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INTRODUCAO

Nos ultimos anos, a nanotecnologia tem
emergido como uma area de destaque na comunidade
cientifica, devido a possibilidade de desenvolvimento
de materiais inovadores, com caracteristicas e
propriedades Unicas. Essas propriedades incluem
atributos Opticos, eletronicos, mecanicos, cataliticos e
biologicos, que resultam da morfologia e das
dimensdes reduzidas dos nanomateriais, quando
comparado aos materiais convencionais. Isso
possibilita inumeras aplicagdes tecnologicas e
medicinais em diversas areas do conhecimento,
incluindo a érea de alimentos, agricultura, cosméticos,
entrega controlada de farmacos, desenvolvimento de
sensores avangados, dentre outras aplicagdes.!"*

Nesse cenario, as nanoparticulas de prata
(AgNP) se constituem como um dos principais
nanomateriais utilizados devido a suas propriedades
bioldgicas, antimicrobianas e antivirais, sendo
incorporadas em diversos produtos visando alcangar
tais finalidades. As AgNP podem ser sintetizadas
utilizando diferentes métodos, tais como: (1) fisicos,
empregando técnicas como evaporagdo-condensacao,
sputtering e ablacdo a laser; (2) quimicos, com a
utilizacdo de agentes redutores como borohidreto de
sodio, e agentes estabilizantes diversos, ou (3)
biogénicos. Todavia, os dois primeiros métodos
possuem limitagcdes, como: métodos trabalhosos, com
elevado custo associado e a utiliza¢do ou producgao de
materiais toxicos ao meio ambiente.!!!

Por outro lado, os métodos biogénicos sdo
ecologicos, uma vez que utiliza materiais e extratos
obtidos de fontes naturais, tais como plantas e
microrganismos, cujas principais biomoléculas e
metabolitos secundarios atuam como agentes redutores

¢ estabilizantes das nanoparticulas. Este método ¢
sustentavel, devido a redugdo do uso de substancias
toxicas, a facil obtengdo dos materiais, ao baixo custo
e a elevada compatibilidade com organismos vivos.
Além disso, a utilizagdo de materiais que apresentam
compostos bioativos em sua composicdo, tais como
flavonoides, alcaloides e proteinas, potencializa as
caracteristicas funcionais das AgNP e confere
propriedades adicionais, como atividade antioxidante,
anti-inflamatoria, inibicdo de crescimento de células
tumorais, entre outras.['*!

Dessa forma, este projeto propde um estudo
exploratorio do extrato das raizes de Gomphrena vaga
(G. vaga), também conhecida como Pustemeira, uma
planta com estudos escassos na literatura, mas
amplamente utilizada na medicina tradicional como
analgésico, anti-inflamatorio, para o tratamento de
asmas ¢ alergias, problemas gastrointestinais, dentre
outros.! A Pustemeira (G. vaga) é uma espécie
endémica do Brasil, com ampla distribuicdo nos
biomas da Caatinga, Cerrado ¢ Campos Rupestres. O
objetivo do projeto envolve a utilizacdo deste extrato
para a biossintese e caracterizagdo de nanoparticulas
de prata e avaliagdo do seu potencial antimicrobiano, a
investigacdo da influéncia das AgNP obtidas no
metabolismo microbiano e sua posterior incorporagao
em um hidrogel com propriedades hidratantes,
cicatrizantes e antimicrobianas.

METODOLOGIA

- Obtencio do material vegetal

As raizes da planta foram coletadas em uma
area rural do municipio de Malhada-BA, local que
possui as coordenadas geograficas S14°37° 14,4”;
W043°39°32,5”, no ano de 2018.1
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- Obtencao e caracterizaciao dos extratos

As amostras secas foram trituradas, € 5 g do
material foram adicionadas a 50 mL de agua. A
mistura foi submetida a banho ultrassénico de 100 W
por 1 h, repousando a temperatura ambiente por 72 h
sob prote¢do da luz, com banho ultrassonico diario.
Apos trés dias, a mistura foi filtrada e o extrato
(GVE1) foi armazenado. Para outro extrato, o0 mesmo
procedimento foi repetido com metanol. Apds 24 h, a
mistura foi filtrada, e o residuo sélido foi extraido
novamente com metanol fresco por dois dias. Os
filtrados foram combinados e concentrados para obter
o extrato bruto (GVE2), posteriormente dissolvido em
NaOH 5 mmol.L" para obter uma solugdo de 1600
pg.mL™", a ser utilizada na sintese das AgNP.

Os extratos foram caracterizados por
espectroscopia UV-Vis, além da determinacdo de
fenois e flavonoides totais pelos métodos de
Folin-Ciocalteu e complexagdo com  AlCl;,,
respectivamente. A atividade antioxidante foi avaliada
pelo método do radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil
(DPPHe), utilizando curvas analiticas de padroes
conhecidos e solugdes metanolicas dos extratos. Os
extratos também foram analisados por LC-MS para
investigar sua composicao.

- Biossintese das AgNP

Uma vez determinado o melhor procedimento
para a obtengdo dos extratos, foi realizada a otimizacao
das condigoes de sintese das nanoparticulas utilizando
o extrato (AgNP@GVE). Diferentes volumes de
extrato (5-50% do volume total) foram utilizados e
volumes proporcionais de uma solugdo de nitrato de
prata (AgNO;) a 1 mmol L' foram adicionados. A
mistura foi mantida sob agitacdo branda por 25 min a
temperatura ambiente, observando-se a mudanca na
coloragdo do sistema. A influéncia da temperatura na
sintese das AgNP foi verificada repetindo os
experimentos a 80 °C. Todas as AgNP tiveram seu pH
ajustado para a faixa de 7,0-7,4.

As AgNP@GVE obtidas foram caracterizadas
por espectroscopia UV-Vis a 450 nm e por
espalhamento dindmico de luz (DLS) no Zeta Size
Nano (Malvern Instruments) para verificar o tamanho
e estabilidade, a fim de determinar as melhores
condicOes de sintese.

- Caracterizacao e
AgNP@GVE

Além da espectroscopia UV-Vis e DLS, as
nanoparticulas obtidas foram caracterizadas por
microscopia eletronica de transmissdo de varredura
(STEM) e microscopia de forca atomica (AFM). As
AgNP foram quantificadas indiretamente através dos
ions prata (Ag") livres na dispersdo, utilizando um
método colorimétrico baseado no uso de solugdes
padrio de Ag' (1 a 15 ppm),

quantificacio da

3,3°,5,5’-Tetrametilbenzidina (TMB) e tampao acetato
(NaAc/AcH) pH 4, conforme descrito por Gonzalez e
colaboradores.™
- Atividade antimicrobiana das AGNP@GVE

As Dbactérias utilizadas foram obtidas da
Colecdo de Culturas Tropicais da Fundagdo André
Tosello (Campinas, SP) para determinar a
concentracdo inibitdria minima (CIM) e concentragdo
bactericida minima (CBM), seguindo procedimentos
relatados na literatura.®?! A CIM foi determinada em
placas de 96 pocos, com controles positivo e negativo
e diluigdes de AgNP em meio Mueller Hinton (MH)
estéril. As placas foram incubadas a 35 °Cpor24 he a
leitura foi feita visualmente e por leitor de placas a 600
nm. O procedimento foi repetido para o extrato GVE2.
Para determinar a CBM, pequenas aliquotas dos pocos
com concentragdes correspondentes a CIM, CIM-2 e
CIM+2 foram inoculadas em agar MH solido. Apoés
incubagdo (35 °C, 24 h), o crescimento bacteriano foi
avaliado visualmente para identificar a CBM onde nao
houve crescimento.
- Formulacdo inicial de

carboximetilcelulose

As formulagGes de hidrogéis  de
carboximetilcelulose (CMC) foram desenvolvidas a
partir da adaptacdo do estudo realizado por Monteiro e
colaboradores, que sugerem concentragdes 2% e 3,5%
de CMC como ideais para hidrogéis com boas
propriedades de viscosidade e espalhabilidade.!® Trés
formulagdes foram preparadas: (1) contendo 2% (m/m)
de CMC, 0,1% (m/m) de fenoxietanol e
etilhexilglicerina (PEHG), 10% (m/m) de glicerina e
agua destilada suficiente para completar 50 g; (2)
2,75% (m/m) de CMC, 0,1% (m/m) de PEHG, 12,5%
(m/m) de glicerina e agua destilada até¢ 50 g e (3)
3,5% (m/m) de CMC, 0,1% (m/m) de PEHG, 15%
(m/m) de glicerina e dgua até 50 g. Essas formulagdes
visavam fornecer informagdes iniciais para a posterior
incorporagdo das AgNP@GVE no hidrogel ¢ sua
subsequente caracterizagao.

RESULTADOS E DISCUSSAO

- Obtencio e caracterizacao dos extratos

Os extratos GVE1 e GVE2 obtidos apresentam
caracteristicas distintas: GVE1 resultou em uma
solugdo amarelo-alaranjado, levemente turva e com pH
6,10, enquanto GVE2 apresentou-se como uma
solucdo limpida, levemente amarelada e com pH 8,60.
Os espectros UV-Vis comparativos dos extratos
(Figura 1) apresentam picos de absorcdo nas mesmas
regides, sugerindo composi¢do semelhante das
amostras, apesar dos diferentes métodos de obtengao.
O espectro bem definido de GVE2, aliado ao seu
aspecto limpido, indica menor quantidade de
impurezas ou interferentes, como compostos suspensos

hidrogéis  de
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ou com baixa solubilidade. Esses resultados,
juntamente com os dados iniciais da sintese das AgNP,
levaram a escolha do extrato GVE2 para as analises
posteriores.

210nm [ GvEq
440 ——GVE2

Absorbancia (UA)

; —_— T T T .
200 300 400 500 600

Comprimento de onda (nm)
Figura 1. Espectros de UV-Vis dos extratos obtidos.

- Determinacio do teor de fendis e flavonoides
totais e da atividade antioxidante in vitro do
extrato

Para a determinacdo do teor de fendis totais
(FT), flavonoides totais (FlavT) e atividade
antioxidante (AA), foram construidas curvas analiticas
utilizando padrdes de acido galico (AG); quercetina
(Q) e rutina (R); e DPPH, respectivamente. Os
resultados foram expressos em termos de miligramas
de equivalentes dos padrdes por gramas de extrato,
conforme detalhado na Tabela 1. A Figura 2,
apresenta os resultados obtidos para a atividade
antioxidante. Os resultados obtidos sdo consistentes
com os dados da literatura, indicando a presenca de
agentes redutores na amostra.* 7 Isso é corroborado
pelos valores crescentes de %AA, conforme a
concentracdo do extrato aumentava. Contudo, a Figura
2 indica que embora GVE2 contenha compostos
antioxidantes, sua concentragdo ¢ baixa em
comparacao com os padrdes utilizados.

Tabela 1. Dados das curvas analiticas e resultados de
caracterizacdo do extrato GVE2.

Analise/ Equacio R? Resultado
Curva (y=ax+b)
FT: AG | a=0,00463 | 0,9998 329,24+ 426
b=10,00739 (mg EAG/ g extrato)

FlavT:

a=0,00157 | 0,9983
quercetina | b

373,56 £ 16,41

0,05731 (mg EQ/ g extrato)
FlavT: a=0,00104 | 0,9527 491,51 +£24,78
rutina b=10,07614 (mg ER/ g extrato)
AA | a=0,02079 | 0,9961 | = -------mememmee-

(()),02079 0,9961

a
b =0,02244

Concentragdo das solugdes (pg/mL)

[ TJo1 M 1050 [ 100 777 150 [ 200

100

N

Y

80

60 |

40

Atividade antioxidante (%)

20

NN\

L

Acido galico Quercetina

Extrato G. vaga

Figura 2. Atividade antioxidante do extrato pelo método de
DPPH frente a padrdes de acido galico e quercetina.

- Otimizacao da sintese das AgNP

Durante a otimizagdo da sintese das
AgNP@GVE, variando as concentragdes dos extratos
(5%-50% de GVEI1 e GVE2) ¢ a temperatura (25 °C e
80 °C), observou-se a mudancga de coloragdo em todos
os sistemas, com picos de absor¢do UV-Vis na faixa de
420-450 nm, caracteristicos de nanoparticulas de prata,
atribuidos ao fendmeno de ressonancia de plasmon de
superficie (SPR).®} As analises por UV-Vis e DLS
revelaram que as sinteses realizadas com GVE2
resultaram em  nanoparticulas com  melhores
caracteristicas de absorbancia, tamanho e estabilidade.
Além disso, a 80 °C, foram obtidos melhores
resultados em comparagao com as sinteses realizadas a
25 °C, indicando que o aumento da temperatura
favorece a biossintese das AGNP@GVE.

Entre todas as concentracdes de extrato
utilizadas nas sinteses (Tabela 2), verifica-se que a
concentragdo de 10% (v/v) mostrou a melhor
combinacdo entre a absorbancia a 450 nm, diametro
médio, indice de polidispersividade (PdI) e potencial
zeta (Q). Esses resultados sugerem a obtencdo de AgNP
com dimensdes reduzidas, o que, conforme a literatura,
facilita a liberacdo de ions prata e potencializa a
atividade biologica; além de serem eletrostaticamente
estaveis e com  distribuicio de  tamanho
consideravelmente  homogénea na  dispersdo.!'”
Portanto, a AgNP@GVE2 a 10% (v/v) foi a escolhida
para as analises subsequentes.

- Caracterizacio das AgNP@GVE?2 10%

As analises UV-Vis permitiram monitorar o
aumento da intensidade do pico SPR ao longo do
tempo apods a sintese (Figura 3), indicando o aumento
da concentracdo das AgNP no meio.
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Tabela 2. Resultados obtidos com analise UV-Vis e DLS
para as AgNP@GVE?2 obtidas com diferentes concentragdes
do extrato a 80 °C

[GVE2] AgNP@GVE2

NN 5% 10%  20%  30%  40%  50%
*

Ab;m()“so 0.6751 05574 04996 04852 03926 02761

DM*amy 458% 333% 308+ 270x 316+ 316+

14,9 9,6 9,7 9,2 10 9,2
PdI 0,164 0,170 0,193 0,256 0413 0,327

(my) 366+ 359+ 355 4294 412+ 451+
119 620 +518 918 720 723

*Abs: absorbancia; DM: didmetro médio;. Resultados expressos
em: valores + desvio padrdo da média.
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Figura 3. Acompanhamento da formagdo das

AgNP@GVE2 em fungdo do tempo por espectroscopia
UV-Vis.

Os resultados das analises por STEM e AFM
(Figura 4), mostraram que as AgNP obtidas, embora
se apresentem como aglomerados com diferentes
tamanhos ¢ morfologias (Figura 4-A) em algumas
regides da amostra analisada, possuem
majoritariamente a morfologia esférica, o que
corresponde ao esperado para AgNP biogénicas
obtidas em condi¢Ges similares. Além disso, a
constru¢do do histograma com a curva de distribuicao
de tamanhos das AgNP@GVE2 (Figura 5) revelou um
diametro médio de 4,26 + 0,08 nm. Esse valor é

Flgura 4, Mlcrograﬁas obtldas por microscopia eletmmca de transmissdo de varredura (A-B) e microscopia de
forga atomica (C) para as AgNP@GVE2 10% sintetizadas.

consideravelmente menor quando comparado ao
diametro médio determinado por DLS. Isso ocorre
porque o DLS mede o tamanho hidrodindmico das
particulas em suspensdo, considerando a camada de
solvatagdo e moléculas aderidas a superficie das
nanoparticulas.”) Em contraste, a andlise por STEM
mede o tamanho das particulas secas, sem influéncia
do solvente ou outros interferentes, o que confere a
técnica maior precisdo na determinagdo do tamanho
real das nanoparticulas.?’

120

Diametro médio = 4,26 + 0,08 nm

100

80

60 —

Contagem

40 -

20

0 2 4 6 8 10 12 14 16
Diametro (nm)
Figura 5. Histograma e curva de distribui¢do de tamanho
das particulas, obtidas a partir da analise por STEM.

A quantificacdo das AgNP pelo método do
reagente TMB, indicou uma concentra¢ao de 0,6110 £
0,0111 mmol.L" na primeira semana de sintese. Isso
corresponde a um rendimento de cerca de 68 + 1%,
considerado satisfatorio. Esse rendimento inicial pode
aumentar com o tempo devido a cinética lenta de
reducdo da prata, onde a formacdo de AgNP continua
progressivamente apos a sintese inicial, conforme
mencionado anteriormente.

Além dos testes realizados, as AgNP foram
monitoradas ao longo de 5 meses, com analises
mensais. Foi possivel verificar poucas mudangas em
seus principais parametros durante esse periodo para as
amostras armazenadas sob protecdo da luz, na
geladeira (8 °C) e a temperatura ambiente.
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- Ensaios de atividade antimicrobiana

Os ensaios de atividade antimicrobiana
revelaram que tanto o extrato GVE2 quanto as
nanoparticulas possuem capacidade bacteriostatica. No
entanto, o extrato GVE2 demonstrou eficacia reduzida
em comparagdo com as nanoparticulas, com CIM e
CBM nido determinadas nas concentragdes do extrato
utilizadas no experimento. Em contraste, as
AgNP@GVE2 exibiram consideravel capacidade
bacteriostdtica e  bactericida contra  bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas, conforme mostrado
na Figura 6 ¢ na Tabela 3. Esses resultados sdo
satisfatorios e estdo alinhados com dados relatados
para outras nanoparticulas de prata biogénicas na
literatura.”
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Figura 6. Curva de inibicdo do crescimento bacteriano em
fungao da concentragdo de AgNP@GVE2.

Tabela 3. Resultados de CIM e CBM para os
microrganismos testados

Microorganismos
testados

CIM (ugmL"') CBM (ug mL™)

Pseudomonas

aeruginosa
(CCT1476) (Gram 13,18 13,18

negativa)

Escherichia coli
(CCT1457) (Gram 13,18 19,77
negativa)

Staphylococcus
aureus (CCT1485) 13,18 13,18
(Gram positiva)

Enterococcus

faecalis
(CCT1494) (Gram 13,18 19,77

positiva)

- Formulagao do hidrogel

Entre as trés formula¢des de hidrogel, aquela
com 2,0% de CMC e 10% de glicerina apresentou
menor viscosidade em comparagdo as outras (Figura
7), o que estd conforme o esperado segundo os dados
de Gonzalez.” No entanto, a formula¢do com 2,75%
de CMC e 12,5% de glicerina mostrou-se promissora
para a incorporagdo das AgNP devido a sua

viscosidade e espalhabilidade intermediarias, sendo
escolhida para 0s testes iniciais.

Ah ﬁw D)

Figura 7. Hidrogéis obtidos com (A) 2,0% de CMC e 10%
de glicerina e (B) 2,75% de CMC e 12,5% de glicerina. (C)
3,5% de CMC e 15% de glicerina; D) Hidrogéis iniciais
obtidos com a incorporagdo das AgNP.

CONCLUSOES

Embora o projeto ainda nao tenha sido
concluido, os principais objetivos foram alcangados:
obtencdo e caracterizagdo do extrato, bem como a
sintese inédita de nanoparticulas esféricas com o
extrato da G. vaga, com atividade antimicrobiana e
estaveis por mais de cinco meses. As etapas futuras do
projeto envolvem a conclusdo da investigacdo da
composi¢do do extrato por LC-MS, a avaliacdo da
influéncia das AgNP@GVE2 no metabolismo
microbiano por ressonancia magnética nuclear e o
estudo da incorporagdo das nanoparticulas no hidrogel,
seguida da caracterizacdo do material obtido.
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