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RESUMO

A resisténcia antimicrobiana e a consequente ineficiéncia dos antibidticos sdo os
principais problemas enfrentados pela medicina. Diante disso, inimeras pesquisas
tém sido voltadas a busca de novos agentes com atividade antibacteriana, como os
extratos naturais, em virtude da presenca de uma série de substancias fenolicas
polares e apolares com acdo antioxidante e antimicrobiana. Os compostos presentes
nas folhas da Spondias tuberosa Arruda sao fatores que influenciam na atividade
antibacteriana dos extratos formados e na estabilizagdo e reducdo do precursores
metalicos para a sintese de nanoparticulas metalicas (MNPs). Assim, este estudo tem
como objetivo avaliar a acdo antibacteriana do extrato etanolico das folhas de
Spondias Tuberosa e das nanoparticulas de prata (AgNPs) produzidas por rota
verde. avaliando o potencial em agdo de troca de antibidticos. Para avaliagdo das
amostras foi realizado testes de sensibilidade em microdiluigdo contra as bactérias
Bacillus cereus, Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Salmonella sp., além de
caracterizacdo de AgNP, e citotoxicidade das amostras. Na técnica de microdiluicao
foi verificado uma maior sensibilidade da cepa B. Cereus perante as amostras em
concentracdo de 2,60 mg/mL para o extrato aquoso, € 60 pg/mL para AgNPs,
enquanto as demais cepas tiveram menor sensibilidade. Na caracterizagdo, das
AgNPs foi verificado seu tamanho em média de 41,81 nm, com absorbancia da
solucdo coloidal em UV-Visivel em 412 nm. Além disso, ambos os produtos, extrato
e AgNPs, demonstraram baixa toxicidade em suas concentragdes mais elevadas.
Diante dos resultados obtidos pode-se concluir que o extrato etandlico de S.
tuberosa ¢ as AgNPs apresentaram atividade antibacteriana positivamente para o
efeito contra bactérias multirresistentes, porém estudos futuros sdo necessarios
descobrir o mecanismo de acao de tal atividade.

Palavras-chave: Umbu. Folhas. AgNPs. Sintese verde. Potencial Antibacteriano.
Resisténcia.



ABSTRACT

Antimicrobial resistance and the consequent inefficiency of antibiotics are the main
problems facing medicine. Given this, numerous researches have been focused on
the search for new agents with antibacterial activity, such as natural extracts, due to
the presence of a series of polar and non-polar phenolic substances with antioxidant
and antimicrobial action. The compounds present in the leaves of Spondias tuberosa
Arruda are factors that influence the antibacterial activity of the extracts formed and
the stabilization and reduction of metallic precursors for the synthesis of metallic
nanoparticles (MNPs). Thus, this study aims to evaluate the antibacterial action of
the ethanolic extract of Spondias tuberosa leaves and silver nanoparticles (AgNPs)
produced by the green route, evaluating the potential in action of switching
antibiotics. To evaluate the samples, sensitivity tests were carried out in
microdilution against the bacteria Bacillus cereus, Escherichia coli, Staphylococcus
aureus and Salmonella sp., in addition to AgNP characterization and cytotoxicity of
the samples. In the microdilution technique, a greater sensitivity of the B. Cereus
strain was found to samples at a concentration of 2.60 mg/mL for the aqueous
extract, 60 pg/mL for AgNPs, while the other strains had lower sensitivity. In the
characterization, the AgNPs were found to have an average size of 41.81 nm, with
absorbance of the colloidal solution in UV-Visible at 412 nm. Furthermore, both
products, extract and AgNPs, demonstrated low toxicity at their highest
concentrations. Given the results obtained, it can be concluded that the ethanolic
extract of S. tuberosa and the AgNPs presented positive antibacterial activity against
multi-resistant bacteria, however future studies are necessary to discover the
mechanism of action of such activity.

Keywords: Umbu. Leaves. AgNPs. Green synthesis. Antibacterial Potential. Resistance.
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INTRODUCAO GERAL

Este trabalho foi dividido em dois capitulos, onde serd discutido no capitulo
1 sobre a obtencao do extrato etandlico de Spondias tuberosa Arruda, sua atividade
antibacteriana contra quatro cepas patogénicas, € a citotoxicidade do extrato
produzido. No capitulo 2, a discusdo serd a partir da sintese de nanoparticulas de
prata a partir do extrato aquoso de S. tuberosa, a caracterizagdo das nanoestruturas,
sua atividade antibacteriana frente as cepas do estudo, e por fim, a citotoxicidade das
nanoparticulas formadas.

A crescente preocupacdo com o aumento da resisténcia bacteriana aos
antibioticos convencionais tem levado a busca incessante por alternativas
terapéuticas eficazes e sustentdveis (Silva et al, 2019). Nesse contexto, os extratos
de plantas tém emergido como uma fonte promissora de compostos bioativos com
propriedades antimicrobianas. A espécie Spondias tuberosa Arruda ¢ uma planta
nativa de regides tropicais, que caracteriza-sepor apresentar compostos com
atividade antibacteriana (Santos et al., 2020), tornando-a um candidato potencial
para a sintese de nanoparticulas de prata (AgNPs) por rota verde (Silva ef al., 2019).

O uso do extrato etanolico de Spondias tuberosa como agente antibacteriano
¢ um campo de pesquisa promissor que tem despertado interesse, devido as
propriedades antimicrobianas associadas a essa planta (Santos et al, 2019).
Spondias tuberosa, também conhecida como umbuzeiro ou umbu, ¢ uma arvore
frutifera nativa do Brasil, amplamente distribuida na regido semiarida do pais.Além
disso, seu extrato etanolico tem sido objeto de estudos devido a presenga de
compostos bioativos, como polifenodis e flavonoides, que demonstraram atividade
antibacteriana em varias cepas de bactérias (Santos et al., 2020). Embora promissor,
o uso do extrato etandlico de Spondias tuberosa como agente antibacteriano enfrenta
desafios, como a necessidade de identificar os compostos responsaveis por sua
atividade, otimizar formulagdes para maior eficicia e avaliar sua seguranca e
toxicidade em estudos clinicos.

Por outro lado, as nanoparticulas de prata tém sido amplamente estudadas
devido as suas propriedades antimicrobianas notaveis (Rai et al., 2015), oferecendo
uma abordagem inovadora para o tratamento de infecg¢des bacterianas, uma vez que
podem combater uma variedade de cepas bacterianas, incluindo aquelas resistentes a

antibioticos convencionais (Rai et al., 2015). No entanto, os processos de sintese de

14



AgNPs convencionais envolvem o uso de agentes redutores quimicos, muitos dos
quais sao prejudiciais ao meio ambiente e a saide humana.

Neste contexto, a sintese de nanoparticulas de prata por extrato de Spondias
tuberosa representa uma abordagem de "rota verde" que se alinha com os principios
da quimica verde. Essa abordagem oferece uma alternativa sustentavel e eficaz para
a produgdao de AgNPs, potencialmente com menor impacto ambiental e menor
toxicidade (Maciel et al., 2016).

Neste contexto, a presente dissertagdo apresenta uma discussdo sobre a
importancia da resisténcia antibacteriana, a relevancia da Spondias tuberosa como
fonte de compostos bioativos, a sintese de nanoparticulas de prata por rota verde e o
potencial do extrato etanodlico e das AgNPs como agentes antibacterianos contra
diversas cepas bacterianas patogéncias. Também destaco a necessidade de uma
pesquisa continua e investigagdes detalhadas nessa area, a fim de aproveitar todo o
potencial dessa abordagem inovadora e sustentdvel no combate as infecgdes

bacterianas.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Avaliar o potencial antibacteriano do extrato etandlico de Spondias tuberosa
Arruda, bem como das nanoparticulas de prata (AgNPs) sintetizadas a partir do
extrato aquoso, para uso como antibacteriano, frente as cepas bacterianas
patogénicas de Bacillus cereus (CCMB282), Escherichia coli (CCMB261),
Salmonella sp. (CCMB281) e Staphylococcus aureus (CCMB262). Além de avaliar

a citotoxicidade do extrato e AgNPs sintetizadas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Preparar e caracterizar o extrato etandlico de Spondias tuberosa Arruda;

o Sintetizar e caracterizar as nanoparticulas de prata;

o Avaliar o potencial antibacteriano do extrato etanolico da espécie vegetal e
das AgNPs sintetizadas na inibi¢do do crescimento das bactérias patogénicas
do estudo, determinando a Concentracao Inibitorio Minima (CIM) e
Concentracdo Bactericida Minima (CBM);

o Demonstrar a citotoxicidade do extrato e das AgNPs através da investigacao

da viabilidade celular.
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1. CAPITILO 1: Avaliagio do extrato etanélico de Spondias tuberosa Arruda

como antibacteriano contra cepas patogénicas

1.1 INTRODUCAO

O extrato vegetal ¢ uma substancia obtida a partir de plantas vegerais, que
pode ser utilizada em diversas areas, como industria farmacéutica, cosmética,
alimenticia e agricola. Essa substancia ¢ obtida por meio de processos de extragao,
que podem ser feitos por meio de solventes, destilagdo e maceragdo (Silva et al.,
2020). Os extratos vegetais possuem diversas propriedades benéficas para a saude,
como ag¢do anti-inflamatoria, antioxidante, antimicrobiana, entre outras (Silva ef al.,
2020). Por isso, sao muito utilizados na produ¢ao de medicamentos, suplementos
alimentares e cosméticos.

Além disso, os extratos vegetais sdo uma alternativa mais sustentavel e
saudavel em relagdo aos produtos quimicos sintéticos, pois sdo obtidos a partir de
fontes renovaveis e ndo causam danos ao meio ambiente (Chouhan et al., 2017).

Abordagens com produtos ndo sinteticos tém sido amplamente estudadas,
pois podem interromper a viruléncia de um patdgeno, inibindo a producdo ou
atividade de fatores de viruléncia, mas ndo interferem no crescimento ou
viabilidade do patdgeno. Assim supostamente produtos naturais antimicrobianos nao
impdem uma forte pressdo seletiva sobre as bactérias e, portanto, ndo devem
favorecer o surgimento de resisténcia antimicrobiana (Lima et al., 2023). Os extratos
vegetais t€m sido estudados como uma alternativa aos antibidticos convencionais,
devido a crescente preocupagdo com a resisténcia bacteriana (Cazella et al., 2019;
Chouhan et al., 2017). Diversas plantas possuem compostos bioativos que
apresentam atividade antibacteriana, como fenois, flavonoides e terpenoides.
Estudos tém demonstrado que extratos vegetais sao eficazes contra varias cepas
bacterianas patogénicas, incluindo Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, entre outras (Chouhan et
al., 2017).

O uso de etanol para a extragdo de compostos de folhas de plantas ¢ uma
pratica comum, devido as suas propriedades solventes e de preservacao. O etanol ¢
um solvente polar eficaz que ¢ capaz de extrair uma ampla gama de compostos,
incluindo polifenois, flavonoides, alcaloides e outros metabolitos secundarios de

plantas (Villanueva-Bermejo ef al., 2018). O etanol ¢ eficaz na preservagao de
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compostos bioativos extraidos de plantas, agindo como um conservante natural e
impedindo a deterioracdo de compostos sensiveis a oxidagdo durante o processo de
extracao (Kang et al., 2020). O etanol ¢ volatil e pode ser facilmente removido apos
a extragdo, deixando os compostos desejados em uma forma concentrada. Isso ¢é
importante em aplicacdes como a producdo de extratos de plantas para produtos
fitoterapicos e fitocosméticos (Da Silva ef al., 2020).

Além disso, esses extratos sao considerados seguros para uso humano, nao
causando os efeitos colaterais associados aos antibidticos sintéticos. No entanto, sdao
necessarias mais pesquisas para entender melhor o uso desses extratos para
diferentes aplicagdes e para identificar os compostos ativos responsaveis pela
atividade antibacteriana.

Spondias tuberosa Arruda, popularmente conhecida como umbu, ¢ uma
arvore frutifera nativa do semiarido brasileiro, principalmente da regido Nordeste. A
arvore pode chegar a até 10 metros de altura e produz frutos de casca verde-
amarelada e polpa branca e suculenta, com sabor agridoce e levemente acido (Lins
Neto, 2010).

Além de ser uma fruta saborosa e nutritiva, o umbu também possui
importancia econdmica e social para as comunidades do semiarido brasileiro, que
dependem da sua produgdo para a subsisténcia e geracao de renda (Silva-Luz et al.,
2022).

No entanto, apesar de sua importidncia, o umbuzeiro ainda ¢é pouco
valorizado e explorado comercialmente, o que representa uma oportunidade de
desenvolvimento econdmico e social para as comunidades do semiarido brasileiro.
Além disso, ¢ importante ressaltar a necessidade de preservacao da espécie, que vem
sofrendo com a degradacdo ambiental e a falta de politicas publicas voltadas para a
sua conservagao.

O extrato vegetal de Spondias tuberosa vem sendo estudado devido as suas
propriedades medicinais e nutricionais. O umbu ¢ rico em compostos antioxidantes,
como os fendlicos e flavonoides, que possuem atividade antimicrobiana, anti-
inflamatoéria e antitumoral (Ferreira, 2015; Yunes et al., 2010).

Estudos tém demonstrado que o extrato etandlico das folhas de S. Tuberosa
pode ser utilizado no tratamento de diversas doengas, incluindo diabetes,
hipertensao arterial, inflamagdes e cancer (Santos et al., 2021; Silva et al., 2020;

Ferreira, 2015; Yunes et al., 2010). Além disso, o extrato também apresenta
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atividade antifungica e antiviral, sendo promissor no tratamento de infecgdes
causadas por esses agentes (Silva ef al., 2020). No entanto, ¢ importante ressaltar
que mais pesquisas sdo necessarias para entender melhor as propriedades desse
extrato e seus efeitos no organismo humano.

A escolha de utilizar o extrato de folhas em vez de outras partes vegetais de
uma planta especifica pode depender de varios fatores, incluindo a composig¢dao
quimica das diferentes partes da planta, as propriedades desejadas do extrato e a
finalidade de uso (Manganaris et al., 2017). As diferentes partes de uma planta
geralmente contém compostos quimicos especificos em diferentes concentragdes.
Por exemplo, as folhas podem conter compostos ativos, como flavonoides,
polifendis e alcaloides, os quais sdo desejaveis para um uso particular, como
propriedades medicinais ou aromaticas (Manganaris ef al., 2017). Além das folhas
de muitas plantas tendem a ser menos toxicas, em comparagdo com outras partes,
como sementes, casca ou raizes. Portanto, em muitos casos, as folhas podem ser
mais seguras para consumo humano (Yang et al., 2002).

Em algumas plantas, a colheita de folhas ¢ menos prejudicial a planta, em
comparagdo com a colheita de raizes ou casca, permitindo uma fonte renovavel e
sustentdvel do extrato (Calvo-Irabién et al., 2020). As folhas podem ser mais faceis
de coletar, secar e preparar em comparagcdo com outras partes da planta, o que pode
reduzir custos de produgdo.

Diante do contexto apresentado, este estudo complementa os dados descritos
em literatura, mostrando-se a fundamental importancia do estudo de propriedades
biologicas dos produtos naturais fabricados a partir da flora brasileira. Dessa forma,
compostos quimicos poderdo ser buscados e avaliados, facilitando a procura por

grupos de metabolitos relevantes para bioprospecgao.
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1.2 REFERENCIAL TEORICO
1.2.1 Spondias tuberosa Arruda

Spondias tuberosa Arruda, conhecida como umbu ou umbuzeiro, ¢ uma
planta da familia Anarcadiaceae, de habito arbdreo e pequeno porte, variando a
altura de 4 a 7 metros, com folhas compostas e frutos globulares ou ovais,
geralmente com casca fina e polpa suculenta (Silva-Luz ef al., 2022). Nativa do
Brasil, especialmente encontrada na regido semidrida do Nordeste, ¢ uma espécie
endémica dos estados do Nordeste e alguns estados do sudeste, e tem sido
amplamente estudada, devido ao seu valor nutricional, propriedades medicinais e
potencial econdmico (Silva-Luz et al., 2022; Silva et al., 2020).

A espécie S. tuberosa tem sido tradicionalmente usada na medicina popular,
devido as suas propriedades medicinais. Por exemplo, estudos tém mostrado
atividades antimicrobianas, antioxidantes, anti-inflamatorias e hepatoprotetoras em
extratos de partes diferentes da planta (Aratjo et al., 2020; Barbosa et al., 2021;
Pereira et al., 2020), em virtude de sua composi¢do quimica, rica em flavonoides e
terpenos.

A espécie tem um grande potencial econdmico, devido ao seu uso na
producdo de polpas, sucos, doces e geleias, bem como sua arvore tem sido alvo de
projetos de cultivo sustentavel em areas semidridas, para fins comerciais (Silva et
al., 2018). A conservagao da espécie e de seu habitat € uma preocupacao crescente,
visto que a exploracdo ndo controlada pode ameagar a espécie (Santos et al., 2019).
E necessario pesquisas serem realizadas para promover praticas de manejo
sustentavel que permitam a coleta dos frutos e de outras partes do vegetal sem
prejudicar a planta, pois a espécie tem uma importancia grande, principalmente para
a regido semidrida do Brasil, fazendo parte da contribuicdo para a seguranca

alimentar e a saude da populagao.

1.2.2 Extrato Etandlico

O extrato etanolico das folhas de Spondias tuberosa tem sido objeto de
pesquisa, devido as suas potenciais propriedades medicinais e nutricionais. O extrato

etandlico de Spondias tuberosa é conhecido por suas propriedades antioxidantes.
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Estudos demonstraram sua capacidade de combater o estresse oxidativo, reduzindo a
formacao de radicais livres no organismo (Silva et al., 2020).

Pesquisas recentes t€ém mostrado que o extrato etandlico das folhas de S.
tuberosa também possui atividade antimicrobiana significativa contra uma variedade
de microrganismos patogénicos, como Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa, entreoutras cepas bacterianas e alguns fungos (Silva et al.,
2020). Isso sugere seu potencial como agente antimicrobiano natural.

Estudo in vitro e in vivo Maia et al. (2018), tém demonstrado que o extrato
etandlico de umbu possui propriedades anti-inflamatorias, reduzindo a producao de
citocinas pro- inflamatorias e inibindo a resposta inflamatoria.

Algumas pesquisas recentes por Santos et al. (2021), sugerem que o extrato
etandlico de Spondias tuberosa pode ter potencial anticancerigeno, inibindo o
crescimento de células cancerigenas em estudos in vitro. No entanto, mais pesquisas
sd0 necessarias para entender completamente esse potencial. E nas pesquisas de
Alves et al. (2017) também foi evidenciado a atividade hipoglicemiante, o que pode
ser benéfico no controle da glicose no sangue em pessoas com diabetes.

Estas pesquisas destacam o potencial do extrato etandlico das folhas de
Spondias tuberosa em varias dareas, incluindo antioxidantes, atividade
antimicrobiana, anti-inflamatdria, anticancerigena e hipoglicemiante. No entanto, ¢
importante observar que mais pesquisas sd0 necessarias para entender
completamente esses beneficios e determinar as doses seguras ¢ eficazes para uso

humano.

1.2.3 Atividade Antibacteriana

O extrato etanolico das folhas de Spondias tuberosa tem despertado interesse
como uma possivel fonte de compostos com propriedades antibacterianas, devido a
sua rica composi¢do quimica. Varios estudos tém investigado a atividade
antibacteriana do extrato etandlico de S. tuberosa contra uma variedade de bactérias
patogénicas (Barbosa et al, 2021; Pereira et al, 2020; Santos et al., 2019).
Resultados indicam que o extrato possui potencial para inibir o crescimento de
bactérias, incluindo aquelas resistentes a antibidticos convencionais, como as cepas
de Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa.

Algumas pesquisas sugerem que os compostos presentes no extrato das

folhas de Spondias tuberosa atuam atuam na inibi¢do da atividade bacteriana por
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meio de diferentes mecanismos, como a interacdo com a membrana celular
bacteriana e a interferéncia nos processos metabolicos das bactérias (Pereira ef al.,
2021). Uma das descobertas promissoras ¢ que o extrato etanolico das folhas de
umbu demonstrou atividade contra cepas de bactérias resistentes a antibioticos, o
que ¢ de grande importancia em tempos de aumento da resisténcia antimicrobiana
(Santos et al., 2019).

Estudos recentes também sugerem a possibilidade de usar o extrato das
folhas, em combinag¢do com antibidticos tradicionais para melhorar a eficacia do
tratamento antibacteriano, reduzindo a resisténcia bacteriana (Santos et al., 2021).
Os estudos mostram que o extrato etanolico das folhas de Spondias tuberosa tem
atividade antibacteriana, mesmo contra cepas resistentes a antibioticos. No entanto,
mais pesquisas sdo necessarias para compreender completamente como ele

funciona, sua seguranga e eficacia como agente antibacteriano.

1.2.4 Citotoxicidade

A avaliacdo da toxicidade do extrato etanolico de Spondias tuberosa ¢
fundamental para determinar sua seguranca e seu potencial de uso em aplicagdes
médicas e alimentares. No entanto, ¢ importante notar que a pesquisa sobre a
toxicidade do extrato ainda ¢ relativamente limitada e hd necessidade de mais
estudos para uma compreensdo abrangente.

Alguns estudos iniciais tém avaliado a toxicidade aguda do extrato etandlico
de Spondias tuberosa em animais de laboratério. Um estudo recente em ratos nao
observou toxicidade aguda significativa apds a administracdo do extrato, indicando
um perfil de seguranga inicial (Rodrigues et al., 2019). A toxicidade cronica do
extrato de Spondias tuberosa ainda precisa ser mais investigada. Estudos de longo
prazo em animais podem ajudar a determinar os efeitos adversos em exposicoes
prolongadas.

Além da toxicidade aguda, é importante avaliar a seguranga do consumo de
produtos alimentares que contenham o extrato etandlico de Spondias tuberosa.
Alguns compostos presentes em extratos de plantas podem interferir com a
absorcdo ou a eficacia de medicamentos.

O uso do extrato etandlico para fins medicinais reflete a preocupagao
crescente com a avaliagcdo da toxicidade do extrato, particularmente quando

utilizado em produtos farmacéuticos ou alimentares. E importante destacar que os
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resultados podem variar dependendo das condic¢des de cultivo, preparagdo do extrato
e concentracdo utilizada, por isso € crucial continuar a pesquisa para determinar os

niveis seguros de uso e os potenciais efeitos colaterais em seres humanos.
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1.3 MATERIAIS E METODOS
1.3.1 Pré-tratamento das folhas de umbu

A matéria-prima (Folhas de Umbu) foi coletada no periodo da manha (7h —
7h30min) no més de outubro de 2022 no campus da Universidade Estadual de Feira

de Santana (UEFS), localizado na cidade de Feira de Santana (SISGEN ACOB3BB),

Bahia, conforme a Figura 1.

i rpe Sy

extrato.

As folhas foram deixadas na sala de secagem do Laboratorio de Quimica de
Produtos Naturais e Bioativos (LAPRON) (Figura 1:B) para secagem em
temperatura ambiente (25° C) e ao abrigo da luz, durante um periodo de duas

semanas (Magalhaes, 2015).
1.3.2 Obtencao do extrato etanolico

Para a obtencdo do extrato etandlico bruto de S. fuberosa, as folhas apos
secagem foram trituradas em moinho de facas, a fim de uniformizar sua
granulometria. Ap6s, o material foi pesado (100 g) (Figura 2A) e submetido a
extracdo, trés vezes consecutivas, por maceracdo com etanol, em recipientes de
vidro (Figura 2B). O extrato bruto foi concentrado em evaporador rotatdrio, sob
pressdo reduzida, em temperaturas entre 45 e¢ 50 °C (Figura 2C). O residuo de

solvente foi retirado por evaporacdo em capela de exaustdo e o extrato bruto foi
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Figura 1. (A). Spondias tuberosa Arruda no campus da UEFS e (B) Folhas coletadas para produgdo do



deixado em capela pelo periodo de 15 dias para secagem completa em temperatura

ambiente (25° C) (Magalhaes, 2015).
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Figura 2. A. Material vegetal seco e puverizado em moinho de facas. B. Material vegetal j& imerso
no solvente, etanol, para a maceracdo. C. Extrato no rotacvaporador para recuperar parte do

solvente.

1.3.3 Rendimento do extrato

Ap6s a secagem foi retirado 1 g de extrato bruto e diluida em 9 mL de 4dgua
destilada autoclavada ¢ 1 mL de Tween 20, obtendo-se um extrato com
concentracdo de 100 mg/mL, o extrato foi filtrado em membrana de celulose estéril
(¢ = 0,22 um) para uso nos testes antibacterianos.

A Equagdo (1) foi utilizada para o célculo do rendiento total de extrato.

ext
Re(%) = x100
folhas

Onde Re ¢ o rendimento total do extrato (%); Pext @ massa de extrato seco (g); e

Proihas @ massa de folhas secas (g).

1.3.4 Cepas bacterianas

As cepas bacterianas utilizadas foram obtidas na Cole¢do de Cultura de
Microrganismos da Bahia, Universidade Estadual de Feira de Santana
(CCMB/UEEFS), sendo cepas-padrao das espécies CCMB282 Bacillus cereus,
CCMB261 Escherichia coli, CCMB281 Salmonella sp. e CCMB262 Staphylococcus
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aureus.

1.3.5 Padroniza¢ao dos microrganismos

A padronizacdo foi realizada seguindo o método de suspensdo direta das
colonias (CLSI, 2012) no qual sdo retiradas cerca de 3-5 colonias de cada
microrganismo, crescido em placas de Petri com meio Agar Miieller-Hinton (AMH),
e transferidas para um tubo tipo Falcon com 20 mL de solu¢do salina estéril (0,85
%), segundo as recomendacdes da CLSI (2012), documentos M02-A11 e M2-AS,
sendo a suspensdo padronizada por meio da leitura do espectrofotdmetro, 625 nm
para bactérias, atingindo o nivel de turvacdo 0,5 da escala de Mc Farland,

utilizando-se como zero a solucdo salina estéril.

1.3.6 Concentracao Inibitéoria Minima (CIM)

A técnica de microdilui¢cdo foi utilizada para estimar a CIM do extrato para
as bactérias estudadas, segundo os protocolos e adaptagdes propostos pela Clinical
and Laboratory Standards Institute — CLSI (2003; 2012). Em uma microplaca de
titulacdo com 96 pocos e fundo em forma de “U” (fabricante KASVI) foram
acrescidos 100 puL de caldo Miieller-Hinton (CMH) e 100 uL. de cada amostra de
extrato, realizando a diluicao seriada em 12 concentrag¢des variando de 41,66, 20,83,
10,41, 5,20, 2,60, 1,30, 0,65, 0,32, 0,16, 0,08, 0,04 ¢ 0,02 mg'mL
(Figura 3). Apés a diluicdo foram aplicados 20 pL da suspensdo bacteriana. As
placas foram homogeneizadas e levadas a estufa (37°C por 24 horas). Apos o
periodo de incubacdo, foi acrescido 10 pL. do revelador resazurina em cada pogo,
esperando-se 3 horas para a leitura dos resultados, em que a cor azul caracteriza a
inexisténcia de crescimento bacteriano, e a cor rosa/lilas, o crescimento bacteriano.

Para o calculo das concentragdes foi utilizado a formula C;V=C, V2, no
qual C; ¢ a concentragdo inicial do extrato (50 mg/mL) diluido no primeiro pogo, Vi
¢ o volume do primeiro pogo (100 puL), C, ¢ a concentragdo final no primeiro pogo, e

V2 ¢ o volume final do primeiro pogo (120 pL).
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Figura 3. Disposicdo das amostras em placa de 96 pocos. Unidade de medida utilizada: mg’mL.

C.P.: Controle Positivo. C.N.: Controle Negativo.

Como controle positivo para crescimento bacteriano foi utilizado 100 pL do
meio de cultura e 20 ul. da suspensdo bacteriana; nos controles negativos foram
utilizados 100 pL do meio de cultura com 20 pL dos antibidticos gentamicina 40
mg'mL, cloranfenicol 100 mg'mL e azitromicina mg'mL e 20 uL da suspensdo, bem
como 100 pL. de CMH e Tween 20, para controle de esterilidade. Além disso, foram
realizadas triplicatas para confirmacgdo dos resultados e determinagdo do desvio

padrao.

1.3.7 Concentraciao Bactericida Minima (CBM)

A determinagdo da CBM foi realizada apds o crescimento bacteriano nas
microplacas. Antes da adicdo do revelador, em cada poco que, a olho nu, ndo foi

observado crescimento bacteriano, como turvagdo no poco, foram retiradas trés
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aliquotas de 10 pL cada e semeadas em placas de Petri com Agar Miieller-Hinton
(AMH), sendo espalhada por toda a placa com a ajuda de swabs estéreis.
Posteriormente, foi adicionado o revelador nas microplacas e levadas a estufa, como
citado acima. As placas para observagdo de crescimento bacteriano foram incubadas
em estufa (37°C) e apds o periodo de 24 horas foi verificado se ha crescimento

bacteriano ou se a concentragao testada tem efeito bactericida ou bacteriostatico.

1.3.8 Citotoxicidade

A citotoxicidade foi avaliada através do ensaio de viabilidade celular pelo
método MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio), de acordo
com o protocolo de ensaio MTT para viabilidade e proliferacao celular da empresa
Sigma, no qual ¢ uma técnica amplamente utilizada para determinar a viabilidade
celular e avaliar a toxicidade de compostos em culturas celulares.

Em uma placa de 96 pocos foi adicionado em cada pogo 100 puL. de uma
solucdo com 1,1 % de células sanguineas cultivadas, 1 % de antibidtico e
antimicotico, 10 % de soro fetal bovino (SFB) e 87,9 % de meio RPMI, e apds a
adicao do meio foi adicionado as 12 concentragdes do extrato etanolico utilizadas
nos testes de sensibilidade microbiana. Como controle negativo de viabilidade foi
utilizado 100 pL. de DMSO (Dimetilsulfoxido ou sulfoxido de dimetilo) 50 % e o
controle positivo de viabilidade foi 100 uL de meio puro e 100 uL da solugdo com
agua destilada estérial e Tween 20 na proporc¢ao de 9:1, que também foi utilizado
como branco para a leitura no espectrofotometro (Figura 4). Todas as amostras

foram realizadas em triplicatas.
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Figura 4. Esquematizacdo da microplaca utilizada na viabilidade celular por MTT apos 48 horas.

A microplaca foi levada a camara de CO; a concentragdo de 2,7 % durante

um periodo de 48h, conforme protocolo. Apos o periodo de incubagdo a microplaca

foi retirada e foi adicionado 10 pL de MTT em todos os pogos e levada a cdmara

de COz novamente por um periodo de 4h. Apds a incubagio foi adicionado 100 pL
do solubilizante do KIT de MTT para dissolver os cristais de formazan formados e a
placa foi posta em espectrofotometro de microplaca para leitura de absorbancia em

uma faixa de 570 nm.
1.3.9 Analise estatistica

Os dados foram submetidos ao teste de analise de variancia (ANOVA — One
Way). Para avaliar as diferengas significativas entre as médias (p<0,05) foi utilizado
o teste de Tukey. Para estas andlises foi utilizado o programa de estatistica
Paleontology Statistics Software Package for Education and Data Analysis (PAST)

versao 2.17.
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1.4 RESULTADOS
1.4.1 Caracterizac¢ao do extragio etanolico

A Figura 5A apresenta o extrato etandlico bruto, entretanto para utilizagao
nos testes foi necessario a diluicdo do extrato em agua destila autoclavada com
Tween 20 em uma propor¢do de 9:1 v v, obtendo-se um extrato com concentra¢io
de 100 mg'mL (Figura 5B). Destaca-se que ap6s a diluigdo, o extrato foi filtrado em
uma membrana de celulose estéril (0,22 pm), a fim de evitar interferéncia nos testes
devido as particulas grandes do extrato bruto, bem como remover qualquer tipo de

contaminante que poderia ter na amostra.

R

‘

Figura 5. (A) Extrato etanolico bruto e (B) Extrato etandlico diluido e filtrado.

Assim, ap6s ser concentrado em evaporador rotatorio € seco em capela de
exaustao, foram obtidas 6,40 g de extrato etandlico bruto a partir das 100 g iniciais,

correspondendo a 6,4% do rendimento em massa.

1.4.2 Atividade antibacteriana

Na técnica de microdilui¢do em caldo para determinar CIM e CBM, foram
testadas as 12 concentragdes da amostra contras as bactérias patogénicas. Para todas
as cepas bacterianas, o extrato demonstrou atividade bactericida e/ou bacteriostatica
(Tabela 1, Figura 6), sendo a cepa de Bacillus cereus a mais sensivel perante o uso

do extrato etanolico.
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Tabela 1. Resultado da Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentragdo

Bactericida Minima (CBM) do extrato etandlico das folhas de Spondias tuberosa

Arruda.
Amostra/ Bacillus cereus Escherichia Staphylococcus  Salmonella sp.
Bactérias coli aureus
CiM CBM CIM CBM CIM CBM CIM CBM
Extrato 2,60 5,20 10,41 20,83 5,20 10,41 5,20 10,41

etandlico

Unidade de medida utilizada: mg/mL.
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Figura 6. Placas de microdiluicdo demonstrando a sensibilidade das cepas utilizadas perante as
concentragdes do extrato etanodlico. A cor azul indica a inatividade bacteriana e a cor rosa indica a
presenca de bactérias. (A) Bacilus cereus. (B) Escherichia coli., (C) Staphylococcus aureus E (D)

Salmonella sp. Padrdo dos pocgos esta ilustrado na figura 3.

Para B. Cereus, a menor concentragdo para atividade bactericida foi de 5,20
mg'mL, e para bacteriostatica foi de 2,60 mg'mL. A cepa de Escherichia coli foi a

menos sensivel ao extrato, obtendo-se efeito bacteriostatico de 10,41 mg'mL, e



bactericida na concentragdo de 20,83 mg/mL. Para Staphyloccocus aureus a acao
bacteriostatica foi correspondente a concentragdo de 5,20 mg'mL e bactericida de
10,41 mg'mL. A cepa Salmonella sp apresentou apenas atividade bactericida em
10,41 mgmL e na concentragdo 5,20 mg'mL ocorreu crescimento bacteriano sem

controle.

1.4.3 Citotoxicidade

Para a viabilidade celular o teste de MTT foi realizado em leitura de 570 nm
no espectrofotdmeto. As amostras obtiveram resultados satisfatorios, pois de acordo
com o controle positivo de viabilidade celular ocorreu preservagdao das células,
diferente do controle negativo que teve uma diminuicao das celular viaveis. Apenas
as concentr¢des de 0,04 mg'mL e 0,02 mg'mL tiveram uma diminui¢do das células
viaveis, quando comparado com os poc¢os dos meios, mas ainda assim € superior aos

pocos com DMSO 50 %.
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Figura 7. Grafico com a média da absorbancia de 570 nm e a média do desvio padrio para as
concentragdes do extrato etandlico de Spondias tuberosa Arruda. Controle Negativo: DMSO 50

%, Controle Positivo: Meio.

1.4.4 Analise estatistica

Foi realizado as analises estatisticas de ANOVA One Way e teste de Tukey’s
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para ambas leituras, onde verificou haver uma diferenga significativa entre as

concentragoes aplicadas evidenciando o valor de p<0,02.
1.5 DISCUSSAO

Estudos referentes a fitoterdpicos tém se desenvolvido no Brasil nas ltimas
décadas, sendo parte deles envolvendo espécies nativas do nordeste, especificamente
do bioma caatinga (Agra et al., 2008, Albuquerque; Andrade; Silva, 2005). Alguns
trabalhos vém demonstrando a atividade antimicrobiana de extratos etandlico de
folhas da flora nordestina contra as cepas bacterianas mais utilizadas, Escherichia
coli, Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa. Pode-se citar a Amburana
cearensis (Bravo et al., 1999), Hymenaea courbaril, (Nogueira et al., 2001),
Borreria verticillata (Peixoto-Neto et al., 2002), Croton sonderianus (McChesney;
Clark; Silveira, 1991) e Hyptis suaveolens (Iwu et al., 1990). Fernandes, Santos e
Pimenta (2005) verificaram atividade antimicrobiana dos extratos hidroalcdolicos de
G. ulmifolia e H. courbaril para E. coli.

Os resultados experimentais deste estudo mostraram diferentes niveis de
sensibilidade das bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. O extrato etandlico de
Spondias tuberosa. demonstrou inibicdo no crescimento dos microrganismos
Bacillus cereus, Escherichia coli, Salmonella sp. e Staphylococcus aureus. Estes
dados indicam a presenca de promissoras substdncias com atividades
antibacterianas. Estes dados sdo condizentes com os descritos na literatura para um
grande numero de extratos de plantas estudado em relagdo a atividade
antimicrobiana (Costa et al., 2013; Freitas et al., 2022, Santos et al., 2020).

Corroborando com os achados neste estudo, ja ¢ registrado na literatura o uso
popular da espécie vegetal na medicina tradicional. O umbu ¢ frequentemente usado
na medicina popular para tratar infeccdes gastrointestinais (Almeida et al., 2003). As
folhas e a casca do umbuzeiro sdo usadas em remédios tradicionais para tratar
problemas de pele, incluindo infec¢des bacterianas, picadas de insetos e feridas
(Silva et al., 2021; Cavalcante et al., 2007). E importante destacar que a eficacia
desses usos populares da Spondias tuberosa como antibacteriano nao foi totalmente
validada por estudos clinicos controlados.

Os extratos vegetais possuem inumeras atividades biologicas, bioquimicas e

fisiologicas e a eficacia das propriedades presentes nos extratos, dependendo de sua
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composi¢ao/espécie vegetal. Os resultados deste estudo estdo conforme literatura
para as cepas E. coli e S. aureus (Silva et al., 2020). Entretanto, Silva ef al. (2020)
utilizaram a parte do caule de S. tuberosa, porém trabalhos como o de Silva et al.
(2021) utilizaram o extrato proveniente das folhas do vegetal tiveram resultados
semelhantes a este estudo com bactérias multiresistentes e concentragcdes proximas
as testadas.

Diferentes tipos de extratos tém sido investigados quanto as suas
propriedades antimicrobianas, antitumoral, antidiabéticas, anti-inflamatorias,
antioxidantes e cicatrizantes (Silva et al., 2020). As informagdes fornecidas aqui
evidenciam a necessidade de avaliagdes sobre as atividades biologicas e os
potenciais dos extratos. Estudos futuros devem se concentrar no uso de extratos no
combate a resisténcia antibacteriana, uma vez que este produto pode estar disponivel
na maior parte do pais e ¢ relativamente barato a sua obten¢do em comparagdo com
antibidticos convencionais. Além disso, os estudos devem identificar a composicao
dos extratos vegetais, incluindo analises de metabolitos secundarios, para determinar

os fatores responsaveis pela sua atividade antibacteriana.
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1.6 CONCLUSAO

Neste estudo, foi investigado a potencial aplicacdo do extrato etanolico de
Spondias tuberosa Arruda como um agente antibacteriano eficaz e sua relevancia
em aplicacdes biomédicas e farmacéuticas. Demonstrando de que o extrato etanolico
possui propriedades antibacterianas, inibindo o crescimento e a viabilidade das
quatro cepas bacterianas testadas. Essa atividade antibacteriana pode ser explorada
em vdrias aplicagdes, desde tratamentos médicos até a conservagdo de alimentos. As
propriedades antibacterianas do extrato etandlico sugerem seu potencial uso como
uma alternativa eficaz aos antibidticos tradicionais no tratamento de infeccgoes
bacterianas, para o uso do extrato nas concentracdes testadas que obtiveram
viabilidade celular testada. Isso ¢ particularmente relevante a luz da crescente
resisténcia bacteriana aos antibioticos convencionais. Embora os resultados sejam
promissores, existem desafios a serem superados, incluindo a identificagdo dos
componentes ativos do extrato, a otimizacdo de formulagdes e a avaliacao de
toxicidade em modelo in vivo. Essas etapas sdo cruciais antes da aplicagdo clinica.
Por conseguinte, o presente estudo contribui para a crescente compreensdo das
propriedades antibacterianas dos extratos etanolicos de origem natural, servindo
como base para futuras pesquisas que buscam desenvolver terapias mais seguras e

sustentaveis contra infecgdes bacterianas.
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2 CAPITULO 2: Atividade antibacteriana de nanoparticulas de prata
sintetizadas a partir do extrato de Spondias tuberosa Arruda contra bactérias

patogénicas

2.1 INTRODUCAO

A nanotecnologia ¢ uma area da ciéncia e da engenharia que lida com
estruturas e materiais em escala nanométrica, ou seja, em uma escala extremamente
pequena, na ordem de nandmetros (um nandmetro equivale a um bilionésimo de
metro, ou 10° metros) (Asghar, et al, 2012). A nanotecnologia envolve a
manipulagdo, fabricacdo e aplicagdo de estruturas e dispositivos nessa escala, € tem
uma ampla gama de aplicagdes em diversos campos, incluindo eletronica, medicina,
materiais, energia e demais areas (Asghar et al., 2012).

Nanomateriais sdo materiais que possuem pelo menos uma dimensdao na
escala nanométrica (entre 1 e 100 nm), ou seja, eles sdo compostos por estruturas ou
particulas que tém tamanho nanométrico (Peralta-Videa et al., 2011). Esses
materiais podem exibir propriedades Unicas devido ao seu tamanho diminuto e a alta
relagdo 4rea-superficie, o que os torna interessantes para uma variedade de
aplicacdes (Peralta-Videa et al., 2011). Exemplos de nanomateriais incluem
nanotubos de carbono, nanoparticulas metéalicas, nanocompdsitos, dentre outros.

As nanoparticulas sdo particulas extremamente pequenas, com dimensdes na
escala de nanometros, que apresentam propriedades fisicas e quimicas Unicas
(Williams, 2008). Essas particulas t€ém sido amplamente estudadas e utilizadas em
diversas 4areas, como medicina, eletronica, energia e meio ambiente (Willems,
2005).

As nanoparticulas representam uma revolugdo tecnologica com inumeras
aplicagcdes em diversas areas (Willems, 2005). No entanto, ¢ importante que os
impactos das nanoparticulas na saide e no meio ambiente sejam cuidadosamente
avaliados e gerenciados para garantir que seus beneficios superem seus riscos.

Nanoparticulas de prata (AgNPs) sdo compostas por prata iOnica. A prata ¢
conhecida por suas propriedades antibacterianas e antimicrobianas, e as
nanoparticulas de prata tém sido estudadas e usadas em varias aplicagdes (Couto et
al., 2019). As nanoparticulas de prata s3o interessantes devido as suas propriedades

Unicas, como alta atividade antimicrobiana, alta condutividade elétrica, capacidade
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de catalisar reacdes quimicas eficientemente e versatilidade em aplicagdes em varias
areas (Couto et al., 2019). Apesar do nitrato de prata ser toxico para uso, uma
alternativa ¢ produzir essas AgNPs por rota verde, por meio de compostos naturais,
como extratos de plantas.

A sintese de nanoparticulas a partir de extratos de plantas tem se mostrado
uma alternativa promissora e sustentavel para a producdo dessas particulas. Essa
técnica utiliza compostos presentes nos extratos de plantas, como agentes redutores
e estabilizadores das nanoparticulas, evitando o uso de produtos quimicos toxicos e
reduzindo o impacto ambiental (Maciel, 2016).

A sintese de nanoparticulas a partir de extratos de plantas apresenta diversas
vantagens em relacdo as técnicas convencionais. Além de ser uma técnica mais
sustentavel, apresenta baixo custo e de facil acesso. Além disso, pode ser realizada
em condi¢des ambientais amenas, sem a necessidade de altas temperaturas ou
pressoes (Dykman e Khlebtsov, 2012; Maciel, 2016).

As nanoparticulas tém sido estudadas como uma alternativa aos antibioticos
convencionais no combate as infecgdes bacterianas. Essas particulas tém um
tamanho extremamente reduzido, permitindo a penetragdo nas células bacterianas e
danificar sua estrutura (Antunes et al., 2013; Souza et al., 2013).

Diversos tipos de nanoparticulas tém sido investigados, incluindo prata,
ouro, 6xido de zinco, silica, e outros materiais. Estudos tém demonstrado que essas
nanoparticulas apresentam atividade antibacteriana contra varias cepas patogénicas,
incluindo Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, entre
outras (Aravinthan et al., 2015).

Apesar de promissoras, as nanoparticulas como antibacterianos ainda estdo
em fase de estudo e desenvolvimento. E importante que sejam realizados mais
estudos para avaliar sua eficacia e seguranga antes de sua utilizacdo em larga escala,
para entender melhor o uso dessas nanoparticulas em diferentes aplicagdes e para
avaliar seus efeitos no organismo humano.

Diversas plantas tém sido utilizadas na sintese de nanoparticulas, como a
Aloe vera, Camellia sinensis, Curcuma longa, Mentha piperita, entre outras (An et
al., 2018). Essas plantas possuem compostos como polifendis, flavonoides,
terpenoides e 4cidos organicos, que apresentam propriedades redutoras e
estabilizadoras das nanoparticulas.

Spondias tuberosa Arruda, popularmente conhecida como umbu, ¢ uma
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arvore frutifera nativa do semidrido brasileiro, principalmente da regido Nordeste
(Lins Neto, 2010). Além de ser uma fruta saborosa e nutritiva, 0 umbu também
possui importancia econdmica e social para as comunidades do semiarido brasileiro,
que dependem da sua produgdo para a subsisténcia e geracao de renda (Silva-Luz et
al., 2022). Por §. tuberosa ser uma espécie endémica do semiarido e pouco estudada,
ainda sdo escassos os trabalhos sobre a aplicagdo dessa espécie na sintese de
nanoparticulas, sendo assim os estudos mais voltados a outras espécies do género.

A producdo de nanoparticulas de prata utilizando extrato de folhas de
Spondias tuberosa pode resultar em nanoparticulas com propriedades
antibacterianas, devido a presenca de compostos bioativos nas folhas da planta,
como terpenos e flavonoides. Além disso, a seguranga ¢ a toxicidade das
nanoparticulas produzidas devem ser rigorosamente avaliadas antes de sua aplicacdo
em ambientes clinicos ou industriais. Por este motivo o presente estudo tem como
objetivo de produzir nanoparticulas de prata a partir do extrato de folhas da S.
tuberosa que sejam estaveis e possam ter atividade antibacteriana e baixa toxicidade

para futuras aplicacdes.
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2.2 REVISAO DA LITERATURA

2.2.1 Nanoparticulas de prata por rota verde

A sintese de nanoparticulas de prata (AgNPs) por rota verde, que utiliza
métodos ecoldgicos e mais sustentaveis, tem recebido consideravel atencdo na
pesquisa em nanotecnologia devido ao seu potencial para aplicacdes variadas,
incluindo medicina, meio ambiente, eletronica e muitos outros campos. Assim, o
presente processo envolve a utilizacdo de agentes redutores naturais ou métodos que
minimizam o uso de produtos quimicos toxicos e residuos prejudiciais a0 meio
ambiente (Sint et al, 2013). Exemplos comuns de agentes redutores incluem
extratos de plantas, microrganismos, € outros compostos organicos derivados de
fontes renovaveis (An, et al., 2018).

Os mecanismos exatos de formagao das AgNPs por rota verde podem variar
dependendo do agente redutor utilizado. Geralmente, os compostos bioativos
presentes nos extratos de plantas ou microrganismos atuam como agentes
redutores, reduzindo os ions de prata Ag" em AgNPs (Shankar et al., 2003). A
formagdo ¢ frequentemente mediada por interagdes eletrostaticas e quimicas entre
os compostos redutores e os ions de prata (Shankar et al., 2003). As AgNPs
produzidas por rota verde possuem propriedades uUnicas devido ao tamanho
nanométrico ¢ a sua interacdo com os agentes redutores naturais, como atividade
antimicrobiana, propriedades Opticas plasmonicas, capacidade de transporte de
farmacos e potencial como agentes de imagem médica (Rai et al., 2012). Elas sao
utilizadas em tratamentos médicos, como antibioticos alternativos e sistemas de
entrega de medicamentos. Também sdo usadas em embalagens de alimentos
antimicrobianas, tratamento de agua, sensores, eletronica
e catalise (Rai et al., 2015).

Um dos principais beneficios das AgNPs por rota verde ¢ sua abordagem
mais sustentavel, em comparacdo com métodos tradicionais de sintese (Maciel,
2016). No entanto, a seguranca ambiental e a toxicidade precisam ser

cuidadosamente avaliadas para garantir seu uso responsavel (Khanna et al., 2019).
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Ha desafios a serem superados, como a padronizagdo de protocolos de
sintese € a compreensdo completa dos mecanismos de acdo. Pesquisas futuras
podem se concentrar na aplicacdo clinica das AgNPs por rota verde e na resolugao

de questdes relacionadas a toxicidade (Navqi ef al., 2019).

2.2.2 Caracterizaciao das nanoparticulas

A caracterizagdo de nanoparticulas de prata desempenha um papel crucial no
entendimento de suas propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas, existindo diversos
métodos de caracterizacdo (Zhang et al., 2020). A caracterizagdo das nanoparticulas
¢ essencial para garantir sua qualidade, seguranga e eficacia em diversas aplicacdes.
Além disso, a compreensdo completa das caracteristicas das nanoparticulas
impulsiona a inovagdo e a pesquisa em uma ampla gama de campos cientificos e
tecnologicos, contribuindo para avangos significativos em varias areas (An et al.,
2018). Portanto, a caracterizagdo de nanoparticulas ¢ uma etapa fundamental em
qualquer pesquisa ou aplicagdo que envolva essas estruturas nanométricas.

A espectroscopia UV-Vis ¢ utilizada para avaliar as propriedades Opticas das
AgNPs, como a absor¢do de luz na regido do espectro visivel. As caracteristicas
espectrais podem fornecer informagdes sobre o tamanho e a concentracdo das
AgNPs (An et al., 2018). A Espectroscopia de Especkman ¢ usada para estudar a
estabilidade de coloides, incluindo AgNPs, fornecendo informagdes sobre o
potencial zeta, carga superficial e estabilidade das particulas em suspensdo (Huang
etal.,2018).

A caracterizagdo de nanoparticulas de prata por meio do potencial zeta ¢ uma
técnica comumente usada para avaliar a estabilidade coloidal das AgNPs em
suspensdo (Tamboli et al., 2014). O potencial zeta estd relacionado a carga elétrica
na superficie das particulas e ¢ uma medida importante para entender como as
particulas interagem em uma solu¢ao. O Espalhamento Dinamico de Luz (DLS) ¢
usado para medir o tamanho hidrodindmico das AgNPs em solucdo, fornecendo
informagdes sobre a estabilidade coloidal e o comportamento de agregagdo
(Amendola et al., 2017).

A Microscopia Eletronica de Transmissao (MET) ¢ uma técnica para avaliar
a morfologia, o tamanho e a forma das AgNPs em escala nanométrica, onde por

meio dessa € possivel obter imagens de alta resolu¢ao das nanoparticulas (Khanna et
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al., 2016).

Essas técnicas de caracterizacdo sdo essenciais para compreender e controlar
as propriedades das AgNPs, o que ¢ fundamental para uma ampla gama de
aplicacdes, incluindo terapias médicas, tecnologia de sensores, eletronica e muitas
outras (Zhang et al., 2020). O uso combinado dessas técnicas proporciona uma
caracterizacdo completa e precisa das AgNPs, permitindo um melhor

desenvolvimento e aplicagdo dessas nanoparticulas.

2.2.3 Atividade antibacteriana

A resisténcia bacteriana aos antibidticos convencionais representa um
desafio significativo para a medicina e a saide publica. As nanoparticulas de prata
tém se destacado como uma alternativa promissora, devido as suas notaveis
propriedades antibacterianas. Quando produzidas por métodos de "rota verde", que
utilizam agentes redutores naturais e processos ecoamigaveis, as AgNPs oferecem
uma abordagem sustentdvel para combater infec¢des bacterianas (Yari ef al., 2021;
Singh et al., 2020; Rodrigues et al., 2018).

As AgNPs produzidas por métodos de rota verde apresentam um enorme
potencial como agentes antibacterianos. Assim, a sua atividade antibacteriana ¢
mediada por diversos mecanismos, incluindo danos & membrana celular e geragdo de
espécies reativas de oxigénio (EROS), como superoxido e perdxido de
hidrogénio, que danificam o DNA e proteinas bacterianos (Seo et al., 2019). A
caracterizacdo adequada dessas nanoparticulas ¢ fundamental para entender suas
propriedades e otimizar sua eficacia. A pesquisa continua nessa area pode levar ao
desenvolvimento de terapias antimicrobianas mais eficazes e sustentaveis,
oferecendo esperanga no combate a resisténcia bacteriana (Gahlawat; Choudhury,

2019).

2.2.4 Citotoxicidade

Nanoparticulas de prata t€ém sido amplamente estudadas devido as suas
notaveis propriedades antimicrobianas e potencial aplicagdo em varias 4areas,
incluindo medicina, eletronica e industria (D’Souza et al, 2020). No entanto, a

seguranca das AgNPs ¢ uma preocupacdo significativa, especialmente quando se
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consideram suas possiveis implicagdes na saide humana e no meio ambiente (Poon
etal.,2021).

A toxicidade das AgNPs ¢ influenciada por véarios fatores, incluindo
tamanho, forma, concentracdo e revestimento de superficie. Estudos tém mostrado
que as AgNPs podem causar danos celulares e genéticos em células humanas e em
outros organismos (Kaur et al., 2021). Isso pode incluir estresse oxidativo, danos ao
DNA e indugdo de apoptose (Kaur ef al., 2021). A inalagdo de AgNPs em locais de
producdo ou uso pode levar a problemas respiratorios e inflamag¢ao pulmonar. Além
disso, caso as AgNPs forem liberadas no meio ambiente podem ter impactos
adversos em organismos aquaticos e terrestres, afetando a ecologia dos ecossistemas
(Kaur et al., 2021).

AgNPs menores geralmente exibem maior toxicidade devido a sua maior
area de superficie, o que resulta em maior capacidade de interacdo com células e
componentes celulares. AgNPs maiores tendem a ser menos toxicas, mas ainda
podem apresentar riscos dependendo da concentracao e exposicao (Li et al., 2019).

Uma aternativa para reduzir a toxicidade ¢ modificar a superficie das AgNPs
com materiais como polimeros ou proteinas para reduzir a liberacdo de ions de prata
e melhorar a estabilidade. Além de controlar rigorosamente o tamanho e a forma das
AgNPs durante a sintese para otimizar a atividade antimicrobiana e minimizar a
toxicidade (Kaur ef al., 2021).

As AgNPs produzidas por rota verde t€ém o potencial de oferecer beneficios
significativos, mas também apresentam riscos de toxicidade, especialmente quando
ndo sdo devidamente controladas. E crucial avaliar e mitigar esses riscos por meio
de estratégias como revestimento de superficie e controle rigoroso do tamanho e
forma das AgNPs. A pesquisa continua nesta area ¢ essencial para entender
completamente os riscos € beneficios das AgNPs, garantindo seu uso seguro e

responsavel na sociedade e na industria.
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2.3 MATERIAIS E METODOS

2.3.1 Aquisicio da matéria-prima

A matéria-prima (Folhas de Umbu) foi coletada no campus da Universidade
Estadual de Feira de Santana, localizado na cidade de Feira de Santana, Bahia, no
periodo de fevereiro a abril de 2023, sempre no periodo da manha, entre 6h40min —
7h30min, e escolhidas as folhas mais novas (Figura 1: A). As folhas coletadas foram
lavadas com agua ultrapura para evitar contaminante presente nas folhas (SISGEN

ACOB3BB).

2.3.2 Obtencao do extrato

Para a obten¢do do extrato aquoso de S. tuberosa, as folhas foram pesadas
(20 g), e lavadas com agua ultrapura para garantir a retirada de sujeira/contaminante.
As folhas foram trituradas em liquidificador com 200 mL de agua ultrapura. Apods
trituradas, o extrato foi peneirado para remover as partes fibrosas das folhas (Figura
8A) e filtrado com papel filtro (Figura 8B). Apds esses processos o extrato com
concentracdo em 10% (Figura 8C) foi armazenado para utilizacdo na sintese das

nanoparticulas.

Figura 8. (A). Extrato a 10% antes da filtragem. (B) Filtragem do extrato com o papel filtro e (C)
Extrato 10% filtrado.
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2.3.3 Padronizacio do extrato

O extrato com 10%, com pH de 2,87, foi diluido para 2% (Figura 9 A), apds
diluicdo com agua ultrapura foi realizado o ajuste do pH para obter um extrato com

pH entre 9 a 10 (Figura 9B).
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Figura 9. (A) Extrato diluido a concentrac¢do de 2% e (B) Extrato 2% com pH 10 ajustado.

O ajuste do pH foi realizado com o medidor de pH (pHmétro) utilizando a
dgua pura como branco. Como o extrato tem um pH 4acido (entre 2,5 a 3) foi
adicionado cerca de 350 puL de hidréxido de s6édio (NaOH) a concentragdao de 1 mol

L

2.3.4 Sintese de nanoparticula de prata

Para sintetizar as nanoparticulas de prata a partir do extrato, foi utilizado 15
mL do extrato 2% com pH 9 — 10, levado para aquecer até atingir 80°C (Figura
10A), apds aquecimento foi adicionado o agitador metalico no Becker e acrescido 3

mL de nitrato de prata (AgNO3) (3 mmol L-1), onde ap6s a adigdo da prata o extrato

ja mudou a cor de um amarelo claro para castanho claro (Figura 10 B).



Figura 10. (A) Extrato 2% pH 10 no aquecendo até a temperatura média E (B) Solugdo apos

adigdo de AgNO3; 3mmol L.

Apés a mudanga de cor, a solucdo foi retirada do aquecimento e
armazenadas em fracos ambar em geladeira (4°C) para utilizagdo nos testes
posteriores. A solugdo ndo apresentou formagao de precipitados até o momento dos

testes.

2.3.5 Centrifugacio

Apos a sintetizacao das AgNPs, parte das amostras foram centrifugadas em
centrifuga refrigerada NT 835/ Nova Técnica, a 14000 rpm durante uma hora. Apos,
foi adicionado 1,5 mL de amostra em 24 eppendorfs para a centrifugagdo. Apos o
processo, foi retirado o sobrenadante e o pallet foi ressuspendido em 0,5 mL de agua

ultrapura e armazenado para utilizagcdo nos testes antibacterianos.

2.3.6 Caracterizacio das Nanoparticulas de Prata (AgNPs)

2.3.6.1 Espectrometria UV — VIS

A solug@o contendo as nanopaticulas foram detectadas visualmente por meio

da coloragdo apresentada e por espectroscopia de absor¢do. Assim, foi utilizado um

espectrofotometro UV-Visivel na faixa espectral entre 200 e 800 nm. Para a leitura
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no espectrofotdmetro as solugdes foram diluidas em proporgdo 1/1 (v v'').

2.3.6.2 Potencial Zeta

A andlise de potencial zeta, que consiste em uma medida da forga de
repulsdo eletrostatica, fornecendo uma indicacdo do potencial de estabilidade do
sistema coloidal. Com relagdo as andlises do potencial zeta as mesmas foram
realizadas com o objetivo de verificar a estabilidade das suspensdes das particulas de

prata produzidas, indicando o grau de repulsdo entre elas.

2.3.6.3 Espalhamento de luz dindmico (DLS)

Os raios hidrodindmicos médios das nanoparticulas foram determinados por
Espalhamento de Luz Dinadmico (Dinamic Light Scattering — DSL), a partir da

equacao de Stokes-Einstein.

2.3.6.4 Microscopia Eletronica de Transmissdo (MET)

A microscopia eletronica de transmissdo (MET) foi utilizada para a
determinagdo do tamanho (didmetro) e da estrutura das nanoparticulas obtidas apos

secagem, com o objetivo de comparar com a avaliacao dos dados de DLS.

2.3.7 Microrganismos

Os microrganismos utilizados no estudo foram obtidos na Cole¢do de
Cultura de Microrganismos da Bahia, Universidade Estadual de Feira de Santana
(CCMB/UEFS), sao cepas-padrao das espécies CCMB282 Bacillus cereus,
CCMB261 Escherichia coli, CCMB281

Salmonella sp. e CCMB262 Staphylococcus aureus.

2.3.8 Padronizacio dos microrganismos

A padronizacdo foi realizada seguindo o método de suspensdo direta das

colonias, no qual sdo retiradas cerca de 3-5 colonias de cada microrganismo,
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crescido em placas de Petri com meio Agar Miieller-Hinton (AMH), e transferidas
para um tubo tipo Falcon com 20 mL de solucdo salina estéril (0,85%), segundo as
recomendacdoes da CLSI (2012), documentos MO02- All e M2-AS8, sendo a
suspensdo padronizada por meio da leitura do espectrofotometro, 625 nm para
bactérias, atingindo o nivel de turvacdo 0,5 da escala de Mc Farland, utilizando-se

como zero a solugao salina estéril.

2.3.9 Concentracio Inibitéria Minima (CIM)

A técnica de microdiluigdo foi utilizada para estimar a CIM das
nanoparticulas para as bactérias estudadas, segundo os protocolos e adaptagdes
propostos pela Clinical and Laboratory Standards Institute — CLSI (2003; 2012). Em
uma microplaca de titulagdo com 96 pogos e fundo em forma de “U” (fabricante
KASVI) foram acrescidos 100 pL de caldo Miieller-Hinton (CMH) ¢ 100 pL de
cada amostra (extrato puro, nitrato de prata (AgNOs), Nanoparticula de prata
(AgNPs) e Nanoparticula de prata centrifugada (AgNPsc) realizando a diluicao
seriada em 6 concentragdes (Figura 11). Apds a diluicdo foram aplicados 20 pL da
suspensdo bacteriana. As placas foram homogeneizadas e levadas a estufa a 37°C
por 24 horas. Ap6s o periodo de incubacdo, foi acrescido 10 pl do revelador
resazurina em cada pogo, esperando-se 3 horas para a leitura dos resultados, em que
a cor azul caracteriza a inexisténcia de crescimento bacteriano, e a cor rosa/lilas, o
crescimento bacteriano.

Foi realizado o célculo das concentragdes pela formula C;Vi=CyV2, no
qual C; é a concentracdo inicial das amostras diluidas no primeiro poco, Vi € o
volume do primeiro pogo (100 pL), C> ¢ a concentragdo final no primeiro pocgo, € V>
¢ o volume final do primeiro pogo (120 pL). Apds célculo foi obtido as sequintes
concentragdes: Extrato aquoso 2%: 1,6; 0,8; 0,4; 0,2; 0,1 ¢ 0,05 pg/mL. AgNOs:
42,50; 21,25; 10,62; 5,31; 2,65 e 1,32 pg/mL. AgNPs: 7.08; 3,54; 1,77; 0,88; 0,44 ¢
0,22 pg/mL. AgNPsc: 14,16; 7,08; 3,54; 1,77; 0,88 e 0,44 pnpg/mL.
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Figura 11. Ilustragdo da placa de 96 pogos com a disposi¢ao das amostras no teste. Unidade de

medida utilizada: mg/mL. C.P.: Controle Positivo. C.N.: Controle Negativo.

Como controle positivo para crescimento bacteriano foi utilizado 100 pL do
meio de cultura e 20 pul. da suspensdo bacteriana; nos controles negativos foram
utilizados 100 pL do meio de cultura com 20 pL dos antibidticos gentamicina 40
mg/mL, cloranfenicol 100 mg/mL e azitromicina 100 mg/mL e 20 pL da suspensao,
bem como 100 pL. de CMH puro para controle de esterilidade do meio. Além disso,

foram realizadas triplicatas para confirmagao dos resultados.

2.3.10 Concentraciao Bactericida Minima (CBM)

A determinagdo da CBM foi realizada apés o crescimento bacteriano nas
microplacas. Antes da adi¢cdo do revelador, em cada pogo que, a olho nu, ndo foi
observado crescimento bacteriano, como turvacdo no pog¢o, foram retiradas trés
aliquotas de 10 pL cada e despejadas em placas de Petri com Agar Miieller-Hinton
(AMH), sendo espalhada por toda a placa com a ajuda de swabs estéreis.
Posteriormente, foi adicionado o revelador nas microplacas e levadas a estufa. As

placas para observagao de crescimento bacteriano foram incubadas em estufa (37
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°C) e apds o periodo de 24 horas foi verificado se hd crescimento bacteriano ou
se a concentracgao testada tem efeito bactericida ou bacteriostatico.

2.3.11 Citoxicidade

A citotoxicidade foi avaliada por meio do ensaio de viabilidade celular pelo
método MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-i1)-2,5-difeniltetrazolio), figura 12,
no qual ¢ uma técnica amplamente utilizada para determinar a viabilidade celular e

avaliar a citotoxicidade de compostos em culturas celulares.
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Figura 12. Esquematizacdo da placa para viabilidade celular das AgNPs.

Em uma placa de 96 pogos foi adicionado em cada pogo 100 uL de uma
solu¢do com 1,1 % de células cultivadas, 1 % de antibiotico e antimicotico, 10 % de
soro fetal bovino (SFB) e 87,9 % de meio RPMI, e apds a adi¢do do meio foi
adicionado as 6 concentragdes da nanoparticulas de prata (3,75 — 120 pug/mL)
utilizadas nos testes de sensibilidade microbiana. Como controle negativo foi
utilizado 100 pL. de DMSO (Dimetilsulfoxido ou sulféxido de dimetilo) 50 % e o
controle positivo foi 100 pL. de meio puro e 100 puL de agua ultrapura, que também
foi utilizado como branco para a leitura no espectrofotometro (Figura 12). Todas as
amostras foram realizadas em triplicatas.

A microplaca foi levada a camara de CO; a concentragdo de 2,7% durante



um periodo de 48h. Apds o periodo de incubagdo a microplaca foi retirada e foi

adicionado 10 pL de MTT em todos os pogos ¢ levada a cdmara de CO2 novamente

por um periodo de 4h. Apos a incubagio foi adicionado 100 pL do solubilizante do
KIT de MTT para dissolver os cristais de formazan formados e a placa foi posta
em espectrofotdmetro de microplaca para leitura de absorbancia na faixa de 570

nm.

2.3.12 Analise estatistica

Os dados foram submetidos ao teste de analise de variancia (ANOVA — One
Way). Para avaliar as diferencas significativas entre as médias (p<0,05) sera
utilizado o teste de Tukey. Para estas analises sera utilizado o programa de
estatistica Paleontology Statistics Software Package for Education and Data

Analysis (PAST) versao 2.17.
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2.4 RESULTADOS

2.4.1 Sintese das nanoparticulas de prata

A sintese das AgNPs resultou em uma solugdo de cor castanho-claro (Figura
13), e quando diluida em agua ultrapura resulta na cor amarela, que ¢ uma
caracteristica observada na prata coloidal resultado da absorcdo da radiacdo

eletromagnética em ressonancia com os plasmons de superficie.

Figura 13. Aspecto visual da solugdo coloidal de nanoparticulas de prata.

2.4.2 Caracterizacio

Na sintese foram produzidas nanoparticulas de prata AgNPs estaveis,
provenientes da rota verde, e com forte interacao eletrostatica. Na Figura 14 podem
ser observados que por meio da espectrometria de UV- Vis, o pico obtido pela
solucdo encontra-se em 412 nm, o que evidéncia a presenga de nanoparticulas na

amostra.
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Figura 14. Espectro de UV-Vis da solugdo coloidal de AgNPS diluida em 4gua pura na propor¢ao

deem 1:1 (v v

Na Figura 15 pode-se observar a distribuicdo do tamanho das nanoparticulas
obtida pelo ensaio de DLS, onde 90% das particulas apresentam um diametro médio

de 41,81 nm e 10% das particulas um diametro de 3,08 nm.

Size (d.nm): % Intensity: St Dev (d.nm):
Z-Average (d.nm): 2660 Peak 1: 41,81 90,0 16,75
Pdl: 0,354 Peak 2: 3,089 10,0 0,6443
Intercept: 0,879 Peak 3: 0,000 0,0 0,000

Result quality : Refer to quality report

Size Distribution by Intensity

Intensity (Percent)

Size (d.nm)

Figura 15. Espectro do DLS da amostra coloidal de AgNPs.
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A Figura 16 apresenta a micrografia de MET da solucdo coloidal de AgNPs,
na qual pode ser observado nanoparticulas de prata com formato esférico. Esse

resultado corrobora a analise de UV-Vis, conforme ja foi descrito anteriormente.

Figura 16. Micrografia de MET da solugdo coloidal de AgNPs.

A amostra de AgNPs demonstrou um potencial zeta negativo, com pico em
-21 mV (Figura 17), isso significa que as particulas tendem a se dispersar e manter

uma suspensao uniforme na solugao.
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Figura 17. Resultado do potencial Zeta.
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A carga negativa nas particulas cria uma repulsdo eletrostatica entre elas, o
que impede a aglomeracdo e a sedimentacdo das particulas, tornando-as mais

estaveis.

2.4.3 Atividade antibacteriana

As cepas Bacillus cereus, Escherichia coli e Salmonella sp obtiveram
sensibilidade as amostras (Tabela 2 e Figura 18), sendo a B. Cereus mais sensivel
para as AgNPs e AgNPsc e a unica que foi sensivel ao extrato em sua maior
concentragdo. Staphylococcus aureus foi resistente as amostras € sensivel apenas a
AgNO3 em concentragdes 10,62 pg/mL.

Para B. cereus a menor concentragdo bactericida foi de 3,54 pg/mL para
AgNPs e 1,77 pg/mL para AgNPc, ndo apresentando resultados bacteriostatico. As
cepas de Escherichia coli e Salmonella sp apresentaram resultados semelhantes de
sensibilidade as nanoparticulas. Ambas tiveram agdo bactericida em 7,08 pg/mL e
bacteriostatica de 3,54 pg/mL para AgNPs c¢ 3,54 pg/mL e 1,77 pg/mL,

respectivamente.

Tabela 2. Resultado da Concentracao Inibitoria Minima (CIM) e Concentragao

Bactericida Minima (CBM) das amostras testadas.

Bacillus Escherichia Staphylococcus Salmonella

cereus coli aureus sp.
CIM CBM CIM CBM CIM CBM CIM CBM

Amostras/Bactérias

Extrato aquoso 1,60 1,60 - - - - - -

> > >
AgNOs 13 13 265 531 - 1062 |3, -
AgNPs . 354 354 708 i ; 3,54 7.08
AgNPsc . 177 177 3,54 i ; 1,77 3,54

Unidade de medida utilizada: pg/mL.

(-) auséncia de atividade antibacteriana.

> Maior que.

AgNP: Nanoparticulas de Prata

AgNPc: Nanoparticulas de Prata centrifugada.
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Figura 18. Placas de microdiluicdo demonstrando a sensibilidade das cepas utilizadas perante as
concentragdes das amostras. A cor azul indica a inatividade bacteriana e a cor rosa indica a
presenca de bactérias. A. Bacilus cereus. B. Escherichia coli. C. Staphylococcus aureus. D.

Salmonella sp. Concentracdes descritas na metodologia e no padrdo da placa na figura 12.
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Figura 19. Resultado do crescimento bacteriano em placas de Petri para a cepa Escherichia coli. A.

AgNO3 2,65 ng/mL sem crescimento bacteriano. B. AgNP 7,08 pg/mL sem crescimento bacteriano.
C. AgNP 3,54 pg/mL com crescimento controlado da bactéria. D. AgNP 1,77 pg/mL com

crescimento descontrolado da cepa. As Unicas cepas que obtiveram resultado de concentragdo
bacteriostatica minima foram E. coli e Salmonella sp. Na figura 19 podemos conferir as
placas de Petri onde ndo ocorreu crescimento bacteriano (Figura 19: A e B), ocorreu

crescimento controlado (Figura 19: C) e teve crescimento descontrolado (Figura 19: D).

2.4.4 Citotoxicidade

A citotoxicidade foi avaliada por meio da viabilidade celular o teste de MTT

realizado leitura em 570 nm no espectrofotometo. As amostras obtiveram resultados



satisfatorios, pois de acordo com o controle positivo ocorreu preservacao das células
(Figura 20), diferente do controle negativo que teve uma diminuigdo das celular
viaveis. Entretanto as concentragdes 0,44 pg/mL e 0,22 pug/mL tiveram uma
diminui¢do das celulas vidveis quando comparado com os pocos dos meios, mas

ainda assim € superior aos pogos com DMSO 50 %.

0,6

0,5 1

0,4

Figura 20. Grafico com a média da absorbancia de 570 nm ¢ a média do desvio padrdo para as
concentragdes das AgNPs sintetizadas a partir do extrato aquoso das folhas de Spondias tuberosa

Arruda. Controle Negativo: DMSO 50 %, Controle Positivo: Meio.

2.4.5 Analise Estatistica

Foi realizado as analises estatisticas d¢ ANOVA One Way e teste de Tukey’s
para ambas leituras, onde verificou que haver ndo haver diferenga significativa entre

os tratamentos aplicados onde evidenciou o valor de p<0,35.
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2.5 DISCUSSAO

A sintese "verde" das AgNPs evita o uso de produtos quimicos toxicos e
solventes prejudiciais, reduzindo o impacto ambiental, essa técnica oferece varias
vantagens notaveis. As AgNPs obtidas dessa maneira tendem a ser biocompativeis e
menos téxicas em comparacdo com as AgNPs produzidas por métodos quimicos
tradicionais. Isso as torna atraentes para aplicacoes médicas, como sistemas de
liberagdo de medicamentos e diagnostico por imagem.

A utilizagdo de nanoparticulas de prata como agentes antibacterianos
sintetizadas a partir de extratos de folhas de plantas ¢ uma area de pesquisa em
crescimento. Singhal ef al. (2014), forneceram uma visdo geral abrangente da sintese
de AgNPs usando extratos de plantas como agentes redutores, também trouxe a
discussdo acerca das propriedades antibacterianas das AgNPs sintetizadas dessa
forma. Iravani (2019), revisou o processo de sintese de AgNPs utilizando
extratos de plantas como redugdo, destacando os mecanismos subjacentes, além de
abordar as aplicagdes das AgNPs, incluindo atividade antibacteriana.

Venkateswarlu ef al. (2018) realizaram a sintese de AgNPs a partir do extrato
de folhas da Spondias tuberosa, onde ¢ destacado suas propriedades, bem como suas
possiveis aplicacdes em sensores quimicos e biologicos. Silva et al. (2019)
realizaram um estudo sobre a sintese de nanoparticulas de prata provenientes do
extrato hidroetanolico das folhas de S. tuberosa e seu uso como antibacteriano para
as cepas de Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus, onde caractericou o
tamanho das AgNPs por meio do UV-Vis e MET obtento AgNPs entre 3,44
— 19,46 nm, e evidenciou um potencial antibacteriano das AgNPs contra as cepas do
estudo, sobre tudo a bactéria gram-negativa, P. aeruginosa.

Neste presente estudo, as AgNPs sintetizadas a partir do extrato de Spondias
tuberosa demonstraram atividade antibacteriana significativa contra cepas
bacterianas testadas nesta pesquisa, incluindo bactérias resistentes a antibioticos.
Isso ¢ particularmente importante em um contexto onde a resisténcia bacteriana ¢
uma preocupagdo global crescente. O desenvolvimento de mecanismos de
resisténcia aos antibacterianos demonstrados por Staphylococcus aureus pode estar
relacionado com os procedimentos empregados na sua antibioticoterapia (Santos et

al., 2007).
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2.6 CONCLUSAO

A utilizacdo de nanoparticulas de prata (AgNPs) sintetizadas a partir do
extrato de Spondias tuberosa Arruda como potencial agente antibacteriano oferece
resultados promissores. Ao longo desta pesquisa, foram realizados experimentos e
analises que forneceram insights valiosos sobre as propriedades e o potencial
antibacteriano dessas AgNPs. Os resultados dos testes antibacterianos realizados
demonstraram de maneira convincente a eficacia das AgNPs sintetizadas a partir do
extrato de Spondias tuberosa contra as cepas bacterianas. Essas AgNPs mostraram a
capacidade de inibir o crescimento bacteriano e, em alguns casos, destruir as
bactérias. Esse efeito antibacteriano € altamente promissor, pois sugere que as
AgNPs podem ser usadas como agentes terapéuticos ou revestimentos
antibacterianos em uma variedade de aplicacdes biomédicas e industriais. As AgNPs
obtiveram sucesso contra cepas bacterianas resistentes a antibioticos convencionais,
destacando seu potencial como alternativa aos antibidticos tradicionais. Isso ¢
particularmente relevante em um momento em que a resisténcia bacteriana ¢ uma
ameaga global a saude. A pesquisa aponta para possiveis aplicagdes em tratamentos
médicos, como curativos antimicrobianos, dispositivos médicos e terapias
especificas. Apesar dos resultados promissores, ha desafios a serem abordados,
como a otimizacdo da formulagdao das AgNPs, a determinagdo de sua estabilidade a
longo prazo, a compreensdo dos mecanismos moleculares subjacentes a atividade
antibacteriana e citotoxicidade das AgNPs produzidas. Sugerindo que estudos
adicionais de seguranga e toxicidade sdo essenciais para avaliar o uso clinico e

industrial dessas AgNPs.
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CONSIDERACOES GERAIS

As descobertas apoiam a viabilidade do extrato etandlico e das
nanoparticulas de prata sintetizadas a partir das folhas de Spondias tuberosa, como
agentes antibacterianos promissores. Este estudo destaca a importancia de continuar
a pesquisa nesse campo, identificando oportunidades para desenvolver tratamentos
mais eficazes e alternativas aos antibioticos tradicionais. A medida que enfrentamos
desafios crescentes relacionados a resisténcia antimicrobiana e a necessidade de
abordagens mais sustentaveis, o potencial do extrato etanolico e das nanoparticulas

oferece uma esperancga valiosa para o futuro da satude e da seguranga publica.
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