2001) constatou que o extrato metandlico das folhas de B.
gaudichaudii possui menos de 1% de psoraleno e bergapteno. Dessa forma, pode-se sugerir
que a baixa toxicidade do EV atribui-se a presenga escassa de compostos com potenciais
atividades citotéxicas nas concentragdes avaliadas no presente estudo (Lourenco, 2001).

A prata livre (Ag), nas concentragdes de 50 uM e 0,1 mM (Ag 10% e Ag 20%),
promoveu uma diminui¢do da viabilidade celular de linhagens NIH3T3 e MCF-7 (Fig. 32). A
prata livre possui um efeito citotéxico bem caracterizado. E importante ressaltar que ndo
houve diferencas significativas entre a resposta das linhagens celulares (MCF-7 e NIH3T3)
para cada concentracio de AgNOs3, o que indica que n3o houve especificidade da

citotoxicidade da prata livre quanto aos tipos celulares testados. Na menor concentra¢do de 25
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uM (Ag 5%), o AgNOs e as NPVs apresentaram efeitos semelhantes ao controle negativo

(P>0,05).
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Figura 32: Histogramas de viabilidade celular das linhagens NIH3T3 (fibroblasto murino) e MCF-7 (células de
cancer de mama humano) obtidos no ensaio colorimétrico de MTT na presenga das nanoparticulas de prata e dos
devidos controles. O eixo X representa as amostras testadas e suas respectivas dilui¢des. As amostras foram
testadas nas dilui¢des de 5%, 10 e 20% v/v em 200 puL a partir das misturas de sintese, com concentragdes de
AgNO; equivalentes a 25 uM, 50 uM e 0,1 mM, respectivamente. Simbolos iguais (o, f ou y) indicam grupos
cuja diferenca entre os valores nao € significativa (P>0,05). Controle: dgua ultrapura; Ag: solucdo de nitrato de
prata (concentragdo inicial de 1 mM); EV: extrato verdo; NPV: nanoparticulas de prata sintetizadas utilizando-se
o EV na concentracdo de 10% v/v e nitrato de prata na concentracdo final de 1 mM.

As NPVs, de maneira similar ao AgNO3, promoveram uma diminuicdo da viabilidade
celular das duas linhagens nas concentragdes de 10% e 20% (Fig. 32). Entretanto, para as
NPVs na concentracdo de 10%, a linhagem NIH3T3 apresentou a viabilidade celular
aproximadamente 21% maior que as células MCF-7, com uma diferenca significativa entre as
medidas (P=0,0009391).

A partir desses resultados obtidos nas linhagens de mamiferos, ¢ importante destacar

que as AgNPs obtidas estdo de acordo com os principios almejados pela quimica verde, que
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visam a utilizacdo de um solvente benigno ao meio ambiente e que o(s) redutor(es) do sal
metdlico ndo apresentem toxicidade (Albrecht et al, 2006). O processo de sintese se
apresenta, portanto, como uma alternativa eco-amigavel, de custo baixo e sustentdvel para a
producdo de AgNPs. Quanto ao potencial uso dessas AgNPs em aplicacdes biomédicas, a
mesma ainda precisa ser avaliada em outros ensaios in vitro e também por meio de
investigacoes in vivo. De qualquer modo uma possibilidade seria a veiculacdo ativa a células
especificas, por meio de moléculas de reconhecimento, diminuindo a eventual toxicidade a

células normais. Essas abordagens serdo invgestigadas em estudos futuros.

4.7.2 Bactéria Escherichia coli

O ensaio de viabilidade celular pelo ensaio colorimétrico MTT foi realizado com a
bactéria E. coli, utilizando a cepa XL1-Blue. Os efeitos das NPV, NPI, EV e EI foram
testados para avaliar se hd alguma diferenca entre a possivel atividade antimicrobiana das
particulas com relacdo a época de coleta das folhas com as quais foi produzido o extrato
utilizado na sintese. Os resultados estdo ilustrados na figura 33 e comparados com o controle
negativo e com o AgNOs (prata livre — referida como Ag).

No presente experimento, observou-se que o EV e o EI favoreceram o crescimento
celular de maneira semelhante, aumentando a viabilidade de E. coli em aproximadamente
40% (Fig. 33). Portanto, sugere-se que os extratos das folhas de B. gaudichaudii forneceram
compostos que favoreceram a proliferacdo bacteriana. Uma pesquisa relatou que o extrato
hidroalcoolico (etanol a 70%) das folhas de B. gaudichaudii também nao apresentou atividade
antimicrobiana contra diversas cepas bacterianas (Pozetti, 2005). J4 em outro estudo,
constatou-se atividade antibacteriana contra Staphylococcus aureus, porém foi utilizado o

extrato da raiz de B. gaudichaudii (Alves et al., 2000), rico em furanocumarinas.
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Por sua vez, as NPVs ndo apresentaram atividade antibacteriana e, sim, o mesmo
efeito que o controle negativo, ndo alterando a viabilidade celular (Fig. 33). Esse dado reforca
a hipétese de que o EV forma um recobrimento nas nanoparticulas de prata, o que pode, nesse
caso, impedir a sua ac@o antimicrobiana, j4 que o EV controle favoreceu a proliferacao
celular. Outra possibilidade ainda € a de que os extratos tenham atuado como interferentes dos
ensaios de MTT e essa hipotese ainda precisa ser devidamente verificada em estudos futuros.

Interessantemente, as NPIs apresentaram atividade antimicrobiana moderada e
diminufram a viabilidade celular de E. coli para cerca de 60% (Fig. 33). E possivel que,
devido a taxa de formacao das AgNPs ser mais lenta com o EI do que com o EV, pode ser que
a reducio dos fons Ag* para Ag® ndo tenha ocorrido completamente, de modo que ainda haja
a presenca de Ag* livre na mistura reacional das NPIs, o que pode ser responsdvel pela
diminuicdo mais pronunciada da viabilidade celular.

A prata livre apresentou atividade antibacteriana intensa e reduziu o nimero de células
vidveis a apenas 12% (Fig. 33). A prata livre possui acdo antibacteriana caracterizada até
concentracdes micromolares e hd indicios de que o mecanismo de acido antibacteriana das
AgNPs estd relacionado a liberacdo progressiva de ions de prata pela NPs (Patil ef al., 2012;
Salam et al., 2012). Uma das aplicagdes mais proeminentes das AgNPs ocorre devido a sua
atividade antimicrobiana relatada por diversos autores ao longo dos ultimos anos (Sharma et
al., 2009; Lloyd et al., 2011; Pencheva et al., 2012; Salam et al., 2012) e essa atividade
também tem sido investigada em AgNPs sintetizadas via sintese verde, como ilustrado

anteriormente na tabela 2.
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Figura 33: Histograma de viabilidade celular da bactéria E. coli obtido no ensaio colorimétrico de MTT na
presenca das nanoparticulas de prata e dos devidos controles. O eixo X representa as amostras testadas. As
amostras foram testadas na concentragdo de 1% v/v em 300 puL a partir das misturas de sintese com concentracio
de AgNO; equivalente a 0,1 mM. Simbolos iguais (o e ) indicam grupos cuja diferenca entre os valores ndo é
significativa (P>0,05). Controle: agua ultrapura; Ag: solugio de nitrato de prata; EV: extrato verdo; EIL: extrato
inverno; NPV: nanoparticulas de prata sintetizadas utilizando-se o EV; NPI: nanoparticulas de prata sintetizadas
utilizando-se o EI Para a sintese das NPVs e NPIs foram utilizados os respectivos extratos na concentracdo de
10% v/v e nitrato de prata na concentragdo final de 1 mM.

Como a atividade antimicrobiana esta relacionada a capacidade da AgNP em liberar os
ions Ag*, consequentemente ela € dependente do perfil de diluicao das AgNPs. No caso das
NPVs, o EV pode ter atuado no recobrimento da AgNP, impedindo a liberacao dos fons prata
e levando a auséncia de atividade antimicrobiana contra E. coli. Da mesma maneira, o
recobrimento das NPIs pode ndo ocorrer da mesma forma do que a das NPVs, devido as
diferencas nos perfis fitoquimicos dos extratos EI e EV, de modo que as NPIs possam liberar

mais fons Ag* em solug@o e consequentemente apresentar atividade pronunciada.
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4.7.3 Levedura Saccharomyces cerevisiae

A determinacdo da viabilidade celular pelo ensaio colorimétrico MTT foi realizado
com a levedura S. cerevisiae (Fermipan®) no intuito de investigar os efeitos de NPV, NPI, EV
e EI nesses organismos e comparar as possiveis diferencas de atividade de acordo com o
extrato utilizado. Os resultados estdo apresentados na figura 34.

O EV e o EI aumentaram a viabilidade da levedura S. cerevisiae em aproximadamente
20% nas duas concentracdes testadas (Fig. 34). A possivel presenca de amido e outros
polissacarideos nas folhas de B. gaudichaudii (Jacomassi et al., 2007) pode ter atuado como
substrato que favoreceu a proliferacdo de S. cerevisiae. Estudos relatam que o extrato da raiz
de B. gaudichaudii possui atividade fungicida contra Cladosporium sphaerospermum (Alves
et al., 2000), atribuida novamente a presenca de furanocumarinas, substincias pouco
presentes nas folhas.

As NPVs e NPIs também aumentaram a viabilidade celular de S. cerevisiae, de
maneira semelhante ao EV e EI (Fig. 34). J4 foi reportado na literatura que AgNPs obtidas por
sintese verde apresentaram atividade antifingica contra S. cerevisiae, porém diminuindo a sua
viabilidade celular de forma apenas moderada (Nagajyothi e Lee, 2011; Bonatto e Silva,
2014).

A prata livre levou a diminui¢do da viabilidade celular em 10%, na concentracio
equivalente de AgNO3 de 50 uM (Ag 5%) e, em 20% na concentragdo de 25 uM (Ag 2,5%),
como ilustra a figura 34. Bonatto e Silva (2014) observaram uma diminui¢dao de 40% na
viabilidade celular utilizando AgNPs produzidas a base de extrato aquoso de castanha de caju
do cerrado utilizando a concentracdo equivalente a AgNO3 25 uM. As possiveis diferencas

entre as atividades podem ser devido aos diferentes protocolos de formacido das
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nanoparticulas ou ainda aos diferentes tipos de extratos utilizados para a redugdo e

recobrimento das AgNPs descritas em diferentes estudos.
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Figura 34: Histograma de viabilidade celular da levedura S. cerevisiae obtido no ensaio colorimétrico de MTT
na presenca das nanoparticulas de prata e dos devidos controles. O eixo X representa as amostras testadas. As
amostras foram testadas nas concentragdes de 5% e 2,5% v/v em 200 pL a partir das misturas de sintese, com
AgNO; equivalente de 50 e 25 uM, respectivamente. Os simbolos indicam que a diferenca de valores é
significativa (P<0,05) quando comparada com o grupo Ag 5% (o) e Ag 2,5% (B). Controle: agua ultrapura; Ag:
solugdo de nitrato de prata; EV: extrato verdo; EI: extrato inverno; NPV: nanoparticulas de prata sintetizadas
utilizando-se o EV; NPI: nanoparticulas de prata sintetizadas utilizando-se o EI Para a sintese das NPVs e NPIs

foram utilizados os respectivos extratos na concentracao de 10% v/v e nitrato de prata na concentragdo final de 1
mM.
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4.8 BIOSSENSORES

Ap6s a formacdo e caracterizacdo das AgNPs sintetizadas a partir dos extratos aquosos
de folhas de B. gaudichaudii, buscou-se uma aplicacgdo por meio da
imobilizacdo/recobrimento de biossensores. Os dispositivos inicialmente passaram por um
procedimento de [ift-off para a remog¢do da camada de fotorresiste onde estava localizado o
grafeno, para que pudesse ocorrer o processo de funcionalizacio das biomoléculas de
reconhecimento. Apds essa etapa, os dispositivos foram enviados para a andlise eletroquimica
e os resultados preliminares estdo descritos a seguir.

Virias amostras ficaram com os contatos elétricos rompidos (Fig. 35A, 35B e 35C).
Isso pode ser devido a interagdo com a solu¢do de DMF ou ao tratamento térmico ao qual os
dispositivos foram submetidos. Adicionalmente, as amostras nas quais foram depositados os
filmes de NPVs apresentaram uma coloraciao esverdeada (Fig. 35D, 35E e 35F) e uma baixa
resisténcia elétrica. Possivelmente houve percolacdo das AgNPs ou a solugdo em que as
AgNPs (NPVs) estio em suspensdao € condutora e deixou um residuo uniforme sobre o
dispositivo.

Assim, como vdrios dispositivos apresentavam artefatos, ndo foi possivel fazer as
medicdes em uma sequéncia controlada como inicialmente planejado. Serd necessério
verificar detalhadamente cada etapa do processamento dos dispositivos e na funcionalizacio
de modo a evitar essas situacdes em aplicagdes futuras.

Desse modo, foi possivel realizar as medidas apenas no dispositivo contendo o
anticorpo funcionalizado Anti-GH, portanto os resultados descritos a seguir sdo preliminares e
referentes apenas a esse anticorpo. Inicialmente a resisténcia elétrica do dispositivo foi
medida em funcio do tempo, enquanto variou-se a tensdo de top gate (tensdo elétrica entre o

grafeno e o liquido) em 0,1 V de 0 V até 0,6 V, em seguida retornando até 0 V (Fig. 36A). Em
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seguida, foram selecionadas as dltimas 20 medidas de resisténcia obtidas para cada valor de
tensdo fop gate e valor médio da resisténcia em cada platd da figura 36B foi plotado em
funcdo da tensdo de top gate. Esse procedimento entdo foi repetido com diferentes solucdes

contendo o analito (GH — hormdnio do crescimento) em contato com o grafeno (Fig. 37).

Figura 35: Fotomicrografias dos dispositivos apds os procedimentos de preparacdo e funcionalizagdo. (A) e (C)
apresentaram os contatos de ouro rompidos e (B) apresentou uma espécie de filme na superficie proveniente da
dissolucdo do fotorresiste pelo DMF. Fotomicrografias dos dispositivos ap6s deposi¢io do filme de NPVs (D, E,
F).
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Figura 36: Gréfico da resisténcia em funcdo do tempo da variacdo da tensdo top gate utilizando agua ultrapura

em contato com o dispositivo (A) e os tltimos 20 valores da resisténcia obtidos para cada tensdo top gate em A

(B).

O resultado apresentado na figura 37 sugere que a concentracdo de GH de apenas 2
ng/mL foi suficiente para saturar todas as ligagdes anticorpo/antigeno, por isso as solugdes
com maiores concentragdes apresentaram os mesmos valores. No entanto, embora as medidas

de calibracdo tenham sido realizadas com &4gua ultrapura, como ndo foi feita uma medida
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apenas com dgua sobre o dispositivo antes de se colocar a solucdo de GH, portanto esse
resultado ainda € inconclusivo e apenas sugere uma sensibilidade de ng/mlL.

Em seguida, as mesmas medidas foram repetidas intercalando-se uma injecao de dgua
entre cada solu¢do com antigenos. A sequéncia em que cada liquido foi colocado sobre o
grafeno foi novamente da menor para a maior concentragdo de GH. As medidas da resisténcia
e da variacdo percentual da resisténcia estdo ilustrados na figura 38. Dessa maneira observou-
se que houve uma resposta diferente para cada concentracdo de antigeno. Porém, essas
respostas ndo foram consistentes, ou seja, a mudangca na resisténcia ndo variou
monotonicamente com a concentracdo do antigeno. Essas medidas foram realizadas trés dias

ap6s as medidas iniciais e € possivel que o estado da superficie do grafeno e dos

funcionalizantes possam ter sido alterados nessa ocasido.
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Figura 37: Resisténcia média do dispositivo em funcdo da tensdo de top gate (V) para cada antigeno (GH —
hormdnio do crescimento) diluidos nas concentra¢des de 2, 20 e 200 ng/mL.
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Figura 38: Grifico da resisténcia média em cada platd correspondente a tensdo do dispositivo em funcdo da
tensdo top gate (Vg) para cada solu¢do do antigeno GH (horménio do crescimento) em diferentes concentragdes
(A). Resisténcia média das medidas em A (B).

Partircularmente, publicacdes nessa drea tém crescido nos dltimos anos e ja foram

relatados nanobiossensores baseados

em grafeno por deteccdo de

fluorescéncia e

eletroquimica, além da funcionalizacdo do grafeno para esses fins (Ma et al., 2013). O

grafeno apresenta uma condutividade maior do que a dos nanotubos de carbono, o que torna
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seu uso como elemento transdutor na construcdo de biossensores extremamente atrativa
(Pumera et al., 2010; Pumera, 2011). A deposi¢do de nanoparticulas para aumentar a deteccao
desse tipo de sensor também j4 foi relatada com sucesso (Liu e Guo, 2012; Ma et al., 2013),
permitindo a capacidade de detec¢ao desses sensores na faixa de concentra¢do do analito em
picomolar e nanomolar.

De acordo com os resultados apresentados, serd necessdrio substituir o DMF ou
realizar um processamento alternativo com outro material para isolar os contatos elétricos da
solugdo. Apdés o processo de aperfeicoamento da producdo dos dispositivos e do
procedimento de funcionalizacdo, as medidas serdo realizadas com os devidos controles

relacionados ao dispositivo e as solugdes testadas em outros projetos em andamento no grupo.
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5 CONCLUSOES

No presente estudo, AgNPs foram sintetizadas a partir de AgNOs utilizando o extrato
aquoso das folhas da planta Brosimum gaudichaudii. As particulas sintetizadas apresentaram
quando secas um didmetro médio de 21,1 nm, medido por MFA, e quando em dispersao
aquosa apresentaram duas populacdes com o didmetro hidrodindmico (% nimero)
aproximado de 35 e 90 nm. O potencial Zeta foi de -30 mV e o PdI foi de 0,202, indicando
estabilidade coloidal e monodispersividade altas.

As biomoléculas presentes no extrato de B. gaudichaudii foram responsdveis pela
biorredu¢do e possivelmente pelo recobrimento e estabilizacdo das AgNPs. O processo de
sintese apresentou uma alta reprodutibilidade e estd de acordo com os principios da quimica
verde, apresentando-se como uma alternativa sustentdvel, eco-amigédvel, de custo baixo e
biocompativel.

A formacdo das NPVs foi dependente de parametros do processo, como concentra¢ao
do extrato, pH inicial da reacdo e presenca/auséncia de surfactantes. Entre as concentragdes
do EV de 10, 20 e 50% (v/v), observou-se pelas maximas de absorbancia, que a formacao de
AgNPs foi mais eficiente com 10%. O uso de solugdes tampdo para o controle do pH da
reacdo levou a formacgdo de agregados/particulas maiores nos pHs 6, 7 € 8, ao passo que nos
pHs 4 e 5 nao houve formagdo de AgNPs. O uso dos surfactantes CTAB (catidnico) e Tween
(neutro) ndo contribuiram para a formac¢do de AgNPs, enquanto que com o SDS (anidnico)
houve a formag¢ao de AgNPs, porém com o DH maior do que apenas em dgua e a adi¢do desse
surfactante ndo contribuiu para uma estabilidade eletrostatica superior.

A cinética de formacdo das NPVs, monitorada por MFA, mostra que o crescimento

das AgNPs comecga com o surgimento de duas populacdes, que ao longo do tempo aumentam
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de tamanho e culminam com uma tunica populacdo, processo de maneira semelhante aos
descritos pelas teorias de nucleacdo e crescimento de particulas estabelecidos na literatura.

Em meio salino com NaCl em concentra¢do fisioldgica, as NPVs ndao sofrem o
processo de dissolucgdo e isso pode influenciar a sua atividade bioldgica in vitro.

A época de coleta das folhas de B. gaudichaudii (verdo ou inverno) utilizadas na
preparacao do extrato aquoso influenciou diretamente na taxa de sintese das AgNPs e nas suas
caracteristicas morfoldgicas e fisicoquimicas. A atividade antimicrobiana das NPIs foi
moderada contra Escherichia coli, diminuindo sua viabilidade celular em 40%, enquanto que
as NPVs na concentragdo testada ndo apresentaram atividade antimicrobiana.

Nao houve atividade antiftingica contra Saccharomyces cerevisiae, tanto das AgNPs
quanto dos diferentes extratos Ev e EI, enquanto que a prata livre (AgNO3) diminuiu a
viabilidade celular de S. cerevisiae em cerca de 20%.

As NPVs apresentaram atividade citotoxica, dependente da sua concentragdo e
comparaveis a acdo da prata livre, para as linhagens de células eucaridticas de mamiferos da
linhagem MCF-7 (cancer de mama humano) e NIH3T3 (fibroblasto murino).

Os testes preliminares com os biossensores revelaram que os dispositivos com NPV
apresentaram baixa condutividade elétrica porque possivelmente as NPVs interagiram com
algum composto utilizado durante a funcionalizacdo ou até mesmo com o dispositivo, pois
apresentaram uma mudanga de cor particular. Para isso serdo necessdrias alteracdes no
processo de funcionalizacdo. Adicionalmente, os resultados iniciais da capacidade de
deteccdo do dispositivo funcionalizados com o anticorpo Anti-GH sdao promissores, com

possivel deteccao do analito na concentracdo de 2 ng/mL ou até mesmo inferiores.
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