X

PPGFARMA
Departamento de Ciéncias da Vida PROGRAMA DE POS GRADUAGAD
EM CIENCIAS FARMACEUTICAS

< "\Hx >

UNEB

UNIVERSIDADE DO
ESTADO DA BAHIA

UNIVERSIDADE DO ESTADO DA BAHIA — UNEB _
PROGRAMA POS-GRADL!AC}AO STRICTO SENSU EM CIENCIAS
FARMACEUTICAS - PPGFARMA

MILENE DIAS FERREIRA

AVALIAGCAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE
NANOPARTICULAS DE PRATA BIOSSINTETIZADAS A PARTIR DA

Schinus terebinthifolius Raddi

SALVADOR
2021



MILENE DIAS FERREIRA

AVALIA(}AO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE
NANOPARTICULAS DE PRATA BIOSSINTETIZADAS A PARTIR DA
Schinus terebinthifolius Raddi

Dissertagdao apresentada ao Programa Pds-
Graduagao Stricto Sensu Em Ciéncias
Farmacéuticas (PPGFARMA), da Universidade
do Estado da Bahia (UNEB) como requisito para
obtencdo do titulo de Mestre em Ciéncias

Farmacéuticas.

Orientador: Prof. Dr. Walter Nei Lopes dos
Santos
Linha de Pesquisa: 2 — Avaliagdo de Farmacos,

Biomarcadores, Produtos Naturais e Sintéticos.

SALVADOR
2021



Universidade do Estado da Bahia

Sistema de Biblioteca

Ficha Catalogréfica - Produzida pela
Biblioteca Edivaldo Machado

Boaventura

Ferreira, Milene Dias.

Avaliagdo da atividade antimicrobiana de nanoparticulas de prata
biossintetizadas a partir da Schinus terebinthifolius Raddi / Milene Dias
Ferreira.-- Salvador, 2021.

95p.: il.

Orientador: Prof. Dr. Walter Nei Lopes dos Santos

Dissertacdo (Mestrado) — Universidade do Estado da Bahia.
Departamentode Ciéncias da Vida. Campus |. Programa de Pds-graduagao
em Ciéncias Farmacéuticas - PPGFARMA, 2021

1. Atividade antimicrobiana. 2. Nanoparticulas de prata. 3. Schinus
terebinthifolius Raddi. 4. Sintese verde. I. Santos, Prof. Dr. Walter Nei Lopes

Campus|. CDD: 615




FOLHA DE APROVAGAO

"AVALIAGAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE NANOPARTICULAS DE PRATA
BIOSSINTETIZADAS A PARTIR DA SCHINUS TEREBINTHIFOLIUS RADDI"

MILENE DIAS FERREIRA

Dissertagdo apresentada ao Programa de Pos-Graduagdo Stricto sensu em Ciéncias
Farmacéuticas — PPGFARMA, em 12 de fevereiro de 2021, como requisito parcial para
obtengdo do grau de Mestra em Ciéncias Farmacéuticas pela Universidade do Estado da
Bahia, conforme avaliagdo da Banca Examinadora:

Wowts, nr - dos (-0 |
Professor(a) Dr.(a) WALTER NEI LOPES DOS SANTOS

Universidade do Estado da Bahia - UNEB
Doutorado em Quimica
Universidade Federal da Bahia - UFBA

Professor(a) Dr.(a) ANDRE'MACERDA BRAGA TELES
Universidade do Estado da Bahia - UNEB

Doutorado em Programa de Pés-Graduag&@o em Biotecnologia
Universidade Estadual de Feira de Santana - UEFS

Socudin Covdipan SbSotc, \Ja¥e.

Professor(a) Dr.(a) LOURDES CARDOSO DE SOUZA NETA
Universidade do Estado da Bahia - UNEB

Doutorado em Quimica
Universidade Estadual de Campinas - UNICAMP



A minha familia pelo incentivo e apoio

em toda minha trajetéria académica.



AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente a Deus que me permitiu chegar até aqui, dando-me forgas
para concluir a etapa académica mais importante da minha vida.

A minha familia pelo apoio e incentivo durante toda trajetéria académica.

Ao meu amor, Edson Neto, por todo carinho e cuidado.

Ao GPDQA pela amizade, apoio, paciéncia, risos e todo auxilio durante o mestrado, e
ao meu orientador, professor Walter Nei.

A todos que auxiliaram na caracterizacdo das nanoparticulas: Vilberto, Antdnia,
Geovani, Lucas Malone, Jodao Daniel, Mauricio e Jodo Perini.

A minha turma 1 do PPGFARMA pelo companheirismo e cumplicidade.

Ao PPGFARMA, especialmente, o professor Anibal e secretaria Léia pela atencao e
prestatividade durante todo o mestrado.

A professora Lourdes Neta pela atencao e disponibilidade na realizagao da atividade
antimicrobiana.

A professora Débora pela atencdo e disponibilidade na realizagdo do ensaio sobre
composi¢ao quimica.

A professora Mabel Proence que deu o ponta pé inicial para minha entrada no
mestrado.

A Universidade Estadual Paulista "Julio de Mesquita Filho" (UNESP), Campus
Araraquara, pela realizacdo da MEV.

A Universidade Federal da Bahia (UFBA) pela realizacdo do DRX e identificacdo
botanica.

A CAPES pela bolsa de mestrado concedida.



“Seja forte e corajoso.
Nao se apavore nem desanime, pois o Senhor,
o seu Deus, estara com vocé por onde vocé andar".

Josué 1:9



RESUMO

FERREIRA, D. M. Avaliagao da atividade antimicrobiana de nanoparticulas de
prata biossintetizadas a partir da Schinus terebinthifolius Raddi (dissertac&o).

Departamento de Ciéncias da Vida, Universidade do Estado da Bahia, 2021; 94p.

Introdugao: A resisténcia microbiana e a caréncia de novos antimicrobianos sao
problematicas de saude publica que reduzem as alternativas de tratamento de
doencas infecciosas. Nesse contexto, as nanoparticulas de prata (AgNPs)
apresentam-se como uma nova perspectiva antimicrobiana. As AgNPs produzidas
através da sintese verde empregando extrato vegetal derivados de plantas medicinais,
como a S. terebinthifolius, podem apresentar maior potencial biolégico e menor
toxicidade em virtude do revestimento superficial por compostos organicos oriundos
do vegetal. Objetivos: Avaliar a atividade antimicrobiana das nanoparticulas de prata
sintetizadas a partir do extrato aquoso das folhas da Schinus terebinthifolius Raddi.
Materiais e Métodos: O planejamento fatorial completo 23 foi realizado para triagem
das variaveis significantes, posteriormente o desenho Box Behnken foi empregado
para definir as condi¢gdes 6timas para sintese verde das AgNPs. A caracterizagao
através das técnicas de DRX, MEV e FTIR. A avaliagao da atividade antimicrobiana
foi realizada através da metodologia de microdiluigdo em caldo de acordo CLSI com
modificagdes e concentragdo microbicida minima (CMM). Resultados: Os trés fatores
estudados no planejamento foram significativos para sintese das nanoparticulas, a
partir disso foi realizado o Box Behnken para obtencao das condi¢cdes otimas para
sintese. Os ensaios antimicrobianos demonstraram maior efetividade das AgNPs em
comparagao ao extrato aquoso das folhas da S. terebinthifolius contra todos os
microrganismos testados, como também acdo bactericida contra P. aeuginosa.
Consideragoes Finais: O extrato aquoso das folhas da aroeira foi eficaz na sintese
das AgNPs. A atividade antimicrobiana evidenciou que as AgNPs apresentaram agao
contra todos microrganismos testados com CIM menor em comparagao com o extrato

aquoso das folhas da aroeira.

Palavras-chave: Atividade antimicrobiana; Nanoparticulas de prata; Schinus

terebinthifolius Raddi; Sintese verde.



ABSTRACT

FERREIRA, D. M. Evaluation of the antimicrobial activity of silver nanoparticles
biosynthesized from Schinus terebinthifolius Raddi (dissertation). Department of
Life Sciences, State University of Bahia, 2021; 94p.

Introduction: Microbial resistance and the lack of new antimicrobials are public health
problems that reduce the alternatives for treating infectious diseases. In this context,
silver nanoparticles (AgNPs) present themselves as a new antimicrobial perspective.
AgNPs produced through green synthesis using plant extracts derived from medicinal
plants, such as S. terebinthifolius, may have greater biological potential and less
toxicity due to the surface coating by organic compounds from the plant. Objectives:
To evaluate the antimicrobial activity of silver nanoparticles synthesized from the
aqueous extract of the leaves of Schinus terebinthifolius Raddi. Materials and
Methods: The complete factorial design 23 was carried out to screen the significant
variables, later the Box Behnken drawing was used to define the optimal conditions for
green synthesis of AgNPs. Characterization using XRD, SEM and FTIR techniques.
The evaluation of antimicrobial activity was carried out using the microdilution broth
methodology according to CLSI with modifications and minimum microbicidal
concentration (CMM). Results: The three factors studied in the planning were
significant for the synthesis of the nanoparticles, from which the Box Behnken was
performed to obtain the optimum conditions for synthesis. The antimicrobial tests
showed greater effectiveness of AQNPs compared to the aqueous extract of the leaves
of S. terebinthifolius against all the microorganisms tested, as well as bactericidal
action against P. aeuginosa. Final Considerations: The aqueous extract of the
aroeira leaves was effective in the synthesis of AgNPs. The antimicrobial activity
showed that the AgNPs showed action against all microorganisms tested with minor
MIC compared to the aqueous extract of the leaves of the aroeira.

Keywords: Antimicrobial activity; Green synthesis; Schinus terebinthifolius; Raddi;

Silver nanoparticles.
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1. INTRODUGAO

O aumento da resisténcia microbiana representa uma problematica de saude publica,
visto que, reduz as alternativas de tratamento de doencas infecciosas e encarece o
atendimento dos pacientes nos sistemas de saude. Assim como, a auséncia de novos
antimicrobianos no mercado impacta no combate aos microrganismos resistentes,
logo, favorece a disseminagédo e por isso, torna-se urgente a busca por solugbes
antimicrobianas (SOARES et al.,, 2017, BALAKUMARAN et al., 2016). Diante do
exposto, 0os avangos na area da nanobiotecnologia possibilitaram o advento de uma
nova perspectiva farmacéutica, as nanoparticulas de prata (AgNPs) (ZHANG et al.,
2010; RUDRAMURTHY et al., 2016).

O processo de sintese de nanoparticulas prata abrange as estratégias de produgao
“top-down”, “bottom-up” e sintese verde (JAMKHANDE et al., 2019). A sintese verde
compreende uma metodologia que emprega recursos biolégicos vegetais,
microrganismos e biomoléculas como agentes redutores do sal metalico para produzir
as nanoparticulas, sendo essa abordagem menos téxica e com maior potencial
biologico em relacdo a outras técnicas (KHAN; SAEED; KHAN, 2017).
Preferencialmente, o reino vegetal € o recurso mais empregado na biossintese,
principalmente, plantas de carater medicinal que apresentam propriedades
antimicrobianas, larvicidas, antioxidantes e antitumorais devido aos metabdlitos
secundarios e demais fitocompostos presentes (MURUGAN et al., 2014). Por
conseguinte, o nanomaterial sintetizado podera apresentar atividade biologica
potencializada e menor nanotoxicidade devido ao revestimento do nanoestruturado
por compostos organicos oriundos dos vegetais (FAHIMIRAD; AJALLOUEIAN;
GHORBANPOUR, 2019; ROY et al., 2019).

As plantas medicinais se apresentam como um importante recurso terapéutico,
principalmente, como uma alternativa em relagdo aos farmacos comercializados. Tal
como, a Schinus terebinthifolius Raddi, popularmente conhecida como pimenta-rosa,
aroeira-vermelha e aroeira-pimenteira € uma arvore nativa brasileira e amplamente
utilizada na medicina popular (COLE et al., 2014; CARVALHO et al., 2017).
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O dleo essencial derivado da fruta, pimenta rosa, apresenta atividade antimicrobiana
contra Escherichia coli; Klebsiella oxytoca; Staphylococcus aureus e Streptococcus
do grupo D (COLE et al., 2014). Fedel-Miyasato et al. (2014) em seu trabalho com
extrato metalico das folhas da aroeira evidenciou atividade cicatrizante, anti-
inflamatdria e quimiopreventiva, bem como, potencial preventivo e reparativo a nivel
de DNA em processos mutagénicos. Suas agdes terapéuticas sao atribuidas aos
compostos fitoquimicos presentes no vegetal, tais como, polifendis, flavonoides,
terpenos, esteroides, alcaloides e taninos distribuidos por toda planta, sendo o seu
uso medicinal justificado pela eficacia bioldgica que exerce no tratamento de diversas
patologias (FALCAO et al., 2015).

Desde a antiguidade, a prata era empregada como agente antimicrobiano em
tratamento de feridas, produtos antissépticos, medicamentos, sistemas de
purificacdo de agua, dispositivos médicos e cosméticos (PADALIA; MOTERIYA,;
CHANDA, 2015). Devido a essa eficacia, as nanoparticulas de prata se apresentam
como uma perspectiva antimicrobiana, sendo a atividade biolégica dependente das
suas caracteristicas, tais como, tamanho, morfologia, carga e revestimento (GE et al.,
2014). Essas propriedades apresentadas pelas AgNPs e o grupo microbiano exposto
sao fatores que interferem na sua acéao biolégica (MITTAL et al., 2014). A atividade
antimicrobiana é exercida através de alguns mecanismos, tais como: inibigdo do
biofilme, interacao direta com a parede e membrana, geragao de espécies reativas do
oxigénio (EROS) e efeitos intracelulares a partir de interagdes com o DNA e proteinas
(WANG; HU; SHAO, 2017).
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2. JUSTIFICATIVA

Atualmente, a falta de novas perspectivas terapéuticas e a resisténcia microbiana aos
farmacos disponiveis comercialmente tem aumentado em ritmo alarmante, sendo
essa uma problematica de saude publica em escala global. Em virtude disso, ha uma
crescente necessidade de pesquisas sobre novas terapias, nesse sentido, os avangos
na area da nanobiotecnologia possibilitaram o advento de uma nova alternativa
antimicrobiana a partir do emprego de nanoparticulas de prata (AgNPs). Ademais, as
AgNPs podem ser produzidas a partir de um processo biolégico, denominado sintese
verde, o qual, possibilita a produgéo de nanoparticulas de prata mais biofuncionais

devido ao revestimento por compostos bioquimicos.

Outrossim, a Schinus terebinthifolius Raddi, conhecida como aroeira-vermelha, € uma
planta medicinal empregada popularmente como agente antitérmico, analgésico e
anti-inflamatério. Por conseguinte, seu uso é justificado através da atividade biolégica
que exerce. Diante do exposto, as nanoparticulas de prata revestidas por compostos
organicos presentes na S. terebinthifolius poderdao exibir efeitos bioldgicos
potencializados e menor toxicidade, consequentemente, apresentam-se como uma
nova possibilidade antimicrobiana para ser estudada; por isso, pesquisas na tematica

abordada no trabalho s&o justificaveis.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar a atividade antimicrobiana de nanoparticulas de prata (AgNPs) sintetizadas a

partir do extrato aquoso das folhas da Schinus terebinthifolius Raddi.

3.2 Objetivos especificos

Otimizar o procedimento de sintese verde para producdo de nanoparticulas de prata

a partir do extrato aquoso das folhas da S. terebinthifolius.

Estabelecer a Concentragdo Inibitoria Minima (CIM) e Microbicida Minima (CMM)

Comparar a atividade antimicrobiana das nanoparticulas de prata sintetizadas em

relacdo ao extrato aquoso das folhas da S. terebinthifolius.
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4. FUNDAMENTAGAO TEORICA

4.1 Schinus terebinthifolius Raddi

As plantas medicinais se apresentam como um importante recurso terapéutico no
tratamento de patologias, visto que, apresentam compostos fitoquimicos com
propriedades antioxidantes, antimicrobianas, antitumorais, anti-inflamatoérias e
cicatrizantes. Apresentam-se como uma alternativa medicamentosa em relagdo aos
antimicrobianos comercializados, principalmente, quando a resisténcia microbiana €
um fenbmeno crescente em todo mundo (COLE et al, 2014). A Schinus
terebinthifolius Raddi (figura 1 e 2), popularmente conhecida como pimenta-rosa,
aroeira-vermelha e aroeira-pimenteira; pertence a familia Anacardiaceae, arvore de
porte médio, nativa da América do Sul e no Brasil, pode ser encontrada desde a regido
Nordeste até o Sul do pais (CARVALHO et al., 2017). Suas aplicagdes biolégicas sdo
descritas desde a primeira edicdo da Farmacopéia Brasileira, publicada em 1926,

sendo recomenda como agente anti-inflamatorio natural (SILVA et al., 2017).

Figura 1. Folha e fruto da Schinus terebinthifolius Raddi, campus | — UNEB.

-y 1

Fonte: AUTORIA PROPRIA, 2019.
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Figura 2. Arvore da Schinus terebinthifolius Raddi, campus | — UNEB.

i

: AUTORIA PROPRIA, 2019.
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A S. terebinthifolius tem sido estudada em relacdo a sua composicao quimica e
atividade terapéutica devido a sua natureza medicinal, sendo amplamente utilizada na
terapia popular como todo: casca, folhas e frutos (SILVA et al., 2017). No trabalho de
Cole et al. (2014), o estudo a partir do 6leo essencial do fruto, a pimenta rosa,
evidenciou atividade antibacteriana contra Bacillus sp, Enterobacter sp, Klebsiella
oxytoca Escherichia Coli, Staphylococcus aureus e Streptococcus do grupo D. Os
Oleos essenciais sao substancias volateis composta por hidrocarbonetos encontradas
em, praticamente, todo o tecido vivo de plantas e desempenham um papel importante
papel na protegao contra microrganismos (COLE et al., 2014). O estudo Amorim e
Santos (2003) demonstrou a eficacia do gel de aroeira no tratamento da vaginose
bacteriana com taxa de cura de 84% em relac&o ao placebo que n&o continha a extrato

hidroalcodlico do Schinus terebinthifolius Raddi.

A casca do caule e as folhas da Schinus terebinthifolius Raddi séo utilizadas
popularmente no tratamento de infec¢gdes bacterianas, processos de cicatrizagao e
como anti-inflamatério (FEDEL-MIYASATO et al., 2014).
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Estudos farmacolégicos com extratos obtidos de folhas relataram propriedades
antioxidantes, antialérgicas, antimicrobianas, anti-inflamatérias, antitlcera e
cicatrizante (SILVA et al., 2017). As agbes terapéuticas da aroeira-vermelha podem
ser atribuidas aos metabolitos secundarios presentes nos vegetais, tais como,
polifendis, flavonoides, terpenos, taninos e saponinas que estdo distribuidos nas

folhas, cascas, frutos, flores e sementes (FALCAO et al., 2015).

Os metabolitos secundarios sdo compostos organicos presentes em baixas
concentracdes em espécies do Reino Plantae, sendo essas substancias envolvidas
nos processos de protegao vegetal e interagées com o meio ambiente, como também,
esses componentes vegetais apresentam propriedades bioldgicas que despertem o
interesse da industria farmacéutica e estdo associadas a efeitos sobre a saude
humana, tais como: antimicrobiano, anti-inflamatdério e antioxidante. Esses compostos
fitoquimicos despertam interesse da area de farmacologia devido aos efeitos
biolégicos que exercem. Sdo oriundos do metabolismo secundario, o qual, é
responsavel pela produgdo de substancias relacionadas a protecdo vegetal contra
herbivoros e microrganismos, atracdo para animais e mediacao das interagdes entre
plantas e ecossistema (PEREIRA; CARDOSO, 2012).

4.2 Sintese verde de nanoparticulas de prata (AgNPs)

A producéao de nanoparticulas que envolve processos fisico-quimicos apresentam alto
custo e maior toxicidade para o meio ambiente e organismos vivos em relagado ao
método de sintese verde. Essa metodologia alternativa € mais econémica, visto que,
permite a redugdo nos custos de materiais e processos; menos toxica para
organismos vivos e ambientalmente mais segura (KHARISSOVA et al., 2013; AKTER
et al, 2018). O procedimento de sintese verde utiliza recursos biologicos:
microrganismos, vegetais e biomoléculas que atuam como agentes redutores e
estabilizantes; sendo essas nanoparticulas mais compativeis para o uso biomédico e
ambiental, em virtude do revestimento superficial do nanomaterial por compostos
organicos oriundos do extrato vegetal (VERMA; MEHATA, 2016; SHARMA; KANCHlI,
BISETTY, 2015).
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A associagao de nanotecnologia com sintese verde € uma abordagem promissora que
emprega o conceito de economia sustentavel ao unir a sustentabilidade das atividades
humanas com redugéo de impacto ambiental associado a ganhos econédmicos (SILVA
et al., 2016). Nesse contexto, os recursos vegetais sdo os elementos preferiveis no
processo de sintese verde de nanoparticulas devido ao processo de biossintese mais
simplificado e eliminagcdo do procedimento de cultura microbiana. Os extratos
derivados das folhas sdo a opcdo mais utilizada para realizar a sintese a partir de
plantas, mas outras partes vegetais também podem ser empregadas, tais como:

sementes, cascas, flores, frutos, tubérculos e raizes (SILVA et al., 2016).

As biomoléculas e metabdlitos secundarios presentes nas plantas, como peptideos,
aminoacidos, polissacarideos, enzimas, flavonoides, terpenoides, saponinas,
polifenois, taninos e alcaloides estdo envolvidos nas etapas de reducédo do sal
metalico e estabilizacdo das nanoparticulas (SOOD; CHOPRA, 2018). Esses
compostos fitoquimicos também apresentam propriedades antimicrobianas,
antioxidantes e antitumorais. Assim, o revestimento de nanoparticulas por esses
componentes vegetais pode potencializar a agao biologica e reduzir a toxicidade do
material sintetizado (FAHIMIRAD; AJALLOUEIAN; GHORBANPOUR, 2019; ROY et
al., 2019).

A sintese verde (figura 3) das AgNPs mediada por recursos vegetais € uma
abordagem simples e facil (MALIK et al., 2014). Os metabdlitos secundarios e
biomoléculas atuam como agentes redutores dos cations de prata (Ag*) a um atomo
neutro (Ag®) através do mecanismo de biorredugdo (AJITHA et al., 2018).
Posteriormente a reducdo do sal metalico, ocorre o processo de formacido de
pequenos aglomerados e crescimento até atingir o tamanho final das nanoparticulas.
A adsorcao de compostos organicos a superficie das nanoparticulas durante este
processo permite a estabilizagdo, como também, o revestimento das AgNPs que

confere caracteristicas diferenciadas, tais como, atividade biolégica (POLTE, 2015).



Figura 3. Processo de sintese verde.
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Fonte: POLTE, 2015.

O processo de sintese verde pode ser afetado por uma série de fatores que
condicionam a biossintese e interferem nas caracteristicas apresentadas pelas
AgNPs. O pH do extrato vegetal influéncia na formacao das nanoparticulas de prata,
visto que, as cargas das biomoléculas do extrato afetam a capacidade de reduc¢do do
sal metalico, por consequéncia, interfere diretamente no processo de sintese
(MAKAROQV et al., 2014). Verma e Mehata (2016) evidenciaram que o maior tempo de
reagcao promoveu o aumento da concentracdo de AgNPs, bem como, que o pH basico
foi mais favoravel para a sintese de AgNPs empregado o extrato de Azadirachta

indica, devido a maior disponibilidade de grupos funcionais no meio reacional.

Em relacdo a temperatura, quanto mais elevada, maior a velocidade e eficacia da
reacao (JAIN; MEHATA, 2017). Os resultados do estudo de Guan, Xia e Li (2018) com
nanoparticulas de prata sintetizadas através do extrato da Hibiscus sabdariffa,
sugerem que o0 aumento na temperatura proporciona uma reag¢ao redutora mais
rapida. No que tange a concentracao do extrato vegetal, Khalil et al. (2014) verificaram
que o aumento da concentragao do extrato das folhas de Olea europaea diminuiu o
tamanho das particulas formadas, visto que, ha uma disponibilidade maior de agentes

redutores.
4.3 Nanoparticulas de prata (AgNPs)
A prata € um elemento utilizado desde as civilizagbes antigas na conservagao de

alimentos e purificacdo da agua, sendo presente no organismo devido a exposi¢cao
por inalagao ou ingestdo em baixa concentracao (MARX; BARILLO, 2014).
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Anteriormente ao advento da antibioticoterapia, a prata ja era utilizada devido a sua
atividade antisséptica e antimicrobiana no tratamento de queimaduras e feridas (RAl
et al., 2012). O uso da prata como agente antibacteriano apés o emprego dos
antibidticos foi drasticamente reduzido, contudo, diante da resisténcia bacteriana aos
antimicrobianos, a prata retornou como elemento promissor para o desenvolvimento
de novos antimicrobianos; tal como, o farmaco sulfadiazina de prata que possui amplo
espectro de agédo, inclusive contra a bactéria P. aeruginosa, sendo utilizado no
tratamento de infecgbes de pacientes queimados (ANTUNES et al., 2013;
SCHNEIDER, 2017; SOUZA et al., 2013).

As AgNPs sao particulas Ag® com tamanho entre 1 nm a 100 nm. Sdo empregadas
em diversas areas desde a biomédica até industrial (figura 4) e despertam interesse
da area farmacéutica devido a sua agao antimicrobiana. Sao empregadas na
cosmetologia, oncologia, dispositivos como cateteres e valvulas; bem como, as
AgNPs podem ser empregadas na industria téxtil para producdo de téxteis
antimicrobianos, na area ambiental para o tratamento antimicrobiano da agua e
podem ser integradas em curativos para feridas, materiais de embalagem e
revestimentos de superficie (CHERNOUSOVA; EPPLE, 2012; LIAO; LI; TJONG,
2019).

Figura 4. Areas de aplicagdo das nanoparticulas de prata.
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Fonte: AUTORIA PROPRIA, 2019.
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A producao de nanoparticulas envolve as abordagens “top-down”, “bottom-up” (figura
5) e a sintese verde. No modelo “top-down” o material macroestruturado é convertido
em nanomaterial através de métodos fisico-quimicos, como ablacdo a laser e
pulverizagao catodica. A estratégia “botffom-up” consiste na sintese de nanoparticulas
a partir de interagdes atdmicas e moleculares a partir de metodologias fisico-quimicas,
tais como: processo sol-gel e pirdlise (JAMKHANDE et al., 2019). Dentro as
estratégias “bottom-up”, a sintese verde apresenta-se como uma alternativa menos

toxica e biologicamente mais segura (SILVA et al., 2016).

Figura 5. Métodos top-down e bottom-up.
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Fonte: JAMKHANDE et al. (2019).

A sintese verde (figura 6) utiliza recursos bioldgicos: vegetais biomoléculas e
microrganismos para biossintetizar nanoparticulas, sendo o reino vegetal preferivel
como agente redutor no processo de sintese. Os metabdlitos secundarios e
biomoléculas presentes nos vegetais atuam como redutores e estabilizadores durante

o processo de biorreducao para a formagao das nanoparticulas (SILVA et al., 2016).
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Alguns compostos vegetais expressam atividade bioldgica, por conseguinte, o
revestimento das nanoparticulas de prata por esses componentes pode potencializar
a acado das nanoparticulas, bem como, reduzir a nanotoxicidade (FAHIMIRAD;
AJALLOUEIAN; GHORBANPOUR, 2019).

Figura 6. Esquema da sintese verde de AgNPs mediada por recursos bioldgicos.
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Fonte: ROY et al. (2019).

A caracterizagdo das nanoparticulas envolve uma série de técnicas que permitem
avaliar o nanomaterial sintetizado quanto a forma, tamanho, carga, composic¢ao e
estrutura (EL-NOUR et al, 2010). Para tal, métodos espectroscopicos e
microscopicos, tais como, espectrofotometria UV, espectroscopia no infravermelho
por transformada de Fourier (FTIR), microscopia eletrénica de varredura (MEV),
microscopia eletrénica de transmissao (MET), microscopia de for¢ga atbmica (MFA) e
difracéo de raios X (DRX) séo aplicados (INGALE, 2013). Inicialmente, a biossintese
das nanoparticulas é evidenciada a partir da alteracdo da coloragédo da solugao
composta pelo agente redutor e solugado de nitrato de prata. A espectrofotometria UV

€ utilizada para presumir a formagao das nanoparticulas (PARK, 2014).
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A FTIR é empregada para caracterizar a composi¢ao quimica superficial que reveste
as nanoparticulas e o extrato bioldgico redutor empregado. O tamanho e a forma séo
comumente visualizados e medidos empregando os métodos microscopicos: MEV,
MET e MFA. A avaliagéo da cristalinidade das AgNPs é confirmada através da analise
de DRX (MITTAL; CHISTI; BANERJEE, 2013).

4.4 Atividade antibacteriana das nanoparticulas de prata

Previamente a introducdo dos antimicrobianos na terapia medicamentosa na
década de 40, a prata ja era empregada, desde as antigas civilizagdes, como droga
antibacteriana devido as suas propriedades biocida e antisséptica (BARILLO;
MARX, 2014). Medicamentos antimicrobianos inibem o crescimento de bactérias e
fungos, sendo utilizados no tratamento e prevencao de infecgdes. Entretanto, o uso
indiscriminado favoreceu o surgimento da resisténcia microbiana, sendo esse um
problema global de saude publica. (RUDRAMURTHY et al., 2016). Nesse contexto,
as nanoparticulas de prata se apresentam como uma nova perspectiva terapéutica e
para controle vetorial, devido as suas propriedades fisico-quimicas aprimoradas e
interacdes bioldgicas (BAPTISTA et al., 2018).

A atividade biolégica das nanoparticulas de prata é dependente de algumas
caracteristicas, tais como tamanho, morfologia, carga e revestimento (MOHLER et al.,
2018). Em relagcdo ao tamanho, as nanoparticulas menores apresentam maior
toxicidade microbiana devido a uma maior area superficial, consequentemente, maior
area de interacdo e penetragao intracelular (RAI et al., 2012). Outro fator importante
na atividade microbiana é a carga das nanoparticulas, por exemplo, nanoparticulas
carregadas positivamente sdo capazes de aumentar sua toxicidade devido a atragao
eletrostatica com a carga negativa da parede celular bacteriana, sendo ainda mais
eficazes (SLAVIN et al., 2017). Os mecanismos envolvidos na atividade antibacteriana
das nanoparticulas de prata (figura 7) ainda ndo sdo completamente conhecidos,
porém algumas hipoteses elucidam tais mecanismos: interagdo com a membrana
microbiana, geragao de espécies reativas do oxigénio (EROS) e indugéo de efeitos

intracelulares a partir de interagdes com o DNA e proteinas (HAJIPOUR et al., 2012).
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Figura 7. Mecanismos envolvidos na acdo microbiana das AgNPs.
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Fonte: ROY et al. (2019).

A composicao da parede celular bacteriana também é um fator que interfere no
potencial antibacteriano, sendo as bactérias Gram-negativas mais suscetiveis a agao
das nanoparticulas de prata por causa da menor espessura da parede celular e
quantidade reduzida de peptidioglicano, como também a presenga de
lipopolissacarideos (LPS) que auxilia na adesdao das AgNPs a membrana
citoplasmatica pela carga negativa que apresenta (DAKAL et al., 2016). Segundo a
pesquisa de Rajeshkumar (2016) com nanoparticulas de prata sintetizadas a partir da
casca de Pongamia pinnata, as AgNPs apresentaram atividade de inibigdo
significativa contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, porém uma maior
zona de inibicao foi observada contra Klebsiella planticola, bactéria Gram-negativa em
relagéo a Staphylococcus aureus, bactéria Gram-positiva. Essa diferenga na atividade

inibitéria das nanoparticulas de prata deve-se a composi¢ao da parede celular.
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A interacdo de nanoparticulas de prata com os microrganismos induz o estresse
oxidativo através da producao de espécies reativas do oxigénio (EROS), sendo este
o principal mecanismo antimicrobiano derivado das nanoparticulas (SLAVIN et al.,
2017). Os mecanismos antioxidantes presentes nas células bacterianas atuam na
regulagcado da concentragdo das espécies reativas do oxigénio e no limiar do estresse
oxidativo, no entanto, o desequilibrio entre a geracdo dos EROS e a funcgao
regulatéria, resulta no estresse oxidativo (OUAY; STELLACCI, 2015). As
nanoparticulas de prata, supostamente, causam disfungdo na cadeia respiratéria
celular, por consequéncia, o aumento nos niveis de EROS ocasiona desequilibrio no
sistema de defesa antioxidante bacteriano e desencadeamento do estresse
oxidativo (KEDZIORA et al., 2018).

Ademais, outros eventos nocivos para a célula bacteriana sao induzidos pelo aumento
nos niveis de EROS, tais como, mutacbes génicas, desativacdo enzimatica e
hiperoxidagéo de lipidios (DAKAL et al., 2016). Na pesquisa de Das et al. (2017) foi
demonstrado que a geragdo de espécies reativas do oxigénio contribuiu para a
citotoxicidade desencadeada por nanoparticulas de prata sintetizadas a partir do
extrato da folha Ocimum gratissimum contra Staphylococcus aureus e Escherichia
coli, ambas cepas resistentes aos antimicrobianos, como também, que o tratamento
com as AgNPs aumentou a geracdo de EROS nas bactérias E. coli e S.aureus em
85,68% e 89,36%, respectivamente. Bem como, possiveis mecanismos
antibacterianos sédo mediados a partir da interagcdo com as membranas bacterianas e
componentes celulares (RAJESHKUMAR; BHARATH, 2017).

Os ions de prata, Ag®, liberados pelas nanoparticulas de prata podem se ligar aos
grupos tiol de proteinas e enzimas encontradas na superficie celular ocasionando a
desestabilizagdo da membrana celular e quebra da via de sintese de ATP (VIMBELA
et al., 2017). As AgNPs acumulam-se na superficie da membrana provocando
modificagdes estruturais que alteram a permeabilidade bacteriana e promovem a
penetragdo das nanoparticulas de prata para o ambiente interno celular (ZHENG et
al., 2018).
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O estudo de Alsammarraie et al. (2018) com nanoparticulas de prata sintetizadas a
partir do extrato de Curcuma longa observou alteragdes na membrana celular,
separagao da membrana citoplasmatica da parede celular e extravasamento do
conteudo citoplasmatico da bactéria Escherichia coli O157:H7 (figura 8). Outrossim,
as AgNPs também interagem com as biomoléculas ricas em enxofre e fosforo, como
proteinas e DNA, na qual, a prata ibnica interage com os pares de bases promovendo
mutacdes no material genético, e finalmente a morte bacteriana (CHUNG et al., 2016;
MARX; BARILLO, 2014). A pesquisa de Velusamy et al. (2016) investigou a
capacidade das nanoparticulas de prata para induzir danos ao DNA das bactérias
Escherichia coli e Bacillus Subtilis. De acordo com este estudo, a quantidade de danos

ao material genético bacteriano aumentou com a concentracao crescente de AgNPs.

Figura 8. Imagens de MET (Ae B)e MEV (C e D) de E. coli O157: H7. Ae C:
células nao tratadas (controle); B e D: células tratadas com diferentes concentragcdes
de AgNPs.

Fonte: ALSAMMARRAIE (2018).
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4.5 Atividade antifungica das nanoparticulas de prata

As infecgdes fungicas representam um problema de saude publica com dificil controle
e ampla propagacdo. A candidiase é a doenga fungica mais comum, sendo uma
patologia importante no ambiente hospitalar. Dentre as espécies de Candida, a
Candida albicans € o principal agente relacionado a esse tipo de infecgdo. As
infecgdes fungicas invasivas sdo menos predominantes, mas apresentam altas taxas
de morbidade e mortalidade. Nas ultimas décadas, a resisténcia antifungica tornou-se
uma ameaga para o tratamento eficaz das infecgdes fungicas, principalmente, as
invasivas; o0 que implica em menos opgdes terapéuticas, aumento no tempo de
internagdo e encarecimento dos custos do tratamento. Diante do exposto, as
nanoparticulas metalicas se apresentam como uma estratégia antifungica para
auxiliar no tratamento e potencializar os antifungicos presentes no mercado (SOUSA
et al., 2020).

As nanoparticulas metalicas podem ser empregadas como agente antifungico,
principalmente, as nanoparticulas de prata devido ao potencial antimicrobiano
apresentado pelo elemento prata, sendo utilizado desde os egipcios. Os mecanismos
envolvidos na acao antifungica das nanoparticulas de prata (figura 9) estéo
relacionados ao aumento na producdo de EROS, interacdo com componentes
intracelulares e desestruturagdo da membrana plasmatica e parede celular. Tais
eventos desencadeiam respostas celulares que resultam na morte celular: estresse
oxidativo resultante do desequilibrio entre a producdo de EROS e a capacidade do
sistema antioxidante celular, disfungdo mitocondrial, danos ao material genético,
alteragcdes morfofisiolégicas na parede e membrana e interrupgdo do ciclo celular
(SOUSA et al., 2020)
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Figura 9. Representacao esquematica do modelo proposto para o mecanismo de

acao das AgNPs contra células de Candida.
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Fonte: RADHAKRISHNAN et al. (2018).

Em relacao a atividade antifungica, as nanoparticulas de prata apresentam potencial
antifungico semelhante aos medicamentos comercializados, como fluconazol e a
anfotericina (KUPPUSAMY et al., 2016). Em relagcdo ao mecanismo fungicida das
AgNPs, Jalal et al. (2019) demonstraram modificacdes morfologicas (figura 10) nas
células de C. albicans causadas por nanoparticulas de prata sintetizadas a partir do
extrato aquoso das sementes de Syzygium cumini As alteragbes observadas foram:
desestruturacdo da parede e da membrana, como também, inibicdo da formagao de

biofilme e do tubo germinativo em cepas de C. albicans tratadas.
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Figura 10. Imagens de microscopia de transmissao: (a) controle: células de C.
albicans n&o tratadas com AgNPs. (b e c) células tratadas com 250 yg mL"' e
500 ug mL" de AgNPs.

Setas pretas: fixagcdo das nanoparticulas. Setas vermelhas: penetragdo das AgNPs. Setas brancas:

degradacédo da parede celular e membrana plasmética.
Fonte: JALAL et al., 2019.

Ademais, outros mecanismos relacionados com a atividade antifungica foram
relatados em outros estudos. Kim et al. (2008) demonstraram que as AgNPs
provocam inibigado de processos celulares, tais como, a interrupg¢ao do ciclo celular na
mitose de C. albicans. Neste mesmo trabalho também foi observado que as
nanoparticulas promovem a desestruturacdo da bicamada lipidica da membrana
plasmatica, a formacao de poros e interfere no potencial elétrico da membrana; esses
eventos ocasionam a liberagdo de componentes intracelulares, como glicose, trealose

e ions, por conseguinte a morte celular.
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O trabalho de Radhakrishnan et al. (2018) evidenciou a acado antifungica das
nanoparticulas de prata mediada por estresse oxidativo através do aumento
intracelular de EROS. Observou-se que o nivel de EROS nas células de C. albicans
tratadas com AgNPs aumentou significativamente em relagcdo as células controle,
sendo esse evento dependente da dose empregada. Além deste mecanismo, as
AgNPs provocaram alteragbes morfologicas na superficie fungica (figura 11) e
modificagdes na composicdo lipidica da membrana: reducéo do nivel de ergosterol,
aumento dos acidos graxos saturados e a diminuicdo dos acidos graxos insaturados.
A alteracao nos acidos graxos € uma ferramenta compensatoria diante da diminuigéo

do ergosterol, resultando na reducéo da fluidez de membrana apés o tratamento.

Figura 11. Micrografias de MEV. (a) controle: células de C. albicans nao tratadas
com AgNPs. (b) células tratadas com 40 ug mL-" de AgNPs.

A

As setas vermelhas apontam para a parede celular com aspecto rugoso apés o tratamento com AgNPs.
Fonte: RADHAKRISHNAN et al. (2018)
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As nanoparticulas de prata também exercem atividade antifungica contra
dermatdfitos, grupo fungico composto por fungos filamentosos causadores de
micoses em pelo, cabelo e unhas. O trabalho de Ronavari et al. (2018) analisou a
acao de nanoparticulas de prata e nanoparticulas de ouro contra Trichophyton
tonsurans, Microsporum gypseum e T. mentagrophytes e obteve como resultado uma
inibicdo de crescimento de 80% nos trés dermatdfitos quando tratados com AgNPs,
enquanto que, nenhuma das espécies reagiu ao tratamento com AuNPs, indicando
que as nanoparticulas de ouro ndo sao adequadas para a inibicdo do crescimento dos

fungos dermatdfitos causadores de micose cutaneas.

5. MATERIAIS E METODOS

5.1 Composigao fitoquimica

A composicao fitoquimica foi realizada no Laboratério de Quimica Analitica Ambiental
na UNEB, a partir de testes qualitativos, a fim de indicar a presenca de alguns dos a
presenca de alguns metabdlitos secundarios presentes no extrato etandlico das folhas
de S. terebinthifolius. Para tal, preparou-se o extrato etandlico utilizando 12,5 mL de
etanol com 2,5 gramas das folhas previamente lavadas com agua ultrapura e secas a
temperatura e deixadas em repouso a temperatura ambiente por 24 horas. Apds 7
dias, a mistura foi filtrada e utilizada para realizacdo dos ensaios seguindo os
procedimentos propostos no trabalho de Bessa, Terrones e Santos (2007) com

adaptagdes. Os seguintes metabdlitos secundarios foram pesquisados:

5.1.1 Alcaloides

Adicionou-se 1,0 mL de acido cloridrico (HCI) 10% v/v a 1 mL extrato etandlico e essa
mistura foi aquecida por 10 minutos. Posteriormente, a mistura foi esfriada, filtrada e
o filtrado colocado em tubo de ensaio para reagir com algumas gotas do reativo
Dragendorff. A presenca de leve turbidez ou precipitado; respectivamente, roxo a
laranja, branco a creme e marrom indica possivel presenga de alcaloides no material

analisado.
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Reagente Dragendorff: sdo feitas duas solugdes para posterior mistura em partes
iguais. solucao A: dissolveu-se 1,7 g de nitrato de bismuto (lll) e 20 g de acido tartarico
em 80 mL de agua; solucéo B: dissolveu-se 16 g de iodeto de potassio em 40 mL de

agua.

5.1.2 Glicosideos cardiotbnicos

Adicionou-se 1,5 mL de soluc&o de acetato de chumbo 10% e 1 mL de agua destilada
a 1,0 mL da solugao de extrato etandlico. Essa mistura foi aquecida por 10 minutos.
Posteriormente, a mistura foi filtrada e agitada com 5 mL de cloroférmio. A fase
cloroférmica foi separada em um tubo, seca e adicionou-se o reativo de Liebermann-
Burchard. O resultado positivo € visualizado a partir da coloragcdo verde, azul
esverdeado e roxo a azul.

Reagente de Liebermann-Burchard: misturou-se 10 mL de anidrido acético e duas

gotas de acido sulfurico concentrado.

5.1.3 Cumarinas volateis

Adicionou-se 1,0 mL do extrato etandlico em um tubo, tampou-se com papel de filtro
impregnado de NaOH a 10% m/v. Posteriormente, o tubo foi aquecido em banho de
agua por alguns minutos. O papel filtro foi removido e examinado sob luz UV. A

fluorescéncia amarela indica a presenca de cumarinas na amostra.

5.1.4 Triterpenos e/ou esterdides

Adicionou-se 2,5 mL de cloroférmio a 1 mL do extrato etandlico. A mistura foi filtrada
e dividida em dois tubos: em cada um dos tubos realizou-se as reacdes de
Liebermann-Burchard e Salkowski. Os triterpenos desenvolvem coloragao estavel e
os esterdides desenvolvem coloragdo mutavel com o tempo.

Reagente de Salkowski: acido sulfurico concentrado.
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5.1.5 Taninos

Adicionou-se 2,5 mL de agua destilada a 1 mL do extrato etandlico. A mistura foi
filtrada e adicionou-se uma gota de solugéo de cloreto férrico 10%. A coloragéo azul
indica possivel presencga de taninos hidrolisaveis enquanto a verde, a presenca de

taninos condensados

5.1.6 Saponinas

Adicionou-se 2,5 mL de agua fervendo a 1 mL do extrato etandlico. Posteriormente, a
mistura foi esfriada, agitada e permaneceu em repouso por 20 minutos. A formagao

de espumas € indica presencga de saponinas.

5.2 Extrato vegetal

As folhas da S. terebinthifolius foram coletadas no Campus | da Universidade do
Estado da Bahia (UNEB) e identificadas no Herbario Alexandre Leal Costa localizado
no Departamento de Botanica do Instituto de Biologia (IBIO) da Universidade Federal
da Bahia (UFBA).

O extrato vegetal foi preparado no Laboratorio de Quimica Analitica na UNEB. O
material vegetal recolhido foi lavado com agua ultrapura e seco a temperatura
ambiente por 24 horas. Posteriormente, para a obtengao do extrato aquoso das folhas
de S. terebinthifolius, as quantidades de folhas descritas no planejamento e Box
Behnken foram colocadas em contato com 100 mL de agua ultrapura em fervura por
5 minutos de acordo com Ghosh, Paul e Basak (2014). O extrato foi obtido por filtragao
e armazenado a 4°C. O pH dos extratos foi alterado de acordo com os valores descrito
no planejamento e Box Behnken, para tal, foram empregados os tampdes de citrato
0,1 mol L' ou mol/L para pH 5; fosfato 0,1 mol/L para pH 7 e borato 0,1 mol/L para pH
8;9;9,5e10.
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5.3 Otimizacao da sintese verde de nanoparticulas de prata

5.3.1 Planejamento fatorial completo 23

As variaveis que podem influenciar no processo de sintese verde das AgNPs: pH,
massa foliar e tempo de reagao, foram selecionadas de acordo com artigos cientificos
que abordavam a tematica apresentada neste trabalho. O planejamento fatorial
completo 23 (quadro 1) foi realizado a fim de verificar a significancia das variaveis
analisadas e suas interagdes perante a resposta adotada, a absorbancia. A analise

estatistica foi realizada utilizando o software Statistica 7.

Quadro 1. Matriz do planejamento fatorial completo 23

pH Massa foliar (g) Tempo (min)
1 -1 (5) -1(2) -1 (30)
2 | +1(9) -1(2) -1 (30)
3| -1(5 +1(6) -1 (30)
4 | +1(9) +1 (6) -1 (30)
5 | -1(5) -1(2) +1(90)
6 | +1(9) -1 (2) +1 (90)
7 | -1(5 +1 (6) +1(90)
8 | +1(9) +1 (6) +1 (90)
9 0(7) 0 (4) 0 (60)
10 | 0(7) 0 (4) 0 (60)
11| 0(7) 0 (4) 0 (60)

5.3.2 Superficie de resposta: Box Behnken

Posteriormente, a otimizacao foi realizada através da metodologia de superficie de
resposta Box Behnken (BBD) (quadro 2). Os fatores significativos no planejamento
foram reavaliados a fim de estabelecer as condi¢des criticas para o procedimento

estudado.
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Quadro 2. Matriz da superficie de resposta Box Behnken

pH Massa foliar (g) | Tempo (min)
1 -1 (8) -1 (6) 0 (120)
2 +1(10) -1 (6) 0 (120)
3 -1(8) +1 (10) 0 (120)
4 +1 (10) +1 (10) 0 (120)
5 -1(8) 0(8) -1 (60)
6 +1 (10) 0(8) -1 (60)
7 -1(8) 0(8) +1(180)
8 +1 (10) 0(8) +1 (180)
9 0(9) -1(6) -1 (60)
10 0(9) +1 (10) -1 (60)
11 0(9) -1(6) +1(180)
12 0(9) +1 (10) +1 (180)
13 0(9) 0(8) 0 (120)
14 0(9) 0(8) 0 (120)
15 0(9) 0(8) 0 (120)

5.4 Sintese verde de nanoparticulas de prata (AgNPs)

A sintese verde das AgNPs foi realizada no Laboratério de Preparo Analitico
localizado na UNEB. A solucdo de 200 mL de nitrato de prata (AgNOs) 1 mM foi
preparada utilizando nitrato de prata da Cromoline e agua ultrapura. Em seguida, com
auxilio da bomba peristaltica, modelo LDP 105-6, a solugdo de AgNOs foi bombeada
a uma taxa de fluxo de 5,0 mL min ! para o erlenmeyer contendo 10 mL do extrato
aquoso das folhas da S. terebinthifolius a temperatura ambiente (28°C). O tempo de
reacao seguiu o descrito no planejamento e Box Behnken. Apds essa etapa, o material
sintetizado foi centrifugado a 3.500 rpm durante 30 minutos. O sobrenadante foi
descartado e o pellet ressuspendido em agua ultrapura para posterior congelamento

e liofilizagao.

5.5 Caracterizagao das nanoparticulas

5.5.1 Espectroscopia de absorgédo no UV
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Para obtencdo dos dados de absorbancia do material sintetizado foi utilizado o
espectrofotdbmetro UV-2600 da Shimadzu do Laboratério de Pesquisa Materiais e
Catalise da UNEB. A leitura foi feita de 200 nm a 800 nm. Como branco, foi utilizada
agua ultrapura. O resultado foi expresso por meio de graficos de absorbancia por

comprimento de onda (nm) obtidos pelo software OriginPro 8.6.

5.5.2 Difragao de raios-X (DRX)

O procedimento foi realizado Laboratério de Raio-X do Instituto de Quimica da UFBA.
Para tal analise, utilizou-se o difratbmetro de raios XRD-6000 da Shimadzu, tendo
como fonte de radiagdo CuK a com voltagem de 40 kV e corrente de 30 mA. A
varredura foi realizada na regido 26, de 5° a 80° com taxa de velocidade de 2°min-'. A
cristalinidade foi obtida através do software Xpert Highscore e o difratograma pelo

software OriginPro 8.0.

5.5.3 Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

A analise de espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR) foi
realizada no Laboratério de Pesquisa DRX na UNEB utlizando o
equipamento PERKIN ELMER, modelo Spectrum100-FT-IR, na regido de 4000 cm-"
até 400 cm-'. Os sdlidos foram analisados em forma de pastilhas da amostra diluida
em brometo de potassio na propor¢ao de 200:1, utilizando-se uma resolucédo de 4 cm-
" e uma acumulagdo de 32 varreduras. Os espectros do FTIR foram obtidos através

do software OriginPro 8.0.

5.5.4 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

A caracterizagao morfolégica foi realizada no Laboratério de Microscopia Avangada
no Centro de Caracterizagao e Desenvolvimento de Protocolos para Nanotecnologia
(CCDPN) localizado na Universidade Estadual Paulista "Julio de Mesquita Filho"
(UNESP), Campus Araraquara por microscopia eletronica de varredura emissao por

campo (FEG-SEM), utilizando um microscépio modelo 7500 F (JEOL, Toquio, Japao).
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A amostra de nanoparticula de prata revestida com fitocompostos da aroeira foi
recoberta, por evaporagao com 1 fio de carbono, equivale a 11,4 nm, no equipamento
da marca Bal-Tec SCD 050 Sputter Coater.

5.6 Atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana foi realizada no Laboratério de Bioensaios localizado na
UNEB, através do método de microdiluigho em caldo para determinar as
concentragdes inibitorias minimas (CIM), segundo as normas CLSI com modificagbes
de Arauvjo et al, 2017 e Caires, et al., 2018 e determinagdo da concentragdes

microbiana minimas (CMM).

5.6.1 Preparo das amostras

Para o preparo das solugdes estoques do extrato aquoso das folhas da aroeira e das
nanoparticulas de prata, 32 mg de ambas amostras foram solubilizadas em 4 mL da
solugdo de 800 uL de dimetilsulféxido (DMSO) 20% e 3200 uL de agua ultrapura
autoclavada. Ao final, a concentracdo da solucado estoque foi 8000 e a faixa de

concentragdo testada no ensaio foi de 2000 ug mL" a 15,62 ug mL"".

5.6.2 Microrganismos testados

Os ensaios de atividade antimicrobiana foram realizados contra as bactérias:
Staphylococcus aureus (ATCC 6538); Bacillus subtilis (ATCC 6633); Bacillus cereus
Frankland & Frankland (N° CCT 0096); Pseudomonas aeruginosa (N° CCT 0090;
ATCC 27853) e os fungos: Candida albicans (ATCC 18804) e C. glabrata (CCT 0728).
Todas as cepas foram adquiridas da Fundacdao André Tosello. A manutencédo das
culturas dos microrganismos foram em meios de cultivo apropriados para bactérias
(meio agar nutriente) e para os fungos (meio agar levedura e malte), ambos da marca
Acumedia. Os periodos de incubacao foram de 24 horas a 36°C e 72 horas a 26°C,

para as bactérias e fungos, respectivamente.
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5.6.3 Microdiluicdo em Caldo

Adicionou-se 100 uL do meio de cultivo apropriado para cada microrganismo em todos
0s pogos de uma placa de 96 pocos. Em seguida, foram transferidas aliquotas de 100
WL das solugdes estoque, do extrato aquoso da aroeira e das nanoparticulas de prata
preparadas a partir deste extrato, em triplicata, nos pocos da fileira A, da placa de 96
pocos. Os antimicrobianos empregados foram Gentamicina (faixa testada: 500 ug mL-
'a 3,90 ug mL") e Benzilpenicilina (faixa testada: 25 uyg mL"a 0,19 ug.mL") para as
bactérias Gram-negativa e Gram-positiva, respectivamente. Em relagdo aos fungos,
foram utilizados a Anfotericina (faixa testada: 31,25 yg mL' a 0,24 ug mL™") para C.
glabrata e Ciclopirox olamina (faixa testada: 200 ug mL"' a 1,56 ug mL-! ) contra C.

albicans. O controle do diluente foi uma solugdo de DMSO em agua a 20% v v".

Em seguida, a diluicdo seriada foi realizada com auxilio de uma micropipeta multicanal
e subsequentemente, 100 uL do in6culo bacteriano ajustado de acordo com a escala
0,5 de McFarland (aproximadamente 108 UFC mL™") foi adicionado nos pogos. Por
fim, as placas com in6culos bacterianos foram lacradas e incubadas por 24 horas na
temperatura de 37°C e as placas com inéculos fungicos por 72 horas a 26°C. O
resultado da microdilui¢gao foi confirmado através de observacao visual da auséncia
de crescimento microbiano nos pog¢os da placa e por adi¢éo de 10 yL de uma solugao
de 5 mg mL' de MTT (brometo de (3-(4,5-Dimetiltiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolio),
nos pogos onde foram observados auséncia de crescimento microbiano com posterior

incubagao nas mesmas condigdes descritas anteriormente.

5.6.7 Concentragcéo microbicida minima (CMM)

Posteriormente a leitura do ensaio de microdiluicdo em caldo, retirou-se uma algada
dos pogos que apresentaram inibicdo do crescimento e semeou-se nos meios agar
nutriente para as bactérias agar de levedura e malte para os fungos. As placas foram
incubadas por 24 horas a 37°C para bactérias e para fungos por 72 horas a 26°C.
Apos o periodo de incubacao, foi realizada a leitura das placas para avaliar a

ocorréncia de crescimento microbiano.



42

6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Composicgao fitoquimica

A analise da triagem fitoquimica do extrato etandlico das folhas de S. terebinthifolius
permitiu inferir os metabdlitos secundarios presentes. O resultado desta triagem
(quadro 3) apresentou positividade para cumarinas volateis, triterpenos no teste de
Liebermann-Burchard, taninos hidrolisaveis e esterdides no teste de Salkowski no
extrato etandlico das folhas de S. terebinthifolius. No trabalho de Miranda et al. (2016)
(2015), realizado no municipio de Sao Luis, estado do Maranhao, também foi
evidenciada a presenca de taninos hidrolisaveis, esterdides e triterpenos nos extratos

hidroalcoolicos da casca do caule de amostras de S. terebinthifolius analisadas.

Quadro 3. Triagem fitoquimica do extrato etandlico das folhas de

S. terebinthifolius

Metabolitos Extrato foliar

Alcaloides -

Glicosideos Cardiotonicos -

Cumarinas volateis +
Triterpenos + (Liebermann-Burchard)
Esteroides + (Salkowski)

Taninos hidrolisaveis +
Saponinas -

O sinal (+) indica presenca e (-) indica auséncia do metabdlito secundario no extrato foliar testado.

As cumarinas, estruturalmente, s&o lactonas do &acido o-hidroxicindmico (2H-1-
benzopiran-2-ona) (WANG et al., 2020). Sdo compostos de baixo peso molecular,
presentes em plantas e podem ser sintetizados quimicamente. Apresentam efeitos
biolégicos, tais como: atividade antimicrobiana, antioxidante, anti-inflamatéria,
antiarritmica e antiviral, por isso, despertam interesse da area farmacéutica.
Atualmente, alguns anticoagulantes como a varfarina, derivado cumarina, sao
amplamente empregados no tratamento de tromboses e derrames isquémicos
(OSTROWSKA, 2020).
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Os triterpenos sao constituidos por subunidades de isopreno e pertencem ao grupo
dos terpenos. Apresentam atividades antimicrobiana, anti-inflamatéria, antitumoral,
cardioprotetor e analgésica (MUFFLER et al., 2011; CANO-FLORES, 2013). Os
esteroides vegetais sao estruturalmente semelhantes ao colesterol. Os fitoesterois
exercem efeitos bioldgicos relacionados a reducao da absorgao do colesterol da dieta,
por conseguinte, exibe atividade cardioprotetora (PEREIRA; CARDOSO, 2012). Os
taninos sdo compostos fendlicos classificados em dois grupos: hidrolisaveis e
condensados. S&o0 soluveis em agua e responsaveis pela propriedade adstringente
presente em determinadas frutas e produtos vegetais. Esses compostos exercem
atividade antimicrobiana, anticarcinogénica, cicatrizante, anti-inflamatéria e
antisséptica (MONTEIRO et al., 2005).

6.2 Otimizagao da sintese verde de nanoparticulas de prata

6.2.1 Planejamento fatorial completo 23 e analise das variaveis

Os procedimentos de otimizacdo multivariados permitem a redu¢do do numero de
experimentos, sdo mais econdmicos, mais rapidos e possibilitam avaliar os efeitos das
interacdes entre os fatores (TARLEY et al., 2009). Nesse sentido, os planejamentos
fatoriais sdo empregados na etapa inicial de triagem da otimizagao, na qual, todos os
fatores sado testados para indicar aqueles mais significativos sobre o processo
analisado (NOVAES et al., 2017). A resposta para o planejamento foi a absorbancia
(quadro 4), visto que, este parametro esta relacionado com o rendimento na formagao
das nanoparticulas num sistema coloidal. De acordo quadro baixo, no experimento
oito, no qual, os fatores foram analisados no maior nivel, obteve-se a maior

absorbancia.
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Quadro 4. Resultado do planejamento fatorial completo 23

pH Massa foliar (g) | Tempo (min) | Absorbéancia
1 |-1(9) -1(2) -1(30) 0,11
2 | +1(9) -1(2) -1 (30) 0,61
3 | -1(5 +1 (6) -1 (30) 0,25
4 | +1(9) +1 (6) -1 (30) 2,68
5| -1(5 -1(2) +1(90) 0,25
6 | +1(9) -1(2) +1(90) 0,60
7 |-1(5 +1(6) +1(90) 0,40
8 | +1(9) +1(6) +1(90) 3,15
9 | 0(7) 0(4) 0 (60) 1,60
10 | 0(7) 0 (4) 0 (60) 1,61
11| 0(7) 0(4) 0 (60) 1,62

O grafico de Pareto permite a identificacdo dos fatores que afetam a sintese das
nanoparticulas de prata a partir do extrato aquoso das folhas da S. terebinthifolius.
Nesse grafico, as barras horizontais indicam os efeitos das variaveis principais e das
interagdes entre as mesmas, bem como, a linha de significancia do p = 0,05 demonstra
se os fatores e as interagdes foram estatisticamente significativos. Neste trabalho, as
trés variaveis estudadas: pH, massa foliar e tempo de acordo com o Pareto foram

significativas sobre a sintese, bem como as suas interac¢des (figura 12).

Figura 12. Grafico de Pareto evidenciando as variaveis e interagdes significativas.
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A figura 13 apresenta os espectros de absor¢gdo UV das onze reacdes de sintese de
acordo com o planejamento fatorial completo 23 e no comprimento de onda 418 nm
observou-se o0 pico de absorcdo. De acordo com a literatura, as nanoparticulas de
prata apresentam uma banda de absorcéo localizada na faixa entre 400 nm a 500 nm
no espectro UV, sendo dependente da morfologia, tamanho e metabdlitos secundarios
do meio (VINAYAGAM; VARADAVENKATESAN; SELVARAJ, 2018).

Figura 13. Espectroscopia de absor¢céo UV das nanoparticulas de prata.
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Primeiramente, a mudanca de cor na solucéo coloidal € o primeiro sinal indicativo da
formacéo de nanoparticulas. Tal fato, pode ser atribuido a redug¢ao dos ions de prata
pelo extrato aquoso das folhas da S. terebinthifolius. No que tange a influéncia das
variaveis analisadas: pH, massa foliar e tempo de reagao sobre a sintese verde das
AgNPs; o aumento do tempo de reacgao resultou no aumento gradual da absorbancia
e intensidade da cor durante o periodo de reacao indicando aumento na concentracao
de nanoparticulas, sendo o0 mesmo evento evidenciado no trabalho de Verma e
Mehata (2016) com o extrato aquoso de folhas de Azadirachta indica para sintetizar
AgNPs, como também demonstrado por Jalilian et al. (2020) no seu estudo com o

extrato aquoso de Allium ampeloprasum.
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Em relacdo ao extrato aquoso das folhas de S. terebinthifolius, o aumento da massa
foliar resultou no aumento dos espectros de absorbancia o que indica maiores
rendimentos na sintese das nanoparticulas. Asimuddin et al. (2018) em seu trabalho
com extrato de folhas da Azadirachta indica como agente redutor para sintese de
AgNPs e no estudo de Azizian-Shermeh, Einali e Ghasemi (2017) sobre sintese de
nanoparticula de prata a partir do extrato aquoso das folhas Maclura pomifera também
observaram esse fato. Os compostos fitoquimicos presentes nas folhas atuam como
agentes redutores dos cations de prata (Ag*), por consequéncia, a medida que a
concentracdo do extrato da folha aumenta, maior quantidade de biomoléculas sao
disponiveis no meio (GOMATHI et al., 2020; BENAKASHANI; ALLAFCHIAN; JALALI,
2016).

No que se refere ao pH, em meio basico e neutro, pH 9 e 7, respectivamente, a
mudanca de cor ocorreu rapidamente, em relagdo ao meio acido, pH 5. O ambiente
acido suprimiu a sintese de AgNPs, sendo esse fato evidenciado também por Yadav
et al. (2019), que concluiu a partir dessa evidéncia que a intensidade das bandas de
absorgao e a cor da mistura eram dependentes do pH. Parthiban et al. (2019) afirmou
com base nos resultados encontrados no seu trabalho que a alta concentracéo de
moléculas protonadas no extrato da Annona reticulata, devido ao pH em torno de 6,5,
impediu a reducéo do nitrato de prata. Contudo, a alteracdo do pH apds a adigao de
hidroxido de sodio (NaOH) provoca ionizagao das biomoléculas presentes do extrato

e consequentemente, a sintese de nanoparticulas.

Em relagdo aos experimentos que empregaram o pH basico, o processo de
biossintese ocorreu em todos com aumento da taxa de reacao de reducao, tal fato,
observado com a coloracao intensa durante o periodo de sintese e maiores espectros
de absorbancia. Nos trabalhos de Khalil et al. (2014) e Azizian-Shermeh, Einali e
Ghasemi (2017) o pH basico também se apresentou melhor para biossintetizar as
AgNPs. O pH do meio € um parametro importante que interfere nas cargas elétricas
das biomoléculas. A mudanga do pH altera a carga dos fitoquimicos contidos no
extrato, o que afeta as etapas do processo de sintese, ou seja, o pH interfere na

ionizagao dos fitocompostos presentes no extrato da folha (AJITHA et al., 2018).


https://www-sciencedirect.ez86.periodicos.capes.gov.br/topics/immunology-and-microbiology/annona-reticulata
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6.2.2 Superficie de resposta: Box Behnken (BBD)

Os fatores significativos do planejamento serdo analisados novamente através do
desenho experimental de superficie de resposta para estabelecer as condi¢des
criticas para o processo estudado. O desenho Box Behnken (figuras 14 e 15) permite
obter superficies de respostas e a partir dos resultados gerados por essa metodologia
as condicdes criticas para a sintese de nanoparticulas otimizadas foram determinadas
(FERREIRA et al., 2018). Posteriormente a etapa de planejamento fatorial completo
23, foi realizada a otimizagao através da metodologia de superficie de resposta BBD

para trés fatores dando o total de quinze experimentos (quadro 5).

Quadro 5. Matriz da superficie de resposta Box Behnken com a resposta

absorbancia

pH Massa foliar (g) Tempo (min) | Absorbancia
1 -1 (8) -1 (6) 0 (120) 2,80
2 +1(10) -1(6) 0 (120) 3,88
3 -1 (8) +1(10) 0 (120) 3,53
4 +1(10) +1 (10) 0 (120) 4,09
5 -1(8) 0(8) -1 (60) 2,49
6 +1 (10) 0(8) -1 (60) 3,78
7 -1 (8) 0(8) +1 (180) 2,76
8 +1 (10) 0(8) +1 (180) 4,28
9 0(9) -1(6) -1 (60) 3,62
10 0(9) +1 (10) -1 (60) 3,39
11 0(9) -1(6) +1 (180) 4,05
12 0(9) +1 (10) +1 (180) 5,31
13 0(9) 0(8) 0 (120) 3,87
14 0(9) 0(8) 0 (120) 3,87
15 0(9) 0(8) 0 (120) 3,81

De acordo com os dados apresentados nas superficies de resposta (figuras 14 e 15),
pode-se concluir a partir da area com tonalidade mais intensa, vermelho escuro, os
parametros para a condicao ideal do processo de otimizacao: pH 9,5; massa foliar de

10 gramas e tempo de reagao de 180 minutos.
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Figura 14. BBD: tempo X pH

RO

6.3. Caracterizagao das nanoparticulas de prata

6.3.1 Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)
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As nanoparticulas de prata sintetizadas e o extrato aquoso das folhas de S.
terebinthifolius foram analisadas por FTIR a fim de investigar a presenca de grupos
funcionais que contribuiram para a redugdo dos ions Ag* a Ag® e revestimento das
AgNPs. A figura 16, mostra os espectros obtidos por FTIR do extrato aquoso das
folhas da aroeira e das nanoparticulas de prata sintetizadas a partir desse extrato.
Analisando esta figura, observa-se que a banda 3430 cm™' que corresponde ao grupo

OH presente em alcoois e compostos fendlicos (DEV et al., 2018).

As bandas 2918 cm™' e 2921 cm™! referem-se ao grupo C-H que constituem a estrutura
quimica de grupos orgéanicos e a banda 1614 cm' indica a presenga de C=C de anéis
aromaticos presentes em taninos hidrolisaveis e cumarinas (A VIJAYAKUMARI; A
SINTHIYA, 2018). As bandas 1448 cm™' e 1384 cm™' podem representar dobramentos
CH2 e CHs, respectivamente, sendo associados a estrutura de compostos orgéanicos
(QAIS et al., 2020). As bandas 1232 cm™' 1209 cm™' e 1045 cm™' podem ser atribuidas
ao grupamento C-O presente em alcoois e ésteres (RAJ; MALI; TRIVEDI, 2018).

Figura 16. FTIR do extrato aquoso das folhas de aroeira e da AgNP sintetizadas.
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6.3.2 Difragcao de Raios-X (DRX)

A estrutura cristalina das nanoparticulas de prata sintetizadas foi confirmada por
analise de DRX. A figura 17 demonstra a presenga dos picos de difragdo observados
na regiao 26, sendo encontrados nos angulos 26,64°, 32,78°, 38,03°, 47,04°, 54,88°,
58,51°, 68,71°, 77,47° e 65,41°; correspondentes aos planos cristalograficos (110),
(111), (200), (211), (220), (221), (222) e (311), respectivamente. O resultado
evidenciou que as nanoparticulas apresentavam estrutura cristalina cubica de face
centrada e demonstrou a formacao de nanoparticulas de prata (ICDD: 04-0783) e de
nanoparticulas de 6xido de prata (ICDD: 76-1393) provavelmente, ocorreram reagoes

quimicas paralelas a redugéo da prata metalica.

No trabalho de Dangiet al. (2020) também foi relatado a presenca de picos
caracteristicos, tendo como possiveis causas a presengca de Oxido de prata e
compostos fitoquimicos que atuaram como agentes redutores. Tal fato, pode indicar
o revestimento das AgNPs por grupos organicos presentes no extrato aquoso, em
conformidade com o resultado do FTIR (HAMEDI; SHOJAOSADATI, 2019). O estudo
de Jemal, Sandeep e Pola (2017) revelou a partir do DRX a presenca de picos

correspondentes a nanoparticulas de 6xido de prata.

Figura 17. Difratograma: estrutura cristalina das AgNPs sintetizadas.
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O DRX permite a estimativa do tamanho do cristalito a partir da equagao de Scherrer,
D = KA/ pcosf. D é o tamanho do cristalito; A € o comprimento de onda (1,542); B € a
largura a meia altura do pico cristalografico (FWHM); 6 é o angulo de difracdo de
Bragg e K é constante que depende da forma das particulas (esférica = 0,94)
(ESMAILE; KOOHESTANI; ABDOLLAH-POUR, 2020; UVAROV; POPQV, 2013). No
presente trabalho, o tamanho médio estimado do cristalito foi de 40,62 nm. Contudo,
durante o processo de biorredugao foram sintetizadas nanoparticulas de prata e
paralelamente, a formacao de nanoparticulas de éxido de prata, como observado do
difratograma. Assim como, a presengca de picos caracteristicos de ambas
nanoparticulas, fato que pode interferir no tamanho médio estimado do cristalito

encontrado nesse estudo.

6.3.3 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A morfologia das nanoparticulas foi avaliada através do MEV. A partir da analise da
figura 18, pode-se inferir que as AgNPs apresentam formato predominante esférico,
como também, algumas nanoparticulas ndo apresentam esférico bem definido.
Observa-se a presenga de aglomerados sem ocorrer a fusdo das nanoparticulas.
Kumar et al. (2019) em seu trabalho também verificou a presenga de nanoparticulas
esféricas e seus aglomerados. De acordo com o mesmo autor, o revestimento das
nanoparticulas de prata pelos metabdlitos secundarios do extrato vegetal empregado

como agente redutor, é o principal fator para a formagao dos agregados.

Figura 18. Microscopia eletrénica de varredura das AgNPs sintetizadas.
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6.4 Avaliagao da atividade antimicrobiana

O resultado da atividade antimicrobiana (quadro 6) das AgNPs sintetizadas e do
extrato aquoso das folhas de S. terebinthifolius estdo em conformidade a literatura. As
Ag NPs apresentaram efeito fungistatico contra as espécies de Candida testadas com
valor de CIM de 250 ug mL-' enquanto que, o extrato mostrou esse efeito apenas
contra C. albicans com valor de CIM de 500 ug mL"". Umai, Vikranth e Meenambiga
(2020), demonstraram a atividade das nanoparticulas de prata sintetizadas a partir
da Olea europaea contra C. albicans, bem como a sua atividade antibiofilme contra o
mesmo fungo. Dutta et al. (2020) também evidenciaram a eficacia antifungica e
antibiofilme das AgNPs sintetizadas a partir Citrus limetta contra C. glabrata, C.

tropicalis, C. albicans e C. parapsilosis.

A partir dos dados expostos, também é possivel inferir que as nanoparticulas de prata
sintetizadas expressaram maior eficacia antifungica em comparag¢ao ao extrato foliar
da aroeira. O trabalho de Kischkel et al. (2018) com nanoparticulas de prata
sintetizadas a partir do extrato da Mikania glomerat Sprengel, apresentou resultado
semelhante, as AgNPs exibiram efeito antifungico e o extrato ndo mostrou atividade.
Segundo Dutta et al. (2020), as nanoparticulas de prata provocam danos a membrana
e parede fungica aumentando a permeabilidade das AgNPs, promovem o aumento de

espécies reativas de oxigénio e extravasamento de componentes intracelulares.

Quadro 6: Atividade antimicrobiana do extrato aquoso das folhas de S.

terebinthifolius e AgQNPs, expressos em valores de CIM e CMM, ambos em yg mL™".

Amostras Sa Bc Bs Pa Ca Cg
CIM CMM | CIM cuMm CIM |[CMM (CIM |CMM [CIM | CMM | CIM CMM

ESt 1000 | - 1000 - 2000 | - 2000 | - 500 - - -

| AgNPs 500 - 125 - 250 - 250 1000 | 250 - 250 -
Benzil- 0,19 | - 3,12 - 0,19 |- - - - - - -
penicilina
Gentamicina - - - - - - 3,90 |- - - - -
Anfotericina B - - - - - - - - - - 1,95 |-
Ciclopirox - - - - - - - - 12,5 | - - -
olamina

Sa — Staphylococcus aureus; Bc — Bacillus cereus; Bs — Bacillus subtilis; Pa — Pseudomonas aeruginosa; Ca —
Candida albicans; Cg — Candida glabrata; ESt — extrato aquoso das folhas de S. terebinthifolius; AgNPs
— nanoparticulas de prata sintetizadas a partir do extrato aquoso das folhas de S. terebinthifolius; CMM
— concentragdo microbicida minima; CIM — concentragéo inibitéria minima.
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Os resultados obtidos demonstraram que tanto o extrato com CIM de 1000 yg mL-"
para Staphylococcus aureus e Bacillus cereus; e 2000 ug mL-" para Bacillus subtilis e
Pseudomonas aeruginosa; quanto as AgNPs sintetizadas a partir do extrato com CIM
de 250 ug mL™" para P. aeruginosa, 125 ug mL™" para B. cereus, 500 ug mL™" para S.
aureus e 250 ug mL-" para B. subtilis apresentaram efeito bacteriostatico para todas
as bactérias testadas. Assim como, as AgNPS demonstraram atividade bactericida
contra P. aeruginosa com CMM de 1000 pug mL". Devi et al. (2020) também
evidenciaram a maior efetividade das nanoparticulas de prata sintetizadas a partir do
extrato metandlico de Aegle marmelos frente ao extrato da mesma fruta contra
P. aeruginosa, B. cereuse S. aureus. Bem como, Tamilarasi e Meena (2020)
observaram atividade antibacteriana das nanoparticulas de prata sintetizadas a partir

do extrato da folha Gomphrena globosa contra B. subtilis.

Dentre os microrganismos avaliados, as AgNPs apresentaram melhor atividade contra
a bactéria P. aeruginosa. Ravichandran et al. (2016), no seu trabalho sobre atividade
antimicrobiana de nanoparticulas de prata sintetizadas a partir do extrato de
Atrocarpus altilis também evidenciaram maior suscetibilidade de bactérias Gram-
negativas, Escherichia coli e P. aeruginosa, a agao antimicrobiana das AgNPs. De
acordo com Yin et al. (2020), o grupo bacteriano Gram-negativo € mais suscetivel a
acao das nanoparticulas de prata devido a parede bacteriana delgada que apresenta
menor quantidade de peptidioglicano, por conseguinte, permite maior penetragao das
AgNPs.

O efeito das nanoparticulas contra P. aeruginosa foi relevante ja que esta bactéria é
comumente associada as Infecgbes Relacionadas a Assisténcia a Saude (IRAS), que
representa uma problematica no ambiente das unidades de saude, devido a sua
capacidade de expressar resisténcia aos antimicrobianos (ARAUJO; PEREIRA,
2017). Esse tipo de infecgdo em ambito hospitalar ocorre apds as primeiras 72 horas
de internagao ou posteriormente, a alta do paciente no prazo de 72 horas e os custos
dessas infecgdes impdem um encarecimento do atendimento, devido ao aumento das
demandas terapéuticas, como gastos com medicagdes, permanéncia hospitalar e da
morbimortalidade (SANTOS; ALMEIDA NETO; FREITAS, 2016; SOARES et al.,
2017).
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Assim, nesse contexto, as nanoparticulas de pratas apresentam-se como uma nova
perspectiva antimicrobiana que futuramente, apdés mais estudos sobre sua

citotoxicidade, seguranca e eficacia, podem ser empregadas terapeuticamente.

7. CONSIDERAGOES FINAIS

O extrato aquoso das folhas da Schinus terebinthifolius Raddi foi um agente redutor
eficaz para sintetizar nanoparticulas de prata, demonstrando que o processo de
sintese verde mediado por extratos vegetais € simples, apresenta baixo custo e
resulta em nanocompostos ambientalmente mais seguros com maior potencial
biolégico. O resultado do planejamento fatorial 23 realizado neste trabalho, indicou que
as trés variaveis analisadas: pH, tempo e massa foliar foram significantes na sintese
verde de nanoparticula de prata sintetizadas a partir do extrato da S terebinthifolius.
A partir das informagdes adquiridas nessa primeira etapa da otimizagao foi possivel a
realizagcao do Box Behnken para obtencao das condi¢des 6timas para a sintese verde
das AgNPs. A avaliagao da atividade antimicrobiana evidenciou que as nanoparticulas
de prata apresentaram maior efetividade contra todos os microrganismos testados em
relacdo ao extrato aquoso das folhas; bem como acao bactericida das AgNPs contra
P. aeruginosa, demonstrando a eficacia do nanomaterial biossintetizado frente a uma

bactéria de importancia no ambiente hospitalar.
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Anexo A: Artigo “Evaluation of the antimicrobial activity of silver nanoparticles
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Abstract: Microbial resistance, as well as the shortage of new antimicrobials, is a
global public health issue that reduces treatment alternatives. In this context, silver
nanoparticles (AgNPs) show an antimicrobial perspective. This study aims to evaluate
the antimicrobial activity of silver nanoparticles synthesized from the aqueous extract
of Schinus terebinthifolius Raddi leaves. A complete 23 factorial design was used to
analyze the significant variables; subsequently, Box-Behnken design was used to
define the optimal conditions for the green synthesis of AgNPs. The samples were
characterized using XRD, SEM and FTIR.
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Antimicrobial activity was evaluated using the broth microdilution method, according to
the technical standards of the Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) and
through the minimum bactericidal concentration (MBC). The three factors studied in
the design were significant for the synthesis of nanoparticles. The optimal conditions
from the Box-Behnken design were: pH 9.5; reaction time of 180 minutes and 10 grams
of Schinus terebinthifolius Raddi leaves. AgNPs showed greater antimicrobial
efficiency compared to the extract for both bacteria and fungi: bacteriostatic action
against all tested bacteria and bactericidal action against Pseudomonas aeuginosa, as
well as fungistatic action against Candida species. The aqueous extract of aroeira
leaves was effective in the synthesis of AQNPs. The antimicrobial activity demonstrated
that the biosynthesized nanomaterial has an action against all microorganisms tested

with lower MIC values, compared to the aqueous extract of aroeira leaves.

Keywords: Silver nanoparticles; Green synthesis; Antimicrobial activity; Schinus
terebinthifolius Raddi.

1. Introduction

The increase in microbial resistance represents a public health problem, since it
reduces treatment alternatives and makes the care of patients in health systems more
expensive. Furthermore, the absence of new antimicrobials on the market impacts the
treatment of resistant microorganisms; consequently, it favors dissemination and,
therefore, the search for antimicrobial solutions becomes urgent (SOARES et al., 2017;
BALAKUMARAN et al., 2016). In view of the above, advances in the area of
nanobiotechnology have enabled the advent of a new pharmaceutical perspective on
silver nanoparticles (ZHANG et al., 2010; RUDRAMURTHY et al., 2016). The
nanoparticle synthesis process encompasses the production strategies top-down,
bottom-up and green synthesis (JAMKHANDE et al., 2019). Green synthesis
comprises a methodology that uses plant biological resources, microorganisms and
biomolecules as metal salt reducing agents to produce nanoparticles; this approach is
less toxic and has greater biological potential in relation to other techniques (KHAN;
SAEED; KHAN, 2017).



68

The plant kingdom is preferably the most used resource in biosynthesis, mainly in the
case of medicinal plants, which have antimicrobial, larvicidal, antioxidant and anti-
tumor properties due to the secondary metabolites that comprise them (MURUGAN et
al., 2014). Consequently, the nanomaterial synthesized from this process may show
enhanced biological activity and lower nanotoxicity levels due to the coating of the
nanostructured material by organic compounds from plants (FAHIMIRAD;
AJALLOUEIAN; GHORBANPOUR, 2019; ROY et al., 2019). Medicinal plants are an
important therapeutic resource, mainly as an alternative in relation to marketed drugs.
S. terebinthifolius, popularly known as “pimenta-rosa”, “aroeira-vermelha” and
“aroeira-pimenteira” is a native Brazilian tree, widely used in folk medicine (COLE et
al., 2014; CARVALHO et al., 2017). Its therapeutic actions are assigned to the
phytochemical compounds present in the plant, such as polyphenols, flavonoids,
terpenes, steroids, alkaloids and tannins distributed throughout the plant, and its
medicinal use is justified by its biological efficiency in the treatment of several
pathologies (FALCAO et al., 2015). Since antiquity, silver has been used as an
antimicrobial agent in the treatment of wounds, antiseptic products, medicines, water
purification systems, medical and cosmetic devices (PADALIA; MOTERIYA; CHANDA,
2015). Due to this effectiveness, silver nanoparticles show an antimicrobial
perspective, with biological activity dependent on their characteristics, such as size,
morphology, charge and coating (GE et al.,, 2014). The properties of silver
nanoparticles and the exposed microbial group are factors that interfere with their
biological action (MITTAL et al., 2014). Antimicrobial activity occurs through some
mechanisms, such as: biofilm inhibition, direct interaction with the wall and membrane,
generation of reactive oxygen species (ROS) and intracellular effects from interactions
with DNA and proteins (WANG; HU; SHAO, 2017). This study aims to evaluate the
antimicrobial activity of silver nanoparticles synthesized from the aqueous extract of S.
terebinthifolius leaves.
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2. Material and methods

2.1 Phytochemical analysis

Phytochemical composition was analyzed from qualitative tests proposed in the study
of Bessa, Terrones and Santos (2007), with adaptations, in order to identify the
secondary metabolites present in the ethanolic extract of Schinus terebinthifolius
Raddi leaves. Thus, the ethanolic extract was prepared using 12.5 mL of ethanol with
2.5 grams of Schinus terebinthifolius Raddi leaves previously washed with ultrapure
water and dried at room temperature for 24 hours. After 7 days, the extract was filtered
and used for the tests, following the procedures. The following phytochemicals were

analyzed:

2.1.1 Alkaloids

1.0 mL of hydrochloric acid (HCI, 10% v/v) was added to 1 mL of ethanolic extract and
this mixture was heated for 10 minutes. Subsequently, the mixture was cooled, filtered
and the filtrate was placed in a test tube to react with a few drops of the Dragendorff
reagent. The presence of a slight turbidity or precipitate (purple to orange, white to
cream and brown, respectively) highlights the possible presence of alkaloids in the
analyzed material.

Dragendorff reagent: two solutions are made for subsequent mixing in equal parts.
Solution A: 1.7 grams of bismuth (lll) nitrate and 20 grams of tartaric acid were
dissolved in 80 mL of water; solution B: 16 grams of potassium iodide were dissolved

in 40 mL of water.

2.1.2 Cardiotonic Glycosides

1.5 mL of 10% lead acetate solution and 1 mL of distilled water were added to 1.0 mL
of the ethanolic extract solution. This mixture was heated for 10 minutes.
Subsequently, the mixture was filtered and stirred with 5 mL of chloroform. The
chloroform phase was separated into a tube, dried and the Liebermann-Burchard
reagent was added. The positive result is observed from green, blue-green and purple

to blue.
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Liebermann-Burchard reagent: 10 mL of acetic anhydride and two drops of

concentrated sulfuric acid were mixed.

2.1.3 Volatile coumarins

1.0 mL of the ethanolic extract was added in a tube and covered with filter paper
impregnated with 10% (w/v) NaOH.

Subsequently, the tube was heated in a water bath for a few minutes. The filter paper
was removed and examined under UV light. Yellow fluorescence indicates the

presence of coumarins in the sample.

2.1.4 Triterpenes and/or steroids

2.5 mL of chloroform were added to 1 mL of the ethanolic extract. The mixture was
filtered and divided into two tubes: Liebermann-Burchard and Salkowski reactions
were conducted in each tube. Triterpenes develop a stable color and steroids develop
changeable colors over time.

Salkowski reagent: concentrated sulfuric acid.

2.1.5 Tannins

2.5 mL of distilled water were added to 1 mL of the ethanolic extract. The mixture was
filtered and a drop of 10% ferric chloride solution was added. The blue color indicates
the possible presence of hydrolyzable tannins while the green color indicates the

presence of condensed tannins.
2.1.6 Saponins
2.5 mL of boiling water were added to 1 mL of the ethanolic extract. Subsequently, the

mixture was cooled, stirred and remained at rest for 20 minutes. Foaming is an

indication of the presence of saponins.
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2.2 Preparation of the aqueous plant extract from Schinus terebinthifolius Raddi

Schinus terebinthifolius Raddi leaves were collected at Campus | of Universidade do
Estado da Bahia (UNEB), in Salvador, Bahia, Brazil. They were identified at Herbarium
Alexandre Leal Costa, located in the Botany Department of the Institute of Biology
(IBIO) of Universidade Federal da Bahia (UFBA), in Salvador, Bahia, Brazil. The
collected plant material was washed with ultrapure water and dried at room
temperature for 24 hours. Subsequently, for the obtention of the leaf aqueous extract,
leaf mass was described in the Box-Behnken design and placed in contact with 100
mL of ultrapure water in a boil for 5 minutes. The extract was obtained by filtration and
stored at 4 °C. The pH of the extracts was changed according to the values described
in the Box-Behnken design; for this purpose, 0.1 mol.L-! citrate buffers were used at
pH 5, 0.1 mol.L"" phosphate at pH 7 and 0.1 mol.L-' borate for pH 8; 9; 9.5 and 10.

2.3 Green synthesis optimization of silver nanoparticles

2.3.1 Full factorial design (23)

The variables that can influence the green synthesis process of AgNPs, pH, leaf mass
and reaction time, were selected according to scientific articles that addressed the
theme presented in this study. The complete factorial design 23 (chart 1) was carried
out in order to verify the significance of the analyzed variables and their interactions
before the adopted response, absorbance. Statistical analysis was performed using

the Statistica 7 software.



Chart 1. Full factorial design matrix (23)

pH Leaf mass (g) Time (min)

1| -1(5) -1(2) -1 (30)
2 | +1(9) -1(2) -1 (30)
3| -1(5 +1 (6) -1 (30)
4 | +1(9) +1 (6) -1 (30)
5 | -1(5) -1(2) +1 (90)
6 | +1(9) -1(2) +1(90)
7 1(5) +1(6) +1 (90)
8 | +1(9) +1 (6) +1(90)
9 0(7) 0 (4) 0 (60)
10 | 0(7) 0 (4) 0 (60)
11| 0(7) 0 (4) 0 (60)

2.3.2 Response surface: Box-Behnken
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Subsequently, optimization was performed using the Box-Behnken (BBD) response

surface methodology (Table 2). The significant design factors were reassessed in

order to establish the critical conditions for the studied procedure.

Chart 2. Box-Behnken response surface matrix

pH Leaf mass (g) Time (min)
1 -1(8) -1(6) 0 (120)
2 +1 (10) -1 (6) 0 (120)
3 -1(8) +1 (10) 0 (120)
4 +1 (10) +1 (10) 0 (120)
5 -1(8) 0(8) -1 (60)
6 +1 (10) 0(8) -1 (60)
7 -1 (8) 0(8) +1(180)
8 +1 (10) 0(8) +1 (180)
9 0(9) -1(6) -1 (60)
10 0(9) +1 (10) -1 (60)
11 0(9) -1(6) +1(180)
12 0(9) +1 (10) +1(180)
13 0(9) 0(8) 0 (120)
14 0(9) 0(8) 0 (120)
15 0(9) 0(8) 0(120)
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2.4 Green synthesis of silver nanoparticles

The 200-mL solution of 1 mM silver nitrate (AgNO3s) was prepared using Cromoline
silver nitrate and ultrapure water. Subsequently, with the aid of a peristaltic pump (LDP
105-6), this AgNO3 solution was pumped at a flow rate of 5.0 mL min-! to an Erlenmeyer
containing 10 mL of the aqueous extract of Schinus terebinthifolius Raddi leaves at
room temperature (28 °C). The reaction time followed that described in the Box-
Behnken design. After this stage, the synthesized material was centrifuged at 3,500
rom for 30 minutes. The supernatant was discarded and the pellet was resuspended

in ultrapure water for later freezing and lyophilization.

2.5 Characterization of nanoparticles

The UV-vis absorption spectroscopy was performed to obtain the absorbance data of
the synthesized material, using a Shimadzu UV-2600 spectrophotometer. Readings
were made from 200 nm to 800 nm. Ultrapure water was used as a blank. The
crystallinity of the nanomaterial was obtained through X-ray diffraction (XRD), using a
Shimadzu XRD-6000 diffractometer. Morphology was obtained by field emission
scanning electron microscopy (FEG-SEM), using a microscope (7500 F — JEOL,
Tokyo, Japan). Fourier transform Infrared spectroscopy (FT-IR) was conducted using
a PERKIN ELMER equipment (Spectrum100-FT-IR).

2.6 Antimicrobial activity

2.6.1 Broth microdilution method

Antimicrobial activity was tested against the bacteria: Staphylococcus aureus (ATCC
6538); Bacillus subtilis (ATCC 6633); Bacillus cereus Frankland & Frankland (N° CCT
0096); Pseudomonas aeruginosa (N° CCT 0090; ATCC 27853) and the fungi: Candida
albicans (ATCC 18804) and Candida glabrata (CCT 0728). The broth microdilution
method was used to determine the minimum inhibitory concentrations (MIC) and the
concentration range tested in the assay ranged from 2000 pg.mL"" to 15.62 ug.mL""

for biosynthesized nanoparticles and leaf extract.



74

The antimicrobials garamycin (500 pug.mL-') and benzylpenicillin (25 ug.mL") were
used as positive controls against Gram-negative and Gram-positive bacteria; in the
case of fungi, amphotericin (31.25 ug.mL"') was used for Candida glabrata and
ciclopirox olamine (200 pug.mL™") against Candida albicans. For diluent control, 100 L
of the 20% DMSO solution and autoclaved water were used and, for growth control,
nutrient broth medium was used in the tests against bacteria, and yeast and malt broth
in the tests against fungi. Microbial inocula were adjusted according to the McFarland
0.5 scale (approximately 108 CFU mL-"). The plates with bacterial inocula were sealed
and incubated for 24 hours at 37 °C and the plates with fungal inocula for 72 hours at
26 °C. The microdilution result was confirmed by the MTT colorimetric test (3-(4,5-

Dimethylthiazol-2-yl) -2,5-diphenyltetrazolium bromide) to assess cell viability.

2.6.2 Minimum bactericidal concentration (MBC)

After reading the MTT test, a range of wells that showed growth inhibition was removed
and seeded in nutrient agar medium for bacteria and yeast and malt agar for fungi. The
plates were incubated for 24 hours at 37 °C for bacteria and for 72 hours at 26 °C for
fungi. After the incubation period, the plates were read to assess the occurrence of

microbial growth.

3. Results and discussion

3.1 Phytochemical composition

Secondary metabolites are organic compounds present at low concentrations in
species of the plant kingdom, and these substances are involved in plant protection
processes and interactions with the environment; furthermore, these plant components
have biological properties that arouse the interest of the pharmaceutical industry and
are associated with effects on human health, such as: antimicrobial, anti-inflammatory
and antioxidant (PEREIRA; CARDOSO, 2012). The analysis of the phytochemical
composition of Schinus terebinthifolius Raddi allowed the determination of the
secondary metabolites present in the plant material used for the green synthesis of
AgNPs.
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The result of phytochemical screening (Table 3) was positive for the following plant
metabolites: volatile coumarins, triterpenes in the Liebermann-Burchard test,
hydrolyzable tannins and steroids in the Salkowski test in the ethanolic extract of

Schinus terebinthifolius Raddi leaves.

Chart 3. Phytochemical screening of the ethanolic extract from Schinus

terebinthifolius Raddi leaves

Metabolites Leaf extract
Alkaloids -
Cardiotonic glycosides -
Volatile coumarins +

Triterpenes + (Liebermann-Burchard)

Steroids + (Salkowski)
Hydrolyzable tannins +
Saponins -

The sign (+) indicates presence and (-) indicates the absence of the secondary metabolite in the

tested leaf extract.

Structurally, coumarins are lactones of o-hydroxycinnamic acid (2H-1-benzopyran-2-
one) (WANG et al., 2020). They are low molecular weight, soluble compounds present
in plants and can be chemically synthesized. They have biological effects, such as:
antimicrobial, antioxidant, anti-inflammatory, antiarrhythmic and antiviral, which is why
they arouse interest in the pharmaceutical area. Currently, some anticoagulants such
as warfarin use active components derived from coumarin, are widely used in the
treatment of thrombosis and ischemic stroke (OSTROWSKA, 2020). Triterpenes are
made up of isoprene subunits and belong to the group of terpenes (MUFFLER et al.,
2011). Biologically, triterpenes have antimicrobial, anti-inflammatory, anti-tumor,
cardioprotective and analgesic activity (CANO-FLORES, 2013). Plant steroids consist
of 28 or 29 carbons, and are structurally similar to cholesterol. Phytosterols have
biological effects related to reducing the absorption of cholesterol from the diet;
therefore, it has cardioprotective activity (PEREIRA; CARDOSO, 2012). Tannins are
phenolic compounds classified into two groups: hydrolyzable and condensed. They
are soluble in water and responsible for the astringent property present in certain fruits
and vegetable products. These compounds show antimicrobial, anticarcinogenic,
healing, anti-inflammatory and antiseptic activity (MONTEIRO et al., 2005).



76

3.2 Green synthesis optimization of silver nanoparticles

3.2.1 Complete factorial design (23) and analysis of variables

Multivariate optimization procedures allow the reduction in the number of experiments,
are more economical, faster and make it possible to evaluate the effects of the
interactions between factors (TARLEY et al., 2009). In this context, factorial design is
used at the initial screening stage for optimization, in which all factors are tested to
indicate those most significant regarding the analyzed process (NOVAES et al., 2017).
The response for the design was absorbance (Table 4), since this parameter is related
to the yield in the formation of nanoparticles in a colloidal system. According to the
chart below, in experiment eight, in which the factors were analyzed at the highest

level, the highest absorbance was obtained.

Chart 4. Complete factorial design (23)

pH Leaf mass (g) Time (min) | Absorbance
1 | -1(5) -1(2) -1 (30) 0.11
2 | +1(9) -1(2) -1 (30) 0.61
3 | -1(5 +1 (6) -1 (30) 0.25
4 | +1(9) +1(6) -1 (30) 2.68
5 | -1(5) -1(2) +1 (90) 0.25
6 | +1(9) -1(2) +1 (90) 0.60
7 | -1(5 +1(6) +1 (90) 0.40
8 | +1(9) +1(6) +1 (90) 3.15
9 | 0(7) 0 (4) 0 (60) 1.60
10 | 0(7) 0 (4) 0 (60) 1.61
11| 0(7) 0 (4) 0 (60) 1.62

The Pareto chart is presented in order to allow the identification of factors that affect
the synthesis of silver nanoparticles from the aqueous extract of Schinus

terebinthifolius Raddi leaves.
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In this chart, the horizontal bars indicate the effects of the principal variables and the
interactions between them, as well as the line of significance of p = 0.05 demonstrates
whether the factors and interactions were statistically significant. In this study, the three
variables studied: pH, leaf mass and time, according to Pareto, were significant for

biosynthesis, as well as their interactions (Figure 1).

Figure 1. Pareto chart showing significant variables and interactions.
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Figure 2 shows the UV-Visible absorption spectra of the eleven synthesis reactions
according to the complete factorial design 23 and, as observed, at 418 nm, the
absorption peak was observed. According to the literature, silver nanoparticles have
an absorption band located in the range between 400 nm to 500 nm in the UV-Vis
spectrum, dependent on morphology, size and secondary metabolites of the medium
(VINAYAGAM; VARADAVENKATESAN; SELVARAJ, 2018).
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Figure 2. UV-vis absorption spectroscopy of silver nanoparticles.
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Regarding the influence of the variables analyzed: pH, leaf mass and reaction time on
the green synthesis of AgNPs, firstly, the color change in the colloidal solution is the
first sign indicating the formation of nanoparticles. This fact can be assigned to the
reduction of silver ions by the aqueous extract of Schinus terebinthifolius Raddi leaves.
The increase in reaction time resulted in a gradual increase in absorbance and color
intensity during the reaction period, indicating an increase in the concentration of
nanoparticles; the same event was evidenced in the study of Verma and Mehata
(2016) with the aqueous extract of Neem leaves to synthesize AgNPs, as also
demonstrated by Jalilian et al. (2020) in their study with Allium ampeloprasum aqueous

extract.

In relation to the aqueous extract of Schinus terebinthifolius Raddi leaves, the increase
in leaf mass resulted in an increase in the absorbance spectra, which indicates higher
yields in the synthesis of nanoparticles. This fact was observed in a study with
Azadirachta indica leaf extract as a reducing agent for the synthesis of AgNPs
(Asimuddin et al., 2018) and in the study of Azizian-Shermeh, Einali and Ghasemi
(2017), on the synthesis of silver nanoparticles from the aqueous extract of Maclura

pomifera leaves.
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The phytochemicals present in the leaves act as reducing agents for silver cations
(Ag"); therefore, as the concentration of the leaf extract increases, a greater amount
of biomolecules available in the medium is observed (GOMATHI et al., 2020;
BENAKASHANI; ALLAFCHIAN; JALALLI, 2016). With regard to pH, in basic and neutral
medium, pH 9 and 7, respectively, the color change occurred quickly, in relation to the

acid medium, pH 5.

The acidic environment suppressed the synthesis of AgNPs, and this fact is also
evidenced by Yadav et al. (2019), who concluded from this evidence that the intensity
of the absorption bands and the color of the mixture were dependent on pH. Based on
the results found in their study, Parthiban et al. (2019) stated that the high
concentration of protonated molecules in the extract of Annona reticulata, due to the
pH around 6.5, prevented the reduction of silver nitrate. However, the change in pH
after the addition of sodium hydroxide (NaOH) causes ionization of the biomolecules

present in the extract and, consequently, the synthesis of nanoparticles.

Regarding the experiments that used the basic pH, the biosynthesis process occurred
in all of them, with an increase in the reduction reaction rate, a fact that was observed
with intense staining during the synthesis period and greater absorbance spectra. In
the studies conducted by Khalil et al. (2014) and Azizian-Shermeh, Einali and Ghasemi
(2017), the basic pH was also better for biosynthesizing AgNPs. The pH of the medium
is an important parameter that interferes with the electrical charges of biomolecules.
The change in pH changes the charge of phytochemicals in the extract, which affects
the steps of reducing the metal salt, agglomeration of neutral atoms and adsorption of
metabolite compounds, that is, PH interferes with the ionization of phytocomposites
present in the leaf extract (AJITHA et al., 2018).

3.2.2 Response surface: Box-Behnken

The significant design factors will be analyzed again through the experimental
response surface design to establish the critical conditions for the studied process. The
Box-Behnken design (Figures 3 and 4) allows to obtain response surfaces, relating two

variables to the response.
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From the results generated by this response surface methodology, the critical
conditions for the synthesis of optimized nanoparticles were determined. (FERREIRA
et al., 2018). After the complete factorial design 23, optimization was performed using
the Box-Behnken response surface (BBD) methodology for three factors, yielding a

total of fifteen experiments (Table 5).

Chart 5. Box Behnken response surface matrix with absorbance response

pH Leaf mass (g) Time (min) Absorbance
1 -1(8) -1 (6) 0 (120) 2.80
2 +1(10) -1 (6) 0 (120) 3.88
3 -1(8) +1(10) 0 (120) 3.53
4 +1(10) +1(10) 0 (120) 4.09
5 -1(8) 0(8) -1 (60) 249
6 +1(10) 0(8) -1 (60) 3.78
7 -1(8) 0(8) +1(180) 2.76
8 +1(10) 0(8) +1(180) 4.28
9 0(9) -1 (6) -1 (60) 3.62
10 0(9) +1(10) -1 (60) 3.39
11 0(9) -1 (6) +1(180) 4.05
12 0(9) +1(10) +1(180) 5.31
13 0(9) 0(8) 0 (120) 3.87
14 0(9) 0(8) 0 (120) 3.87
15 0(9) 0(8) 0 (120) 3.81

According to the data presented on the response surface, it is possible to conclude
that, for this optimization procedure at pH 9.5, leaf mass of 10 grams and reaction time

of 180 minutes, the region with higher absorbance values will be approached.
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Figure 3. BBD: time X pH Figure 4. BBD: leaf mass X pH
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4. Characterization of silver nanoparticles
4.1 Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR)

The biosynthesized silver nanoparticles and the aqueous extract of Schinus
terebinthifolius Raddi leaves were analyzed by FTIR in order to investigate the
presence of functional groups that contributed to the reduction of ions Ag* to Ag® and
nanoparticle coating, besides which compounds present in the extract coated the
AgNPs. Figure 5 shows the FTIR spectra obtained from the aqueous extract of aroeira-
vermelha leaves and the silver nanoparticles synthesized from this extract. Analyzing
the figure below, it is observed that the band at 3430 cm-" could be assigned to the OH

group present in alcohols and phenolic compounds (DEV et al., 2018).

The bands at 2918 cm™ and 2921 cm-' refer to the CH group that constitutes the
chemical structure of organic groups and the band at 1614 cm-" indicates the presence
of C=C of aromatic rings present in flavonoids and alkaloids (A VIJAYAKUMARI; A
SINTHIYA, 2018). The bands at 1448 cm-! and 1384 cm' represent the CH2 and CHs
folds, respectively, being associated with the alkanes that make up the structure of
organic compounds (QAIS et al., 2020). The bands at 1232 cm', 1209 cm™" and 1045
cm™' correspond to the group C-O present in alcohol, carboxylic acid, ester and ether
(RAJ; MALI; TRIVEDI, 2018).
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Figure 5. FTIR of the aqueous extract of aroeira leaves and biosynthesized

nanoparticles.
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4.2 X-Ray Diffraction (XRD)

The crystalline structure of the synthesized silver nanoparticles was confirmed by XRD
analysis. Figure 6 shows the presence of diffraction peaks observed in the 26 region,
found at angles 26.64°, 32.78°, 38.03°, 47.04°, 54.88°, 58.51°, 68.71°, 77.47° and
65.41°; corresponding to the crystallographic planes (110), (111), (200), (211), (220),
(221), (222) and (311), respectively. This result showed that the nanoparticles had a
cubic crystalline structure with a centered face and demonstrated the formation of
silver nanoparticles (ICDD: 04-0783) and silver oxide (ICDD: 76-1393); there were
probably chemical reactions parallel to the reduction of metallic silver. In the study of
Dangi et al. (2020), the presence of characteristic peaks was also reported, with
possible causes: the presence of silver oxide and phytochemicals that acted as
reducing agents. This fact may indicate the coating of AgNPs by organic groups
present in the aqueous extract, in accordance with the FTIR result (HAMEDI;
SHOJAOSADATI, 2019). The study by Jemal, Sandeep and Pola (2017) revealed,
from the XRD, the presence of peaks corresponding to silver oxide nanoparticles.
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Figure 6. Diffractogram representing the crystalline structure of biosynthesized

nanoparticles
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XRD allows the estimation of the crystallite size from the Scherrer equation, D = K1/
Bcosh. D is the size of the crystallite; A is wavelength (1.542); 6 is the width at half the
height of the crystallographic peak (FWHM); 6 is the Bragg diffraction angle and K is
constant depending on the shape of the particles (spherical = 0.94) (ESMAILE;
KOOHESTANI; ABDOLLAH-POUR, 2020; UVAROV; POPOV, 2013). In this study, the
estimated average size of the crystallite was 40.62 nm. However, during the
bioreduction process, silver nanoparticles were synthesized and, in parallel, the
formation of silver oxide nanoparticles occurred, as observed in the diffractogram, as
well as the presence of characteristic peaks of both nanoparticles, a fact that may

interfere with the estimated average size of the crystallite found in this study.

4.3 Scanning Electron Microscopy (SEM)

The morphology of the nanoparticles was evaluated using SEM. From the analysis of
Figure 7, it can be inferred that AQNPs have a predominantly spherical shape, as well
as some nanoparticles do not have a well-defined spherical shape. The presence of
clusters is observed without the fusion of nanoparticles. In their study, Kumar et al.
(2019) also verified the presence of spherical nanoparticles and their clusters.
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According to the same authors, the coating of silver nanoparticles by secondary
metabolites of the plant extract used as a reducing agent, is the main factor for the

formation of aggregates.

Figure 7. Scanning electron microscopy of the biosynthesized AgNPs.

— 100nm IQ-UNESP 10/22/2020
0,000 2.00KV SEI GB_LOW WD 5.2mm 7:00:16

1pm  IQ-UNESP 020 EEEEEE  100nm IQ-UNESP
2.00kV SEI  GB LOW WD 5.2 :33 X 100,000 2.00kv SEI  GB_LOW WD 5.2

4.4 Evaluation of antimicrobial activity

The results of the antimicrobial activity of the biosynthesized silver nanoparticles and
the aqueous extract of Schinus terebinthifolius Raddi leaves obtained in this study are
presented in Table 6. The obtained results demonstrated that both the extract and the
nanoparticles presented bacteriostatic effect for all the tested bacteria and bactericidal
activity against Pseudomonas aeruginosa. In addition, silver nanoparticles showed a
fungistatic effect against the tested Candida species, whereas the extract showed this
effect only against Candida albicans. From the exposed data, it is also possible to infer
that the biosynthesized silver nanoparticles showed greater antimicrobial efficiency,

compared to the aroeira leaf extract.
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Devi et al. (2020) also found that the silver nanoparticles synthesized from the
methanolic extract of the Aegle marmelos fruit were more effective than the extract of

the same fruit against P. aeruginosa, B. cereus and S. aureus.

Chart 6: Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and Minimum Bactericidal
Concentration (MBC)/Minimum Fungicidal Concentration (MFC) of the aqueous

extract from Schinus terebinthifolius Raddi leaves and silver nanoparticles.

Samples Sa Bc Bs Pa Ca Cg
CciMm [ CBM | CIM  CBM | CIM [CBM | CIM |CBM | CIM | CFM | CIM | CFM

EStR 1000 - 1000 - 2000 - 2000 - 500 - - -

AgNPs 500 - 125 - 250 - 250 | 1000 | 250 - 250 -
Benzylpenicillin 0.19 - 3.12 - 0.19 - na na na na na na
Garamycin na na na na na na 1.95 - na na na na

Amphotericin B na na na na na na | na na na na 1.95 -
Ciclopirox olamine na na na na na na na na 12.5 - na na

Sa — Staphylococcus aureus; Bc — Bacillus cereus; Bs — Bacillus subtilis; Pa — Pseudomonas aeruginosa; Ca —
Candida albicans; Cg — Candida glabrata; nt — not tested; na — not applicable; EStR — aqueous extract

of Schinus terebinthifolius Raddi leaves; AgNPs — silver nanoparticles.

Among the evaluated microorganisms, the nanoparticles showed better activity against
the bacterium Pseudomonas aeruginosa, due to the bacteriostatic and bactericidal
action of the nanoparticles at a concentration of 1000 pg/mL; this result demonstrates
the effectiveness of the synthesized nanoparticles. According to Yin et al. (2020), the
Gram-negative bacterial group is more susceptible to the action of silver nanoparticles
due to the thin bacterial wall with a lower amount of peptidoglycan, thus allowing a
greater nanoparticle penetration. In their study on the antimicrobial activity of silver
nanoparticles synthesized from Atrocarpus altilis leaf extract, Ravichandran et al.
(2016) also showed greater susceptibility of Gram-negative bacteria Escherichia coli

and P. aeruginosa, to the antimicrobial action of nanoparticles.

Pseudomonas aeruginosa is a Gram-negative bacterium commonly related to Health
Care-Related Infections (HCRI), which represents a problem in the environment of
health facilities, due to its ability to express resistance to antimicrobials (ARAUJO;
PEREIRA, 2017).
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This type of infection in the hospital occurs after the first 72 hours of hospitalization or
afterwards; the patient discharged within 72 hours (SANTOS; ALMEIDA NETO;
FREITAS, 2016) and the costs of these infections impose an increase in care, due to
the increase in therapeutic demands, such as spending on medication, hospital stay,
besides morbidity and mortality (SOARES et al., 2017).

In this context, silver nanoparticles are presented as a new antimicrobial perspective
that, in the future, can be used therapeutically. In relation to fungal activity, the
nanoparticles demonstrated higher efficiency than the extract, being equally effective
against Candida albicans and Candida glabrata, while the extract had no effect on
Candida glabrata. The study of Kischkel et al. (2018) with silver nanoparticles
biosynthesized from the leaf extract of Mikania glomerata Sprengel, showed a similar
result: the nanoparticles exhibited antifungal effect and the extract showed no activity.
According to Dutta et al. (2020), silver nanoparticles cause damage to the fungal wall
and membrane, increasing the permeability of the nanopatrticles, leading to an increase

in reactive oxygen species and extravasation of intracellular components.

5. Conclusions

The aqueous extract of Schinus terebinthifolius Raddi leaves was an effective reducing
agent to synthesize silver nanoparticles, demonstrating that the green synthesis
process mediated by plant extracts is simple, has a low cost and results in
environmentally safer nanocomposites with greater potential. The result of the 23
factorial design used in this study indicated that the three variables analyzed: pH, time
and leaf mass were significant in the green synthesis of silver nanoparticles
biosynthesized from the Schinus terebinthifolius Raddi extract. From the information
acquired in the first optimization stage, it was possible to use the Box-Behnken design
for the obtention of the optimal conditions for the synthesis of nanoparticles. The
antimicrobial activity showed that silver nanoparticles have bacteriostatic activity
against all bacteria and bactericidal action against P. aeruginosa, demonstrating the
efficiency of the biosynthesized nanomaterial against a bacterium of importance in the
hospital environment; besides, it had a fungistatic action against the tested Candida
species, whereas the aqueous extract of aroeira leaves was not effective against

Candida glabrata and MIC was higher for all microorganisms evaluated.
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