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RESUMO

As pesquisas na area de nanotecnologia que envolvem a preparacdo de nanoparticulas
metalicas por métodos alternativos vém sendo difundidas pela abordagem da Quimica
Verde, e, em vista das diversas probleméticas que permeiam os métodos convencionais,
novas mediacGes pouco nocivas ao meio ambiente, autorizam explorar procedimentos
que empregam recursos naturais como 0 uso de extratos vegetais para a sintese de
nanoparticulas metalicas. Nesse contexto, o presente trabalho teve por objetivo preparar
nanoparticulas de ouro e prata, utilizando o decocto das folhas de S. mombin L. com vista
a aplicacdo na veterinaria pelos potenciais antimicrobianos dessas solucdes. As
nanoparticulas de ouro e nanoparticulas de prata foram obtidas de duas formas, sendo que
na primeira usando o método convencional houve a reducao dos seus respectivos sais. Na
segunda metodologia o preparo seguiu o que foi usado no método convencional, porém a
unica diferenca foi a substituicdo dos agentes redutores pelo decocto S. mombin L. para
a reducdo dos sais. O presente trabalho buscou pesquisar parametros com o auxilio da
espectroscopia eletrdnica de absorcao na regido do UV-Vis para compreender a formacéo
das nanoparticulas usando diferentes concentrac6es do decocto da S. mombin L. A andlise
de microscopia eletronica de transmissdo confirmou que as nanoparticulas de ouro e prata,
assim como as que foram adicionado decocto  apresentaram formas geométricas
diferentes, como esféricas e triangulares, com didmetros médios de particula variando
entre 18,007 e 33,875 nm. A atividade antibacteriana das nanoparticulas de prata e ouro
associado a Spondia mombin L. foi realizada usando o método de micro diluicdo em caldo
nos tempos zero e apds as 24 horas para as cepas Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Klebisiella pneumonie. Para a analise
estatistica os resultados das analises microbioldgicas foram submetidos a andlise de
variancia e as médias comparadas entre si pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de
probabilidade, utilizou-se o pacote agricole implementado em linguagem estatistica R. Os
testes referentes a atividade bactericida foram realizados somente com nanoparticulas de
prata e prata associada com o decocto da Spondia mombin L., pois as nanoparticulas de
ouro associada a Spondia mombin L. ndo apresentaram acdo bacteriana. Por fim quanto a
concentracdo inibitéria minima e concentracdo bactericida minima conclui-se que as
nanoparticulas de prata associada ao decocto da Spondias mombin L. possuem efeitos
significativos sobre as atividades bacterianas sendo que a inibicdo total das bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas ocorreu na concentragdo de 50 mg/mL"*

Palavras-chave: Nanoparticulas Metalicas, Extrato da S. mombin L., Atividade
antimicrobiana, Quimica Verde, Fitoterapico, Rota Alternativa.



ABSTRACT

Research in the area of nanotechnology that involves the preparation of metallic
nanoparticles using alternative methods has been disseminated through the Green
Chemistry approach, and, in view of the various problems that permeate conventional
methods, new mediations that are not harmful to the environment, allow exploring
procedures that employ natural resources such as the use of plant extracts for the synthesis
of metallic nanoparticles. In this context, the present work aimed to prepare gold and
silver nanoparticles, using the decoction of S. mombin L. leaves with a view to veterinary
application due to the antimicrobial potential of these solutions. Gold nanoparticles and
silver nanoparticles were obtained in two ways, the first using the conventional method,
reducing their respective salts. In the second methodology, the preparation followed what
was used in the conventional method, but the only difference was the replacement of
reducing agents with S. mombin L. decoction to reduce salts. The present work sought to
research parameters with the aid of electronic absorption spectroscopy in the UV-Vis
region to understand the formation of nanoparticles using different concentrations of S.
mombin L decoction. Transmission electron microscopy analysis confirmed that gold
nanoparticles and silver, as well as those to which decoction was added, presented
different geometric shapes, such as spherical and triangular, with average particle
diameters varying between 18.007 and 33.875 nm. The antibacterial activity of silver and
gold nanoparticles associated with Spondia mombin L. was carried out using the broth
microdilution method at times zero and after 24 hours for the strains Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus, Escherichia coli and Klebisiella pneumonie. For
statistical analysis, the results of the microbiological analyzes were subjected to analysis
of variance and the means compared with each other using the Tukey test, at a level of
5% probability, using the agricole package implemented in R statistical language.
bactericidal activity were carried out only with silver nanoparticles and silver associated
with Spondia mombin L. decoction, as gold nanoparticles associated with Spondia
mombin L. did not show bacterial action. Finally, regarding the minimum inhibitory
concentration and minimum bactericidal concentration, it is concluded that the silver
nanoparticles associated with Spondias mombin L. decoction have significant effects on
bacterial activities, with total inhibition of Gram-positive and Gram-negative bacteria
occurring in concentration of 50 mg/mL- 1.

Keywords: Metallic Nanoparticles, S. mombin L. Extract, Antimicrobial activity, Green
Chemistry, Phytotherapeutic, Alternative Route.
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1. INTRODUCAO

A nanotecnologia surgiu a partir do conceito de produzir uma tecnologia em escala
nanométrica, sendo benéfica em esferas diferentes, proporcionando melhoria na
qualidade de vida. Esse conceito de nanotecnologia e nanociéncia comegou a ser debatido
a partir do ano de 1959 por Richard P. Feynman, durante esse periodo os estudos
indicavam a chance de construir novos materiais gerando novas ciéncias, através da
manipulacdo dos d&tomos (DE PAULA SILVA, T., et al., 2020).

A aplicabilidade das nanoparticulas no panorama biotecnoldgico e industrial tém
motivado interesses em varias areas dentre as quais destacamos a nanomedicina,
nanoveterinaria, nanofarmacologia, que buscam novas alternativas para desenvolver
medicamentos mais seguros, eficientes, concedendo beneficios substanciais e
clinicamente importantes (MENCK, et al., 2020).

Sendo assim, as nanoparticulas metalicas tém sido muito estudadas, devido as
especificidades fisico-quimicas, tais como: seletividade, reatividade, especificidade e
baixa toxicidade (SHMARAKOV, I. et al.,2017). Desenvolvem-se por métodos
quimicos, sendo que depois da reducao, no caso do metal prata, tende a formar clusters.
Ja o metal ouro se torna estavel, uma vez que sao aplicados por compostos quimicos
diferentes, podendo, dessa forma serem aplicados na medicina veterinaria (BATAIN, F.
et al.,2020).

Muitas substancias redutoras causam toxicidade ambiental e/ou produzem
residuos nocivos ao meio ambiente e para saide humana (SHUKLA et al., 2012). Dentre
as opcgdes para amenizar ou eliminar esses obstaculos para reduzir sais metalicos e manter
a estabilidade de ions, utiliza-se de biomoléculas que podem ser aplicadas nos processos
que envolvam extratos vegetais e muito usadas nas sinteses das nanoparticulas de ouro e
de prata, tornando a técnica simples, eficaz e ecologicamente correta (HUANG; YANG,
2004; YULIZAR et al., 2017).

Uma das plantas com o potencial de agente redutor é a Spondias mombin L.
conhecida popularmente como cajazeira. E empregada na medicina popular e usada no
combate as bactérias resistentes possuindo também acdo cicatrizante em processos
infecciosos (SOARES et al., 2006; DA SILVA et al., 2014; SA JUNIOR et al, 2016),
além da atividade antibacteriana atribuida a presenca de alguns compostos, tais como:
terpenos, alcaloides e compostos fendlicos (Mesquita et al., 2017), podendo ser

empregada como uma alternativa antimicrobiana dentro da medicina veterinaria.

16



As pesquisas realizadas por LEONEZ et al. (2018), usando o decocto extraido da
folha da Spondias mombin L., mostrou grande eficacia mediante as cepas causadoras da
mastite em animais. Nos caprinos, a possibilidade de uma infeccdo se deve pelo fato
desses microrganismos colonizarem a regido do 0stio, penetrando o ducto do teto.

A aplicabilidade dessa solucdo antimicrobiana na caprinocultura é de extrema
importancia, pois proporciona um produto com qualidade, evitando a contaminagéo do
leite da carne e o surgimento de outras patologias que venham prejudicar o rebanho
(SILVA; GUIMARAES; OLIVEIRA, 2012).

Diante disso decidiu-se associar as propriedades da S.mombin L. e das
nanoparticulas do ouro e da prata com aplicacdo no combate a avaliacdo antimicrobiana

em caprinos como antimicrobianos.

2. OBJETIVOS

2.1 Geral:

Preparar e caracterizar nanoparticulas de ouro e prata, utilizando o decocto das folhas de
S. mombin L. com vista a aplicacdo em medicina veterindria pelos potenciais

antimicrobianos dessas solucdes.

2.2 Especificos:

¢+ Sintetizar as AgNPs e AuNPs fazendo a reducdo dos sais e estabilizacdo das solucbes
com citrato de sodio e/ou borohidreto de sédio/citrato de sodio, respectivamente;

¢ Sintetizar AgNPs por meio da reducdo da prata adicionando o decocto da folha da
Spondias mombin L.;

% Avaliar a formagdo e a estabilidade das AgNPs e AuNPs em escala do decocto
extraido da folha da Spondias mombin L.;

+ ldentificar a morfologia das AgNPs e AuNPs do decocto extraido da folha da
Spondias mombin L.;

++ Caracterizar as microestruturas das AgNPs e AuNPs;

+«+ Auvaliar a atividade antimicrobiana das AgNPs e AuNPs, obtidas do decocto extraido

das folhas da Spondias mombin L.
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< Auvaliar a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e a Concentracdo Bactericida
Minima (CBM) das AgNPs associada ao decocto da Spondia mombin L. frente as
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.

3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 Nanotecnologia

Data do ano de 1959 que o fisico norte-americano Richard Feynman em uma
conferéncia anual da Sociedade Americana de Fisica (APS), instituiu o conceito de
nanotecnologia. Em uma palestra denominada “There's plenty of room at the bottom”,
explicou sobre o futuro promissor da nanociéncia e nanotecnologia enfatizando a
manipulacdo e as dimensdes das particulas atbmicas (FEYNMAN, 1959).

Segundo Feynman, a nanotecnologia tem possibilitado gerar novos produtos
usando o conhecimento e a disponibilidade fazendo com que 0 objeto se torne real, tendo
outras opc¢des além dos materiais ja existentes na natureza (CADIOLI e SALLA, 2006).

As teses aderidas por Feynman foram seguidas pelo professor Norio Taniguchi da
Universidade de Ciéncias de Toquio que definiu o termo “nanotecnologia” como sendo
um processo de separacao, consolidacdo e formagdo de matérias por um atomo ou uma
molécula, tendo como foco dar relevancia as maquinas que tivessem niveis de tolerancia
inferiores a um micron (1000 nm) (HULLA et al., 2015).

A era dourada da Nanotecnologia foi assistida nos anos 80, nesse periodo ou mais
precisamente em 1981 ocorreu a construcdo do primeiro microscépio eletrdnico de
tunelamento de manipulacdo atdbmica (Scanning Tunneling Microscope), tendo como
criadores Gerd Binning e Heinrich Rohrer (INPI, 2010), que diante dessa descoberta,
houve uma contribuicédo significativa quanto as novas pesquisa para entender o mundo
nano.

A escala nanométrica, conforme a norma ISO/TS 80004-1: 2015 equivale o
comprimento de onda entre 1 e 100 nandmetros (nm), cerca de um bilionésimo de um
metro (SUBEDI, 2013), conforme figura 1.0 emprego de novos materiais com a escala
em nandmetros contribuiu € muito, com o progresso em inimeras areas (HULLA et al.,
2015; KISHEN,2015).
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Figura 1: Escala nanométrica de comprimento de onda.
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Fonte: Ventola, C. L. (2012)

Esse pequeno tamanho admite a aplicacdo no desenvolvimento de novos
dispositivos ou ferramentas empregadas nos campos da biomedicina e farmécia (SINGH,
P., etal., 2018). Como exemplo alguns nanossistemas aplicados para veicular substancias
ativas através de sistemas bioldgicos, como os lipossomas, dendrimeros, nanoparticulas
poliméricas, nanoparticulas lipidicas, nanoparticulas metalicas, nanotubos de carbono
dentre outros (RAVINDRA B. C,, et al., 2018), conforme a figura 2.

Figura 2: Exemplos de nanosistemas.
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Fonte: (RavindraB. C et al., 2018; Faraji A. H. et al,2009).

1 VENTOLA, C. L. The nanomedicine revolution: part 1: emerging concepts. P & T :A Peer-Reviewed Journal for Formulary
Management, 37(9), 512-525. 2012.

2 Ravindra B. C., Kishor S. S., Machindra J. C. (2018) Emerging use of green synthesis silver nanoparticle: an updated review,
IJPSR, V. 9/10: 4029-4055
Faraji A. H., Wipf P. (2009) Nanoparticles in cellular drug delivery. Bioorganic & Medicinal Chemistry, V17/8, 2950-2962.
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Atualmente a nanotecnologia € uma das areas mais inovadoras da ciéncia e lida
com o desenvolvimento de distintos tipos de nanomateriais, propostos através da
elaboracéo de diferentes sinteses. Inimeras nanoparticulas metalicas tém sido sintetizadas
e usadas em diferentes aplicacdes (TULISNKI, M., et al., 2017), por exemplo NPMs de
ouro e prata (N. NOAH,2019; SRIVASTAVA, S., et al.,2019) alem das nanoparticulas
de zinco, paladio (POURREZA N., et al.,2019) e platina (GUGGILLA, B.R., et al.,2019)
as quais sdo aplicadas em varias &reas como energia, medicina, agricultura e
biotecnologia.

As nanoparticulas possuem vantagens consideraveis devido a sua capacidade de
veicular farmacos, tornando os com melhores caracteristicas, tais como mais soluveis,
possuem uma excelente capacidade de permear membranas, além da melhora na sua
afinidade com os receptores celulares e com isso elevando a biodisponibilidade, tornando
essa acdo com menos efeitos secundarios (MOTA, Rijo, MOLPECERES, & REIS, 2017).

Essas particulas tém aplicacGes nas atividades antibacterianas antivirais, antiflngica,
além da acdo anti-inflamatdria (ANAND K. et al.,2015; CHEN, X.; et al.,2008), e
GORENSEK, M.; et al., 2007).

3.2 Preparacéo das nanoparticulas

A preparacdo das NPMs envolve trés tipos de diferentes metodologias: quimicas,
fisicas e biologicas. O método quimico classificado dentro da categoria dos bottom-up
acontece em meio aquoso, alcodlico, microemulsdes, via separacdo térmica de sais
metalicos e sinteses eletroquimicas (TULISNSKI, M., et al., 2017). Nesse processo as
particulas sdo alcancadas por meio de materiais reagentes ao nivel atémicos
(RUDRAMURTHY et al., 2016).

Os procedimentos quimicos em sua maioria envolvem a utilizacdo de reagentes
quimicos geralmente toxicos e nocivos ao meio ambiente e ao ser humano (SIDDIQI, K.
S.; et al., 2017), entretanto os métodos quimicos usando o processo “bottom-up” sdo
empregados nas reducdes organicos ou inorgénicos e estabilizadores biodegradaveis
(BONNIA et al., 2016; Mota et al., 2017). Apesar de gerar particulas de formas e
tamanhos variados, esse método tém uma vantagem em sintetizar muitas NPs num curto
intervalo de tempo (AHMED, AHMAD, SWAMI & IKRAM, 2016).

J& 0 método fisico pertencente a classe dos “top-down” ocorre quando as

particulas sdo adquiridas por fracionamento do metal utilizando-se das técnicas de
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evaporacdo-condensacao, cristalizacdo amorfa, pirélise e moagem de esferas de alta
energia. A fragmentacdo fisica abrange forcas de atracdo entre as particulas em escala
nanomeétrica (TNVKYV, P, et al., 2011) podendo ser considerado o limite das tecnologias
de custos elevados as quais abrange inumeros tratamentos (ABDELGHANY, T.M. et al.,
2018).

A desvantagem de se utilizar o processo “top-down ” € o fato de que requer 0 uso
de instrumentos altamente sofisticado além do consumo exorbitante de energia fazendo
com que durante o processo ocorra um elevado custo operacional (KHANDEL,
YADAW, SONI, KANWAR, & SHAHI, 2018), entretanto a vantagem e que nesse
processo dificilmente havera contaminagéo por solventes ,assim constituindo particulas
uniformes ao seu tamanho (IRAVANI, KORBEKANDI, MIRMOHAMMADI, &
ZOLFAGHARI, 2014; KORBEKANDI & IRAVANI, 2012; VAN BORTEL,
STRUIJKER-BOUDIER, & SAFAR, 2001).

E importante salientar que os processos bioldgicos também séo classificados como
“bottom-up ”, j& que esses sistemas se ddo pela reducdo de ions metélicos sob acdo de
extratos de plantas, Oleos essenciais, microrganismos, incluindo bactérias, fungos,
leveduras e algas (FERREIRA, D. et al., 2020; ANAND K. et al.,2015; CHEN, X.; et
al.,2008).

Assim, a sintese verde ou biossintese como € denominada, tem se tornado
relevante dentro da nanotecnologia por restringir os impactos ambientais na producao de
nanoparticulas uma vez que limitam a quantidade de reagentes quimicos usados,
cooperando com a geracdo de subprodutos toxicos ou necessidade de equipamentos ou
processos custosos (SRIVASTAVA, S., et al.,2019).

3.3 Resisténcia bacteriana e suas mutacdes

A resisténcia antimicrobiana é um fendmeno natural e intrinseco, podendo ser
adquirido ou transportado em um esforco para fugir das acbes dos agentes
antimicrobianos. As espécies bacterianas tém habilidade em resistir ou de diminuir os
efeitos dos antibidticos por causa de suas caracteristicas funcionais ou estruturais proprias
naturais. (LI, X.-Z.,2016; BLAIR, JMA, et al.,2015).

O crescimento em relacédo a resisténcia as drogas ocorre em um minimo de trés
fases, a saber, aquisicdo, expressao e selecdo de microbios que expressam esses genes de

resisténcia (FANORO OT, et al;2020). Basicamente as bactérias ganham resisténcia a
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uma ou mais drogas por transducdo, transformagdo e conjugacdo, ocorrendo via
transferéncia horizontal de genes (HGT), esses agentes antimicrobianos ameagados por
HGT sao B-lactdmicos, fluoroquinolonas etc. (BLAIR, JMA; et al.,2015; BARLOW,
M.,2009). Outra maneira pela qual as bactérias alcancam um gene de resisténcia é por
meio da mutacdo espontanea de genes existentes (TODAR, K.,2011; SOMMER, MOA.,
et al;2017).

As resisténcias a multiplas drogas (MDR) primeiramente ocorrem quando
bactérias com um gene de resistente as drogas existentes conseguem resisténcia a outras
drogas (BLAIR, JMA; et al.,2015). Também ocorrem na defesa contra a exposi¢do a
antimicrobianos, as bactérias apresentam o gene de resisténcia (JAYARAMAN, R.,2009)
tornando dominante quando se tem um ambiente propicio para o seu crescimento.

A probabilidade de a resisténcia progredir cresce quando os antimicrobianos séo
usados por um extenso periodo (JAYARAMAN, R.,2009; TEIXEIRA, MC; et al.,2018).
Essa progressédo pode estar relacionada com os mecanismos de defesas desenvolvidas
pelas bactérias durante a seu ciclo de vida. Em alguns estudos a resisténcia de bactérias
as nanoparticulas metalicas tem sido justificada devido ao aperfeicoamento de
substancias extracelulares que levam a aglomeracdo e precipitacao das MNPs (LU, J.; et
al.; 2020; SALAS OROZCO, MF; et al.; 2019). Assim, impedindo a entrada dos efeitos
dos nanoantimicrobianos nas celulas bacteriana Gram-positivas e Gram-negativas
causando a perda da atividade antibacteriana (Panelaacek, A.; et al.; 2020).

As barreiras desenvolvidas pelas bactérias sdo baseadas nas diferentes estruturas de
sua parede celular (envelope) nas bactérias Gram-positivas existem somente uma
camada densa de peptidoglicano, enquanto Gram-negativas tem uma fina camada
peptidoglicano com lipopolissacarideos introduzidas na membrana plasmatica, essa
membrana complementar é denominada de periplasma (FANORO OT, et al;2020). Na

figura 3 temos a diferenciagéo da estrutura da parede celular bacteriana.
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Figura 3 : Comparacdo da estrutura da parede celular bacteriana

Gram-negative Gram-positive

Outer Membrane

!
4
!
:
\

«—— Periplasmic Space —>

W PP W W W YW oW e
Plasma Membrane
o BN e e W & WU VW
Protein | ' Teichoic/Teichuronic Acids Lipopolysaccharide Porin Peptidoglycan

Fonte: (Slavin, YN; et al., 2017).

3.4 Novos modelos de nanocarregadores e os efeitos da entrega do extrato vegetal dentro
das células bacterianas.

Os extratos ao entrarem em contato com o agente infeccioso destroem a parede
celular, elevando o grau potencial através da parede celular e interrompendo a ATP
(ELAISSI, A. et.al.; 2012). A capacidade dos extratos vegetais de penetrar e destruir as
paredes celulares dos fungos e as membranas do protoplasma auxilia na desintegracao
das membranas mitocondriais, sendo que na cadeia de locomoc¢do dos elétrons uma
alteracdo no fluxo de elétrons pode ocasionar isso (ROAD, K.;2022).

As bactérias podem ainda ter seus lipidios, proteinas e supermoléculas
desgastadas como resultado da acdo dos extratos dos vegetais. As paredes celulares de
micrdbios, bem como a membrana do material vivo sdo exterminadas pelos elementos
que compdem o extrato vegetal, resultando em um protoplasma (TARIQ, S. et al.; 2019).

Os extratos de ervas apresentam algumas desvantagens que estdo diretamente
associadas ao e atingir as células e 6rgdos de interesse na forma ativa (ARMENDARIZ-
BARRAGAN, B.; et al., 2016; TIRKEY, R.; et al., 2016; YADAYV, K. et al., 2020;
YADAYV, K.; et al., 2020).

Essas dificuldades podem estar relacionadas com a sensibilidade da luz, calor e
oxigénios bioativos que ligeiramente oxidam causando lesbes, fazendo com que haja

perda das suas propriedades ativas (ROAR, K.;2022). Como solucdo criaram-se
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transportadores de entrega de medicamentos tendo como foco solucionar esses problemas
e suas restri¢des, bem como expandir a biodisponibilidade e a eficécia terapéutica (EKOR
M, et al.; 2014).

Muitos desses novos transportadores estdo sendo considerado revolucionario, pois
atualmente em suas formulagdes estd sendo usado vegetais, incluindo também as
nanoparticulas, método de entrega lipossomais, sistema de entrega embasado em
microesfera dentre outros (ROAR, K.;2022).

Os principais ganhos dessas novas formulagdes alternativas sobre as formulagdes
convencionais compreendem solubilidade aprimorada, biodisponibilidade otimizada,
protecdo contra toxicidade, distribuicdo celular melhorada, entrega constante, protecao
contra quebra fisica e quimica, atividade farmacologica aperfeicoada e estabilidade
(RAHMAN, HS.; et al.; 2020).

A inclusdo de medicamentos naturais em formas modernas de dosagem concede
que sejam administrados de forma mais apropriada, eficazes aos novos grupos de entrega
fitoterapicos seja utilizando lipossomas, nanoparticulas sélidas lipidicas (SLNs), podendo
ser poliméricas, carregadores lipidicos nanoestruturados (NLCs), nanoparticulas
metalicas etc., podem ser produzidas e usadas como recurso terapéutico no tratamento de
infecgBes fungicas (ROAR, K.,2022; DEVI, VK.; et al., 2010).

A figura 4 nos mostra alguns exemplos de nanocarregadores empregados atualmente

na entrega de bioativos de ervas e 6leos essenciais usados intervengdes antiflngicas.

Figura 4: Nanocarregadores empregados na entrega de bioativos de extrato de ervas e 6leos essenciais.
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3.5 Mecanismo de acdo das nanoparticulas metélicas de AgNPs e AuNPs associada com

extrato vegetal atuando dentro de um mecanismo celular antimicrobiano

As nanoparticulas de prata (AgNPs) tém induzido grande preferéncia devido suas
propriedades particulares, tais como estabilidade quimica, boa condutividade. Ja as
nanoparticulas de ouro (AuNPs) demonstram boa compatibilidade, alta estabilidade,
facilidade no controle morfoldgico do tamanho das nanoparticulas, com destaque para as
propriedades elétricas e dpticas provenientes do efeito localizado da superficie de
plasmon ressonante (SPR), dessa forma contribuindo no esclarecimento dos diagndsticos
usados atualmente em testes foto térmicos e colorimétricos (SIDDIQI, K. S.; et al., 2017
FERREIRA, D. et al.; 2020).

As nanoparticulas metalicas sintetizadas com extratos vegetais vém sendo
empregada como agentes antibacterianos, sendo uma das novas alternativos na luta contra
as bactérias patogénicas (AZIZI, S.; et al.; 2016; MANJU, S. et al., 2016; O. MACIEL.;
et al., 2016). A figura 5 nos mostra a acdo em um tecido de uma nanoparticula metélica

(AgNPs) atuando contra bactérias.

Figura 5: llustracdo de um tecido contendo AgNPs e sua atuagdo contra bactérias
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Fonte: (GOMES; COSTA; MOHALLEM, 2016).

As bactérias de interesse tanto na area médicas como da veterindria tem como
carateristicas as superficies de suas membranas carregadas negativamente, essa
particularidade favorece a relacdo com as Nanoparticulas Metélicas, que em solucdo
aquosa, apresentam cargas superficiais positivas, por meio das interacdes eletrostaticas
(COSTA, E.Aetal., 2022).
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Esta interacéo proporciona numa ligacao forte entre as nanoparticulas metalicas e
a membrana celular vindo a contribuir com a ruptura de paredes bacterianas e formagéo
de poros ocasionadas pelas AgNPs e AuNPs. (JORTNER; RAO, 2002; HAQQ;
CHATTRE, 2018).

As NPMs apresentam pequenas dimens@es, atravessando naturalmente os canais
ibnicos na membrana celular bacteriana, chegando a superficie citoplasmatica. No
citoplasma as AgNPs e AuNPs, dependendo da atracdo quimica entre as nanoparticulas e
biomoléculas, podem fazer com que aconteca a desnaturacdo das proteinas, causando
prejuizos ao DNA ocasionado pela AgNPs, assim com a producdo de espécies reativas
do oxigénio (ROS) - Superoxido; Radical hidroxila e Peréxido de Hidrogénio. Estes
elementos tém sua produtividade elevada pela influéncia das nanoparticulas metalicas de
prata e ouro (HAAQ; CHATTREE, 2018; TAKAMIYA, 2010).

O ROS pode levar ao estresse oxidativo agindo com as estruturas celulares
(proteinas, membranas, ribossomo e DNA) e afetando o metabolismo bacteriano (sintese
proteica (TAKAMI et al., 2021).

A figura 6 nos mostra a acdo das nanoparticulas metalicas dentro de um mecanismo

celular antimicrobiano.

Figura 6: Acdo das NPMs dentro um mecanismo celular antimicrobiano.
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Fonte: (BASAK, S. et.al,2020).
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As AgNPs apresentam um amplo espectro de atividade antimicrobiana, sendo
justificada pela capacidade de interligar-se com aminoacido, bases nitrogenadas do DNA
e elementos quimicos da membrana e parede bacteriana (COSTA, E.A et al., 2022).

A relacdo com elementos da membrana plasmatica, atinge sua permeabilidade,
resultando no desgaste da membrana e morte celular. As demais contribuem para a
formagao Espécies Reativas do Oxigénio (ROS) e consequentemente o estresse oxidativo
bacteriano (TAKAMIYA, 2010; SPORTELLI et al., 2018).

A figura 7 nos mostra os diferentes tipos de mecanismos de acdo antimicrobiana

de uma AgNPs dentro de uma célula bacteriana.

Figura 7: llustracdo do mecanismo de acéo antimicrobiana de uma AgNPs em uma célula bacteriana.
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Similar com o que acontece com a prata, as particulas de ouro também interagem
com a superficie celular alterando sua permeabilidade. Além do mais, podem interagir
com aminoacidos, ocasionando a desnaturacdo de proteinas e enzimas bacterianas,
bloqueando a funcdo respiratoria e a reducdo de ATP intracelular (SIDIIQI; HUSEN,
2016; PHILIP, 2010).

A figura 8 nos mostra os diferentes tipos de mecanismos de a¢ao antimicrobiana

de uma AuNPs dentro de uma célula bacteriana.
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Figura 8: Ilustragdo do mescanismo de agdo antimicrobiana de uma AuNPs em uma célula bacteriana.
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3.6 Biossintese ou sintese verde

Também conhecida como biossintese, ou sintese verde, a biogénese apresenta
como beneficio o baixo consumo de energia, assim como o ndo uso de aparelhos
laboratoriais sofisticados e a suspencdo dos solventes toxicos o extrato aquoso da planta
age como agente estabilizante e redutor das nanoparticulas metéalicas (GORENSEK, M.;
et al., 2007; SOLGI, M., et al., 2020; DANG et al., 2019).

Na sintese biogénica os extratos biol6gicos sdo combinados com as solucBes de
sais metalicos e o efeito de parametros diferentes, como a concentracdo do sal, pH,
temperatura, tempo e radiagdo. (MITTAL, AK., et al.,2013; DWIVEDI, AD et al.,2013;
2010). Dentre os quais destacamos especialmente a temperatura e ao pH, pois séo
fundamentais na formacdo e nas estabilidades das nanoparticulas (SHENY, D.S., et
al.,2012).

Estudos recentes de sintese de nanoparticulas metalicas mediada por extrato
biolégico comprovam a funcionalizacdo da superficie de nanoparticulas com
biomoléculas melhorando a agdo bactericida. Assim, a atividade antimicrobiana
melhorada das nanoparticulas metalicas sintetizadas em verde deve-se as biomoléculas
ligada a superficie das nanoparticulas metalicas (RAI, A.; et al.,2010;
VEERAPANDIAN, M.; et al.,2011).
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Na figura 9 observamos a representatividade esquematica quanto a sintese de
nanoparticulas metélicas.

. s - . . - . . . 3
Figura 9: Representacéo esquematica para a sintese verde de nanoparticulas metalicas, usando biomoléculas diferentes
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Fonte: FANORO, OT, et.al (2020).

Na sintese verde a base de extratos de plantas € possivel elaborar nanoparticulas
metalicas de prata e ouro pela atuacdo dos metabolitos secundarios existentes nesses
agrupamentos, como flavondides, terpenos, alcaloides, fendlicos, sacarideos, enzimas,
aminoacidos, acucares, proteinas entre outras biomoléculas que sdo viaveis na reducéo de
jons de ouro (Au*) e prata (Ag") em atomos neutro de Ag® e Au°
(NASROLLAHZADEH, M., et al., 2019). Os extratos de vegetais agem tanto como
agentes redutores quanto estabilizantes (AHMAD, S., et al.,2020).

Podemos citar alguns extratos vegetais com acao redutora conforme a tabela 1.

3 Fanoro OT, Oluwafemi OS. Mecanismo antibacteriano bactericida de plantas sintetizadas em prata, ouro e nanoparticulas
bimetalicas. Farmacéutica. 2020 outubro 30;12(11):1044. DOI: 10.3390/pharmaceutics12111044. PMID: 33143388; PMCID:
PMC7693967.
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Tabela 1: Produtos obtidos da acdo redutora dos 6leos em nanoparticulas metalicas

(A) NA
ESPECIE DE PLANTAS NPs TAMANHO FORMA MAXIMA REFERENCIAS
(nm)
Anacardium occidentale Au 36 Hexagonal 545 — 560 SHENY, D.S., et al., 2012
Aquilaria sinensis Ag 15-55 Esférica 408 GA’AL, H., etal., 2017
. Aue Irregular, 426 (Au)
Coleus aromaticus Au/Ag 14,17 e 20 anisotropica 408-526 VILAS, V., etal., 2016
(Au/Ag)
Coleus aromaticus Ag 26e28 Esférica 396 - 411 VILAS, V., etal., 2016
MUNIYAPPAN, N., et al.,
Curcuma pseudomontana Au 20 Esférica 525 2014
SUTTHANONT, N, etal.,
Curcuma zedoaria Ag - Globular 415 2016
Eucalyptus globulus Au 42,2 Esférica 544,2 DZIMITROWICZ, A, et al.,
2019
HOSSEINZADEH, N., et
Ferula persica Au 37,05 Esférica 530 el 203
Myristica fragrans Ag 12 - 26 Esférica 420 VILAS, V., etal., 2014
Nigella sativa Au 15,6 € 28,4 Esférica 540 MANJU, S.. et al.,2020
Nigell i A 1 28,4 Esféri 4
igella sativa u 5,6 e 28, sférica 540 MANJU, S.. et al.,2020
Orange peel Ag 6,6 - 14,80 Esférica 412 VEISI, H., etal. 2019
Pogostemon cablin Ag 16 -87 Esférica 430 GA’AL, H., et al., 2017
R i fficinali A 2 - 4
osmarinus officinalis g 5 50 ARASSU, RR.T., et al. 2019
Rosmarinus officinalis Au 60,7 + 60,6 Esférica 528,9 DZIMITROWICZ, A., et al.,
2019
ALFURAYDI, AA.,
et al.,2019.
Sesamum indicum Ag 6,6 14,8 Esférica 420
0. MACIEL, M.V, et al.,2019
Syzygium aromaticum Ag 31-72 Esférica 430
Thymus vulgaris MELO, AP.Z.,
Ag 40 Esférica 415 - 440 etal.,2019
Zingiber zerumbet ZnO 5,23e45 Hexagonal 430 AZ|Zl, S., et al.,2016

Fonte: (GUIMARAES, et.al 2021).
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Na tabela 1, observa-se uma serie de exemplos de nanoparticulas preparadas, a
partir de extratos de origem vegetal com a¢do redutora de 6leos de principios ativos de
plantas. Também notamos que diferentes plantas permitem produzir NPs de ouro e prata
de tamanhos e formas diferentes, ou seja, € possivel obter-se NPs variando entre 5,23
(nm) e 60,7 (nm) e de formas hexagonal, esférica, globular, irregular e anisotrépica, ainda

com cores das solucdes variadas previsto pelo comprimento de onda na méxima absorcao

).

Na reducdo das nanoparticulas metalicas usando extratos vegetais a sintese verde
é resultante de trés possiveis reagdes de complexagdo sdo elas: A primeira reagdo acontece
entre 0os componentes das macromoléculas do extrato e os ions metalicos (PJ
SARNOSKI, S.0., et.al .2012); na segunda a reacdo ocorre entre 0s grupos hidroxilas de
antomicinas dessas macromoléculas a qual juntam-se com os ions metalicos formando
alguns compostos antes da formacéo das nanoparticulas metélicas através da redugédo (XY
JIN, Z.C., et.al .2018).

Janaterceira, e Gltima, reacao que é a mais lenta, as outras biomoléculas existentes
no extrato, mas que ndo tem a capacidade redutora durante a solugdo, difundem
continuadamente para as interfaces soélido-liquido geradas no nicleo das nanoparticulas
metalicas (AHMAD, A.M., et.al .2013). A figura 10 refere-se a reacdo de complexacéo,
como possivel mecanismo da sintese verde de nanoparticulas metélicas mediado por

extrato vegetal.

Figura 10: Representagao de complexagéo do provavel mecanismo da sintese verde de nanoparticulas metalicas mediado por extratos vegetais.
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Fonte: GUIMARAES, M.L.; et.al (2021).
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Segundo (KIM T.H., et.al .2012) a dimensédo das NPs € um fator muito importante
no manuseio dos agentes antibacterianos e consequentemente estabelece o nivel de
toxidade no produto, pois constatou-se que as AgNPs de 10 nm tem maior potencial de

ocasionar mortes celulares do que as particulas de AgNPs de 50 e 100 nm.

Em estudos anteriores, as NPs de prata apresentaram um elevado potencial quanto
a acdo antimicrobiana, além de baixa toxidade em células de mamiferos (RAI, M., et.al,
2009; DENG, X., et.al, 2015; FRANCI,G.,et.al, 2015); e outros mostrando propriedades
que dificultam o processo inflamatorio, acelerando o processo de cicatrizacdo de
nanoparticulas de ouro (TIAN, J.,et.al,2007). Diante disso, propomos neste estudo,
associar as possiveis propriedades cicatrizantes e antiflamatéria da S. mombin L. com as

propriedades citadas das nanoparticulas de ouro e da prata.

3.6.1 Spondia mombin L.

Linnaeus foi o primeiro a caracterizar o género de plantas Spondias no ano de 1753,
dentre os quais se enquadra as Spondias mombin L. também conhecida popularmente por
cajazeira (CARVALHO, P. C. L, et al.,2008).

Pertencente a familia Anacardiaceae, as Spondias mombin L. sdo compostas de 60
a 75 géneros e aproximadamente 600 espécies, sendo que 20 estdo distribuidas
mundialmente, estando sete delas localizadas em regifes neotropicais, dos quais dentre
elas quatro possuem relevancia econémica e por suas propriedades farmacéuticas, a saber:
S. dulcis, S. purpurea. S. tuberosa, S. Monbin L.(SILVA, G. A., et .al,2014).

Oriunda de regiGes da América Central as espécies S. mombin L., S. purpurea, S.
tuberosa, S.venulosa se presume ter ocorrido um cruzamento entre as espécies S. mombin
e S.tuberosa tendo maior ocorréncia no Brasil, mais especificamente nas regides norte e
nordeste (SILVA, J. N. et. al,2015).

A espeécie S. mombin L. € uma arvore frutifera que pode chegar a medir até 25 metros
de altura, suas folhas impares possuem 11 divisGes que variam entre 9 a 11 centimetros,
as extremidades dos ramos apresentam flores pequenas na cor branca (OSUNTOKUN,
O.T. et. al, 2017). Floresce comecando no fim de agosto junto com o surgimento da nova
folnagem e finaliza em dezembro. A partir de suas sementes se regenera
espontaneamente, assim de suas raizes e estacas. A figura 11 mostra a imagem da arvore

de S. mombin L.
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Figura 11: Arvore da S. mombin L.

Os frutos sdo compostos de drupa elipsoide e endocarpo stbero-lenhoso, medindo
de 3 a 4 centimetros de comprimento com formato oval, oblongo, epicarpo fino e liso,
possuem cor amarelo-alaranjado, além de serem ricos em vitamina A, carotenoides, sendo
o principal deles a p-criptoxantina eluteina (LOURENCO, M. A. M. et. al. 2018). Nos
estudos fitoquimicos, as folhas demostraram a presenca de taninos, saponinas, resinas,
esterois e triterpenos, flavondides e alcaloides (ABO, K. A. et. al. 1999; ASUQUO, O.R.
et. al. 2013; CARABALLO, A. et.al,2004). A figura 12 exibe os frutos da S. mombin L.

Figura 12: Frutos da S. mombin L.

Fonte: ver nota de rodapé

4 https://www.google.com/search?g=spondia+mobim+L+ARVORE&tbm=isch&ved=2ahUKEwi2k-
fzzMj1AhUWG7kGHQ69BD0Q2cCegQIABAA&0g=spondia+mobim+L+ARVORE&gs lcp=CgNpbWCcQA1CtB1jRE
WDgE2gAcAB4AIABKQOIAa8TkgEHMIO0LjMuMZgBAKABAaoBC2d3cyl3aXotaWlnwAEB&sclient=img&ei=hav
tYfa8LrC250UPjvgS0AM&bih=625&biw=1366&r1z=1C1GCEA enBR949BR950#imgrc=GXYPhk4EINt5LM

*>IDEM
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https://www.google.com/search?q=spondia+mobim+L+ARVORE&tbm=isch&ved=2ahUKEwi2k-fzzMj1AhUwG7kGHQ69BDoQ2cCegQIABAA&oq=spondia+mobim+L+ARVORE&gs_lcp=CgNpbWcQA1CtB1jREWDgE2gAcAB4AIABkQOIAa8TkgEHMi00LjMuMZgBAKABAaoBC2d3cy13aXotaW1nwAEB&sclient=img&ei=havtYfa8LrC25OUPjvqS0AM&bih=625&biw=1366&rlz=1C1GCEA_enBR949BR950#imgrc=GXYPhk4EINt5LM
https://www.google.com/search?q=spondia+mobim+L+ARVORE&tbm=isch&ved=2ahUKEwi2k-fzzMj1AhUwG7kGHQ69BDoQ2cCegQIABAA&oq=spondia+mobim+L+ARVORE&gs_lcp=CgNpbWcQA1CtB1jREWDgE2gAcAB4AIABkQOIAa8TkgEHMi00LjMuMZgBAKABAaoBC2d3cy13aXotaW1nwAEB&sclient=img&ei=havtYfa8LrC25OUPjvqS0AM&bih=625&biw=1366&rlz=1C1GCEA_enBR949BR950#imgrc=GXYPhk4EINt5LM
https://www.google.com/search?q=spondia+mobim+L+ARVORE&tbm=isch&ved=2ahUKEwi2k-fzzMj1AhUwG7kGHQ69BDoQ2cCegQIABAA&oq=spondia+mobim+L+ARVORE&gs_lcp=CgNpbWcQA1CtB1jREWDgE2gAcAB4AIABkQOIAa8TkgEHMi00LjMuMZgBAKABAaoBC2d3cy13aXotaW1nwAEB&sclient=img&ei=havtYfa8LrC25OUPjvqS0AM&bih=625&biw=1366&rlz=1C1GCEA_enBR949BR950#imgrc=GXYPhk4EINt5LM
https://www.google.com/search?q=spondia+mobim+L+ARVORE&tbm=isch&ved=2ahUKEwi2k-fzzMj1AhUwG7kGHQ69BDoQ2cCegQIABAA&oq=spondia+mobim+L+ARVORE&gs_lcp=CgNpbWcQA1CtB1jREWDgE2gAcAB4AIABkQOIAa8TkgEHMi00LjMuMZgBAKABAaoBC2d3cy13aXotaW1nwAEB&sclient=img&ei=havtYfa8LrC25OUPjvqS0AM&bih=625&biw=1366&rlz=1C1GCEA_enBR949BR950#imgrc=GXYPhk4EINt5LM

As folhas e as cascas da Spondias mombin L. sdo usadas na medicina casual para
tratar infecces, especificamente aquelas com diarréias e disenterias. Nos estudos in vitro
as substancias aquosas e etnoldgicas extraidas das folhas de cajazeira (S. mombin L.),
impediram o desenvolvimento bacteriano, consistindo no primeiro relato de comprovacao
de uso popular desta espécie com acdo antibacteriana (AJAO, A.O.et. al,1995). A figura
13 mostra as folhas e casca da Spondias mombin L.

Figura 13: Folha e casca da S. mombin L.

Fonte: ver nota de rodapé

As substancias extraidas das folhas e dos ramos da Spondias mombin L.,
apresentam muito taninos elagicos com caracteristicas medicinais aos microorganismos
gram-negativos e gram-positivos (SACRAMENTO, C. K. et.al, 2000). Nas analises
qualitativas das folhas, avaliando o extrato etandlico mostraram-se trés compostos
fendlicos: &cidos eléagico, &cido clorogénico e a isoquercetrina e do acido clorogénico
foram isolados acidos clorogénicos e &cido cafeico (CORTHOUT, J. et.al, 1992). A
figura 14 mostra os constituintes quimicos encontrados nas folhas da Spondias mombin
L.

- IDEM
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Figura 14: Constituintes quimicos encontrados nas folhas de Spondias mombin L.
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Fonte: CORTHOUT et.al (1992).

A acdo antimicrobiana se deve devido ao aparecimento do derivado do &cido
anarcéadio, separado das folhas da S.mombin L. tendo a capacidade de inibir a B-lactamase,
atividade concedida também ao acido clavulanico um dos antibacterianos mais populares
no mercado (COATES, N. J. et al. 1994; CORTHOUT et.al 1992).

Emboraa S. mombin L seja utilizada no tratamento de feridas, um estudo particular
utilizou 0 modelo de edema em pata de animal, e observou - se que ndo houve diferenca
estatistica entre o grupo tratado com o extrato etanolico oriundo da casca e do caule da S.

mombin L. quando comparado com o grupo controle (ABAD, M.J. et al. 1996).

3.7 Caprinocultura leiteira

O Censo Agropecuario do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE)
no ano de 2021 o Brasil somou aproximadamente 11.923,630 milhdes de caprinos uma
reducdo de 9,8 % quando comparado em 2020 (IBGE, 2022). Desses cerca de 11,353
milhdes estdo em regibes nordestinas, onde estdo concentrados 95,0% do efetivo do

rebanho nacional, conforme mostrado na figura 15.
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Figura 15: Efetivos percentuais de caprinos em relagéo ao rebanho nacional do pais.
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Fonte: IBGE, (2022).

Essa quantidade se deve principalmente a alta capacidade de adaptacdo desses
ruminantes as circunstancias climaticas do semiarido (bioma da Caatinga) e seus varios
tipos de manejos, além de apresentar uma atividade leiteira pequena, contribuem na
subsisténcia do semiarido.

Essas demonstracbes no Nordeste explicam a importancia em investir em
melhorias na exploracdo e no segmento econdmico (CARNEIRO et al. ,2016).

Mesmo com a diminuicdo do rebanho do pais a producédo leiteira se manteve
estavel em relacdo ao ano de 2020 com um a producéo estimada em 35,3 bilhdes de litro
(IBGE, 2022). A exemplo disso destaca-se 0 que aconteceu na maior bacia leiteira de
caprino do pais, localizadas nas regibes do Cariri Paraibano, Sertdo e Agreste
Pernambucanos que antes da crise da Covid-19 produziam uma captacdo de 2.500
litros/dia com os acumulos e sem captacdo ocorreu uma reducdo no valor do leite de cabra
chegando o leite a ser vendido a R$1,00/litro (LUCENA, C. C. et al., 2020).

Para se ter um bom sistema de producao eficaz é necessario adotar modelos com
tecnologias avangadas, menos custo, emprego de animais adaptados e abrindo espacos no
mercado (CARNEIRO et al., 2016). O leite de cabra é essencial como alimento para
pessoas que possuem algum tipo de alergia ao leite da vaca (ALMEIDA et al., 2013) e
para alcancar a qualidade é necessaria a adogdo de medidas higiénicas em Programa de
Boas Préticas de Ordenha.

Dentre essas praticas de ordenha destacamos o adequado funcionamento do
equipamento de ordenha, boas praticas de ordenha (uso pré-dipping e o pés-dipping),
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tratamento imediato de casos de mastite clinica, assim como de animais com mastite
subclinica na secagem (uso de antimicrobianos), segregacdo e descarte de animais com
mastite cronica e na linha de ordenha, suprir a alimentagdo dos animais apds a
ordenhagem (para que o esfincter do teto seja fechado) (VESCO et al., 2017).

A higiene do teto ndo é apenas para diminuir os riscos de mastite e outras
infecgBes, mas também contribui na qualidade do leite, tornando um alimento de alto
valor (VIEIRA et al., 2018). Assim o pré-dipping e o pds-dipping sdo uma das estratégias
eficientes no controle da mastite contagiosa e ambiental (ALVES et al., 2017).Todavia,
0 uso de antissépticos é primeiro ato a ser feito para diminuicdo da populagédo
antimicrobiana tendo como finalidade de impedir a disseminagcdo de patdgenos
contagiosos causadores de mastite (GONCALVES; TOMAZI; SANTOS, 2017), sendo
fundamental a realizacdo de exames clinicos, macroscopica, celular e microbiologica do
leite de forma continua (SOUZA et al., 2019). E dessa forma, um antisséptico a base de
nanoparticulas podera ser Gtil na inibicdo de microrganismos, preservando 0s
constituintes desse produto lacteo.

Quando se trata de motivos de risco associados a mastite tem-se o sistema de
criagdo, a ndo divisdo do rebanho doente do sadio, limpeza das instalacdes e
equipamentos da ordenha, além do erro no pré e p6s-dipping, nimero de lactacéo, o tipo
de ordenha (ACOSTA et al., 2016),e mais particularmente a pele do Ubere, as médos dos
responsaveis pela ordenha e nos resultados antissépticos (SARTORI; SANTOS;
MARIN,2012).

O wuso indiscriminado de antissépticos no pre-dipping e no pdés-dipping
aparentemente pode ser seguro, entretanto pode provocar lesdes do epitélio mamario,
inducdo da resisténcia bacteriana e aparecimento de residuos no leite (MORAO et al.,
2015), o que resulta num namero restrito de antissépticos a serem aplicados na lavagem

de tetos.

Logo, os estudos de novos farmacos e substancias que estéo voltados para os 6leos
essenciais e extratos de plantas dentre os quais destacamos o extrato de Spondias
mombin L. com acgéo antimicrobiana (FANIN et al., 2020), principalmente associado a
nonoparticulas, onde deve-se estudar os aspectos fisicos, quimicos, acdo antimicrobiana

e sua citotoxicidade.
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3.7.1 Mastite

A palavra mastite ¢ oriunda dos termos gregos mastos, que significa “peito”, e itis,
“inflamagdo de” (QUINN et al., 2015; SA et al., 2018). E uma sindrome plurietioldgica
e multifatorial, que gera perdas na industria leiteira com consumo em programas de
controle e profilaxia e reducdo da quantidade e qualidade de leite produzido, além de

poder, no caso de uma infeccéo sistémica, causar a morte do animal.

E o efeito da entrada de microrganismos no teto animal, de sua habilidade de
colonizagdo, grau de viruléncia da cepa e da sabedoria de resposta do hospedeiro
(ACOSTA et al. 2016). Além disso, Souza et al. (2019) cita uma estimativa de déficits
na producdo de leite de cabras portadoras de mastite subclinica variando entre 55 kg e
132 kg de leite/ano, com reducdes de 3 g de gordura/Kg de leite por animal. A figura 16

mostra uma caprino fémea com mastite.

Figura 16: Cabra (Capra aegagrus hircus) apresentando sinais de mastite.

Fonte: NOGUEIRA, D.M;et.al (2018).

A classificagdo da mastite pode ser de forma contagiosa ou ambiental, dependendo
dos microrganismos responsaveis pela infeccdo. O contigio da mastite contagiosa €
geralmente causado por Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae e
Staphylococcus coagulase-negativa (SCNs).

Na mastite ambiental os microrganismos responsaveis sdo patdgenos oportunistas,

habitualmente bactérias achadas em fezes e 4gua contaminadas, tais como: Escherichia
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coli e Pseudomonas spp. (PEREZ et al., 2020), acontecendo principalmente no pds-parto
e em épocas chuvosas (DREVES, 2017). Supbe-se que em 51,2 % de rebanhos de
caprinos ja tenham apresentado sinais clinicos dessa doenca (SILVA et al., 2015).

Os microrganismos aplicam como estratégias a inativacdo enzimética do
antimicrobiano, modificacdo do alvo do antibidtico, bombas de refluxos de
antimicrobiano, deformacao na permeabilidade da membrana e construcéo de biofilmes,
esses mecanismos de resisténcia podem ser provenientes de uma caracteristica intrinseca
de algumas espécies de bactérias, obtidas dos resultados e das muta¢Ges ou contraidas
pela aquisicdo de material genético exégeno (COSTA; SILVA JUNIOR, 2017).

O predominio da mastite clinica é de 0,15%, ao passo que na subclinica as
variagOes geram em torno de 11,49% a 30,70% em estudos na regido Nordeste (ACOSTA
et al.,2016). Os motivos da mastite subclinica em caprinos é a presenca dos agentes
patogénicos Staphylococcus sp. e Streptococcus sp. constantemente encontrados em
infeccbes intramamarias, com Staphylococcus como agente principal etioldgico
(BARROS et al., 2018; SANTOS JUNIOR et al., 2019).

Com isso, as técnicas de pré e pds-dipping com solucBes antissépticas aplicadas
de forma correta podem diminuir casos de mastites subclinicas em até 85% (SILVA et
al., 2015). E uma das questdes a serem respondidas e a possibilidade do uso de
nanoparticulas associadas a plantas, potencializando a prevencdo da mastite. A profilaxia
tem como embasamento a utilizacdo de antimicrobianos e antissépticos, contudo, 0 mau
uso desses farmacos pode agilizar o sistema natural de resisténcia microbiana,

comprometendo a prevencao e o controle (VIEIRA et al., 2018).

Mediante a essa perspectiva, os dispositivos principais de acdo dos
antimicrobianos envolvem inibic¢do da sintese da parede celular das proteinas e de acidos
nucleicos, também atuam na desorganizacdo da membrana celular e interferindo no
metabolismo celular (COSTA; SILVA JUNIOR, 2017). Nanoparticulas associadas a

guimica verde poderdo amenizar os indices de mastite.

3.7.2 Microrganismos responsaveis pela mastite
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As varias condi¢des climaticas do pais, os métodos de producéo e a densidade animal por
area de exploracdo fazem com que surja uma diversidade de agentes etioldgicos
causadores de mastite, sendo divididos em contagiosos e ambientais.

Os principais representantes desse sdo grupo sdo Staphylococcus aureus e
Streptococcus agalactiae sua transmissdo se dé de animal para animal e de teto para teto
no decorrer da ordenhagem, multiplicando-se sobre ou dentro da glandula mamaria
(ACOSTA et al. 2016; SA et al., 2018). S. aureus é dominante nos casos de mastite
contagiosa, ocasionando a mastite subclinica que depende do nivel de infeccdo, viruléncia
da cepa e da resisténcia do animal hospedeiro, ocasionando o crescimento na contagem
de células sométicas (CCS) (FREITAS et al.,2018).

As bactérias causadoras da mastite sdo constituidas pelos seguintes tipos:
coliformes, Streptococcus ambientais e enterococos, sendo que dentro do grupo de
coliforme estdo as Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae (VESCO et al., 2017) e
Pseudomonas aeruginosa (SANTOS JUNIOR et al., 2019). A principal justificativa para
ocorrer a mastite € a pouca imunidade do hospedeiro, assim como as péssimas condi¢des
sanitarias desfavoraveis (ACOSTA et al.;2016).

3.7.2.1 Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas spp. tem como caracteristicas: bacilos gram-negativos, aerdbios,
oxidase positiva e catalase negativas (SA et al., 2018), possui a capacidade de sobreviver
em ambientes variados (PANG et al., 2019). Possui conjunto de mecanismos de
resisténcia a antimicrobianos a sua disposicdo, compreende-se a resisténcia intrinseca e
adaptativa (tabela 2) (HORCAJADA et al.,, 2019), exemplo é a P. aeruginosa em
biofilme, que é capaz de ativar o Katb (gene indutor de catalase), capaz de anular peréxido
de hidrogénio (ORSI, 2017), o qual possibilita versatilidade metabdlica e alta
adaptabilidade as alterac6es ambientais (PANG et al., 2019).

Os genes propiciam a superexpressdo de bombas de refluxo, onde foram
apresentados com resisténcia a0 composto de amonio quaternario (QAC’s) (tabela 2)

(MUNOZ, 2019), antisséptico que pode ser usado no pés-dipping.

Além do mais, essa bactéria possui 0 gene LasB que é habilitada em eliminar

componentes teciduais do hospedeiro como as células produtoras e secretoras do leite, e
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ainda, envolve-se nos mecanismos de protecdo do organismo animal dificultando o
processo de tratamento (SILVA,2016).

No Ubere dos animais acometidos aparecem sinais similares as mastites causadas
por coliformes com decréscimo na producdo. Podendo-se ser observado sinas de
hiperemia, edema e sensibilidade a palpagdo. O mais interessante em relagdo a esse
microrganismo €& seu comportamento psicotropico, podendo contaminar o leite e
ocasionar Doencas Transmitidas por Alimentos (DTA’s) (FIGUEIREDO, 2018).

A mastite por Pseudomonas spp. esta associada essencialmente com a agua
contaminada utilizada na lavagem dos tetos, dos insufladores (teteiras), da canalizacdo do
equipamento de ordenha, do contetdo reutilizavel de pré ou pds-dipping, ou mesmo em
canulas infectada durante a terapia intramamarias. O controle passa em preservar a
qualidade da &gua e efetivar os procedimentos de ordenha em boas condi¢fes sanitéria
(SA et al., 2018).

3.7.2.2 Escherichia coli

E. coli € um bacilo gram-negativo normalmente identificado no trato
gastrointestinal humano e de animais. Sdo amplamente encontrados no ambiente natural,
em animais de producdo, residuos agricolas, dgua ndo tratada, aquicultura e no solo
(ZHANG et al., 2020).

Sua classificacdo se baseia em um conjunto particular de genes, essenciais para o
desenvolvimento de determinada doenca, sendo essa classificada por pato6tipos diferentes
segundo 0s genes associados a patogenicidade. A E. coli dispde de fatores como
resisténcia as -lactamases de espectro estendido (ESBLS), 0s quais permitem inativacéo
enzimatica dos antimicrobianos, além de genes de resisténcia (tabela 2) (COSTA; SILVA
JUNIOR, 2017).

Alguns fatores de viruléncia (toxinas, auto transportadoras tipo 11, efetores 1l e a
fimbria) foram estudados, entretanto ainda ndo conseguem esclarecem o grupo de
viruléncia associado as cepas e causadoras de mastite, acredita-se que esses genes estejam
associados a fendtipos que ajudam na instalagéo da E. coli no tecido mamario, entre eles,
a resisténcia a fagocitose e a habilidade de estimular resposta pré- inflamatoria por células
epiteliais mamarias (KEMPF et al., 2016).
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Devido a isso, se pode deduzir que cepas causadoras de mastite ndo exibem fatores
de viruléncia especificos, podendo estar ligado a pressao seletiva de viruléncia exclusiva
ou fatores de aptiddo (OLSON, 2018; ZHANG, et al., 2020). Ademais, E. coli também é
capaz de produzir biofilmes, conseguindo resistir a acdo de antimicrobianos como o
hipoclorito de sédio (RECH et al.,2016).

A mastite causada por esse patdgeno é aguda, sua recuperacdo € lenta reduzindo
os indices produtivos do rebanho (KEMPF et al., 2016). Diante disso, existem vacinas
para mastite contendo cepa J5 de E. coli inativada, no qual o meio de acdo que envolve
0s neutrofilos e seu recrutamento rapido na glandula mamaéria e leite, possibilitando a

melhora no processo patogénico da doenga (HERRY et al.,2017).

A entrada da glandula maméria é o canal do teto em que ha o contato com o
ambiente contaminado. As bactérias entram pelo canal do teto e se multiplicam no interior
da glandula mamaria e ndo se alojam nas superficies epiteliais. A infeccdo ocasionada por
esta bactéria compreende na melhoria dos métodos de higiene no ambiente onde ocorre a
ordenha, diminui¢do da umidade, melhorar a ventilacdo no local disponivel para os
animais, abastecimento de minerais elevando a imunidade dos animais e execucao de

programas de vacinacdo (SA et al., 2018).

Tabela 2: Genes de viruléncia e genes que conferem resisténcia a antissépticos.

GENES ACAO REFERENCIAS

Staphylococcus aureus

Facilita a aderéncia e
icaABCD colonizacdo do epitélio da ORSI, 2017 elaborado

glandula maméria

Atividade superantigénica-induz
mar, seb, sec ,sed, veja forte atividade mitogénica PEREZ et al.,2020
celular, liberagéo de citocinas adaptado

pro-inflamatorias.

tst Atividade superantigénica-induz
a secre¢do de altos niveis de

citocinas
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hja,hlb

Invaséo bacteriana e escape da
resposta imune do hospedeiro

lukMF

Reducéo da defesa do hospedeiro

Streptococcus sp.

Pilus Island 1 ROSINI;
3 3 MARGARITI, 2015
(P1-1), P1-22, PI-2b. Adeséo e Invasdo
adaptado.
CARVALHO-
Cfb, hylFB, bac, bca Danos aos tecidos, Evasdo CASTRO et. al, 2017
imunologica. adaptado

Ativador de plasminogénio

PauA e PauB alternativo (burlar sistema ORSiI, 2017 elabora
imune)
Pseudomonas
aeruginosa
SurgE(c),emE,ydgF,mdfA  Superexpressdo de bombas de MUNOZ, 2019
refluxo adaptado
Modificacdo de HORCAJADA, et

PmrA,phoQ,colR

lipopolissacarideos

al.,2019 adaptado

Danifica os componentes

teciduais do hospedeiro e SILVA, 2016
LasB interfere nos medicamentos de adaptado
defesa
Envolvida no exterminio dos
Apr componentes do sistema de SILVA, 2016
defesa do hospedeiro adaptado
Escherichia coli
AcrR Codificador do sistema de %(L)J?\I-II-QRSIZIE)\{?
refluxo AcrB-Tolc adaptado.
Codifica hemolisina
HIyA (mecanismo de adesao) KLAUS, et al., 2020

adaptado
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Produz lipoproteina da
membrana externa bacteriana MACIEL, 2019
iss (confere a resisténcia imune ao adaptado

hospedeiro)

Fonte: (COSTA,; SILVA JUNIOR, 2017).

3.8 Antissépticos

A higienizacdo é um fator essencial, onde se comeca a prevencdo das
enfermidades (RIBAS; SANTOS; BOTELHO, 2020). Antigamente a administragdo
profilatica de antimicrobianos utilizados em diversos setores contribuiu com o surgimento

de microrganismos resistentes, isso dificultou seu uso.

Mediante a essa situagdo a alternativa viavel é o uso de antissépticos (MEDEIROS
et al.,2018). O termo antisseptico € usado para substancias biocidas em contato com
tecidos vivos. Podendo ser classificado como bacteriostaticos e bactericidas, quando
impede o crescimento microbiano sem causar sua morte e quando causa a destruicao,
respectivamente (AVANCINI; BOTH, 2017).

Muitos antissépticos sdo utilizados para assepsia em varios tecidos vivos (tabela
3), tais como &lcool 70% (BARBOSA et al., 2018), hipoclorito de sédio (NaOCI),
clorexidina (RIBEIRO; CAMARGO, 2019), acido latico (DREVES,2017) e compostos
de aménio quaternario (MUNOZ,2019). Os antissépticos que melhor atendem as
condicdes de utilizacdo em tecidos vivos e estdo entre 0s mais conhecidos séo o iodo, a
clorexidina e o alcool (URQUIZA et al.,2016).

Para aprovacao de substancias como antissépticos as exigéncias envolvem um
produto com vasto espectro de agir mesmo no comparecimento da matéria organica,
pouco tempo de inativacdo dos microrganismos, habilidade de proteger a integridade do
material, tolerando as oscilagdes de temperatura e pH, dispondo de acdo residual, odor
agradavel ou inodoro, acessivel de aquisicdo, preparo e pequeno custo
(URQUIZAetal.,2016).

As qualidades de antissépticos empregados na pecuéria leiteira incluem: eficiéncia

contra os principais patogenos existentes nas glandulas mamarias, simples aplicacéo,
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mantendo ou promovendo 6timas condicdes de higiene (SARTORI; SANTOS; MARIN,
2012; VIEIRA etal., 2018) com um produto de um produto de (COUTINHO et al., 2012).

3.8.1 Antissépticos convencionais

A imersdo do teto em solutos sanitizantes antes (pré-dipping) e apos (pds-dipping)
a ordenha é fundamental na prevencdo de doencas. Mediante a essas precaucdes €
importante 0 uso de antissépticos, sendo a mais comum higienizacdo dos tetos dos
animais sdo eles: iodo, clorexidina, acido sulfonico, lauricidina, cloro e compostos de
amonio quaternario (SILVA et al., 2015; MORAO et al., 2015; VIEIRA et al., 2018).

Sua diluicdo tem como sustento a diluicdo em emolientes com objetivo de
diminuir as irritacdes da pele sendo seus demais compostos é glicerina, lanolina,

propilenoglicol, sorbitol, dleos vegetais, minerais e colageno (SILVA et al., 2015).

A comprovacédo de um antisséptico € aplicada quando sua eficacia atinge 70% de
morte microbiana comparando com o controle positivo (MORAO et al., 2015). A efic4cia
pode estar relacionada com as seguintes veiaveis: superficie previamente limpa, carga
organica presente, tipo e grau de contaminacdo microbiana, qualidade dos
microrganismos, concentracdo, periodo de amostra, presenca de biofilmes, temperatura e
pH (CAMPOS; VALENTE; AVANCINI,2016; AVANCINI; BOTH, 2017).

Os sanitizantes aplicados no pds-dipping o tempo para execucdo deve serde 1a 2
horas, tempo necessario para o esfincter do teto se fechar (SILVA et al., 2015; SA et al.,
2018). Devido a esses quesitos umas quantidades delimitadas de antissépticos quimicos
podem ser utilizadas nos tetos, e a resisténcia e sensibilidade antimicrobiana prejudicam
ainda mais programas de prevencéo e controle de mastite em rebanhos leiteiros, o que
estimula a busca continua por novos farmacos, especialmente fitoterapico (ALVES et al.,
2017).

3.8.1.1 Alcool

Usado como antisséptico suas concentracdes variam de 60 a 80%, possui uma
acao bactericida rapida atuando em 15 segundos, podendo um emoliente se inserido,
como a glicerina a 2% (tabela 3).
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No entanto a capacidade de volatizacdo € uma das barreiras de uso, assim como
ser inflamavel, diminuicdo na presenca da matéria organica e desidratacdo do tecido,
especificamente quando néo ha relagdo com uma base emoliente (TRAJANO et al. 2020).
Um antisséptico alternativo associado a nanoparticulas poderia ser uma alternativa ao

alcool, melhorando os beneficios aos animais e as pessoas.

Na assepsia séo utilizados dois tipos de alcool: etanol e isopropanol, entre os dois
o0 isopropanol é mais efetivo, valor acessivel, pouca volatilidade e simples fabricacédo
(DANTAS, 2018). Entretanto, devido a vulnerabilidade de ambos, seu uso é apropriado
para limpeza de mé&os, coto umbilical e antissepsia da pele para pungédo venosa ou arterial
(TRAJANO et al. 2020), nao sendo usual no pré-dipping e pés-dipping em animais

leiteiros.
3.8.1.2 lodos (12)

E um antisséptico eficaz e de extenso espectro de efeito sobre bactérias, fungos e
virus que pode ser empregado de forma isolada ou como constituinte de compostos
organicos e inorganicos. Pode estar exposto como tintura (solucdo hidroalcéolica) ou
iodoforo (combinacdo do iodo com molécula organica), um exemplo é o

polivinilpirrolidona iodada (PVP-I) (tabela 3).

E empregada principalmente na antissepsia de pele e na limpeza de feridas,
contudo cada grupo de patdgenos exige concentracdes variadas, sendo que acima de 1%
ndo € indicado em peles inflamadas, uma vez que gera irritacdo (TORTORA; FUNKE;
CASE 2017; COUTINHO et al., 2012). Assim, existem falhas no uso do iodo e um

antisséptico alternativo verde e seguro poderia ser mais bem empregado na pecuéria.

As solucdes a base de iodo contém pouca reatividade com proteinas e nenhuma
dependéncia do pH para agir, € uma alternativa para ser usada como desinfetante e
antisséptico (DREVES, 2017). A acéo efetivada € entre 1-2 minutos e o resultado em 2-
4 horas (TRAJANO et al., 2019). No p6s-dipping, o iodo puro deve ser utilizado em
concentragdes baixas (0,5 %) para que nao deixe residuos no leite (COUTINHO et al.,
2012).

3.8.1.3(Clp)

Igual o iodo, também pertence a familia dos halogénios podendo ser usados

isoladamente na forma gasosa ou ligado com outras substancias quimicas. A acédo
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antimicrobiana é ocasionada pelo acido hipocloroso (HOCI), sendo um forte agente
oxidante, com ac&o no sistema enzimatico celular (tabela 3), € usado no pré-dipping e no
pos-dipping por ser um germicida com vasto espectro de acao.

Nesse sentido, o hipoclorito de sédio (NaOCI) caracteriza-se como sendo um dos
compostos quimicos de maior empregabilidade em decorréncia de sua rapida acao,
aplicabilidade e sua dissolvéncia em &gua, contudo principios ativos que contém cloro
tém baixa estabilidade de uso e pequeno efeito residual (MORAO et al., 2015;
TORTORA; FUNKE; CASE, 2017), nao sendo recomendado durante a época de chuva,
uma vez que a quantidade de matéria organica aumenta nesse periodo (ARCANJO et al.,
2017).

3.8.1.4 Clorexidina

Também conhecida com o nome de digluconato de clorexidina, possuem distintas
concentracdes e que variam de acordo com sua utilizacdo (tabela 3). Sendo que agéo
atinge especialmente as membranas celulares das bactérias, efetivando contra as gram-
positivas e a maioria das gram-negativas com excecdo da maioria das Pseudomonas.
Utilizada no tratamento de infecc¢Bes das superficies dos tetos das cabras, sendo seu efeito
antimicrobiano cumulativo e continuo, tendo duracdo de no minimo 6 horas e com um
efeito residual de 24 horas na superficie. (COUTINHO et al.,2012; TORTORA; FUNKE;
CASE,2017).

Considerada uma molécula simétrica composta de quatro anéis clorofenilicos, e
dois grupos biguanidas ligados por uma ponte de hexametileno, tendo uma base forte
dicatidnica com pH superior a 3,5 (RIBAS; SANTOS; BOTELHO, 2020). O extenso
espectro de acdo, a habilidade de ndo ser inativada por matéria organica de grandezas
pequenas (PEIXOTO, 2017), ndo apresentar modificacOes teratogénicas e possuir baixa
atividade toxica ao sistema (RIBAS; SANTOS; BOTELHO, 2020) a torna um
antisséptico apropriado para programas de controle de mastites caprinas (SILVA et al.,
2015).

3.8.1.5 Composto quaternario de amonio (quats).
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S&o detergentes cationicos provindos de mudancas do ion aménio de valéncia
quatro (NH4"), sua acdo esta conectada a parte positivamente carregada da molécula por
provaveis mudangas nas membranas plasmaticas, alterando a permeabilidade celular,
sendo bactericidas fortes contra bactérias gram-positivas e menos ativos contra bactérias
gram-negativas (TORTORA; FUNKE; CASE 2017).

No entanto, estudos praticados com compostos de amonio quaternarios
comprovaram resisténcia das bactérias Staphylococcus spp. (MORAO et al., 2015).
Exemplos de compostos de amdnios quaternarios aplicados como antissépticos sdo o
cloreto de benzalconio (BAC) e cloreto de cetilpiridinio (CPC) (MUNOZ, 2019).
Todavia, 0 uso de antissépticos no pos-dipping visa desativar agentes microbianos

encontrados nos variados ambientes envolvendo a pecuaria leiteira.

Com isso, os antissépticos mais eficientes usados no pés-dipping sdo clorexidina
e iodo para S. aureus, para Staphylococcus coagulase positiva; o iodo, &cido latico,
clorexidina e cloro e para Staphylococcus coagulase negativa clorexidina e cloro
(RAMALHO et al., 2012; ARCANJO et al., 2017). Entretanto, o iodo e a clorexidina séo
incapazes de inibir biofilmes consolidados de Staphylococcus spp. PEIXOTO et al.,
2015).

Tabela 3: Principais antissépticos convencionais usados em animais.

ANTISSEPTICOS MECANISMO DE ULTILIZAC}AO REFERENCIA
ACAO

ALCOOL

Alcool em gel Desnaturacdo das proteinas Antissepsia PIMENTEL et al;
2020

Rompimento da membrana  Antissepsia em

Alcool 70 % bacteriana pequenos animais  TRAJANO et al;
2020

IODOFOROS

lodo Penetragdo na parede celular Pés-dipping PEIXOTO 2017:

DREVES 2017
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Antissepsia pré-

Polivinilpirrolidona Extravasamento do contetido cirGrgica em
iodada (PV-1) celular animais MEDEIROS et
al.;2018
Tintura de iodo Oxidacéo dos grupos S-H Antissepsia do
al0% aminoéacidos (Interfere na coto umbilical REIS; LEITE;
funcéo das proteinas) dos cordeiros GOMES,2018
PRODUTOS CLORADOS
Desnaturacéo
Cloroa2,5% das proteinas da Pds- dipping PEIXOTO, 2017
membrana
celular
Hipoclorito de sodio a 1% Alteracéo no
transporte de Pos- dipping MACIEL, 2018
nutrientes
Dioxido de cloro de sodio (CIO2) Promove perdas  Antisséptico oral
a0,1% de componentes  de cées e gatos GOMES, 2019

celulares

ACIDOS ORGANICOS

Age na membrana

Acido latico celular bacteriana

Pés- dipping

DREVES, 2017

CLOREXIDINA

Dissociacao da
Digluconato de clorexidina 0,12% membrana
plasmatica
bacteriana
(parede do

conteudo celular)

Antisséptico oral

de caes e gatos

GOMES, 2019

Digluconato de clorexidina 0,5% Coagulacdo de
constituintes

Intracelulares

Antissepsia pré-

cirurgica animal

MEDEIROS et al.,
2018; TRAJANO et

al., 2020
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COMPOSTO DE AMONIO
(QACS)

Membrana celular

Cloreto de benzalcénio (BAC) interage Pos-dipping
eletrostaticamente

SILVA et al., 2019

com a membrana

plasmética
Cloreto de Membrana celular ~ Antisséptico pré-
cetilpiridinio (CPC) interage operatorio, MUNOZ, 2019

eletrostaticamente composigéo de

com a membrana produtos de

lasmatica ..
P higiene

Fonte: (BARBOSA et al., 2018; RIBEIRO, CAMARGO, 2019; DREVES, 2017; MUNOZ, 2019; URQUIZA et al.,2016).

3.8.2 Antissepticos alternativos como fitoterapicos

O emprego de plantas para tratamento de enfermidades € uma pratica antiga que
favoreceu para estudos com prospecc¢do biotecnoldgica (HORVAT; MIYASAKA, 2019).
As eficiéncias terapéuticas das plantas advém dos principios ativos que podem ser: acidos
organicos, alcaloides, compostos fendlicos, taninos, cumarinas, flavonoides,
antraquinonas, 6leos essenciais e saponinas, podendo estar ou ndo presente em extratos,

fracdes proteicas ou biomoléculas isoladas (BEZERRA, et al., 2018).

Os compostos fitoterapicos sdo produzidos pelos vegetais com potencial
antimicrobiano, sdo metabdlitos secundarios, divididos em trés classes principais: 0s
terpenoides, alcaloides e os compostos fendlicos (tabela 4) (MESQUITA; PINTO;
MOREIRA, 2017).

Alguns exemplos fitoterapicos usados em pesquisas sdo o 0leo essencial de Lippia
origanoides (MORAO et al., 2018), o extrato etandlico de folha da Hymenaea martiana
(VIEIRA et al., 2018), decoctos de Spondias purpdrea L., Azadirachta indica
(MEDEIROS, 2013), decocto de Spondias mombin L. (LEONEZ et al., 2018), extrato
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pirolenhoso de Mimosa tenuiflora (SOARES et al., 2021) e extrato alcoolico de Syzygium
aromaticum e/ou Caryophyllus aromaticus L. (HORVAT; MIYASAKA, 2019).

Os terpendides sdo um grupo extenso de moléculas orgénicas formadas por
unidades de isopropeno e seus derivados, séo produzidos pelas plantas com o intuito de
evitar injurias promovidas por agentes externos, nesse sentido, apresentam atividade

antimicrobiana.

Apesar de serem encontrados majoritariamente nos 6leos essenciais de plantas,
podem também ser produzidos por animais e microrganismos como € o caso de bactérias
e fungos (FELIPE; BICAS, 2017; MESQUITA; PINTO; MOREIRA, 2017).

Os terpenos e terpendides surgem do isopreno, a partir da rota biossintética do
acido mevaldnico (NOGUEIRA, 2019). Na quimica os terpenos tém como caracteristica
os hidrocarbonetos insaturados, contudo, se na sua estrutura molecular incluir um
oxigénio sera denominado de terpenoide, mostrando diferentes fungbes quimicas como
acidos, alcoois, aldeidos, cetonas, éteres, fendis ou epoxidos terpénicos (FELIPE; BICAS,
2017).

O timol e o cavacrol sdo alguns exemplos de compostos que tém atividade
microbiana fundamentada, sendo que sua acdo deriva principalmente de mutagdes na

membrana microbiana ou em seus constituintes (tabela 4).

Eles estdo presentes em extratos e 6leos essenciais de inumeras plantas. Exemplos
disso é o terpendide carvona encontrados em extratos etanolico, metandlicos de folhas de
Ixona coccinea L. (QUEIROZ; BIERRA; MACHADO, 2018).

Os alcaloides sdo compostos organicos ciclicos com pelo menos um atomo de
nitrogénio no seu anel, conhecidos por serem substancias presente no sistema nervoso,
como venenos ou alucindgenos, dentre 0s mais conhecidos estdo a morfina e a cocaina
(MESQUITA; PINTO; MOREIRA, 2017). S&o sintetizados a partir de um ou poucos
aminoacidos comuns, todavia sua constituicdo € mudavel, uma vez que dependem dos

agrupamentos proximos (SOUZA, 2014).

Apesar dos poucos estudos na literatura sobre alcaloides operantes como
antimicrobianos quando confrontado com o0s demais grupos, esse grupo tem
representantes (tabela 4) com potencial de aplicagdo em associacdo com outros

componentes gerando microparticulas, € o caso da berberina (BARBIZAN, 2019).
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Os compostos fenolicos possuem um grupo hidroxila ligados a um anel aromatico.
Sendo subdivididos em antocianinas, flavonas e flavonois. Além de outros fenois
relevantes como os taninos e as ligninas (MESQUITA; PINTO; MOREIRA, 2017). Esses
compostos fendlicos apresentam propriedades biologicas e farmacologicas (BORGES et
al., 2017).

As cumarinas e o guaiacol sdo alguns exemplos, que dispde de propriedades
antimicrobianas comprovadas (tabela 4). Seus efeitos constituem-se na inibicdo do
quérum sensing e a modificacdo da membrana citoplasmatica do microrganismo,
respectivamente (VIERA 2015; URQUHART et al.,2018).

Além disso, diversos compostos podem atuar em sinergismo potencializando o
efeito antimicrobiano. Isso acontece quando os compostos sdo retirados das diversas
partes da planta e de diferentes formas, o que pode inclusive ampliar a concentracdo dos

componentes dos componentes quimicos nas frac6es atingidas (MAJOLO et al., 2020).

Tabela 4: Grupo de classes como potencial antimicrobiano em compostos vegetais

COMPOSTO MECANISMO ATIVIDADE
QUiMICO DE AQAO ANTIMICROBIANA REFERENCIA
TERPENOIDES
Perda da
Limoneiro integridade da Staphylococcus GALLEGOS-
membrana aureus FLORES et., al
plasmatica 2019
microbiana
Acumulo do
composto na Escherichia coli QUEIROZ;
Carvona membrana do Enterecoccus BIERRA:;
microrganismo faecium MACHADO, 2018.

ocasionando perda
de energias pelas
células
Causa alteracdes
ou danos a
composicao de
Carvacrol acidos graxos na
membrana externa E. coli Salmonella
de bactérias spp
Aumenta a S. aureus
permeabilidade
causando perdas
de ATP,
vazamento de ions
e lise celular

GALLEGOS
FLORES et al.,
2019
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Mentol

AclUmulo do
composto na
membrana do E.coli; E.faecium
microrganismo
ocasionando perda
de energias pelas
células.

QUEIROZ;
BIERRA

MACHADO, 2018

Eugenol

Influéncia na
sintese, E. coli
inativagéo ou S. aureus
agregacéo
de proteinas

NOGUEIRA, 2019

Timol

Promove
desintegracao
da membrana
externa de
bactérias; Aeromonas
Aumenta a Hydrophila
permeabilidade e a
despolarizacéo da
membrana
citoplasmatica

MAJOLO et al.,
2020

Trans-
cinamaldeido

Causa
extravasamento E. coli
de contetido S. aureus
citoplasmatico

NOGUEIRA, 2019

Citronelal

E. coli
Né&o esclarecido P. aeruginosa

ESTEVES;
ECKER,
2020

ALCALOIDE

Berberina

Atividade
inibitéria de
enzimas; Staphylococcus spp.
Dificulta a Streptococcus spp.
aderéncia as
células
hospedeiras

BARBIZAN, 2019

Piperina

Nao esclarecido Candida albicans
Streptococcus mutans

ALBUQUERQUE,

2020
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COMPOSTO

FENOLICO
Oxidacéo de
elementos S. aureus
fundamentais da E. coli ARAUJO et al.,
parede celular, Crostridium 2015;
principalmente perfringens SPRENGER et al.,
Flavondides os peptideoglicanos; Psedomonas 2017; VERRUCK;
Inibicdo de enzimas; aeruginosa. PRUDENCIO;
Inibicdo de acidos SILVEIRA, 2018
nucleicos.
Alteracédo da
membrana
citoplasmatica do E. coli
microrganismo, S. aureus
perturbando a Streptococcus mitis VIERA, 2015
forca motriz de S. mutans
Guaiacol prétons, fluxo de Streptococcus
elétrons, sanguis
transporte ativo e
coagulacdo do
conteudo das
celulas
Inibigéo da
sinalizacdo
quorum sensing;
Impede o processo DIAS, 2015;
de replicacédo do P. aeruginosa URQUHART et
Cumarinas DNA na célula al.,
bacteriana 2018
Inibicdo de
enzimas
extracelulares; C. albicans
Competicéo por Saccharomyces AMANCIO et al.,
Taninos ions metélicos cerevisiae 2015; ARAUJO et

essenciais ao

Micrococcus luteus

al.,2015;

metabolismo P. aeruginosa SPRENGER et
microbiano. E. coli al., 2017
Desestabilizacdo S. aureus

da membrana
citoplasmatica

Fonte: (MESQUITA, PINTO; MOREIRA, 2017).

Os terpendides sdo uma reunido de moléculas organicas extensas formadas por

unidades de isopropeno e seus derivados, sdo preparadas pelas plantas com o intuito de
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evitar danos promovidas por agentes externos, nesse sentido demonstram atividade

antimicrobiana.

Apesar de serem encontrados principalmente nos 6leos essenciais de plantas,
podem também ser desenvolvidos por animais e microrganismos como é o caso de
bactérias e fungos (FELIPE; BICAS, 2017; MESQUITA; PINTO; MOREIRA, 2017).

Os terpenos e terpendides resultam do isopreno, a partir da rota biossintética do
acido mevalonico (NOGUEIRA, 2019). Quimicamente, os terpenos sdo definidos como
hidrocarbonetos insaturados, contudo, se na sua estrutura molecular do mesmo incluir um
oxigénio sera denominado de terpenoide, indicando diferentes funcGes quimicas como
acidos, alcoois, aldeidos, cetonas, éteres, fenois ou epoxidos terpénicos (FELIPE; BICAS,
2017).

Alguns grupos como do timol e cavacrol apresentam atividade microbiana
confirmada e sua acao deriva principalmente das modificacdes na membrana microbiana
ou em seus constituintes (tabela 4). Eles estdo presentes em extratos e 6leos essenciais de
varias plantas. Por exemplo é o caso do terpenoide carvona presente em extratos
etanolico, metandlicos de folhas de Ixona coccinea L. (QUEIROZ; BEZERRA;
MACHADO, 2018).

Os alcaloides sdo compostos organicos ciclicos com pelo menos um atomo de
nitrogénio no seu anel, conhecidos por serem substancias presente no sistema nervoso,
como venenos ou alucinégenos, dentre os quais destacamos a morfina e a cocaina
(MESQUITA; PINTO; MOREIRA, 2017). Essencialmente s&o sintetizados a partir de
um ou poucos aminoacidos comuns, contudo sua formacdo € variavel, uma vez que

necessita de outros agrupamentos adjacentes (SOUZA, 2014).

Mesmo com o0s poucos estudos na literatura sobre alcaloides atuantes como
antimicrobianos quando relacionado com o0s demais grupos, esse grupo tem
representantes (tabela 4) com potencial de aplicagdo associando com outros componentes

formando microparticulas, € o caso da berberina (BARBIZAN, 2019).

Os compostos fendlicos contém um grupo hidroxila conectados a um anel
aromatico e sdo subdivididos em antocianinas, flavonas e flavonois. Aléem de outros
fenois importantes como os taninos e as ligninas (MESQUITA; PINTO; MOREIRA,

2017). Esses compostos fenodlicos dispdem propriedades bioldgicas e farmacologicas
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(BORGES et al., 2017). Como exemplos temos as cumarinas e o0 guaiacol, que possuem

propriedades antimicrobianas confirmadas (tabela 4).

Seus efeitos compreendem a inibicdo do quérum sensing e a modificacdo da
membrana citoplasmatica do microrganismo, respectivamente (VIERA, 2015;
URQUHART et al., 2018). Além disso, diferentes compostos podem agir em sinergismo,
otimizando o efeito antimicrobiano. Isso acontece quando 0s compostos sdo extraidos das
diversas partes da planta e de formas diferentes, o que pode inclusive elevar a

concentracdo dos componentes quimicos nas fracGes obtidas (MAJOLO et al., 2020).

3.9 Nanoparticulas de Prata (AgNPs)

Nanoparticulas de prata sdo de interesse consideravel devido a sua atividade
antimicrobiana de amplo espectro e, principalmente, sua baixa toxicidade em relacdo as
células de mamifero (RAI, M., YADAV, A., GADE, A., 2009; DENG et al., 2015;
FRANCI et al. 2015). A eficiéncia antimicrobiana das AgNPs esta principalmente
relacionada a sua grande area superficial, o que proporciona uma melhor interacdo com
agentes patogénicos (RAI, M., YADAV, A., GADE, A., 2009;).

Além disso, as AgNPs funcionaram como um reservatorio de ions Ag*, que mostra
atividade antimicrobiana contra mais de 650 tipos de agentes patogénicos, incluindo
bactérias, virus, fungos e varias cepas resistentes a antibioticos (DENG et al., 2015;
IBRAHIM, H. M .M., 2015; KANG et al., 2016).

Ao explorar a atividade antimicrobiana de ions de prata, as AgNPs encontraram
ampla aplicagdo como nanomateriais utilizados em produtos destinados ao tratamento de
feridas agudas e cronicas. Isto possibilitou o surgimento de uma estratégia promissora

para combater a resisténcia bacteriana (RIGO et al., 2013).

Estudos recentes demonstraram que além da atividade antimicrobiana, AgNPs
tambem podem inibir a reagéo inflamatoria e, portanto, acelerar a cicatrizagdo de feridas
(TIAN et al.,2007). Sabe-se que a infeccdo da ferida bacteriana e a resposta inflamatoria
prolongada contribuem negativamente no processo de cicatrizagdo de feridas, levando

mais tempo para curar do que o esperado (RAHIM et al. 2017).

Curativos baseados em AgNP encontram-se em desenvolvimento e alguns estéo

comercialmente disponiveis, como Aquacel®Ag, Acticoat®Flex, Tegaderm™Ag,
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Silvercel™, entre outros. No entanto, o design de um curativo de feridas com base em

AgNP ideal continua sendo um desafio até agora.

PressupGem-se, assim, que ha um ndmero limitado de curativos baseados em
AgNP que séo capazes de abordar todos os aspectos do curativo ideal, ou seja, manter um
ambiente de ferida Umida, prevenindo infec¢fes bacterianas, formndo um contato
conformal com a pele e ser biocompativeis e ndo — toxicos (MAYE et al., 2003; CAO et
al., 2017).

3.10 Nanoparticulas de Ouro (AuNPs)

O ouro tem uma longa histoéria de uso medicinal, sendo utilizado pelos chineses
desde 2.500 A.C (BHATTACHARYA, R., MUKHERJEE, P.; 2008). Solugdes
vermelhas de ouro coloidal sdo utilizadas até hoje na india como rejuvenescedores e
revitalizantes. Também ja foi usado na medicina para tratamento de tuberculose e em

aplica¢des clinicas no tratamento de doencas reumaticas (JAIN, P.K. et al., 2017).

Com o desenvolvimento da nanotecnologia, a utilizacdo do ouro na medicina,
principalmente em estudos envolvendo diagnésticos e terapias contra o cancer, na entrega
de farmacos tém crescido rapidamente nos Gltimos anos (JUZENAS et al., 2008). O ouro
apresenta as vantagens da biocompatibilidade, sintese relativamente simples, controle do
tamanho das nanoparticulas, facilidade de modificacdo quimica de sua superficie, e a
facilidade de caracterizacdo devido a presenca de uma banda de superficie de plasmon

ressonante (SPR).

AUNPs apresentam propriedades quimicas e fisicas impares para transporte e
liberacdo de farmacos. Também apresenta algumas vantagens, sendo a primeira que o
nucleo do ouro é essencialmente inerte e ndo toxico. A segunda vantagem é sua facilidade
quanto a sua sintese. Nanoparticulas monodispersas podem ser formadas com tamanhos
variando entre 1 nm a 150 nm (GHOSH et al., 2008).

Apesar de AuNPs serem atraentes como carreadores de farmacos, ndo podemos
negligenciar seu efeito oligodindmico, comprovado por estudos de atividade
antimicrobiana. Num estudo conduzido por NAIK et al. 2011, em folhas de poliuretano

foram incorporados azul de metileno (MB), azul de toluidina (TBO) e nanoparticulas de
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ouro de 2 nm por um processo de encapsulamento de reducéo de volume usando uma

mistura de &gua com acetona.

Estes polimeros impregnados de corantes mostraram boa atividade
antimicrobiana, sendo capazes de matar suspensfes de Staphylococcus aureus sob
iluminacdo branca com uma fonte de luz (2000 lux) usada em ambiente hospitalar. A
atividade antimicrobiana foi significativamente maior para os polimeros contendo

AUNPs, comparando-se com os controles quando expostos a 24 horas de iluminacéo.

A preparacdo de nanoparticulas de ouro e prata monodispersas e altamente
cristalinas usando extrato de fungo sem células (Candida albicans) mostraram a atividade
antimicrobiana contra Staphylococcus aureus e Escherichia coli. Os resultados sugerem
que essas nanoparticulas podem ser usadas como inibidores de crescimento eficazes
contra o teste microrganismos. Maior atividade bactericida foi observada para
nanoparticulas de prata (AHMADA et al., 2013).

O mecanismo da agdo antimicrobiana de AuNPs vem sendo investigado e um
estudo sugere que estas exercem suas atividades antibacterianas principalmente de duas
maneiras: uma € colapsando o potencial da membrana, inibindo as atividades da
adenosina trifosfatase, também conhecida como ATPas, e para diminuir o nivel de ATP;

outro é inibindo a subunidade do ribossomo da ligacdo ao RNA.

Interessante que a acdo das AUNPs ndo inclui o mecanismo relacionado a espécies
reativas de oxigénio (EROs), causa de morte celular induzida pela maioria dos
antibidticos e nanomateriais bactericidas. Dai o interesse em usar AUNPSs como agentes
antibacterianos direcionados ao metabolismo energético e a transcricdo de bactérias sem
desencadear a reacdo de espécies reativas de oxigénio, que podem ser a0 mesmo tempo

prejudicial para o hospedeiro ao matar bactérias (CUI et al., 2012).

4. METODOLOGIA

4.1 Preparacédo do decocto da Spondias mombin L.

Primeiramente as folhas foram lavadas em agua corrente, secas em ar ambiente e
apos trituradas, usando-se de um liquidificador doméstico. Apos a trituracdo,200 g das
folhas macerada foram pesados em uma balanca. E em um becker com 1000 mL de 4gua
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destilada, as folhas foram acondicionadas para posterior obtencdo da solucdo na
concentracéo de 1:10 e o preparo foi finalizado com a fervura das folhas durante 15 min
e finalmente, a solugdo foi filtrada em um  filtro de papel e funil estéreis para
armazenamento em frasco ambar estéril por um periodo de 21 dias em ambiente

refrigerado, para ser utilizado posteriormente (DANTAS,2018).

A figura 17 mostra a sequéncia da preparacdo do decocto da Spondias mombin L.

sendo a mesma realizada na seguinte ordem:

a) lavagem das folhas;

b) folhas sendo preparadas para a triturag&o;

c) vegetal triturado;

d) pesagem pds trituracao;

e) imersdo das folhas trituradas na agua para fervura;
f) processo de fervura;

g) filtragem do decocto;

h) armazenamento do material.

Fonte: (Préprio Autor, 2023)

4.1.2 Liofilizagdo do decocto da Spondia mombin L.
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O motivo que nos levaram a realizar o processo de liofilizacdo foram que se
comparada ao processo de secagem convencional, a liofilizacdo se destaca por preservar
as propriedades estruturais do alimento, sendo capaz de remover a umidade em baixas
temperaturas, elevando a estabilidade do produto durante o periodo de estocagem e

diminuindo o risco das reacGes de degradacdo (MARTINS, 2017).

As amostras foram posicionadas em dois becker cada um com 50 mL do decocto
liquido em seguida foram submetidas ao procedimento de congelamento lento em freezer
por 96 h e temperatura de -18 °C. Ap0s o congelamento o decocto foi transportado para
o liofilizador de bancada marca AISI 304/Enterprise e submetida a uma temperatura de -
50°C e um vacuo 10 pHg durante 32 horas conforme mostra a figura 18. Apos o fim da

secagem as amostras foram acondicionadas em tubos falcon para posterior uso.

Figura 18: Liofilizagdo do decocto da Spondias mombin L.

Fonte: (Proprio Autor,2023)

4.2 Sintese de AgNPs e de AuNPs

As nanoparticulas de prata (AgNPs) e de ouro (AuNPs) foram preparadas
empregando-se dois métodos distintos. O primeiro via rota convencional, conforme
descrito por (CUMBERLAND, S et al., 2009) com pequenas modifica¢fes. O segundo,
pelo método via rota limpa usando Spondia mombin L.
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4.3 Sintese via método convencional

As nanoparticulas (NPs) metalicas de Ag e Au foram preparadas pela reducdo dos
respectivos sais em solucdo. O tamanho e morfologia das nanoparticulas foram ajustados
pelo controle rigoroso de varidveis tais como: temperatura, concentracdo dos sais dos
metais e dos agentes redutores. Toda a vidraria foi previamente limpa com agua régia
(3:1HCI:HNO:s).

As AuNPs foram preparadas de acordo com o método de Turkevich com pequenas
modificagdes, via reducdo do acido clorodurico com citrato de sodio, conforme figura 19
(DOHNERT, M.B, et al., 2012). Uma massa de 2g de citrato de sddio foi dissolvida em
25 mL de agua destilada ultrapura em seguida em 100 mL de &gua foram diluidos 35 pL
de &cido clorodurico do mesmo solvente. Em um baldo de fundo chato de bocas no
formato esférico, a solucio de acido cloroadrico (HAuCIla) foi aquecida a 90° C por 30
minutos e manteve-se sob agitacdo em um agitador magnético, onde se adicionou 5 mL
da solucdo de citrato de sodio em seguida desligou-se 0 aquecimento, prevalecendo
apenas a agitacéo.

Instantaneamente verificou-se uma mudanca na coloracdo da solucéo passando do
amarelo que é a cor especifica da solucdo do acido clorodurico para vermelha, essa
mudanca de cor é uma das caracteristicas das possiveis formacbes das AuNPs. Em
seguida o sistema permaneceu em refluxo por mais uns 20 minutos e posteriormente
foram analisadas em um espectrofotbmetro UV-Vis para confirmar a formacdo das
AuNPs sendo que o controle do tamanho das nanoparticulas foi realizado ajustando-se a
concentracdo do agente estabilizador.

A figura 19 nos mostra a sequéncia da sintese das AUNPs a qual deu-se na seguinte
ordem:

a) primeiro adicionou-se o acido cloroadrico;

b) em seguida acrescentou-se o citrato de sédio;

c) observou-se a possivel formacao de AuNPs.
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Figura 19: Sequéncia sintese das AuNPs

Fonte: (Préprio Autor, 2023).

As AgNPs foram preparadas de maneira analoga, conforme descrito previamente
(PAULA, M.M. et al., 2012). Em uma balanca analitica foram pesados 12g de citrato de
sodio (NasCsHs0O7), 0,017 g de nitrato de prata (AgNO3) e 0,23 g de borohidreto de sddio
(NaBH4) em seguida em um baldo volumétrico, protegido com papel aluminio, e 100 mL
de &gua ultrapura, foram diluidos o nitrato de prata com o citrato de sédio afim de obter
uma solucéo de concentracdo 1 mM de AgNO3 e 0,5 M de citrato de sodio.

Em seguida o meio reacional foi resfriado em banho de gelo por 20 minuto e em
seguida adicionou-se 30uL de solugdo de borohidreto de sodio 0,25M, recém-preparada
e resfriada em banho de gelo previamente. Na sequéncia, observou-se uma mudanca de
cor na sintese que lentamente tornou-se amarela, ap6s a adicdo do borohidreto de sédio.

Assim a solucdo foi mantida sob agitacdo por 20 minutos e posteriormente
analisou-se num espectrofotdmetro UV-Vis para confirmar a formacédo das AgNPs sendo
que o controle do tamanho das nanoparticulas foi realizado ajustando-se a concentracao
do agente redutor. Esta solucdo de AgNPs foi usada como solucéo controle em estudos
de atividade antimicrobiana e, cujos resultados foram comparados a solugdes de AgNPs
preparadas utilizando-se o decocto de Spondias mombin L.

A figura 20 nos mostra a sequéncia da sintese das AgNPs a qual deu-se na seguinte

ordem:

a) solucéo do citrato de sddio mais nitrato de prata diluido em dgua em agitacdo
magnética;
b) sintese de citrato de sodio no resfriamento;

c) possivel formagdo de AgNPs apds a adig¢do do borohidreto de sodio.
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Figura 20: Sequenciamento da sintese de prata usando 0 método convencional.

Fonte: (Préprio Autor, 2023).

4.4 Sintese rota limpa

Neste caso, um decocto das folhas de Spondias mombin L. foi preparado conforme

procedimento descrito no item 4.2 e empregado como agente redutor em substituicdo ao
Borohidreto de sodio (NaBH4). A uma solucdo de AgNO3 e citrato de s6dio nas mesmas

concentragdes usadas na sintese via rota convencional, foi adicionado decocto liofilizado
até ocorrer a reducdo dos ions Ag+, onde a formacdo de AgNPs foi monitorada por

espectroscopia de UV-vis.

Antes de cada adicdo de decocto, um espectro de UV-vis para registro e
monitoramento do surgimento de uma banda caracteristica de formacdo de AgNPs.
Importante ressaltar que os procedimentos foram executados mantendo-se as solucdes
contendo ions prata protegidas da luz sempre que possivel. Papel aluminio foi usado para
recobrir as vidrarias contendo solugdes. Esse mesmo procedimento foi empregado na
preparacdo de AuNPs, porém adequando-se as concentra¢es dos precursores.

As AuNPs foram preparadas de modo andlogo ao método de Turkevich et al.
(1951), a partir de reducdo quimica do &cido clorodurico (HAuCls) com algumas
modificagdes, sendo 100 mL de solucdo aquosa preparada para a diluicdo de 35uL de
acido cloroaurico (HAuUCIs) em seguida foi transferida para um baldo de duas bocas e
aquecida a 90° C sob agitacido magnética. Em seguida adicionou-se aproximadamente
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0,12 g de decocto liofilizado da Spondia mombin L. até que ocorresse a reducdo dos ions
At ea formacéo de AuNPs.

A formacdo das nanoparticulas foi monitorada via espectroscopia de UV-vis, ja
gue AuNPs apresentam banda de SPR caracteristicas. A figura 21 nos mostra a sequéncia
da adicdo do decocto nas sinteses das AgNPs e AuNPs a qual deu-se na seguinte ordem:

a) pesagem do decocto liofilizado;

b) decocto diluido em agua;

c) decocto adicionado nas sinteses de nanoparticulas metalicas.

Figura 21: Sequenciamento da adicéo do decocto nas sinteses AgNPs e AUNPs.

Fonte: (Préprio Autor, 2022).

4.5 Amostras das Cepas bacterianas

Durante o processo foi usado uma cepa bacteriana, sendo essas trés amostras
padrdo (Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Escherichia coli) e uma
clinica (Klebisiella pneumonie Lamiv). Coletou-se a cepa clinica no ano de 2022, de
pacientes oriundos do Hospital Veterinario da UFERSA e estava depositada no banco de

microrganismos do Laboratorio de Microbiologia Veterinaria-LAMIV.

A bactéria clinica foi identificada seguindo os métodos de identificacdo bacteriana
aplicados rotineiramente, enquanto as amostras padrao usadas foram cepas de referéncia
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American Type Culture Collection (ATCC), Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853,
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 25922.

4.6 Caracterizacdo das AuUNPs e AgNPs

4.6.1 Espectrofotometria de absorcao no ultravioleta Visivel (UV-Vis)

A formacdo das AuNPs e AgNPs foram monitoradas por espectroscopia de
absorcdo eletronica nas regides nas regibes de 200-800 nm. Foi usado um
espectrofotdbmetro UV-vis (Global Trade Technology), e como porta amostras, cubetas de

quartzo de caminho dptico de 1 cm.

4.6.2 Microscopia eletronica de transmissdao — TEM

As anélises morfoldgicas das nanoparticulas foram realizadas empregando a
técnica de microscopia eletrdnica de transmissdo, ja que esta permite avaliar a geometria

e tamanho de particulas com maior preciséo.

As solucdes de nanoparticulas de Au ou Ag foram depositadas em um suporte
de niquel/carbono e mantidas a temperatura ambiente protegidas de contaminantes e da
luz para secar. A microscopia eletrénica de transmissdo usado na analise da amostra sendo
do modelo JEOL e marca JEM-1400 Flash.

4.7 Atividades antimicrobianas das AgNPs e AuNPs

A atividade antibacteriana das nanoparticulas de prata e ouro associado a Spondia
mombin foi realizada usando o método de micro diluicdo em caldo. A avaliagdo foi
realizada com as cepas Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Staphylococcus aureus
(ATCC 25923), Escherichia coli (ATCC 25922) e Klebisiella pneumonie (clinica Lamiv-
Ufersa) na concentragdo de 0,5 x 108 ufc/m na escala de Macfarland.

Foram semeados 5 microlitros de cada cepa em meio BHI (Brain Heart Infusion)
em pocos de microplacas, e adicionados 95 microlitros de meio BHI e 100 pL de cada
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tratamento utilizando as concentracdes 50%, 25%, 12,5%, 6,25%, 3,125%, 1,36%,
0,78%, 0,39%, 0,19% e 0,097%.

As placas foram incubadas por 24 horas a 37°C em estufa bacteriol6gica. Em um
espectrofotdmetro usando comprimento de onda de 620 nm foram realizadas duas leituras
no tempo de 0 horas e 24 horas sendo utilizados clorexidina a 0,2% como controle

positivo e dgua destilada como controle negativo.

Em seguida, as microplacas com as cepas bacterianas foram incubadas em estufa
bacterioldgica a 37 °C por 24 horas. Passado esse tempo, foi realizada a leitura visual
para determinar a Concentracdo Inibitoria Minima (CIM), considerando-se 0S micropocos

que se apresentassem completamente translucidos.

Posteriormente, as placas foram novamente submetidas a leitura em
espectrofotdmetro para registro das novas absorbancias ap6s 0 momento de incubacéo de
24 horas, visando trazer dados quantitativos do comportamento microbiano  nas

diferentes concentracdes avaliadas.

4.8 Determinacdo da Concentragdo Bactericida (CBM)

A determinacdo da CBM para as cepas bacterianas foi realizada a partir dos
micropocos onde ndo houve crescimento microbiano visivel (CIM e concentracoes
superiores). Assim, foi retirada uma aliquota de 50 uL de cada pogo ¢ foi semeada em

placa de Petri contendo meio de cultura Agar Brain Heart Infusion.

As placas foram incubadas em estufa bacterioldgica a 37 + 1 °C por 24 horas, €
em seguida, verificou-se a presenca ou auséncia de coldnias microbianas. Assim, pode
ser definida a concentracdo bactericida como a menor concentracdo do cada tratamento
capaz de causar a inativacdo total dos microrganismos, a qual foi representada pela

auséncia de crescimento de colbnias no agar.
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4.9 Delineamento experimental

Foram utilizados os seguintes tratamentos, sendo T1 - nanoparticulas de Au associado
S. mombin L., T2 - nanoparticulas de Ag - associado a S. mombin L. T3 — clorexidina a
0.2%, T4 — 4gua destilada. Cada tratamento teve 2 repeti¢fes para submissdo aos testes

microbioldgicos.

4.10 Estatistica

As analises estatisticas foram realizadas em duplicata e os resultados foram submetidos
a analise de variancia, e a comparacao entre as médias dos tratamentos foi feita pelo teste
de Tukey , segundo as necessidades de cada andlise, para determinar as diferencas
significativas das médias ao nivel de probabilidade de 5 % (p<0.05) (FERREIRA, 2000)
Para os testes de variancia e comparacdo utilizou-se o pacote agricole implementando
em linguagem estatistica R, onde através dos processos de ajustamentos das curvas de
resposta de cada variavel em relagdo a concentracdo em funcdo dos dias de aplicacdo

conduziu-se para o entendimento do experimento (LIN et al., 2017).

4.10.1 Teste De Tukey

O teste de Tukey pode ser usado para equiparar todo e qualquer contraste entre
duas médias de tratamentos. Ele é exato e simples para situacdes, onde o nimero de
repeticdes € 0 mesmo em todos os tratamentos. Porém, para casos em que 0s numeros de
repetices sdo diferenciados, apesar de ainda poder ser usado, ele é apenas aproximado
(PIMENTEL GOMES, 2000 apud OLIVEIRA 2008).

No caso das multiplas comparacdes entre amostras de tamanho iguais 0 método
com melhor performance ¢ o de Tukey, que se baseia na amplitude total “estudentizada”
(“studentized range”), que ¢ um valor “q”, fixado em funcdo do grau de liberdade e
numero de tratamentos (COSTA NETO, 1977 apud OLIVEIRA 2008). Esse
procedimento permite formar intervalos de confianga para a comparagdo em pares,
conforme uma distribuicdo de amplitude e tendo como base a diferenca minima

significativa, que é calculada na forma conforme a equagéo 1.
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QMR
r

dm.s=qx

Onde “q” € o valor dado na tabela no nivel de significancia planejado, “QMR” ¢é

€C 9

o quadrado médio do residuo da analise de variancia e “r” é o nimero de repeti¢Ges de

cada um dos tratamentos (RAMOS, 2019 & OLIVEIRA, 2008).

5. RESULTADO E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacdo das AuNPs e AgNPs preparadas por via convencional e rota limpa

E importante ressaltar que a caracterizacdo das nanoparticulas, possibilitou
compreender através das técnicas utilizadas suas qualidades morfol6gicas levando em

consideracdo fatores como estabilidade e reducdo.

5.1.2 Espectroscopia eletrénica de absor¢éo na regido do UV-visivel
5.1.2.1 AuNPs

Os resultados da caracterizacdo UV-vis das AuNPs preparados, utilizando-se a
técnica de Turkevich (método convencional) é apresentada na figura 22. Observa-se no
espectro eletrdnico uma banda tipica de superficie de plasmon ressonante, um

comprimento de onda na maxima absorc¢ao (A méx.) em 520 nm.

Fazendo uma comparacao entre as bandas plasmonicas das AuNPs e das AuNPs
associadas ao decocto, identificamos que houve uma reducdo de 15 nm a favor das
AuUNPs. Conforme (SILVA, 2016), essa diminuicdo pode ser justificada devido a
excelente acdo do citrato atuando como agente redutor formando nanoparticulas atraves
da reducédo do sal NaAuCla.

Segundo (SANGWAN, S. et al. ,2021) esse valor é especifico de nanoparticulas
de geometria esférica e de didmetro médios na faixa de 15 a 25 nm. A curva possui uma
caracteristica que indica se tratar de nanoparticulas monodispersas e com pouca
agregacéo, além de confirmar uma maior presencga de nanoparticulas estaveis, indicando

gue a técnica de Turkevich sintetiza nanoparticulas de ouro com boa estabilidade
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termodinamica. Entretanto, ainda assim, as AuNPs tendem a se aglomerar devido as

forcas de Van der Waals, reafirmando que esta intera¢do ocorra entre particula-particula.

Figura 22: Espectro eletronico de uma solugdo aquosa de AuNPs preparadas por rota convencional.
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Fonte: (Préprio Autor, 2023).

5.1.2.2 AuNPs associada ao decocto liofilizado da Spondias mombin via rota limpa

Conforme apresentado na figura 23 as nanoparticulas de ouro sintetizadas com o
extrato liofilizado da Spondias mombin, usando a rota limpa apresentou banda tipica de

superficie de plasmon ressonante centralizada em 535 nm (A max.).

De acordo com (ALIABALI, A. et al. ,2018), alguns estudos referentes as
caracterizagdes usando UV-vis apresentaram um maximo de absorcéo entre 527-535 nm,
sendo esse intervalo caracteristico para nanoparticulas de ouro com extrato vegetal e que

apresentam na sua geometria a forma esférica com diametros entre 30 — 50 nm.
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Figura 23: Espectro eletrdnico de uma solugdo aquosa de AuNPs associada ao extrato da Spondias mombin
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Fonte: (Préprio Autor, 2023).

E possivel observar que entre as bandas plasménicas das AuNPs e das AuNPs
associadas ao decocto, existe uma diferenca quanto a sua localizacéo de 15 nm favoraveis
as nanoparticulas de AuNPs com decocto. Essa locomocao segundo (CAMACHO et al.
2017; GUERRERO, ALBELLA, e AROCA, 2014) se deve ao acimulo da camada de
extrato aos arredores da parte externa das nanoparticulas fazendo com que ocorra a

mudanca no indice de refracdo do meio.

5.1.2.3 AgNPs

A figura 24 apresenta os espectros de absorcdo na regido do ultravioleta, sendo
visiveis atraves do espectro eletromagnético. Observa-se também que as nanoparticulas
de pratas apresentaram banda centrada em 410 nm (A max.), sendo que essa maxima

absorcéo equivale a banda de ressonancia plasmonica.

Conforme reportado na literatura de LOK et al., 2007; RAZA et al., 2016, os
autores apds analisarem uma amostra em UV-vis, presenciaram as bandas SPR nas

regides entre 395 e 420 nm, sendo as mesmas especificas de nanoparticulas de pratas.

Segundo a “Teoria de Mie”, apenas uma banda de superficie simétrica é esperada
no espectro de absorcdo de nanoparticulas esféricas, em contrapartida, duas ou mais

bandas SPR sdo esperadas para nanoparticulas anisotropicas dependendo, assim, das
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formas especificas das particulas. Além disso, a forma simétrica da banda de ressonancia
de plasmons pode mostrar a forma e a sua distribuigdo nitida referente ao tamanho das
particulas (IDER et al., 2017; AMENDOLA; BAKR; STELACCI, 2010).

Os resultados encontrados na anélise de UV-visiveis referentes as nanoparticulas

de prata estdo de acordo com a literatura consultada.

Figura 24: Espectro eletrdnico de uma solugdo aquosa de AgNPs preparadas pela rota convencional.
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Fonte: (Proprio Autor,2023).

5.1.2.4 AgNPs associadas ao decocto liofilizado da Spondias mombin via rota limpa

Os resultados da caracterizacdo UV-vis das AgNPs associados ao decocto
liofilizado da Spondias mombin preparadas por rota limpa sdo apresentados na figura 25.
Observa-se no espectro eletrdnico uma banda tipica de superficie de plasmon ressonante,

com comprimento de onda na maxima absor¢ao (A méx.) em 420 nm.

A faixa de variagdo do tamanho médio das nanoparticulas de prata que apresentam
a ressonancia plasmonica de superficie na regido de comprimento de onda de 420 nm,
pode variar amplamente e depender de varios fatores, tais como métodos de sintese, com

sua morfologia, seu revestimento e sua concentracdo das particulas.

Segundo Rani et; al. (2020) no geral, os tamanhos medios das nanoparticulas de
prata, na faixa de 5 a 25 nm, podem apresentar ressonancia plasmonica de superficie em

torno de 420 nm. Para diametros menores, a ressonancia plasmonica de superficie pode
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ocorrer em comprimento de onda mais curto, enquanto para didmetros maiores pode

acontecer em comprimentos de onda mais longos.

Figura 25. Espectro eletronico (UV Visivel) das AgNPs associado ao decocto da Spondias mombin L..
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Fonte: (Préprio Autor,2023).

5.2 Microscopia Eletrdnica de Transmissdo - TEM das AuNPs e AgNPs
5.2.1 Microscopia Eletronica de Transmissdo das AuNPs

As figuras 26 e 27 mostram imagens obtidas por TEM das AuNPs e histogramas,
apresentando a distribuicdo do diametro das AuNPs obtidas pelo método de Turkevich,
supracitado. O histograma apresenta a distribuicdo, o diametro médio, o desvio padrao,
as medidas maximas e minimas dos tamanhos das AuNPS e as gaussianas mostram como

ocorreu a distribuicdo normal dos didmetros proximos ao valor médio.

As AuNPs evidenciadas na figura 26 mostram o nucleo escuro e revestimento,
trazendo um entendimento de moléculas tensoativas adsorvidas na superficie, sendo que
a maioria apresenta uma morfologia esférica e ovalada com um pequeno aglomerado e
distribuicho homogénea de tamanho. Esta microscopia eletrénica de transmisséo
confirma o que foi mencionado na caracterizacdo por UV-vis, segundo espectro

eletrbnico apresentado na figura 22.
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As micrografias das nanoparticulas de ouro revelam, de forma a formacao delas
com dimens@es compativeis as estimadas pela técnica de UV-vis. Esta técnica é no que

tange a determinacgdo da geometria e tamanho das particulas.

Figura 26: Microscopia eletronica de transmissdo das AuNPs.
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Fonte: (Préprio Autor,2023).

E possivel observar, na figura 27, que essas nanoparticulas exibem picos na curva
gaussiana, no intervalo de 33-38 nm, com distribuicdo de diametro médio (Dm) de 33,875
nm, além de outras varia¢des. O grau de distribuicdo desse conjunto de nanoparticulas
aponta um desvio padrdo de SD= 7,083 nm, indicando uma boa homogeneidade das
nanoparticulas.

Os valores de tamanho referentes as AUNPs apresentados na imagem de TEM sdo
convenientes com os valores dimensionais das nanoparticulas apresentados na

caracterizacdo por UV-vis tendo as suas variac¢@es entre 18,000 nm a 55,103 nm.
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Figura 27: Histograma de distribuicdo de diametros das AuNPs.
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Fonte: (Proprio Autor,2022).

5.2.2 AuNPs associadas ao decocto liofilizado da Spondias mombin

As imagens obtidas por TEM das AuNPs associadas ao decocto da Spondias
mombin e histograma apresentadas a distribuicdo do didmetro das AuNPs obtidas pelo
método via rota limpa, estdo representadas nas figuras 28 e 29. AuNPs associadas ao
decocto da Spondias mombin demonstradas na figura 28, apresentam uma morfologia
variando de formas esféricas, a triangulares quase esféricas, por vezes hexagonais em

forma de bastéo criando pequenos aglomerados.

A estrutura das nanoparticulas obtidas neste trabalho, condiz com os estudos
realizados por (KUMAR et al., 2016) em que se utilizando do extrato aquoso de Lavandula
angustifolia Mill. para elaboracdo de nanoparticulas de ouro, obteve-se particulas em
formatos: esféricos, quase esféricos e triangulares dentre outros ou com uma variacao de
didmetro médio (Dm), entre 30-100 nm, o que pode ser justificado principalmente pelas

composicdes contidas no extrato utilizado.

Assim, pela égide de UPSON et al. (2000), é descrito que as espécies de Lavandula.sp.
podem mostrar diversos metabolitos secundarios como os flavondides (genkwanina,
luteolina, apigenina), porém a presenca e a quantidade dos mesmos podem se diferenciar
entre as espécies, de acordo com o local e as condi¢Ges de onde sdo cultivadas (exposicao

solar, umidade, solo), dentre outras.
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Isso pode determinar as diferentes caracteristicas encontradas em uma mesma
espécie, uma vez que a substancia redutora empregada € um fator determinante para se
chegar ao denominador do tamanho e da estabilizagdo das nanoparticulas (SHARMA;
YNGARD; LIN, 2009).

Figura 28: Microscopia eletronica de transmisséo das AuNPs associado ao decocto da Spondias mombin

Fonte: (Proprio Autor,2023).

Pode-se observar também na figura 29 que os diametros das AuNPs associados ao
decocto da Spondias mombim apresentam pico da curva gaussiana no intervalo de 23-27
nm com didmetro médio de Dm = 25,637 nm, e possuem uma variacao de diametro das
AUNP, como se pode observar no grau de dispersdo desse conjunto de nanoparticulas,
que aponta um desvio padrdo SD = 5,330 nm, indicando uma boa uniformidade e nos

diametros maximo de 40,214 nm e minimo de 10,485 nm.

Verificou-se, ainda, que com a adicdo do decocto da Spondias mombin na sintese
de ouro, houve uma diminuicdo no diametro médio de 8 nm. Essa reducéo foi essencial
para se manter o controle da nanoparticula, onde as nanoparticulas metalicas
apresentaram uma banda plasmonica de superficie na regido UV-vis em torno de 535nm,

conforme a figura 23, o que sinaliza ser uma particula de grande porte.

O aumento e a aglomeracéo sdo dependentes do agente de reducao e estabilizagéo,
da temperatura e do pH, conforme MATSUSHITA et al., 2012.
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Figura 29: Histograma de distribuicéo de didmetros das AuNPs associado ao decocto da Spondia mombin
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Fonte: (Proprio Autor,2023).

5.2.3 AgNPs

As figuras 30 e 31 mostram as imagens adquiridas por TEM das AgNPs e
histograma apresentando a distribui¢do do didmetro das AgNPs. O histograma mostra ndo
apenas a distribuicdo, mas o didmetro médio, o desvio padrdo, as medidas maximas e
minimas dos tamanhos das AgNPs e a gaussiana indica como ocorreu a distribuigdo

normal dos didmetros proximos ao valor médio.

As AgNPs evidenciadas na figura 30, foram adquiridas utilizando o método via
convencional, onde foi usado o borohidreto de s6dio como agente redutor. Na imagem de
TEM, observa-se que na escala de 20 nm visualiza-se a morfologia das nanoparticulas de
prata, que na sua maioria sdo esféricas, onde também apresentam um pequeno
aglomerado de baixa disperséo.

Quanto as formas esféricas das NPs, conforme os estudos de LOK et al., 2007;
RAZA et al., 2016, em que os autores afirmam que foi possivel presenciar a formacao de
bandas nas regifes entre 395 e 420 nm sendo essas particularidades atribuidas as
nanoparticulas de prata, essas afirmacdes condizem com os resultados encontrados na

pesquisa que foi de aproximadamente de 410 nm, conforme a figura 24.
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Segundo (NESOVIC et al., 2019) a aglomeracdo das nanoparticulas em escala
nanomeétricas se justifica devido as mesmas j& possuirem tendéncia de se aglomerar,

ocasionado pela energia superficial decorrente dos dominios reduzidos.

Figura 30: Microscopia eletronica de transmissdo das AgNPs.

Fonte: (Préprio Autor,2023).

Tendo como base as imagens do TEM construiu-se um histograma conforme a
figura 31 em que os diametros das AgNPs apresentam pico da curva gaussiana no
intervalo de 19-24 nm com didmetro médio de Dm = 23,309 nm, e possuem uma variagao
de didmetro das AgNP, é possivel observar o grau de dispersdao desse conjunto de
nanoparticulas que aponta um desvio padrdo SD = 7,507 nm, sinalizando uma boa
uniformidade e um didmetro maximo encontrado que foi de 39,835 nm e minimo de
10,485 nm.

De acordo com GARCIA (2011) que descreve que os diametros médios de Ag-
NPs sintetizadas usando NaBHs e cuja banda BPS se encontra proxima aos 400 nm
variam entre 5 — 10 nm, percebe-se no trabalho que o diametro médio encontrado foi de
14 nm.

As diferencas entre os valores adquiridos podem estar associadas com as
concentragOes dos reagentes utilizados e com a metodologia empregada, ja que em seu
trabalho a adi¢do do NaBH, foi preparada por gotejamento, enquanto no presente trabalho

a adicdo dos reagentes foi efetuada de forma total e a0 mesmo tempo.
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Logo € possivel afirmar que as variacGes referentes aos diametros encontrados na
figura 31 condizem com o que foi descrito pelo autor.

Figura 31: Histograma de distribuicdo de diametros das AgNPs
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Fonte: (Préprio Autor,2023).

5.2.4 AgNPs associadas ao decocto liofilizado da Spondias mombin

As micrografias usando o TEM apresentadas nas figuras 32 e 33 sdo referentes as
AgNPs associadas ao decocto liofilizado da Spondias mombin e ao histograma, onde
ambos foram obtidos usando a técnica via rota limpa, em que houve a substituicdo do
agente redutor formado por compostos quimicos, referentes ao borohidreto de sodio, que

foi substituido pelo extrato vegetal matter do trabalho.

Quanto a forma, as AgNPs associadas ao decocto liofilizado da Spondias mombin,
evidenciadas na figura 32, apresentam uma morfologia esférica e monodispersa, com um
pequeno aglomerado. As imagens obtidas via microscopia eletrdnica de transmissdo
certificam o fora mencionado na andlise por UV-vis, segundo os dados apresentados na
figura 25.

Para (Rani et al., 2020) na faixa SPR 0 pico maximo e unico de absorcéo é de
420nm e aponta que o tamanho, das nanoparticulas de prata usando extratos, gira em
torno dos 20 nm. Resultados semelhantes aos do autor foram encontrados nesse trabalho.
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Figura 32: Microscopia eletronica de transmissdo das AgNPs. associado ao decocto da Spondias mombin

Fonte: (Préprio Autor, 2023).

Pode-se observar na figura 33 que os diametros das AgNPs associados ao decocto
liofilizado da Spondias mombin apresentam pico da curva gaussiana no intervalo de 16-

20 nm com diametro médio de (Dm) de 18,007 nm.

Também se pode observar o grau de dispersdo desse conjunto de nanoparticulas
que aponta um desvio padrdo SD =4,125 nm, indicando uma boa uniformidade e onde 0s
diametros maximos encontrados foram de 32,552 nm e os minimos de 9,892 nm.

Fazendo uma andlise e comparando os dados obtidos do histograma da figura 31
observamos que ocorreu uma reducdo dos valores das nanoparticulas para o histograma
da figura 33. Essa reducdo segundo GUIMARAES, M.L.; etal (2021) ocorre em
consequéncia da complexidade redutora das biomoléculas existentes nos extratos.

Uma quantidade reduzida desses grupos funcionas contida nos extratos pode agir
com diferentes ions construindo ligacGes que favorecam o processo de nucleagdo, de
acordo com MELO, A.P.Z, etal (2020), tornando-os estaveis, apés se alojam na

superficie das nanoparticulas.

O tamanho médio encontrado neste trabalho esta de acordo com a pesquisa de (D.
V. S. Dias et al., 2021), onde os valores aceitos para a utilizacao biolégica devem estar
em intervalos entre 1 e 50 nm.
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Figura 33: Histograma de distribuicéo de diametros das AgNPs associado ao decocto da Spondias mombin.
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5.3 - Valores Médios De Absorbancias em funcéo das concentrac6es do decocto
liofilizado da Spondia mombin associado as AgNPs.

A figura 34 apresenta os graficos das médias de absorbancia das bactérias,
utilizando o método de micro diluicdo em caldo conforme as concentra¢des de 50 & 0,97
mg/mL, conforme cada bactéria. O crescimento bacteriano pode ser percebido a partir da
diferenga entre os valores da média de absorbancia do momento da semeadura (hora zero)
e apo6s o periodo de incubacdo (24 horas). O tratamento de micro diluicdo em caldo
escolhido é justificado por apresentar o melhor resultado quanto a acdo em bactérias gram

positivas e gram negativas.
A ordem das figuras séo:
A) Escherichia coli;
B) Staphylococcus aureus;
C) Klebsiella pneumonie;

D) Pseudomona aeruginosa.
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Os valores das medias representadas nos graficos entre o eixo y e X, acompanhadas
de respectivas letras mindsculas na linha, significam que as concentragdes ndo diferem

entre si pelo teste de Tukey.

Ap0s as 24 horas, observou-se que todas as bactérias mostraram sensibilidade para
a concentracao de 50 mg/mL, que foi verificada na técnica de CBM em meio s6lido. Tais
resultados sdo satisfatorios, ja que a técnica de decoc¢do da Spondia mombin e a sintese
usada para a formacdo das AgNPs, sdo simples, ja que ambas as concentracdes inibiram

as unidades formadoras de colonia (UFC) dos microrganismos em teste.

Evidenciou-se ainda que a sensibilidade das bactérias usando as AgNPs,
associadas ao decocto liofilizado da Spondias mombin, decaiu a cada diminuicdo da
concentracdo. Respostas como essa, ja foram observadas para o extrato da casca da C.
ferrea frente a cepas de Staphylococcus aureus e Escherichia coli (PEREIRA et al. 2006).
Ainda ¢ possivel observar que a concentragdo de 50 mg/mL™ testada nesses experimentos

foi a que demonstrou maior atividade antimicrobiana para todas as bactérias avaliadas.

Para a Escherichia coli (A) ndo houve diferenga estatistica nas concentrac@es de
50 a 0,781 mg/mL"* sendo que suas médias se mantiveram valores constantes no tempo

zero assim como também apos as vinte e quatro horas.

Entretanto a partir da concentragdo de 0,390 mg/mL™ (t=24 h) houve uma
diferenca estatistica, além de uma elevacdo das bactérias em 0,12 nm e em seguida
ocorreu a reducéo para 0,11nm na concentracéo de 0,195 mg/mL™* voltando a elevar-se

em 0,20 nm na concentragdo de 0,097 mg/mL ™.t

Referente as cepas de Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumonie e
Pseudomona aeruginosa nas concentracdes de 50 a 6,250 mg/mLY estas néo
apresentaram diferencas estatisticas no periodo correspondente ao tempo zero e apés as

vinte e quatro horas.

As reduces dos valores das médias de absorbancias apos as 24 horas mantiveram-
se constantes tendo suas variagoes entre 0,09 a 0,013nm para a bactéria Staphylococcus
aureus, enquanto que 0,063 a 0,011 nm para a Klebsiella pneumonie e de 0,055 a 0,074nm

para Pseudomona aeruginosa .

Nas concentracdes abaixo de 3,125 mg/mL™ , verificou-se uma diferenca

estatistica justificada pelo aumento na absorbancia final, em que ficou clara a pouca agéo
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A)

bacteriostatica do principio ativo nas concentracfes mais baixa e com isso elevou-se a

multiplicacéo das col6nias bacterianas.

Os resultados deste estudo comprovam a eficacia do decocto liofilizado da
Spondias mombin associada a AgNPs como potencial agente antibacteriano,
corroborando com os resultados obtidos por Medeiros (2009) nos quais se desenvolveu
estudo semelhantes, usando caprinos, onde se avaliou o desempenho do extrato da folha
do Spondias mombin 3%, in vitro, frente aos agentes responsaveis pela mastite em
caprinos como, Klebsiella pneumonie e Pseudomona aeruginosa, Staphylococcus aureus

e Streptococcus sp.

Semelhante ao presente estudo, Leonez et al. (2018), avaliou a eficiéncia do
decocto do caja (S. mombin L.) aplicando a técnica de micro dilui¢do, nas concentracdes
de 1:1 e 1:2, onde essas obtiveram acéo inibitoria frente a estirpes de Staphylococcus sp.

Figura 34: gréaficos das médias de absorbancia das bactérias, utilizando o método de micro diluicdo em caldo
conforme as concentragfes de 50 a 0,97 mg/mL para bactérias Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Klebsiella

pneumoniae e Pseudomonas aeruginosa.
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5.4 - Determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e da Concentracdo
Bactericida Minima (CBM) das AgNPs associada ao Decocto da Spondias mombin. ap6s
as vinte e quatro horas de tratamento.

Os resultados da determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) e da
concentracdo bactericida minima (CBM) das AgNPs associada ao decocto da Spondias
mombin., apds as vinte e quatro horas de tratamento estdo descritos na tabela 5.

Tabela 5: CIM E CBM de nanoparticulas de prata associada ao decocto da Spondias mombin + prata para as bactérias

Escherichia coli, S. aureus, Klebsiella e Pseudomonas aeruginosa.

CIM CBM CONTROLE
Bactéria AgNPs + AgNPs +
decocto da | AgNPs | decoctoda | AgNPs
Spondias Spondias
mombin mombin
Eschericia coli
(Gram-negativa) 6,25% 12,5% 12,5% 50%
S. aureus }
(Gram-positiva) 6,25% 25% 50% - (-) Agua
Klebsiella Destilada
pneumoniae
(Gram-negativa) 3,125% 12,5% 12,5% 25%
Pseudomonas
aeruginosa -
(Gram-negativa) 12,5% 25% 12,5%

Fonte: (Préprio Autor, 2023).
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No tocante a acdo da sintese verde podemos observar que quanto a concentracéo
minima inibitdria a associacdo do nitrato de prata com o decocto liofilizado da Spondias
mombin apresentaram um sinergismo melhor nas concentragdes que variaram de 3,125%
a 12,5%, onde foram capazes de inibirem o crescimento de todas as bactérias testadas,
considerando Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae e

Pseudomonas aeruginosa.

Essa inibi¢do podem ser justificada devido a maioria das AgNPs associadas ao
decocto liofilizado da Spondias mombin apresentarem formato esférico,assim como um
diametro médio menor do que as AgNPs sendo essa diferenga seja possivelmente a

responsavel pelo sinergismo na reducdo dos sais nas minimas concentragdes.

Conforme (JIA et al., 2017) acredita-se que as nanoparticulas menores e esféricas,
apresentam uma maior toxicidade. A vantagem na aquisicao de nanoparticulas em escala
nanométricas menores que as escalas usuais representa melhor atividade antibacteriana,
que se apresenta significativamente mais forte, quando comparamos com as particulas
convencionais, sendo benéfica no combate as infeccbes bacterianas (BRUNA et al.,
2021).

Entre as bactérias testadas se encontra as Pseudomonas aeruginosa, que Sao
consideradas bactérias multirresistentes a maioria dos antimicrobianos por causa da
capacidade de impermeabilidade da membrana externa, a produgdo de B-lactamases,
regulacdo de bombas de efluxo e outros motivos que configuram para a resisténcia
adquirida (POOLE, K.2011).

Como podemos observar na tabela 5 as bactérias Pseudomonas aeruginosa
sintetizadas com nanoparticulas utilizando AgNPs associadas ao decocto liofilizado da
Spondias mombin, apresentaram uma concentracdo minima de 12,5% sendo esse valor
bem inferior do demonstrado pelas AgNPs que foi de 25%, esses dados indicaram uma

boa limitagdo de crescimento microbiano quando usado a sintese via por rota limpa.

Para (XY JIN, Z.C., et.al .2018) a associa¢do com plantas como a Spondia
mombin potencializa a agdo antibacteriana e ocorre quando 0S grupos hidroxilas de
antomicinas dessas macromoléculas a qual juntam-se com os ions metalicos formando
alguns compostos antes da formacéo das nanoparticulas metélicas em redugdo (XY JIN,

Z.C., et.al .2018) para inibir a agdo microbiana.
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Quanto a concentragdo bactericida minima conforme a tabela 5, observamos que
a acédo bactericida usando AgNPs associada ao decocto liofilizado da Spondias mombin
teve excelente resultados em todas as bactérias testadas, onde a a¢do bactericida ocorreu

entre 12,5% e 50% divergindo dos apresentados pelas AgNPs que foi de 25% a 50%.

Acredita-se que o mecanismo de ac¢do antibacteriano das AgNPs associada ao
decocto liofilizado da Spondias mombin ocorra devido a parede celular ser carregada
negativamente atraia os ions Ag*e com isso causando o rompimento da parede celular,
ocasionando desativacdo de enzimas e/ou mudancas na permeabilidade da membrana
levando, desnaturagéo proteica e a morte celular (KALWAR; SHAN, 2018; KODURU
et al.,, 2018). Segundo (KUMAR et al.,, 2017) a desnaturacdo estd associada a

caracteristica da prata em reagir com compostos sulfurados e fosforados de biomoléculas.

A bactéria gram-positiva Staphylococcus aureus e a gram-negativa Pseudomonas
aeruginosa ndo apresentaram acdo bactericida quando aplicado AgNPs em suas
superficies, porém mesmo sendo uma bactéria resistente por apresentar e sua parede
celular lipideos e lipopolissacarideos que bloqueiam a entrada de moléculas hidrofilicas
ocorreu a acdo bacteriana em 50% da amostra quando usado AgNPs associada ao
decocto liofilizado da Spondias mombin podem estar relacionados com as propriedades

biocompativeis encontrada nas folhas da Spondias mombin.

Segundo (Novaes & Novaes, 2021) acredita-se que o potencial antimicrobiano da
planta se da pela acdo dos lipideos fendlicos, flavonoides, apigenina, kanferol, quercetina
e agastiflavona que possibilitam a estabilizacdo das nanoparticulas e fixacdo em sua
superficie (Novaes & Novaes, 2021), dentre os quais podemos destacar também a acao
dos taninos que devido a sua interacdo com as proteinas impedem a agdo enzimatica
(KONISH et al., 1993).

Os resultados observados durante os estudos com nanoparticulas de ouro
associada ao decocto liofilizado das folhas de Spondia mombin n&o inibiram bactérias
gram positivas e gram negativas, como Staphylococcus aureus, Escherichia coli,

Klebsiella pneumoniae e Pseudomonas aeruginosa.

Essa situacdo pode ser justificada devido a composicao do extrato que é composto
por diferentes componentes bioativo. Conforme (TOLEDO, 2021) particulas de ouro
associadas a Pterodon emarginatus também nao inibiram bactérias como Escherichia coli

provavelmente devido a interferéncia no tamanho da particula ou ainda pela reducéo do
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ouro no extrato da planta. Para isso s@o necessarios estudos posteriores que investiguem

a natureza das moléculas dos extratos envolvidas nesses mecanismos (OLIVEIRA, 2018).

6.0 CONCLUSAO

No presente estudo as rotas sintéticas permitiram com sucesso a obtencéo de
AgNPs e AuNPs, associadas com o decocto da Spondias mombin L. Foi possivel
observar que o decocto retirado da folha do insumo pode ser usado como agente redutor
e estabilizador, sendo permitido pela substancia presente nos vegetais e fazendo com que

€sse processo se tornasse barato e ecologicamente seguro.

Os testes preliminares realizados com as AuNPs e decocto da Spondias mombin
L. ndo foram satisfatorios, podendo ser explicado pela compostura diferenciada dos

constituintes presente no extrato responsaveis na formacéo das biomoléculas.

Quanto as AgNPs obtidas a partir do decocto da Spondias mombin L., apds as
vinte e quatro horas, demostrou-se que os resultados foram superiores aos apresentados
pela AgNPs. Isso nos faz concluir que as AgNPs obtidas a partir do decocto da Spondias
mombin L. apresentaram maior eficiéncia na atividade antimicrobiana frente as cepas
gram-positivas e gram-negativas com vista a aplicacdo em medicina veterinaria pelos
potenciais antimicrobianos, mostrando-se como uma escolha promissora no combate a

resisténcia bacteriana.
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