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RESUMO

SANTOS, M.C. Instituto Federal Goiano — Campus Rio Verde — GO, maio de 2020. Sintese
e caracterizacdo de Nanoparticulas de prata e avaliacdo da toxidade em caramujos.

Orientadora: Prof2. Dra. Eloiza da Silva Nunes Viali; Coorientadora: Profd. Dra. Ana Carolina
Ribeiro Aguiar; Coorientador: Prof. Dr. Celso Martins Belisario

Com o aumento do interesse da comunidade cientifica pela nanotecnologia e pela
nanociéncia, surge 0 interesse na busca por rotas alternativas de
sinteses mais seguras e com menor impacto ao meio ambiente. Parte desse interesse se da as
indmeras aplicagbes dadas a nanoparticulas metélicas, como construcdo de sensores,
microeletrénica, catalise, acdo bactericida, medicamentos entre outras, por suas altas
propriedades Opticas, eletrdnicas, magnéticas e cataliticas. A sintese verde de NPMs visa a
utilizacdo de organismos biologicos, ou partes deles (como o6rgéos, tecidos, células ou
biomoléculas), como substituintes de reagentes quimicos toxicos nas reacdes de sintese de
nanocompostos, apresentando como alternativa sustentavel. Com esse trabalho, pretendeu-se
relatar diferentes rotas de sintese, incluindo a sintese verde de nanoparticulas de prata
(AgNPs), com extratos de plantas do Bioma Cerrado, e testar sua toxidade em caramujos da
especie Biomphalaria glabrata, vetor do parasita Schistosoma mansoni, que provoca a
esquistossomose. A caracterizacdo das AgNPs combinadas com os extratos foi realizada por
espectroscopia na regido do UV-Visivel; os grupos funcionais foram analisados por
Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR); o tamanho das
particulas foi observado por microscopia eletronica de transmissdo (MET); A carga
superficial das nanoparticulas foi analisada em aparelho Zeta Sizer Nano Z-S em diferentes
intervalos de tempo. A avaliagdo do efeito moluscicida das AgNPs com extrato vegetal de
plantas do Cerrado foi realizada em parceria com a Universidade Federal de Goias. As AgNPs
apresentaram absorbancia maxima a cerca de 400 nm. As cargas superficiais variaram entre
-54,7 mV a -29,5 mV. Apenas a amostra de nanoparticulas de prata com o redutor
borohidreto promoveu mortalidade de 100% e das sinteses utilizando extratos as que
apresentaram mortalidade foram as AgNP combinadas com sangra d’agua e com caju O
processo de sintese apresentou alta reprodutibilidade, alcangcaram o escalonamento desejado, e
pode ser utilizada como um moluscicida, apresentando 100% da mortalidade dos caramujos
expostos.

PALAVRAS- CHAVE: Nanotecnologia, nanoparticulas metalicas, nanoparticulas de prata.
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ABSTRACT

SANTOS, M.C. Instituto Federal Goiano — Campus Rio Verde — GO, May 2020. Synthesis
and characterization of silver nanoparticles and toxicity assessment in snails. Advisor:
Profa. Dra. Eloiza da Silva Nunes Vialli; Co-advisor: Profé. Dra. Ana Carolina Ribeiro
Aguiar; Co-supervisor: Prof. Dr. Celso Martins Belisario

With the increasing interest of the scientific community in nanotechnology and nanoscience,
there is an interest in the search for alternative routes of safer syntheses with less impact on
the environment. Part of this interest is due to the numerous applications given to metallic
nanoparticles, such as sensor construction, microelectronics, catalysis, bactericidal action,
drugs, among others, due to their high optical, electronic, magnetic and catalytic properties.
The green synthesis of NPMs aims to use biological organisms, or parts of them (such as
organs, tissues, cells or biomolecules), as substitutes for toxic chemical reagents in the
synthesis reactions of nanocomposites, presenting itself as a sustainable alternative. This work
aimed to report different synthesis routes, including the green synthesis of silver nanoparticles
(AgNPs), with extracts from plants of the Cerrado Biome, and to test their toxicity in snails of
the species Biomphalaria glabrata, vector of the parasite Schistosoma mansoni, which causes
schistosomiasis. The characterization of AgNPs combined with extracts was performed by
spectroscopy in the UV-Visible region; the functional groups were analyzed by Infrared
Spectroscopy with Fourier Transform (IVTF); particle size was observed by transmission
electron microscopy (MET); The surface charge of the nanoparticles was analyzed in a Zeta
Sizer Nano Z-S device at different time intervals. The assessment of the molluscicide effect of
AgNPs with plant extract from Cerrado plants was carried out in partnership with the Federal
University of Goias. The AgNPs showed maximum absorbance around 400 nm. Surface loads
ranged from -54.7 mV to -29.5 mV. Only the sample of silver nanoparticles with the
borohydride reducer promoted 100% mortality and for the syntheses using extracts the ones
that showed mortality were the AgNP combined with water bleeding and cashew. The
synthesis process showed high reproducibility, reached the desired scale, and it can be used as
a molluscicide, presenting 100% of the mortality of exposed snails.

KEYWORDS:  Nanotechnology,  metallic  nanoparticles,  silver  nanoparticles



1 INTRODUCAO

A nanotecnologia tem se consolidado como ferramenta eficaz na solugdo de
problematicas técnicas e ambientais em areas como conversdo de energia solar (DAN et
al., 2018), catalise aplicada (VAN VAERENBERGH et al., 2018), medicina (ZARRINTAJ
et al., 2017) e biotecnologia (WERKNEH& RENE, 2019). Acompanhando esta tendéncia,
had um esforco global em reduzir a geracdo e toxicidade de residuos, implantando os
principios fundamentais da quimica verde nos processos e progressivamente integrando-os
com as tecnologias de ponta desenvolvidas na ciéncia (KARGOZAR & MOZAFARI,
2018).

Héa grande esforco na literatura em investigar a sintese de nanoparticulas metalicas
para usos em areas como catalise, eletrdnica, ambiental e biotecnologia. Esse interesse se
deve as propriedades exibidas por esta classe de nanoparticulas, como ressonancia plasmon
de superficie e atividade bioldgica, as quais sdo dependentes do tamanho, ambiente
quimico e espécies adsorvidas na superficie (CHANG et al., 2019).

Nanoparticulas de prata (AgNP) sdo frequentemente obtidas como coloides, e
apresentam elevada atividade antimicrobiana. A obtencdo de AgNP geralmente ocorre por
métodos de reducdo quimica, técnicas eletroquimicas e fotoquimicas (SHARMA et al.,
2019). Contudo, os métodos de sintese verde de AgNP tém sido abordados recentemente, e
geralmente envolvem o estabelecimento de passos como a selecdo do meio (solvente),
selecdo do agente redutor e de agentes estabilizantes ambientalmente amigaveis
(VIRKUTYTE, 2011).

Extratos originados de bio-organismos tais como algas e plantas, podem atuar como
agentes redutores e como agentes estabilizantes para a sintese de AgNP. A reducdo de ions
Ag" pela combinacio de biomoléculas extraidas destas fontes é ambientalmente benigna e
qguimicamente complexa. Muitos relatos na literatura demostram a obtencdo de AgNP
utilizando biomoléculas aplicando-as contra pragas e vetores, a citar os extratos das folhas
de neen (Azadirachta indica) (VELUSAMY et al., 2015), Aloe vera (TIPPAYAWAT et
al., 2016), capim-limao (Cymbopogon flexuosus) (GUPTA& GANJEWALA, 2015).

O Cerrado brasileiro exibe grande biodiversidade, contendo mais de 12000 espécies
de plantas. Muitos estudos tém demonstrado o elevado potencial fitoquimico das plantas

oriundas do Cerrado, as quais frequentemente exibem atividades fitotoxica, antifungica,



inseticida e antibacteriana (TIZEI, 2008).

Contudo, investigacdes do uso de extratos de plantas nativas do Cerrado para
sintese de AgNP sdo escassas. Esta proposta de pesquisa busca contribuir nesse ponto
cientificamente incipiente. A acdo combinada de AgNP com os extratos bioativos de
plantas podem aumentar a eficacia de acdo e o potencial inibitério de crescimento de
microrganismos (MELO,2013).

Desta forma, diante do vasto nimero de possibilidades de combinacao de espécies e
atividades, optou-se por restringir os objetivos desta pesquisa a utilizacdo de extratos de
plantas com atividade moluscicida. Este uso esta relacionado com problemas sanitérios e
salde com a necessidade do controle da populagdo de vetores (Biomphalaria glabrata),
transmissores de esquistossomose.

O presente trabalho se dividiu em dois capitulos, o primeiro relata uma sintese
convencional, com a obtencdo de trés amostras com redutores diferentes: acido ascorbico
(AgNPAA), borohidreto de s6dio (AgNPBH) e acido tanico (AgNPTA). O segundo mostra
a obtencdo de AgNP combinados com extratos de plantas nativas do bioma Cerrado:
Sangra d’agua (Créton urucurana) (AgNPSD), Caju (Anacardium occidentale) (AgNPCA)
e Baru (Dipteryx alata Vogel) (AgNPBA).

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Nanotecnologia

A nanotecnologia € uma area da ciéncia que avalia a matéria que apresenta tamanho
em nivel molecular, em escala nanométrica, de tamanho entre 1 e 100 nm, permitindo,
assim a manipulacdo de material em nanoescala para atender as necessidades existentes
(OLAWOYIN, 2018). O desenvolvimento e 0 uso de nanoparticulas de prata (AgNPs)
aumentou rapidamente, por causa de suas propriedades dpticas, quimicas, eletrdnicas,
cataliticas, magnéticas, antibacterianas e biologicas (HE et al., 2018).

A evolugdo do conhecimento em nanotecnologia demonstrou conceitos
fundamentais da area e proporcionou diversas aplicagdes como na microbiologia aplicada
(HEet al., 2018), a bionanotecnologia (SOLIMAN et al., 2017), os pontos quanticos e
espalhamento Raman de superficie (WANG et al., 2016), em produtos quimicos, em
imagens biomedicas, em sensores, na agricultura, na engenharia de tecidos e na entrega e
direcionamento de drogas (DESHMUKH et al., 2019) em biomedicina (RAU et al., 2017)



entrega de medicamentos (PROW et al., 2011), inddstrias de alimentos (CHAUDHRY &
CASTLE, 2011), inddstrias téxteis (KELLY& JOHNSTON, 2011), tratamento de agua
(KAMALI et al., 2019) como agente antimicrobiano, antifungico, em catalise (CHANG et
al., 2019), e espectroscopia (MENG et al., 2017).

2.1.1 Nanoparticulas metalicas

Em 1857, o fisico e quimico Michael Faraday produziu nanoparticulas de ouro
(AuNPs) dispersas em suspensao coloidal. Momento em que a sintese de NPs foi realizada
de modo intencional pela primeira vez. As NPs tém gerado muito interesse em virtude de
apresentarem propriedades fisicas, quimicas e/ou bioldgicas especificas, em comparacéo a
particulas em seu tamanho natural. Devido ao seu tamanho em nanoescala, a razdo entre a
area de superficie e o volume das NPs aumenta, fazendo com que elas se tornem mais
reativas. Adicionalmente, podem surgir comportamentos eletrbnicos e Opticos
caracteristicos, devido ao confinamento eletrdnico, caracteristica proeminente nas
nanoparticulas metalicas (NPM).

Essas propriedades e a reatividade das NPs sdo dependentes de diversos fatores,
ilustrados na Figura 1, entre eles: a composicao quimica; a concentracdo e o estado de
agregacdo; o tamanho, que esta diretamente ligado com sua reatividade por razdo volume-
area de superficie; a forma, relacionada também com a area de superficie e com a
condutividade da NP; e o recobrimento da NP, que vai moldar a sua interacdo com 0 meio
externo (KHODASHENAS& GHORBANI,2015).
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Figura 1 - Imagem representando fatores que podem influenciar na obtencdo de
nanoparticulas metalicas (Fonte: Autora).

Sabendo que as NPs sdo bastante dependentes do tamanho da particula. Tendo em
vista que as varia¢des de tamanho e forma da particula, o espectro de absorcao optico das
NPs, apresentam mudangas na banda plasmon, tais como variagdo de intensidade e desvio
do seu comprimento de onda. Dentre 0s metais que apresentam ressonancia plasmon no
espectro visivel, ouro, prata e cobre, a prata é a que exibe maior eficiéncia na excitacéo
(Figura 2) do plasmon. (GRASSIAN, 2008).
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Figura 2 - Esquema do plasmon ressonante (LIZ-MARZAN, 2004).

2.1.2 Nanoparticulas de prata

Nas Gltimas décadas, as nanoparticulas de prata (AgNPs) tém sido consideradas
materiais de vanguarda por suas propriedades promissoras, que parecem diferir dos seus

homologos em massa. A principal caracteristica dos AgNPs ¢ a alta area de superficie em



relacdo ao volume, permitindo a nanoestrutura a ser extensivamente explorada em diversas
areas como biotecnologia, eletrdnica, medicina, remediacdo ambiental, biossensores,
agricultura e inddstria de alimentos. O uso extensivo de AgNPs reflete na quantidade de
fornecedores mundiais e no consumo global dessas nanoparticulas em produtos elétricos,
de saude, alimentos e produtos téxteis (CALDERON-JIMENEZ et al., 2017).

Novas aplicacbes para AgNPs sdo descobertas diariamente, com isso, pode-se
esperar a continuacdo do crescimento na fabricacdo global de nanoparticulas. Syafiuddin et
al. (2017) relataram que, pelo bom desempenho de AgNPs em aplicacdes eletronicas e
elétricas, esta previsto o crescimento dessas demandas até 2022.

Curiosamente, entre 0s nanomateriais produzidos hoje, um quinto (435
nanoprodutos) sdo de prata com producdo total anual entre 320 e 420 toneladas, isso ainda
€ um volume pequeno na escala industrial (PULITPROCIAK & BANACH, 2016). No
entanto, a demanda por AgNPs ndo se restringe apenas a produtos comerciais; esses
nanomateriais mostraram uso potencial em aplicagfes ambientais, como em processos de
biorremediacdo (YADAV, S. K. et al, 2017) e tratamento de aguas residuais
(MOUSTAFA et al., 2017)

Como é necessario grande volume de AgNPs para satisfazer a demanda do mercado
em diferentes aplicagdes, as AgNPs séo sintetizadas em escala industrial, principalmente
através de técnicas fisico-quimicas, como o uso de raios gama (FLORES-ROJAS et al.,
2020), métodos eletroquimicos (NASRETDINOVA et al., 2015), reducdo quimica (KHAN
etal., 2017).

Embora esses métodos sejam considerados eficazes e eficientes, eles geram
residuos téxicos que potencialmente podem ser liberados no meio ambiente. Eles também
estdo associados a altos custos e energia. Para superar essas questdes, grandes esforcos
foram feitos nos Gltimos anos para promover a sintese em larga escala de AgNPs por meios

econdmicos eficazes.

2.2 Sinteses de nanoparticulas

A sintese de nanoparticulas (NPs) é uma area de pesquisa em expansao pelas
propriedades quimicas, fisicas e bioldgicas, que conduzem a ampla gama de aplicagdes.
Em 1857 Michael Faraday relatou pela primeira vez a sintese coloidal do ouro,

desde entdo varios métodos para a obtencdo das nanoparticulas metalicas vem sendo



desenvolvidos. Em geral, eles sdo métodos quimicos, em especial aqueles baseados em
automontagem e auto-organizacdo e considerando aspectos como a qualidade da sintese
obtida, a rapidez e o custo da preparacdo. Os nanomateriais podem ser preparados por duas
abordagens bottom-up ("de baixo para cima"), onde se constroem materiais a partir dos
atomos ou moléculas ou através da abordagem top-down ("de cima para baixo") (Figura 3),
onde h& uma quebra de um material maior que ird ser trabalhado em nanoparticulas,
fazendo-se uso de técnicas especificas (JU-NAM& LEAD, 2008).

Para a fabricacdo de estruturas em trés dimensdes, originando assim pontos
quanticos, geralmente, utiliza-se técnicas especificas normalmente essas técnicas utilizam
um feixe eletronico. Além da litografia na abordagem top-down "de cima para baixo" um
material de estrutura nanométrica em trés dimensdes pode ser obtido a partir da técnica de
evaporacdo-condensacao, que se coloca o material de interesse sobre uma superficie por

varias etapas de corrosdo quimica seletiva(JU-NAM& LEAD, 2008).
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Figura 3 - Esquema dos métodos top down e bottom up de sintese de NPs.



Quando se considera o controle de tamanho de particula, busca-se um controle
rigoroso de variaveis, tais como pH do meio reacional, temperatura de calcinacdo e a
dispersdo das espécies quimicas de interesse. Nesse contexto, tem-se investigado como 0s
diferentes métodos de preparacdo dos catalisadores, a natureza do suporte e a interacdo
metal-suporte afetam o tamanho e a forma das nanoparticulas, visando aumentar e
estabilizar a atividade catalitica (HARUTA, 2004).

No procedimento de "baixo para cima"”, os atomos podem ser depositados sobre
uma superficie regular e se autoagruparem sobre a superficie, formando estruturas
nanomeétricas com tamanho e caracteristicas bem definidos. A producdo das nanoparticulas
metalicas pelo método de reducdo quimica foi amplamente estudada na presenga de agente
estabilizante para evitar a aglomeracédo indesejada de coloides (JU-NAM& LEAD, 2008).

Os agentes estabilizantes mais comumente utilizados sdo o borohidreto de sédio,
0 &cido ascérbico e o citrato de sddio. Abordagens de sinteses verdes utilizando extratos de
plantas para a sintese de nanoparticulas metalicas tém sido sugeridos como ferramenta

alternativa valiosa aos processos convencionais (SHANKAR, 2016).

2.2.1 Sintese convencional

Diferentes métodos fisicos e quimicos, como eletroquimicos, reducdo quimica e
reducdo fotoquimica sdo comumente empregados para a preparacdo e estabilizacdo de
nanoparticulas metalicas. Em que o uso de matais nobres como ouro, prata e platina vem se
tornando destaque, para a sintese de nanoparticulas com aplicagdes diversas aplicacGes.
(KRUTYAKOQV et al., 2008)

Diferentes métodos podem ser utilizados para a obtencdo de nanoparticulas
metalicas, e a selecdo do método de preparacdo varia de acordo com o objetivo da sintese.
Alguns desses métodos sdo técnicas fisico-quimicas como reducdo quimica que usam agua
ou solventes organicos para preparar as nanoparticulas.

Esse processo, geralmente emprega trés componentes principais como precursores
de metais, agentes redutores e estabilizacdo e basicamente a reducdo de sais de prata
envolve duas fases a nucleacdo e crescimento respectivamente. Momento em que a escolha
desses componentes principais, gera como consequéncia um alto rendimento. (KHAN et
al., 2017), radiacdo gama (FLORES-ROJAS et al., 2018), microemulséo (RIVERA-
RANGEL et al., 2018), método eletroquimico (NASRETDINOVA et al., 2015), ablacdo a



laser (KIM, et al., 2017), micro-ondas (SOLIVERI et al., 2016), e reducdo fotoquimica
(MEADER, 2019). Esses métodos tém rendimento efetivo, mas estdo associados com as
limitacbes como o0 uso de produtos quimicos, alto custo operacional e necessidades

energéticas.

2.2.2 Sintese verde

A sintese verde de nanoparticulas (NPs) vem recebendo muita atencdo, uma vez
que € uma abordagem limpa, ndo toxica e ecologicamente correta. Este tipo de sintese
utiliza materiais renovaveis e solventes ndo toxicos (RAFIQUEet al., 2017). Portanto, a
integracdo dos principios da quimica verde na nanotecnologia é essencial quando o
desenvolvimento da nanotecnologia pode se beneficiar de uma abordagem verde que
promova alto desempenho e seguranca (MULVIHILI et al., 2011).

O desenvolvimento de processos experimentais baseados na sintese verde para a
obtencdo de NPs é considerado importante ramo da nanotecnologia. A sintese verde de
AgNPs usando bactérias, fungos (ABDEL-RAQUF et al., 2018), algas (DE ARAGAO et
al., 2016), plantas (CHANDHRU et al., 2019; AHMAD et al., 2010, BANKAR et al.,
2010, IRAVANI, 2011, LUKMAN et al, 2011, MUBARAKALI et al., 2011,
NABIKHAN et al., 2010), vem sendo relatados. Dessa forma, estima-se que é possivel a
obtencdo de AgNPs com extratos de plantas nativas do Brasil, originais do bioma Cerrado.

Os principais beneficios comparados aos métodos tradicionais sdo 0 menor custo e
redugdo de residuos perigosos (CALDERON-JIMENEZet al., 2017). Além disso,
sugerindo que as NPs verdes sdo, geralmente, menos toxicas in vivo do que nanoparticulas
sintetizadas quimicamente. As rotas de sintese verde tem ganhado atencdo consideravel,
mas a reducdo quimica convencional ainda € o método mais amplamente utilizado para
obter nanoparticulas metalicas, pois oferece maior controle sobre os parametros
experimentais, permitindo a formacdo de tamanhos pequenos e baixa polidispersidade
(SYAFIUDDINEet al., 2017).

O Brasil possui grande biodiversidade, mas apenas uma pequena fracdo das suas
potencialidades € utilizada para pesquisa e desenvolvimento de medicamentos. Algumas
plantas medicinais e seus metabolitos secundarios podem representar a oportunidade de
elaboracdo de tratamentos eficazes e de baixo custo para muitas enfermidades (SOUSAet
al., 2018).



Em seu trabalho, Tizei (2008) relata que o cerrado brasileiro exibe grande
biodiversidade, contendo mais de12000 espécies de plantas. Na literatura hd muitos estudos
que tém demonstrado o elevado potencial fitoquimico das plantas oriundas do Cerrado, as
quais frequentemente exibem atividades fitotoxica, antifungica, inseticida e antibacteriana.

Essa variedade de espécie pode ser usada de varias maneiras, possibilitando estudos
que permitam finalidades variadas (producdo alimenticia, desenvolvimento de farmacos,
uso na area de cosmeticos, dentre outros), evitando o desperdicio e incrementando a
economia. As plantas nativas, especificamente no estado de Goias, estdo sendo
direcionadas a processos, como a producao de farmacos que poderdo propiciar a obtengédo
de produtos de valor comercial atrativo e serdo melhor aproveitadas, de forma que nenhum
residuo sera descartado sem antes passar por processos de extracdo de nutrientes (MELO,
2013). Com inuameras aplicacbes vém sendo realizadas sinteses verdes com plantas
oriundas do bioma Cerrado, a fim de conter o vetor da esquistossomose o0 Biomphalaria
glabrata.

2.2.3 Aplicacdes de Nanoparticulas de prata

Na producdo de nanomateriais, o desenvolvimento e o uso de nanoparticulas de
prata (AgNPs) aumentou rapidamente, por suas propriedades Gticas, quimicas, eletrdnicas,
fotoeletroquimicas, cataliticas, magnéticas, antibacterianas e bioldgicas (SHARMA et al.,
2009). AgNPs tém atraido grande interesse por suas aplicacbes ndo apenas em
biomedicina (CHALOUPKA et al., 2010), entrega de medicamentos (PROW et al., 2011),
indUstrias de alimentos (CHAUDHRY & CASTLE, 2011), agricultura (NAIR et al., 2010),
industrias téxteis (KELLY&JOHNSTON, 2011), tratamento de agua (DANKOVICH&
GRAY, 2011) como agente antimicrobiano e antifungico, mas também por suas aplicacdes

em catalise e espalhamento Raman de superficie aumentada (SHARMA et al., 2009).

2.3 Toxicidade das AgNPs

Com o avanc¢o da nanotecnologia, sem duvidas ja temos AgNPs fazendo parte de
nossa vida diaria. Elas sdo incorporadas em produtos de consumo, como maquinas de lavar
roupa, em produtos medicos na luta contra a resisténcia bacteriana aos antibidticos. Os
AgNPs também foram incorporados em dispositivos médicos, como biomateriais para
cicatrizacdo de feridas (KUMAR et al., 2018) e odontologia (BAPAT et al., 2018) e como
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desinfetantes (DESHMUKH et al., 2019). Os efeitos sinérgicos demonstrados permitiram
que os AgNPs fossem usados para melhorar a eficacia de antibidticos contra patégenos
humanos e animais bactérias (SMEKALOVA et al., 2016; SINGH et al., 2018; KAUR et
al., 2019).

Essas e outras aplicacdes benéficas dos AgNPs foram demonstradas. No entanto, os
residuos sdo gerados ao longo do processo a partir de fabricacdo para descarte, que pode
ser liberado e acumulado no meio ambiente. Depois que os AgNPs sdo descarregados em
ambientes terrestres ou aquaticos suas transformacao ou interacdo com outros componentes
do ambiente pode aumentar a probabilidade de ecotoxicidade (KHAN et al., 2017
DURAN et al., 2017; MAURER-JONES et al., 2013). Diversas questdes ambientais e
parametros, como teor de matéria organica, acido humico ou fulvico, pH e forca ibnica,
foram identificados como interagindo com AgNPs e influenciar sua toxicidade (AKAIGHE
etal., 2012; CHAMBERS et al., 2013; DELAY et al., 2011; YANG et al., 2018).

O uso de prata como tal ndo € novo; tem sido amplamente empregado para muitos
fins médicos na saude humana (ALEXANDER, 2009) sem efeitos deletérios 6bvios. O uso
extensivo e crescente de nanomateriais fabricados a base de prata é motivo de preocupacgéo
pelos efeitos negativos que podem ser produzidos no ambiente ou para seres humanos. Os
efeitos adversos produzidos pelos AgNPs ainda nio estio claros. E necessaria uma
pesquisa exaustiva sobre sua toxicidade em organismos vivos e também seu

comportamento ambiental e destino (BAUN et al., 2017).

2.3.1 Moluscicidas

Como medida profilatica, a Organizacdo Mundial da Salude (OMS)estabelece o
controle da populacdo do hospedeiro como estratégia para reduzir a transmissao da doenca.
Para o controle da fauna planorbidica, é recomendado o uso da niclosamida, pois a mesma

é a Unica autorizada pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA).
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Figura 3 - Estrutura quimica da niclosamida.

Contudo, além do seu alto valor de compra, essa droga possui efeito toxico ao
ecossistema, sendo impedindo sua vasta utilizacdo. Nesse contexto, a busca por
moluscicidas naturais aumentou, provenientes de fontes verdes, buscando menor impacto
ambiental e melhor relacdo custo beneficio (RIBEIRO et al.,2016) A abordagem utilizada
para diminuir a populacdo do molusco hospedeiro do S. mansoni € o controle quimico
(SILVA, 2013).

A OMS recomenda atualmente o uso da niclosamida, por obter resultados mais
efetivos que outros agentes sintéticos. Contudo, outras preocupacfes surgiram, como
possivel desenvolvimento de resisténcia dos caramujos frente a essas substancias sintéticas,
bem como sua baixa seletividade e consequentemente efeito nocivo ao meio ambiente,
induzindo a procura por substancias seguras e acessiveis, aumentando, assim, o interesse
pela busca de moluscicidas de origem vegetal (LEYTON et al.,2005; ROCHA et al., 2013).

Os primeiros relatos de estudo sobre produtos de origem vegetal no Brasil que
obtiveram efeitos moluscicidas foram descritos da atividade dos extratos aquosos do caule
de Sejania sp (cimpd-timbo) e pelos frutos de Sapindus saponaria L. (saboneteira), frente
aos caramujos de B. glabrata. A toxicidade atribuida as respectivas plantas tem intima
relacdo com seus metabdlitos secundarios, sendo as saponinas e taninos os de maior
interesse (RIBEIRO, 2016). Uma alternativa para substituir as substancias sintéticas
nocivas seria a utilizacdo de plantas com atividade moluscicida, uma vez que evita
poluicdo ambiental, pelo fato de possuirem maior potencial biodegradavel. Diversas
plantas foram testadas com o intuito de verificar sua possivel acdo moluscicida. Contudo,
muitas ainda ndo tiveram qualquer avaliacdo cientifica de seu uso em moluscos, que é
imprescindivel para que possam ser utilizadas com seguranca (ROCHA et al., 2013).

O Brasil € um pais rico em diversidade genética de espécies vegetais, as pesquisas
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sobre sua flora ainda é relativamente escassa. Sabendo que menos de 10% de toda
vegetacdo brasileira ja foi estudada em relacdo a seus constituintes fitoquimicos. Por conta
disso, a pesquisa de plantas com atividade moluscicida tem recebido atencdo nas ultimas
décadas (CATANHEDE et al., 2010).

2.3.2 Plantas utilizadas como moluscicidas

Para a obtencéo das sinteses foram selecionadas previamente trés plantas nativas do
bioma Cerrado, a Sangra d’agua (Croton Urucurana), Caju (Anacardium occidentale ) e
Baru (Dipteryx alata VVogel).

Croton urucurana Baill. (Euphorbiaceae) é uma arvore comumente encontrada na
regido de Dourados, MS, Brasil. Sua casca, quando cortada, libera uma seiva vermelho-
sangue e, por essa razdo, C. urucurana e outras espécies do género Croton (C. lechleri, C.
draconoides), também s&o conhecidas como “Sangre de Grado”, Sangue de Dragdo (ou
Sangra d'agua no Brasil). Esta planta é amplamente utilizada na medicina tradicional para
tratar a infeccdo de feridas e acelerar a cicatrizacdo de feridas e para reumatismo, cancer e
outras doencas (BETTOLO & SCARPATI, 1979). As atividades biologicas mostradas por
varios compostos isolados do género Croton sdo bem conhecidas, como alguns ésteres
diterpenos cocarcinogénicos (KUPCHAN et al., 1976), cajucarinolide e isocajucarinolide
com atividade anti-inflamatéria (ICHIHARA et al., 1992), sonderianin com atividade
especifica contra Mycobacterium smegmatis e Staphylococcus aureus (CRAVEIRO et al.,
1981; CRAVEIRO E SILVEIRA, 1982), korberina A e B com atividade antibacteriana
contra Baccilus subtilis e Escherichia coli (CAI et al., 1993), um diterpeno inseticida
neurotéxico ‘ALEXANDER et al., 1991) e um dihidrobenzofurano lignan que é um
inibidor da proliferacdo celular (PIETERS et al., 1993).

O género Anacardium é representado por onze (11) espécies nas quais Anacardium
occidentale ¢ amplamente conhecido por seus valores nutricionais e econémicos. A.
microcarpum (familia: Anacardiaceae), conhecida como Caju € uma das espécies de
plantas deste género. A planta é nativa do Brasil, especialmente na regido Nordeste. Seus
frutos contém alto nivel de vitamina C, agucares, compostos fendlicos e minerais (célcio,
ferro e fosforo).

Baru (Dipteryx alata Vogel, Fabaceae) € uma espécie vegetal do cerrado cujas

sementes (nozes) apresentam grande valor nutricional (TAKEMOTO et al., 2001), um


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/anacardium-occidentale
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378874197000391#BIB2
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378874197000391#BIB11
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378874197000391#BIB10
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378874197000391#BIB6
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378874197000391#BIB6
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378874197000391#BIB7
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378874197000391#BIB4
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378874197000391#BIB1
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378874197000391#BIB14
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/anacardium
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/anacardium-occidentale
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/anacardium-occidentale
https://www.sciencedirect.com/topics/food-science/phenolic-compound
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/cerrado
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0102695X15001519#bib0150

13

contetdo consideravel de compostos fendlicos e atividade antioxidante (LEMOS et al.,
2012), efeito preventivo no estresse oxidativo induzido por ferro em ratos (SIQUEIRA et
al., 2012) e capacidade de reduzir colesterol, triacilglicerideos e peroxidacdo lipidica em
ratos (FERNANDES et al., 2012).

2.4 Biomphalaria glabrata

Biomphalaria glabrata (Gastropoda, Planorbidae) é um caramujo encontrado em
corregos, lagos e zonas midas nas Américas do Sul e Central, bem como na Africa. E
hospedeiro intermediario do verme do trematédeo Schistosoma mansoni, que provoca a
esquistossomose (bilharziasis) (GRYSEELet al., 2006; WHO, 2007).

Os moluscos hospedeiros sdo considerados hermafroditas aquaticos, com intensa
atividade reprodutiva, habitando uma variedade hidrica, como valas, pocas e rios. Seus
focos de transmissdo possuem caracteristicas ecolégicas semelhantes, sendo localizados no
peridomicilio de comunidades urbanas ou rurais, desprovidas de saneamento basico. Esses
criadouros podem abrigar populacdes permanentes de moluscos hospedeiros, alimentados
por nascentes ou agua doméstica (BRASIL, 2008). Dentre os géneros descritos,
Biomphalaria glabrata é o hospedeiro intermediario de maior importancia nas Américas,
sendo sempre associado a esquistossomose no Brasil, por altos indices de infeccdo pelo S.
mansoni (BRASIL, 2014). Um Gnico individuo € capaz de gerar a cerca de 10 milhdes de
descendentes em periodo de trés meses (DUARTE, 2014).

2.5 Esquistossomose

A esquistossomose, também conhecida como bilharziose é uma Doenca Tropical
Negligenciada (DTN) considerada pela Organizagdo Mundial da Saude (OMS) como a
segunda doenca parasitaria generalizada em mais de 70 paises nas Américas, Africa e Asia.
Estima-se que entre 390 e 600 milhdes de pessoas estejam infectadas em todo o mundo,
enquanto 800 milhdes permanecem em &reas com risco de infeccdo. No Brasil, estima-se
que mais de 25 milhdes de pessoas vivem em areas de risco para contrair esta doenca
(HOTEZ et al., 2014; GRIMES et al., 2015). A doenca reflete problemas socioeconémicos
em paises endémicos, e a principal abordagem para combater a transmissdo de doencas

estd relacionada com o tratamento periddico de pessoas que vivem em areas de risco


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/phenol-derivative
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/antioxidant-activity
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0102695X15001519#bib0080
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0102695X15001519#bib0080
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/oxidative-stress
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0102695X15001519#bib0135
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0102695X15001519#bib0135
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/lipid-peroxidation
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0102695X15001519#bib0040
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(SILVA et al., 2010; GRIMES et al.2015; HOTEZ et al., 2014).

Caramujos de &gua doce do género Biomphlaria glabrata agem como hospedeiros
intermediarios de Schistosoma mansoni. Entre as trés espécies de caracois de agua doce
naturalmente infectada por Schistosoma mansoni, 0 Biomphalaria glabrata ¢ o de maior
incidéncia no Brasil, como mostra a Figura 4, por sua ampla distribuicdo geografica, maior
susceptibilidade a infeccdo e eficicia na transmissdo da esquistossomose. (COSTEAU et
al., 2015; SCHOLTE et al., 2014).

=70 -60

e e .

-20

-30°

Figura 4 - Mapa de incidéncia do Biomphalaria glabrata no Brasil (CARVALHO et al.,
2008).

A situacdo econdmica da populacéo, sistemas de saneamento basico disponivel para
apenas 50,3% da populacdo e baixo nivel de educacdo em salde, agravam ainda mais a
esquistossomose no Brasil. Medidas profilaticas de satde publica em regiGes endémicas
para esquistossomose consistem em tratamento de pessoas infectadas, saneamento bésico,
educacdo sanitaria e controle de caracdis. Entretanto, reconhece-se que o método de
controle da esquistossomose mais eficaz para interromper o ciclo de eliminar ou reduzir o
namero de intermediarios (PILE et al., 2002; BRASIL, 2008; BRUUN & AAGAARD-
HANSEN, 2008; OMS, 2013; SOKOLOW et al., 2016).
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4 OBJETIVOS

4.1 Obijetivo geral

O objetivo geral deste projeto foi em preparar AgNPs, por sintese quimica e por sintese
verde, combinados com extrato de plantas do Cerrado, além de avaliar sua viabilidade no

controle de caramujos.

4.2 Obijetivos especificos

e Sintetizar nanoparticulas de prata por sintese quimica;

e Sintetizar nanoparticulas de prata pela via sintese verde, empregando extratos de
diferentes espécies de plantas nativas do cerrado como redutor e agente
estabilizador;

o Caracterizar as dispersdes obtidas quanto a composicao quimica e estabilidade;

e Avaliar a toxicidade dos coloides das AgNPs contra caramujo.

Biomphalariaglabrat.
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CAPITULO I

Sintese de Nanoparticulas de prata e avaliacdo da toxicidade em caramujos
(Normas de acordo com a Revista Materials Research)

Resumo

Dentro das areas crescentes da Ciéncia, a nanotecnologia ganhou papel de destaque e
comecou a ser explorada por sua contribuicdo em diversos segmentos, e por sua
diversidade de aplicacBes, pelas propriedades das nanoparticulas e a capacidade de
melhoramento de matérias. No entanto, ainda pouco se sabe sobre os efeitos toxicos que 0
emprego dessas NPs, e quais propriedades nocivas que podem exercer sobre 0s seres Vivos.
As NPs de prata apresentam, dentre suas propriedades, os efeitos bactericida, fungicida,
ovicicida, larvicida e ha relatos de propriedades moluscicidas. As NPs de prata vém sendo
utilizadas para diversas aplicagdes como em roupas, cateteres, recheios de filtros, dentre
outros. Este trabalho teve como objetivo obter AgNPs por trés vias quimicas diferentes
variando o redutor, além de escalonar as sinteses obtidas. As AgNPs obtidas foram
caracterizadas atraveés das técnicas de espectroscopia de absor¢cdo no UV-vis,
espectroscopia de infravermelho (FTIR), microscopia eletrénica de transmissdo (MET), e
pela técnica de espalhamento de luz dinamico (DLS). Além disso, as hanoparticulas foram
testadas quanto a toxicidade contra moluscos recém-eclodidos da espécie Biomphalaria
glabrata. AsAgNPs mostraram diferentes morfologias e tamanhos nas trés sinteses
obtidas. As cargas superficiais variaram entre -54,7 mV a -29,4 mV. Apenas a amostra
de nanoparticulas de prata com o redutor borohidreto promoveu mortalidade de 100%
dos moluscos, com concentracdo de 100 mgL™. Nesse contexto, as sinteses propostas
alcancaram o escalonamento desejado, o teste de toxicidade mostrou que a sintese
AgNPBH pode ser utilizada como um moluscicida, apresentando 100% da mortalidade dos
caramujos expostos.

Palavras-chave: Nanoparticulas, &cido ascorbico, borohidreto de sédio.
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Abstract

Within the growing areas of Science, nanotechnology gained a prominent role and began to
be explored for its contribution in several segments, and for its diversity of applications,
due to the properties of nanoparticles and its ability to improve materials. However, little is
known about the toxic effects that the use of these NPs, and what harmful properties they
can have on living beings. Silver NPs have, among their properties, the bactericidal,
fungicidal, ovicicidal, larvicidal effects, and there are reports of molluscicide properties.
Silver NPs have been used for several applications such as clothing, catheters, filter
fillings, among others. This work aimed to obtain AgNPs by three different chemical
routes, varying the reducer, in addition to staggering the syntheses obtained. The obtained
AgNPs were characterized by the techniques of UV-vis absorption spectroscopy, infrared
spectroscopy (FTIR, transmission electron microscopy (MET), and by the dynamic light
scattering (DLS) technique. In addition, the nanoparticles were tested for toxicity against
newly hatched mollusks of the species Biomphalaria glabrata. The AgNPs showed
different morphologies and sizes in the three syntheses obtained. Surface loads ranged
from -54.7 mV to -29.4 mV. Only the sample of silver nanoparticles with the borohydride
reducer promoted mortality of 100% of the mollusks, with a concentration of 100 mg L-1.
In this context, the proposed syntheses reached the desired scale, the toxicity test showed
that the AgNPBH synthesis can be used as a molluscicide, presenting 100% of the

mortality of the exposed snails.

Keywords: Nanoparticles, ascorbic acid, sodium borohydride
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INTRODUCAO

O interesse cientifico em NPs de pratas é por suas propriedades que podem ser
incorporadas em diversas aplicagbes como materiais antimicrobianos, biossensores, fibras
compostas, materiais supercondutores criogénicos, produtos cosméticos e componentes
eletrdnicos.’

Com essa diversidade de aplicacdes, varios métodos fisicos e quimicos tém sido
usados para sintetizar e estabilizar AgNPs. As abordagens quimicas mais populares,
incluindo reducéo quimica usando variedade de agentes redutores organicos e inorganicos,
técnicas eletroquimicas e reducdo fisico-quimica sdo amplamente utilizadas para a sintese
de AgNPs. A maioria desses métodos ainda esta em fase de desenvolvimento e o0s
problemas experimentados sdo a estabilidade e agregacdo de NPs, morfologia, tamanho e
distribuicdo de tamanho. Além disso, a extracdo e purificacdo de NPs produzidas para
outras aplicacdes ainda sdo questdes importantes .

A abordagem mais comum para a sintese de NPs de prata € a reducdo quimica por
agentes redutores organicos e inorganicos. Em geral, diferentes agentes redutores como
citrato de sddio, borohidreto de sodio (NaBH,), hidrogénio elementar, processo de poliol,
reagente de Tollens, N, N-dimetilformamida (DMF) e copolimeros de poli (etileno glicol)
sdo0 usados para reducdo de ions de prata (Ag ) em solucdes aquosas ou N30 agquosas.
Esses agentes redutores reduzem o Ag * e levam & formacéo de prata metalica (Ag®), que ¢
seguida pela aglomeracdo em aglomerados oligoméricos. Esses aglomerados acabam
levando & formacdo de particulas metalicas de prata coloidal >.

Agt+e —» Ag

E importante usar agentes estabilizantes para NPs durante o curso da preparacio de
nanoparticulas metélicas e proteger as NPs que podem se ligar a superficies de
nanoparticulas, evitando sua aglomeracdo. A presenca desses agentes estabilizadores
compreendendo funcionalidades para interacbes com as superficies de particulas podem
estabilizar o crescimento e proteger as NPs da sedimentacdo, aglomeracdo ou perda das
suas propriedades superficiais .

Estudos mostraram que o tamanho, a morfologia, a estabilidade e as propriedades
quimicas e fisicas das nanoparticulas metalicas sdo fortemente influenciadas pelas
condicBes experimentais, pela cinética de interacdo de ions metélicos com agentes

redutores e pelos processos de adsorcdo do agente estabilizador com as NPs metalicas °.



27

Geralmente, o controle especifico da forma, tamanho e distribuicdo das nanoparticulas
produzidas é alcancado alterando os métodos de sintese, reduzindo e estabilizando fatores®.

Investigando a forma de nanoparticulas de prata sintetizadas, as propriedades dos
nanomateriais dependem fortemente do tamanho e da forma das NPs, das suas interacfes
com os estabilizadores e também do seu método de preparacdo. Assim, a sintese controlada
é um desafio fundamental para alcancar suas caracteristicas e melhor aplica-las . Com o
intuito de realizar a sintese das AgNPs foram realizadas trés sinteses variando somente 0s

redutores. Acido ascorbico, borohidreto de sodio e acido tanico.

EXPERIMENTAL
Materiais

Nos procedimentos realizados foram utilizados os seguintes reagentes: &cido
ascorbico (synth P.A.) 4cido citrico monohidratado (P.A sigma aldrich). Acido tanico (P.A
Vetec) borohidreto de sodio. Nitrato de prata (P.A plat lab). Em todos os experimentos,

usou-se agua deionizada.

Sintese de AgNP

Foram preparadas trés sinteses diferentes alterando o agente redutor. Sintese com
acido ascorbico, com Borohidreto de sddio e com &cido tanico. Baseando-se nas
concentragdes da literatura. 8

Primeiramente foram preparadas as solucdes para a obtencéo das nanoparticulas de
prata. Preparou-se a soluc&o 0,0378 mol L™ g de 4cido citrico, e diluiu em 500 ml de 4gua
destilada. Para a preparacéo da soluc&o 7,56 x10° mol L™ g de 4cido ascérbico, foi diluida
no volume de 500 ml, ajustou-se o pH para aproximadamente 10,5 ~ 11,0 com NaOH
sélido. Preparou-se a solugdo 0,0126 mol L™ de nitrato de prata e se dilui em 25 ml de
agua destilada.

Com as solugdes de acido ascorbico e acido citrico previamente preparadas,
misturou-se e se levou ao agitador magnético sob agitacdo constante a solugcdo de AgNO3
foi adicionada lentamente. Foi deixado sob agitagdo durante 15 minutos (Figura 5). Em
seguida, transferiu-se para um tubo falcom de 50 ml e centrifugada por 5 minutos a 4000
rpm. Repetiu-se a centrifugacdo por 3 vezes (com excecdo da AgNPTA que ndo se
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separaram com a centrifugacéo).

Figura 5 - Sintese de AgNP com &cido ascorbico.

Para as AgNPBH, primeiramente foram preparadas as solucdes de borohidreto de
sodio 7,4x102 * mol L%, 4cido citrico 0,0378 mol L™ e nitrato de prata0,0126 mol L. A
solucdo de acido citrico e borohidreto de sédio foram misturadas e levadas ao agitador
magnético, em seguida, adicionou-se lentamente a solugéo de nitrato de prata observando a
mudanga de coloracao.

Para a obtencdo das nanoparticulas de prata com &cido tanico, preparou-se uma
solugdo 1,2 x 10 “ molL™ de Acido Citrico. Para isso, pesou-se 0,505g e diluiu com 7 ml
de 4gua destilada. Para a preparacéo da solugéo 2,4 x 10™° molL™ de 4cido tanico, pesou-se
0,04099 e diluiu no volume de 20ml.

Ajustou-se o pH para aproximadamente 10,5, com NaOH sélido, e completou —se o
volume para 40ml. Preparou-se a solucéo de nitrato de prata. Para isso, pesou-se 0,1698g e
diluiu-se em 3 ml de agua destilada. Com as solugdes previamente preparadas, as solugdes
de é&cido tanico e é&cido citrico foram levadas ao agitador magnético. Sob agitacdo
constante, adicionou-se a solucdo de AgNO; e verificou-se a modificacdo de cor da
solucdo, que previamente era amarelo claro e passou para uma coloragdo vermelho-sangue.
Foi deixado sob agitacdo durante 15 minutos.

Para a purificacdo das AgNPs foi realizado o processo de lavagem por 3 vezes e
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levada a centrifuga. Todas as siglas e concentragfes utilizadas estdo na tabela 1.
Para as AgNPTA foi utilizado o processo de dialise através de uma membrana
trocando a agua trés vezes durante o dia. As NPs foram dispersas em 40 ml de &cido citrico

a5x10 * mol L e deixada agitando por tombamento durante 12 horas.

Tabela 1-Condic¢oes utilizadas nas sinteses das AgNPs

Amostra Redutor Estabilizante  [Red.] / mol [Est] / [AgNOs] /
Lt mol L™ mol L™
AgNPAA Acido Acido citrico  7,56x10” 0,0378 0,0126
Ascorbico
AgNPBH Borohidreto de  Acido citrico 7,4x10-2 0,0378 0,0126
sodio

AgNPTA  Acido Tanico Acido citrico  6,0x10*  12x10*  9,6x10™

Caracterizacéo

As AgNPs sintetizadas foram caracterizadas pelas técnicas de espectroscopia de
UV-visivel (UV-vis). A espectroscopia na regido do UV-vis utilizada para monitoramento
da formacdo das AgNPs, através da formacdo de bandas plasménica caracteristicas da
prata. A andlise foi feita utilizando espectrofotdmetro Perkin EImer Lambda 750 utilizando
a varredura de 250 a 800 nm em cubetas de quartzo em diluicdo de 100 microlitros para 3
mililitros de agua destilada.

Para verificar a funcionalizacdo das AgNPs com 0s componentes utilizados para
reduzir e estabilizar as mesmas, foram obtidos espectros de infravermelho no
espectrometro de varredura de infravermelho, modelo Spotligth 400 da Perkin Elmer, na
Central Multiusuario de Analises do Campus Rio Verde IF-Goiano. As amostras foram
previamente secas em estufa com circulacdo de ar a 70°C.

A fim de visualizar a morfologia, tamanho e dispersibilidade da superficie das
nanoparticulas foi utilizada a Microscopia eletronica de Transmissdo (JEOL, modelo JEM-
2100) e microscopia eletrbnica
de varredura (MEV) (JEOL, modelo JEM-2100), equipado com EDS, Thermo scientific

disponivel no Labmic/ UFG para essas analises as amostras foram
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trituradas no almofarix de &gata e pulverizadas em uma tela de carbono. A amostra se
manteve em condigdes inertes até 0
momento da analise.

A carga potencial Zeta e o indice de polidispersividade foram analisados em
aparelho Zeta Sizer Nano Z-S da central analitica da UNESP- Araraquara. Para as analises,
as amostras preparadas foram diluidas em &gua destilada e 4&gua milliQ, e utilizadas puras
sem nenhuma diluicdo. Com as amostras previamente diluidas em dois solventes
diferentes, agua reconstituida e &gua miliQ. O diametro das particulas (DP) em suspenséo
foi determinado por medidas de espalhamento de luz hidrodindmico (DLS) no mesmo
equipamento que foram realizadas as medidas de potencial Zeta.

Avaliacdo da toxicidade

A avaliagdo do potencial uso dos coloides de AgNPs combinadas com extrato,
AgNPs isoladas e extratos puros no controle do caramujo Biophalaria glabrata ocorreu
através de testes de toxicidade. Os ensaios foram realizados no laboratério de
biotecnologia ambiental e ecotoxicologia em colaboracdo com a Universidade
Federal de Goias (UFG). Os caramujos recém-eclodidos foram mantidos em incubadora
BOD em condi¢cbes como temperatura, tempo de iluminacdo e dieta previamente
controladas.

Os efeitos toxicos foram analisados em recém-eclodidos da espécie B. glabrata que
foram mantidos no Instituto de Patologia Tropical e Saude Publica da Universidade
Federal Universidade de Goias. A massa ovigera dos caramujos foi mantida em
incubadora BOD com fotoperiodo em ciclos claro / escuro de 12 em 12 h, temperatura (25
+1°C)epH (7,0 1).

A toxicidade do NPs foi analisada sobre B. glabrata recém-eclodidos de acordo
com a literatura®. A cerca de 30 foram colocados em placas de cultura de 12 pocos e foram
expostos a concentracOes diferentes durante 96h, junto com um grupo controle negativo
mantido em A&gua reconstituida e um controle positivo exposto a niclosamida
(Baylucida®). Todos os procedimentos experimentais foram conduzidos em (5 mL de
poco) e um desenho triplicado (9 placas com 5 embreagens de recém-eclodidos) em ciclos
de 12:12h claro / escuro e temperatura ambiente de 25 + 1°C. Nas concentracfes 6,25
mg/L, 12,5 mg/L, 25,0 mg/L, 50 mg/L, 100 mg/L. Durante o periodo de exposicao (96h), a

frequéncia (%) de recém-eclodidos viaveis e invidveis foi analisada usando um



31

microscopio (Leica DM 750) associado com o LEICA ICC50 camera HD e o software
LAS EZ.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Sintese e caracterizacdo das AgNP

Para sintese de nanoparticulas de prata, utilizou-se o tradicional método de
reducdo de ions Agcom borohidreto de sddio. Neste processo, apés a dissolucdo do
sal, ocorre a adicdo de NaBH4 na solugdo que reduz os fons de prata para o estado
metalico’ (Equacéo 1) .

2 AgNO3z + 2 NaBH; —» 2 Ag + ByHg + Hy + 2 NaNO3

Obteve-se nanoparticulas de AgNp com morfologias distintas, sendo elas com
morfologia esférica, em forma achatadas e cilindricas arredondadas.

Utilizou-se o &cido citrico como dispersante a fim de estabilizar e evitar a
agregacao das AgNP, para melhor dispersdo, a solucdo foi deixada agitando por
tombamento por 12 h em temperatura ambiente.

Os aspectos da morfologia das nanoestruturas foram avaliados por microscopia
eletronica de transmissdo (MET). A Figura 6 mostra a imagem de MET da AgNPAA

em escala de 100 e 5 nm.

e BEEES ‘; 2
Figura 6 - Imagens de microscopia eletrénica de transmissdo (A) das nas nanoparticulas de
prata usando como redutor o &cido ascoérbico (AgNPAA); (B) Imagem ampliada da
AgNPAA na ordem de 5 nm.

As nanoparticulas apresentaram diversas morfologias: esférica, alongadas com
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bordas arredondadas e no formato de gréo de arroz. Apresentaram tamanho medio de
138 + 2 nm, sugerindo alta polidispersdo em tamanhos de particulas. Também foi
observado que houve a formacdo de aglomerados, que segundo a literatura podem
ocorrer por interacdes dipolo magnéticas *°.

A formacdo desses aglomerados nanoestrurados foi observada para todas as
particulas preparadas (Figura 7). Frequentemente se aglomeram para formar particulas
secundarias a fim de minimizar a area total e com isso baixar a tenséo de superficie do
sistema, e essas aglomerac@es de particulas sdo causadas por forcas de Van der Waals

e/ou forgas que tendem a diminuir a energia de superficie do sistema.

Figura 7 - Imagens ampliada das sinteses mostrando as diferentes morfologias. A)
Nanoparticulas de prata com acido ascorbico AGNPAA. B) Nanoparticulas de prata com
borohidreto de sédio AQNPBH. C) Nanoparticulas de prata com &cido tanico AGNPTA.
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Figura 8 - Histogramas de tamanhos das sinteses de Nanoparticulas de prata com &cido
ascorbico AgNPAA, Nanoparticulas de prata com borohidreto de sédio AgNPBH e
Nanoparticulas de prata com acido tanico AGQNPTA.

As AgNP foram sintetizadas utilizando redutores diferentes e apresentaram na
imagem de MET (Figura 9) morfologias diferentes na mesma sintese, em que se pode
observar as AgNPe estavam dispersas nas sinteses AgNPBH e com evidéncias de
aglomeracéo nas sinteses AGQNPAA e AgNPTA.

Figura 9 - Imagens de microscopia de tnsmisséo (A) da Nanoparticula de
borohidreto como redutor (AgNPBH) (B) e imagem aproximada na ordem de 5 nm

As particulas de AgNPBH apresentaram morfologias mais homogéneas, apesar
de ter sido observada a formacdo de aglomerados (Figura 10). O tamanho médio das
particulas foi de 28 nm.



aproximada na ordem de 5 nm.

Percebeu-se também que as AGNPTA possuem morfologias diversas com faixa
de tamanho a cerca de 20 nm. Dentre as morfologias encontradas, verificou-se 0s
formatos esféricos, a circulares, formato de grdo de arroz e hexagonais que foi
facilmente observado pela imagem de MET.

As diversas morfologias encontradas nas sinteses pode ser atribuida a rapida
adicdo dos agentes redutores o que impediu a nucleacdo e organizacdo, ou tempo de
armazenamento até o momento da analise.

O monitoramento das amostras foi realizado através das bandas caracteristicas
emitidas e observadas no espectrofotdmetro de Uv-Visivel. Os espectros de absorcdo UV-
vis das sinteses de AgNP exibiram bandas com intensidades diferentes e em posic¢des entre
355-476 nm. Estas bandas correspondem a ressonancia de plasma de superficie localizada
(Localized Surface Plasmon Resonance-LSPR) ou ressonancia plasmon, como pode ser

observado na Figura 11.
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Figura 11 - Espectros de UV-visivel das NPs sintetizadas de &cido ascorbico, borohidreto e
acido tanico.

A intensidade da banda de LSPR e sua posi¢do sdo dependentes das condi¢Oes
experimentais utilizadas para a sintese, assim como os redutores utilizados. Este resultado
sugere que as solucdo obtidas AgNPAA, AgNPBH e a AgNPTA utilizando diferentes
redutores sdo parametros fundamentais na sintese, que € observado obtencdo de
nanoparticulas com diferentes intensidade e larguras de banda e apresentando diferentes
morfologias, em que as mesmas podem interferir na largura da banda. A banda de LSPR
aumenta significativamente a sua intensidade para a sintese de AgNPAA, como pode ser
observado na figura 11.

A andlise da forma e posicdo das bandas LSPR, leva a conclusdo que elas
apresentam diferentes morfologias com predominancia em formas esféricas semelhantes as
estruturas das nanoparticulas de prata reportadas na literatura, sugerindo a formacdo deste
tipo de nanoestrutura.

A banda em 429 nm, com a formacdo de um ombro no espectro UV-visivel da
figura 11, pode ser atribuida ao redutor ou as morfologias encontradas como se pode
observar na imagem e também no tamanho das particulas que variaram entre 3 a 138 nm,
normalmente observado para nanoparticulas de prata assimétricas. Pode-se concluir que a
dialise realizada na AgQNPTA contribuiu para a média de tamanhos encontradas de 1 a 78
nm, podendo observa na imagem de MET.

Para melhor compreensdo das interacGes entre as nanoparticulas de prata e o agente
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estabilizantes utilizados foi utilizada Espectroscopia no Infra Vermelho por Transformada
de Fourier (FTIR), em que o0s espectros sdo mostrados na Figura 12. As AgNPs
apresentaram bandas bem definidas na faixa de 3660 cm™, referente ao estiramento do

grupo OH, e bandas na faixa de 1550 cm™ pode ser atribuido aos grupos carboxilicos.

110

— AgNPAA
| |—— AgNPBH

100

80 +
70

60 3360

Transmitancia %

50 +

—

1376 1450

40

30

20

T T T T T T T T T T T T T
500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000
Comprimento de onda (nm)

Figura 82 - Espectros de infravermelho das amostras (AgNPAA) Nanoparticulas de prata
com acido ascorbico. (AgNPBH) Nanoparticulas de prata com borohidreto de sddio.
(AgNPTA) Nanoparticulas de prata com &cido tanico.

A banda em 1376 cm™ é referente ao acoplamento entre os grupos OH e a banda
em 1080 cm™ corresponde & vibracdo de CN alifaticos. O deslocamento da banda
de 3360 cm™ sugere a interacdo das particulas de prata com o grupo OH®. O
desaparecimento das assinaturas das vibracdes referentes ao grupo CH é pela interacéo
OH/Ag, que inibe as mesmas.

A caracterizacdo das AgNPs foi efetuada tambeém através de medidas de DLSe
Potencial Zeta. O tamanho das AgNPs sintetizadas foi determinado por Espalhamento de
Luz Dinamico (Dynamic Light Scattering—DLS). Em métodos baseados na dispersdo de
luz, o tamanho é calculado com base na dispersdo da luz pelas particulas. O DLS é
amplamente utilizado na avaliagdo do tamanho hidrodindmico e no comportamento de
nanoparticulas (aglomeragdo e dissolu¢do) em solvente. Os resultados de Diametro
Hidrodinamico, indice de Polidispersidade e Potencial Zeta das solugbes aquosas de
AgNPAA, AgNPBH e AgNPTA sdo mostrados na Tabela 2.
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Tabela 2 — VValores médios de DLS, Pdi e Potencial Zeta.

Amostras Z-averege Pdi Zeta

AgNPAA 108,16(d.nm) 0,458 -33,16 (MV)
AgNPBH 100,43(d.nm) 0,435 -29,4 (mV)
AgNPTA 93,56(d.nm) 0,480 -54,7 (mV)

Z-averege: é um tamanho médio geral baseado na intensidade (d.nm);
Pdi: indice de polidispersidade. Zeta: Potencial Zeta (mV); AgNPAA:
Nanoparticulas de prata com o redutor acido ascorbico; AgNPBH:
Nanoparticulas de prata com o redutor borohidreto de sodio; e

AgNPTA: nanoparticulas de prata com o redutor acido tanico.

Os dados de diametro hidrodindmico (DH) mostrados na Tabela 2 foram
significativamente dependentes ndo apenas dos agentes redutores (acido ascérbico, boro
hidreto de sddio e &cido tanico), utilizados nas sinteses das nanoparticulas, mas também do
agente estabilizante. Os resultados mostram que o valor de DH para as AQNPAA (108,16
nm) é maior dentre as trés amostras, indicando que as nanoparticulas de prata foram
formadas, mostrando também que estruturas maiores, como aglomerados formados,
corroborando com a imagem do MET mostrado na figura 9.

Os diametros hidrodindmicos foram afetados pelas condi¢cBes das sinteses que
envolveram a formacéo das nanoparticulas. Portanto, esses dados representam o diametro
da particula e ndo o tamanho real da particula que deve ser determinado por outras
técnicas, por exemplo, Microscopia Eletrénica de Transmissdo de (Transmission Electron
Microscopy — MET).

O resultado de DLS fornece também informacdes a respeito da distribuicdo de
tamanho das nanoparticulas e o indice de polidispersidade. O indice de polidispersidade
(Pdi) é um parametro utilizado na avaliacdo da distribui¢do de tamanho das nanoparticulas.
Um valor de Pdi no qual se aproxima de zero significa alta distribui¢do de tamanho de
particula. Para as AgNPs obtidas a polidispersidade foi relativamente baixa, indicando que
as nanoparticulas sdo homogéneas. O menor Pdi foi para AQNPBH (Pdi = 0,435 + 0,025),
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que apresentou nanoparticulas mais homogéneas, corroborando com a imagem do MET
que indicou maior e melhor dispersdo com superficies regulares e distribuicdo de tamanho
de particula dentro de uma faixa estreita de valores.

O Potencial Zeta (c) foi utilizado para avaliar a estabilidade das nanoparticulas. As
medidas de Potencial Zeta (Zeta Potencial-ZP) foram efetuadas por espalhamento de luz
eletroforético (Electrophoretic Light Scattering— ELS). A maioria das particulas, quando
em contato com um liquido, adquire carga elétrica na sua superficie e esse potencial é
denominado de Potencial Zeta.

A “carga” da particula coloidal ¢ na verdade uma carga efetiva, resultante do
balanco carga de ions e contra ions. O Potencial Zeta se correlaciona com a repulsao
eletrostatica entre as particulas e com a estabilidade dos sistemas coloidais. Quando o valor
do Potencial Zeta for menor que — 30 mV ou maior igual a + 30 mV, a suspensdo coloidal
ser estavel ®.

A amostra de AgNPBH apresentou o menor valor de Potencial Zeta (-29,4 + 1,46
mV). Isso pode estar relacionado com o meio, que ao adicionar o borohidreto aumenta a
basicidade da solucdo e pode ter provocado a diminuicdo do Potencial Zeta, abaixo do
denominado ponto critico. A velocidade deformacdo dos agregados aumenta a medida que
mais proximo de zero esteja o Potencial Zeta. Essa diminuigdo deveria promover a
agregacdo das particulas.

Isso esta de acordo com a Teoria de Derjaguin, Landau, Verweye Overbeek (Teoria
DLVO), quanto maior o Potencial Zeta, mais provavel que a dispersdo coloidal seja
estavel, pois as particulas carregadas se repelem e essa forca supera as forcas
intermoleculares (Forcas de van der Waals), as quais sdo responsaveis pela agregacao.

As AgNPTA apresentaram o valor de Potencial Zeta mais negativo (-54,7 + 0,81
mV) e, portanto, é o sistema mais estavel. A nanoparticula metalica tem potencial
eletrostatico muito pequeno e, de acordo com a Teoria DLVO, proporcionaria a agregacdo
das particulas. A adicdo do &cido citrico como agente estabilizante protegeu as AgNPs
(estabilizacdo estérica) e aumentou a sua estabilidade em agua. A estabilidade das NpsAg
em solugdo aquosa ocorre porque a macromolécula adsorve sobre a superficie das
nanoparticulas formadas e proporciona a repulséo esterica.

Os dados de diametro hidrodindmico das AQNPAA mostrados na tabela 2 foram
significativamente dependentes do solvente. 1sso pode ser resultado da atracdo eletrostatica

(aglomeracdo das nanoparticulas) em decorréncia da grande forca i6nica do meio. A carga
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liquida na superficie da nanoparticula afeta a distribuigdo de ions ao seu redor, aumentando
a concentracdo de contra ions junto a superficie. Desta forma, ocorre a formacédo de dupla

camada elétrica na interface da nanoparticula/solvente, que facilita a agregacao.

Avaliagao da toxicidade

Os resultados foram expressos em termos de propor¢éo de mortalidade - PM (%).
Os testes de toxicidade foram realizados com os trés produtos obtidos AQNPAA, AgNPBH
e AgNPTA. Nas concentrages de 100 mgL™, 50 mg L?, 25 mg L™, 12,5 mg L™ e 6,25mg
L. Apés exposicdo a mortalidade e respostas anormais (retracéo, liberagdo de muco, perda
de hemolinfa) foram observadas uma vez ao dia pelo periodo de até 96 h. Dentre as AgNPs
analisadas a amostra de AQNPBH apresentou mortalidade significativa, chegando a 100%
na concentragdo de 100 mg L™.

100 1 I AgNPAA
- I AgNPBH
20 [ |AgNPTA
60 =
40 -
20 = ]
CN 6,25 12,5 25 50 100 CP

Concentracdes mg L™’
Figura 3-Resultado da exposicdo dos moluscos B. Glabrata com diferentes redutores,
acido ascorbico (AgNPAA), borohidreto de sodio (AgNPBH) e acido tanico (AgNPTA).

Mortalidade %

Sendo esta a amostra que apresentou o melhor resultado para controle do
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hospedeiro intermediério, para ser considerado um moluscicida ideal de acordo com os
critérios estabelecidos pela OMS (1983), em que a solucéo ideal e aquela que apresenta
DL90 igual ou menor a 100 mg. mL™ %, Isto mostra que a sintese AGNPBH se destaca,
sendo considerado um moluscicida ideal, uma vez que, apresenta atividade moluscicida em
concentracdes bem abaixo do estabelecido pela OMS, minimizando a ocorréncia de danos

ao ecossistema aquatico.

CONCLUSAO

Nanoparticulas de prata foram obtidas por meio de uma rota simples, na qual o
acido citrico funcionou como estabilizante. A sintese das nanoparticulas de prata foi
confirmada por espectroscopia UV-vis, e analises de FTIR mostraram a interacdo das
nanoparticulas com os grupos funcionais dos agentes estabilizantes. As nanoparticulas
mostraram-se estaveis para todas as amostras, mostrando didmetros de tamanhos
diferentes, podendo alguns destes ocasionar aglomeracdo e perda da estabilidade. As
imagens obtidas de MET mostraram diferentes morfologias e tamanhos, podendo ser
atribuidas ao alargamento e deslocamento da banda plasmon caracteristica da prata
observada no UV-Vis. Os testes biologicos mostraram que as AQNPBH sdo eficientes
contra o hospedeiro intermedidrio Biomphalaria glabrata, causando mortalidade de
100% nos caramujos recém-eclodidos para a concentracdo de 100 mg L™. Mostrando
que o trabalho com AgNP é promissor em diversas areas, incluindo controle de pragas.
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CAPITULO 11

Sintese verde de Nanoparticulas de prata e avaliacdo da toxicidade em caramujos

(Normas de acordo com a Revista Materials Research)

Resumo

Nas Ultimas décadas houve aumento no interesse da comunidade cientifica pela
nanotecnologia e nanociéncia. Parte desse interesse se da a partir das inimeras aplicagdes
das nanoparticulas metalicas, como construcdo de sensores, microeletrdnica, catalise,
acdo bactericida, medicamentos, entre outras, e ocorre por suas propriedades opticas,
eletrbnicas, magnéticas ecataliticas. Com este trabalho, objetivou-se uma sintese verde de
Nanoparticulas de prata (AgNPs), em condigdes previamente otimizadas com extratos de
plantas do Cerrado e testou-se sua toxidade em caramujos da espécie Biomphalaria
glabrata, vetor do parasita Schistosoma mansoni, que provoca a esquistossomose. A cerca
de 0,5 g de extratos secos de caju, baru e seiva da sangra d’agua foram diluidos em 50 mL
de &gua, o pH ajustado para proximo de 10 e adicionou-se solu¢do de AgNOs3;.A
caracterizacdo das AgNPs combinadas com os extratos foi realizada por espectroscopia de
UV-Visivel, os grupos funcionais foram analisados por Espectroscopia no Infravermelho
com Transformada de Fourier (FTIR), o tamanho das particulas foi observado por
microscopia eletronica de transmissdo (MET) e a carga superficial das nanoparticulas foi
analisada em aparelho Zeta Sizer Nano Z-S. As AgNPs apresentaram absorbancia
méxima a cerca de 400 nm. A condutividade elétrica teve influéncia direta da
concentragdo dos extratos. A formacédo eficiente de AgNPs foi dependente de
pardmetros do processo, como extrato, pH e concentracdo da solugcdo de prata. O
extrato da Sangra d’agua apresentou isoladamente os melhores resultados, desde o
extrato puro, como combinado com as nanoparticulas, apresentando mortalidade de
100% com os moluscos recém-eclodidos. O processo de sintese apresentou alta
reprodutibilidade e estd de acordo com os principios da quimica verde, podendo ser
uma alternativa sustentavel, ecoamigavel, de baixo custo e biocompativel para

sinteses de AgNP.

Palavras - chave: Nanotecnologia, Bioma Cerrado, Moluscicida Vegetal.
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Abstract

In the last decades there has been an increase in the interest of the scientific community in
nanotechnology and nanoscience. Part of this interest comes from the numerous
applications of metallic nanoparticles, such as sensor construction, microelectronics,
catalysis, bactericidal action, medications, among others, which occur due to their optical,
electronic, magnetic and catalytic properties. Nanoparticles, due to their small size, can
have a greater permeability through the skin, mucous membranes and cell membranes,
thus having a great applicability. This work aims a green synthesis of silver nanoparticles
(AgNPs) in previously optimized conditions with plant extracts from the Cerrado Biome
and to test their toxicity in snails of the species Biomphalaria glabrata, vector of the
parasite Schistosoma mansoni, which causes schistosomiasis. The syntheses were
performed using 0.5 grams of extracts of cashew and baru and sap of water bleed and
diluted in 50 mL of water, adjusting the pH to ~ 10, the AgNO3 solution was added. The
characterization of AgNPs combined with extracts were performed by UV-Visible
spectroscopy; the functional groups were analyzed by Infrared Spectroscopy with Fourier
Transform (FTIR); particle size was observed by transmission electron microscopy
(MET); the surface charge of the nanoparticles was analyzed in a Zeta Sizer Nano Z-S
device. The toxicity assessment of NPsAg with plant extract from cerrado plants was
carried out in partnership with the Institute of Tropical Pathology and Public Health -
IPTSP. After optimizing the synthesis conditions, after formed, the AgNPs showed
maximum absorbance around 414 nm for AgNPSD, 420 nm AgNPCA and 416 for
AgNPBA. There was also a wide variation in the hydrodynamic diameters and
polydispersity indices (Pdl) of the obtained AgNPs. The electrical conductivity had a
direct influence on extracts concentration. In the synthesis, using the Caju extract, it was
obtained expressively low values of Pdl 0.269 e. It should be noted that such Pdl values
are always desired, and are hardly reached even by conventional chemical synthesis
routes. The surface load of these AgNPs reached about -29.5 mV for AgNPSD, -28.4 mV
for AQNPCA and -52.88 mV for AgNPBA, AgNPs with a size of approximately 25 nm
for AgNPSD, from 8 to 15 nm for AgNPCA and between 5 to 10 for AgNPBA. The
efficient formation of AgNPs was dependent on process parameters, such as extract, pH
and concentration of the silver solution. The Sangra d’4agua extract alone presented the
best results, from the pure extract, as combined with the nanoparticles, thus presenting

toxicity tests with 100% mortality with the newly hatched mollusks. The synthesis
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process showed high reproducibility and is in accordance with the principles of green
chemistry, presenting itself as a sustainable, eco-friendly, low cost and biocompatible

alternative in the synthesis of AgNP.

Keywords: Nanotechnology, Cerrado Biome, Vegetable Molluscicide
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INTRODUCAO

Nas Gltimas décadas, as nanoparticulas de prata (AgNPs) tém sido consideradas
materiais de vanguarda, por suas propriedades promissoras que parecem diferir do seu
homdlogo em massa. A principal caracteristica dos AgNPs é a alta area de superficie em
relacdo ao volume, permitindo a nanoestrutura a ser extensivamente explorada em diversas
areas como biotecnologia, eletrdnica, medicina, remediacdo ambiental, biossensores,
agricultura e industria de alimentos. O uso extensivo de AgNPs se reflete na quantidade de
fornecedores mundiais e no consumo global dessas nanoparticulas em produtos elétricos,
de satde, alimenticios e produtos téxteis."?

Com a busca crescente por novos métodos de obtencao de nanoparticulas metalicas,
gque minimizem o impacto ambiental, varios paises estdo reduzindo os residuos perigosos
gerados, em que a quimica verde e 0S processos quimicos estdo progressivamente se
integrando ao desenvolvimento da ciéncia e da indUstria®.

A sintese verde de nanoparticulas atraiu atencdo consideravel nos ultimos anos,
Nisso 0 uso de recursos naturais como microrganismos, enzimas e extratos de plantas foram
considerados bons reagentes alternativos como mostra o esquema da sintese na Figura 13.
Vendo que a utilizagdo desses reagentes possui varias vantagens, incluindo baixo consumo
de energia e moderadas condicdes de operagdo como; temperatura e pressdo e além de tudo
sem usar produtos quimicos toxicos *. Portanto, uma agdo vidvel e ambientalmente

amigavel para a obtencao deAgNPS.
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Figura 9 - Esquema ilustrativo do principio da sintese verde de NPMs utilizando plantas
(SILVA, 2014).

Em todos os métodos de sintese, algumas caracteristicas devem ser consideradas e
obedecidas: maior reprodutibilidade; controle do tamanho de particula, distribuicdo de
tamanho, forma, estrutura cristalina e distribuicdo de composi¢do quimica; melhoria da
pureza das nanoparticulas (menores impurezas); controle de agregacédo; estabilizacdo de
propriedades fisicas, estruturas e reagentes. Em que diversos métodos para a obtencéo de
AgNPS tém sido descritos na literatura®.

O Brasil possui grande biodiversidade e vem desenvolvendo novas rotas de sintese
verde. Algumas plantas medicinais e seus metabdlitos secundarios podem representar a
oportunidade de elaboracdo de tratamentos eficazes e de baixo custo para muitas
enfermidades®.

O Cerrado é rico em plantas que podem ser utilizadas como agentes biorredutores
nas rotas de sintese de nanoparticulas. No entanto, ainda é pouco explorado para esse fim.
Além disso, ja foi demonstrado na literatura que essas
nanoestruturas metalicas podem ser obtidas por biorredugdo realizada por compostos
encontrados em inlimeros organismos, alguns dos quais também presentes em vegetais. ’

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) recomenda o uso de moluscicidas
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sintéticos, como a niclosamida (Bayluscide®), para 0 combate & esquistossomose no
mundo (OMS, 2002). No entanto, a niclosamida tem alto valor de produgao e pode induzir
a varios efeitos secundarios, como bioacumulacdo e alta toxicidade em animais néo
visados. Além disso, a recolonizacdo de populacbes de caracois € observada apds alguns
meses de aplicacdo da niclosamida, demonstrando as populagdes de caracois resistentes a
niclosamida depois de repetidos e extensos usos deste moluscicida ®. Nesse contexto,

alguns trabalhos®* 11 1213

, mostraram a descoberta de novos moluscicidas que poderiam
ser mais seletivos para Biomphalaria e menos prejudiciais ao meio aquatico.

O controle do hospedeiro intermediario € uma estratégia amplamente discutida para
0 controle da esquistossomose em paises endémicos. Embora tenha havido aumento nos
estudos sobre a busca de moluscicidas potentes nos ultimos anos, 0 uso de agentes
nanoparticulados como moluscicidas ainda estd em processo de crescimento'®.Esse
interesse pode ser atribuido ao tamanho ultrapequeno das NPs, a grande proporc¢éo entre
area superficial e massa e a alta reatividade aumentam seus beneficios .

Partindo desse pressuposto, hd algumas pesquisas que mostram a eficacia
dasAgNPs como ovicidas, larvicidas, pupicidas, adulticidas e impedimentos de
oviposic&o contra espécies de mosquitos de importancia médica e veterinaria 11" 18 1920,

As NPs tém efeitos antiparasitarios potentes, atuando como um veiculo de drogas
convencionalmente usadas, como o praziquantel, no tratamento da esquistossomose *'e
doxiciclina e ivermectina no tratamento da filariose %.

Além disso, os proprios NPs podem ter acdo antiparasitaria, pois os AgNPs,
quitosana e curcumina tém efeito antigiardia e ha trabalhos que relatam que NPs tem
efeito antineurossomicossémico em camundongos infectados com Schistosoma
mansoni 2.

Sabendo da potencialidade e das diversas aplicabilidades das AgNPs utilizando da
biodersidade e do extenso potencial farmacoldgico das plantas nativas do Cerrado, surgiu
o interesse em realizar a sintese de AgNPs combinadas com extratos a fim de observar se
ha efeito toxicolégico em caramujos da especie B. Glabrata. Segundo %. Os extratos de
plantas ricos em taninos condensados sdo 0s mais promissores como agentes moluscicidas.

Na década de 1930 foi relatado o uso do primeiro moluscicida de origem vegetal,
no controle da esquistossomose. O plantio de Balanites aegyptiaca L., Balanitaceae, uma
arvore tipica do deserto, foi sugerido nas margens dos focos de transmissdo, no Sudao, pois

os frutos ao cairem das arvores, inibiam a densidade populacional de caramujos .
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As primeiras pesquisas com moluscicidas naturais no Brasil demonstraram
atividade de extratos aquosos do caule de Sejania sp. (cipd-timbo) e Sapindus saponaria L.
(saboneteira) em B. Glabrata *’.

Com a finalidade de adquirir produtos com alto teor moluscicida a partir de extratos
vegetais, muitos autores se dedicaram a pesquisar plantas regionais, das quais ainda néo
haviam estudos aprofundados 2. Esses autores buscaram espécies ornamentais, toxicas e
medicinais que foram avaliadas quanto a possivel acdo moluscicida.

Dentro deste contexto, algumas espécies vegetais do Cerrado brasileiro (Figura 14)
foram selecionadas baseando-se em literaturas anteriores, por possuirem compostos
bioativos que séo capazes de reduzir e estabilizar as NPs para serem testadas a fim de

avaliar a possibilidade de atividade moluscicida, contra moluscos da espécieB. Glabrata.

Figura 10 - imagens das arvores utilizadas com suas respectivas partes casca, fruto e seiva
para a obtencdo dos extratos. A) barueiro; b) cajueiro ¢) sangra d’agua.

O baru ou barueiro (Dipteryx alata Vogel) é uma espécie arbdrea que ocorre no
Brasil central, principalmente em Minas Gerais, Goiés, Distrito Federal, Mato Grosso e
Mato Grosso do Sul e é valorizada por suas diversas utilizages. *°

Croton urucurana Baill. (Euphorbiaceae) € uma arvore comumente encontrada no
bioma Cerrado. Sua casca quando cortada libera uma seiva sangue-vermelha e por esta
razdao C. urucurana, e outras espécies do género Croton (C. lechleri, C. draconoides),
também sdo conhecidas como “sangue de gado”, sangue de dragdo (ou sangra d’agua no
Brasil)®!.

Anacardium occidentale conhecido popularmente como cajueiro é uma planta da
familia Anacardiaceae, encontrada em boa parte do territério nacional. Seu fruto é a
castanha do caju, que apresenta um formato de rim. Possui um pseudofruto. Um


https://pt.wikipedia.org/wiki/Anacardiaceae
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pedlnculo, maior e comestivel.
Nesse contexto, o presente estudo propde a sintese, caracterizacdo, e avaliacdo da

atividade toxicida de AgNPs em caramujos da espécie Biomphalaria glabrata.

EXPERIMENTAL
Materiais

Nos procedimentos realizados foram utilizados os seguintes reagentes: Nitrato de
prata P.A (plat lab.), Hidroxido de sddio (Exodo cientifica) e extratos de baru, caju e

sangra d’agua. Em todos os experimentos usou-se agua deionizada

Coleta e Preparacao dos Extratos

Inicialmente foi realiza do um levantamento da literatura sobre espécies de plantas
nativas o Cerrado que exibem atividade inseticida e moluscicida, sua sazonalidade,
biodistribuicdo e disponibilidade. Apos serem definidas as espécies de trabalho, foi
realizada a coleta do material vegetal, separacdo, limpeza e condicionamento.

A Sangra d’agua foi coletada no campus do IF-goiano no municipio de Rio verde
nas 17°48'06.0"S 50°54'24.0"W altitude 17°48'44.6"S 50°53'46.7"W. A parte coletada foi a
seiva que foi retirada através de corte em diagonal a fim de ndo causar danos as plantas.

Para o caju foi utilizado o pseudofruto da arvore presentes nas coordenadas 16 ° 06
"12,7 " S, 051 ° 15" 55,8 " W, altitude 391 a 16 © 08 ' 13,7 "S, 051 ° 17 ' 36,8 " W em
montes claros de Goias (Goias Brasil). Os frutos foram coletados entre setembro e outubro
de 2018.

O caju foi seco em estufa sob temperatura de 70°C, triturado em moinho de facas
para rompimento das células e empregado para extracdo. Utilizando a casca do baru da
arvore localizada nas coordenadas 17°48'06.0"S 50°54'24.0"W altitude 17°48'44.6"S
50°53'46.7"W e, foi seco em estufa sob temperatura de 70°C, triturado em moinho de facas
para rompimento das células e empregado para extracao.

Os extratos foram obtidos em meio aquoso 100 g do material para 200 de agua por 24
horas sob agitagcdo constante. Foram acondicionados em freezer, liofilizados e empregados

nas etapas posteriores. As sinteses das nanoparticulas de prata foram conduzidas no escuro

misturando solugdes de ions Ag"'aos extratos preparados variando se a razdo Ag/extrato.
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Sintese das AgNPs combinadas com extrato aquoso

Foram otimizados alguns parametros para a preparacdo das NPs, a fim de verificar
quais as melhores condicdes para a formacao das mesmas: o pH, a concentracdo do extrato
e concentracdo da solucdo de AgNOs. A taxa de formagdo de AgNP foi monitorada por
espectroscopia na regido do UV-Vis.

Os testes de otimizacOes realizados, predisseram as condi¢cdes favoraveis para a
obtencédo das nanoparticulas de prata combinadas com extratos de baru, caju e sangra d’agua,
todos na mesma concentracdo de 10g L™. Os parametros selecionados para os testes foram de
pH partindo de um mais acido (pH= 5) um intermediario (pH= 7) e um meio mais alcalino
(pH= 10). As concentracdes de AgNO; da solucdo estoque variaram entre 2 mM, 4 mM e 8
mM e os volumes de extrato de 1 mL, 2 mL, 4 mL e 8 mL.

As leituras no Uv-visivel foram realizadas a fim de verificar a formacdo da banda
plasmon caracteristica da prata que aparece entre 380 e 400nm. Essas medidas foram
realizadas em diferentes tempos, que variaram de tempo 0 (zero) TO, tempo 30 (trinta)minutos
T30, tempo 1 (uma) hora T1, tempo 2 (duas) horas T2, tempo 3 (trés) horas T3 e tempo 24
(vinte e quatro) horas T24.

As condi¢Bes ideais selecionadas para sintese estdo na Tabela 3. Os espectros das
absorbancias obtidas foram plotados no Origin 8.0 para a obtencdo dos graficos a fim de
visualizar a absorbancia maxima de cada teste e assim gerar um grafico das melhores

condicOes para cada planta.

Tabela 3 - CondicGes 6timas para a producdo das nanoparticulas de prata combinadas com
extratos de plantas.

Plantas Ph [Ag] / mM V extrato/ Ml
Sangra d’agua 10 4 2
Baru 10 4 8
Caju 10 4 4

Caracterizagao

As AgNP sintetizadas foram caracterizadas quanto ao tamanho e morfologia por
microscopia eletrénica de transmissdo (MET) e espalhamento de luz dindmico. A
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ocorréncia de ressonancia plasmon de superficie foi investigada por espectroscopia
eletrénica UV-visivel.

A funcionalizacdo de superficie foi investigada por espectroscopia no
infravermelho. A estabilidade dos coloides obtidos foi investigada em funcao do tempo de

estocagem através do Uv-vis. mensalmente.
Avaliacgéo da toxicidade

O teste de toxicidade foi realizado no periodo de 96 h em contato com as
nanoparticulas combinadas com extratos de sangra D’agua (AgNPSD), Caju (AgNPCA) e
Baru (AgNPBA) nas concentracdes 100 mg L™, 50 mg L?, 25 mg L?, 125 mg L e
6,25mg L. Foram usados os moluscos recém-eclodidos e 0 mesmo teste foi realizado com
0s extratos puros. A avaliacdo do potencial uso dos coloides de AgNPs combinadas com
extrato, AgNPs isoladas e extratos puros no controle do caramujo Biophalaria glabrata
foram realizadas em parceria com a UFG/ IPTSP no laboratdrio de biotecnologia e
ecotoxicologia Labae.

RESULTADOS E DISCUSSAO (discutir e comparar seu dados com os relatados na
literatura)

A andlise estrutural das AgNPs foi realizada utilizando MET com o objetivo de
determinar o didmetro e a forma das AgNPs. Com as imagens obtidas (Figura 15), foi
notada a presenca de AgNPs de formas diversificadas, de aproximadamente 25 nm para
AgNPSD em que a maior populacdo se deteve entre 8 a 15nm, para AgNPCA por volta de
81nm e também, a formacédo de agregados contendo particulas de 900nm foi detectada.
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Figura 11 - Imagens de MET das nanoparticulas de prata combinadas com diferentes
extratos A) Nanoparticulas de prata com extrato de Sangra d’agua (AgNPSD); B)
Nanoparticulas de prata com extrato de Caju (AgNPCA); C) Nanoparticulas de prata com
extrato de Baru (AgNPBA).

As AgNPBA apresentaram tamanho médio de 45 nm e maior populacdo entre 5 e
10 nm. Foi observado que as AgNPs combinadas com extratos sintetizadas por MET e o0s
didmetros obtidos variam, pois esse fator € dependente das condi¢fes da reacdo e do
extrato da planta. Além disso, houve diferenca entre o didmetro hidrodinanico (DH) e o
diametro seco avaliado por MET. Amostras de AgNPs analisadas em estudo por MET
obtiveram diametro médio de 25 a 30 nm e, em analise por DLS em dispersdo aquosa
apresentaram o Z-average de 128 nm*. Isso se deve ao raio hidrodindmico de DLS ser
maior em relacdo ao MET. (TOMASZEWSKA et al 2013)
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Figura 16 - Imagens dos Histogramas de tamanho das sinteses das nanoparticulas de prata
combinadas com diferentes extratos. Nanoparticulas de prata com extrato de Sangra d’agua
(AgNPSD); Nanoparticulas de prata com extrato de Caju (AgNPCA); Nanoparticulas de
prata com extrato de Baru (AgNPBA).

As AgNPs que apresentaram melhor resultado no teste de otimizacdo, foram
analisadas por DLS (AgNPSD, AgNPCA e AgNPBA). Essas amostras foram selecionadas
por apresentarem melhores resultados nos testes de otimizacao. De acordo com a Tabela 4,
pode-se observar que o Z-avarege que é o tamanho médio das particulas, resultou em
tendéncia de reducdo dos valores e consequentemente do didametro hidrodindmico.

Tabela 4 - Medidas de estabilidade DLS epotencial Zeta.

Amostras Z-averege Pdi Zeta

AgNPSD 539,08 0,736 -29,5 mV
AgNPCA 127,01 0,269 -28,4 mV
AgNPBA 52,88 0,361 -52,88 mV

Z-averege: é um tamanho médio geral baseado na intensidade (d.nm);
Pdi: indice de polidispersidade e Zeta: Potencial Zeta (mV); AgNPSD:

nanoparticulas de prata combinadas com extrato de sangra d’agua;
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AgNPCA: nanoparticulas de prata combinadas com extrato de caju; e
AgNPBA: nanoparticulas de prata combinadas com extrato de baru.

O indice de polidispersdo € um pardmetro que fornece informacdes sobre a
homogeneidade da distribuicdo dos tamanhos, sendo que dispersdes que apresentam
valores que se aproximam de 0 (zero) mostra boa homogeneidade para a solucdo. Todas as
dispersdes obtidas, indicando a formacdo de sistemas monodispersos. Foi verificado, em
relacdo aos resultados apresentados para o pardmetro indice de polidispersividade (Pdl),
que se relaciona com a homogeneidade de dimensdo das particulas obtidas, que a amostra
AgNPSD apresentou o indice mais alto seguido das amostras AGNPBA e AgNPCA.

A amostra de AgNPBA apresentou carga de superficie mais negativa com
aproximadamente -52,88 mV, sendo a mais negativa dentre todas as amostras de AgNPs,
conferindo a elas maior estabilidade coloidal com relacdo as outras amostras. Alem disso,
os perfis das cargas superficiais das demais AgNPs foram, e expressivamente diferente nas
AgNPBA em que variaram somente o volume de extrato.

Esse evento pode ser novamente relacionado com a possibilidade de diferencas
fitoquimicas entre partes do fruto, conforme descrito para outras espécies de plantas.®* A
caracterizacdo das AgNPs por espalhamento de luz dindmico, em relacdo ao numero de
particulas, forneceu o diametro hidrodindmico das AgNPs com variacdo entre 26,5 nm e
265,6 nm para AgNPSD, de 50 nma 166,2 nm para AQNPCA e 36,9 nm a 95,74 nm para
AgNPBA. Pode-se observar que existem populactes de diferentes tamanhos nas amostras
de AgNPs. Além disso, nota-se que amostras com particulas abaixo de 100 nm apresentam
boa estabilidade.

Os espectros obtidos no UV-visivel mostraram que houve formacdo da banda
plasmdnica caracteristica da prata em 414 nm para as AgQNPSD, 420 nm para a AQNPCA e
416 nm AgNPBA. Em que esta absorve entre 380 a 400 nm. Foram feitas, também, leituras
com os extratos puros para verificar se havia alguma banda plasmon na regido de absorc¢édo
da prata. Para que esta ndo interfira no resultado causando falso positivo, confirmando,
assim a formacdo das AgNPs combinadas com extrato vegetal.

Os espectros obtidos dos extratos puros (figura: 16) mostrou que nenhum dos
extratos possui banda na regido em que a prata absorve. Mostrando, assim que houve

formagéo das AgNPS.
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Figura 12 - Espectros de UV-vis dos extratos de sangra d’4gua na cor preta, caju na cor
vermelha e baru na cor azul.
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Figura 13 - Espectros de UV-vis das AgNPs combinados com extratos de sangra d’agua na
cor preta, caju na cor vermelha e baru na cor azul.
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As possiveis interacdes AgNPs combinados com extrato podem ser observadas com
0 deslocamento das bandas caracteristicas. Podendo também ser atribuidas as diferentes
morfologias encontradas como mostra a figura 14 que apresenta formas alongadas e de
circunferéncias arredondadas.

Obtiveram-se os espectros dos extratos puros a fim de verificar se algum deles
exibia banda que a prata absorve, e se assim ocorresse poderia ocorrer sobreposicdo das
bandas. A banda plasménica da prata corresponde a 380 a 400 nm e como visto no grafico
acima as bandas correspondentes aos extratos utilizados, mostrando que ficam fora da faixa
de absorcéo da prata.

Para a obtencdo das AgNPs a sintese ocorre em uma Unica etapa, sendo assim um
processo relativamente simples. Contudo, 0 uso de extratos vegetais torna esse processo
mais complexo, pois 0s extratos vegetais apresentam diversas biomoléculas como
flavonoides, polissacarideos, compostos fenolicos, acidos organicos, e proteinas, como
relatado na literatura®®. Sendo assim, foram realizadas anélises das AgNPspor
Espectroscopia de Infravermelho para investigar a possivel presenca/auséncia de diferentes
grupos funcionais. Os resultados dessa analise por FTIR estdo ilustrados na figura 18. A

interpretacdo dos espectros foi realizada de modo a comparar 0s espectros obtidos entre si.
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Figura 14 - Espectros de infravermelho das amostras AgNPSD nanoparticulas de prata

combinadas com extrato de sangra d’agua; AQNPCA: nanoparticulas de prata combinadas
com extrato de caju e AQNPBA. Nanoparticulas de prata combinadas com extrato de baru.
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Os graficos mostraram que 0s extratos sdo bastante semelhantes, apresentando
bandas de absor¢do com pequenas diferengas entre as intensidades. Ao observar 0s
espectros das AgNPs, percebe-se a presenca das
bandas 3407, 2998, 1640 e 1056com maior intensidade de absorcdo. A banda larga em
3407 cm™ é caracteristica do grupo funcional hidroxi, presente em &gua, alcoois e
compostos fenélicos. A regi&o entre 550 cm™ e 750 cm™ séo correspondentes & assinatura
de vibracéo fora do plano do grupo OH*.

A banda 1640 cm™se refere a grupamentos carbonila, possivelmente de polifendis
ou carboidratos®. J4 as bandas em 1056 cm™podem ser atribuidas ao estiramento
vibracional de C-O-C e C-O em compostos fendlicos, como ja relatado para AgNPs
obtidas em sintese verde®®,

No espectro correspondente a AgNPSD notou-se a ocorréncia de uma
diminuicdo notavel na intensidade das bandas, quando comparados aos espectros dos
respectivos extratos AgNPCA e AgNPBA. Essas diferencas de intensidade podem ser
diretamente responsaveis pela reducdo do ion metalico, contudo ndo ha precisdo de quais
moléculas sdo responsaveis por esse fato, necessitando, assim de averiguacdo mais
detalhada. De qualquer modo, essas bandas sdo menos expressivas no espectro da
AgNPSD do que nas AgNPCA e AgNPBA, podendo ser um sinal da presenca desses
grupamentos em menor quantidade na AgNPSD, ainda que ndo foram feitas analises
quantitativas dessas substancias. Esse fato corrobora com a presuncdo de que metabdlitos
presentes nos extratos aquosos das plantas selecionadas sdo responsaveis pela reducéo da
prata.

Para o teste com as nanoparticulas verdes os caramujos apresentaram morte gradual

na exposicdo de 96 horas como mostra a Figura 19.
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Figura 15 - Resultado da comparacdo da exposicao dos moluscos B. Glabrata com extratos
puros e combinados com nanoparticulas de prata. A) AgNPSD nanoparticulas de prata
combinadas com extrato de sangra d’agua; B) AgNPCA: nanoparticulas de prata
combinadas com extrato de caju e C) AgNPBA. nanoparticulas de prata combinadas com
extrato de baru, em 5 concentracdes distintas, e tempo de exposi¢do de 96 horas e controle
negativo (agua reconstituida).

Eles apresentavam retracdo em sua concha e liberam excretas e hemolinfas. Na
concentracdo de 6,25 mg mL™ a NP foi letal a 90% dos caramujos nas 96 horas,
demonstrando seu efeito toxico em baixas concentracfes. O controle negativo (&gua
reconstituida) ndo provocou efeitos tdxicos aos moluscos. Dentre os resultados obtidos as
AgNPSD obtiveram os melhores resultados, tanto nos extratos puros, quanto combinados
com as nanoparticulas de prata, seguido da AGQNPCA e AgNPBA.

Essas caracteristicas foram mantidas ao longo dos dias, sendo este comportamento
referéncia para determinar caracteristicas como a perca de hemolinfa, contracdo na concha
e batimentos cardiacos daqueles expostos ao extrato vegetal. Os graficos da Figura 20

demonstram estes resultados.
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Figura 16—indices de mortal idade de moluscos expostos a diferentes concentracdes: A)
AgNPSD nanoparticulas de prata combinadas com extrato de sangra d’agua; B) AQNPCA:
nanoparticulas de prata combinadas com extrato de caju e C) AgNPBA nanoparticulas de
prata combinadas com extrato de baru e controle negativo com &gua reconstituida em
variados tempos de exposicao.

Os bioensaios com os trés extratos das plantas selecionadas foram iniciados a partir
de solugdes al00 mg mL™, sendo este um valor que sugere limite para que os efeitos
nocivos ao ecossistema causados pelo extrato sejam 0s menores possiveis®’. Diz que
dessa forma, quanto menor for a concentracdo na dose letal (100% de letalidade dos
caramujos), melhores serdo as condi¢des de uso do extrato no meio ambiente, uma vez que
0 impacto causado por este sera reduzido e menor quantidade do material sera utilizado.
Dentre os trés extratos, o extrato de Sangra d’agua e caju obtiveram 100% de mortalidade
durante o tempo de exposicdo na concentracdo de 50 mg mL™ e 100 mg mL™ e O Baru

nao obteve resultado satisfatorio.
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CONCLUSAO

O trabalho obteve éxito nos pré-testes realizados, como foi possivel observar no
espectro de UV-vis, em que se observou a formacdo da banda caracteristica da prata. As
biomoléculas presentes no extrato de Sangra d’dgua, Caju e Baruforam responsaveis pela
reducdo e possivelmente pelo revestimento e estabilizacdo das AgNPs. A atividade
moluscicida se mostrou positiva para o extrato puro de Sangra d’agua. E, para os extratos

combinados com a Ag o resultado foi significante para sangra d’agua e Caju.
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