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RESUMO

Sintese verde é o nome dado as rotas de sintese relativamente atdxicas, que utilizam reagentes
quimicos biodegraddveis e de custo baixo para sintetizar nanomateriais, tendo como iniciador da
rota, um componente bioldgico, dentre eles as plantas. O Cerrado possui uma vasta diversidade de
plantas compostas por arsenais fitoquimicos que podem ser explorados na sintese verde de
nanoparticulas metdlicas (NPMs). Dentre os metais utilizados para a sintese de NPMs, a prata tem
sido amplamente utilizada devido as suas diversas propriedades, dentre elas a atividade
antimicrobiana de amplo espectro. O objetivo deste estudo foi o desenvolvimento de rotas
exploratérias de sintese verde para producdo de micro- e nanoparticulas de prata (AgMPs e
AgNPs) utilizando 91 extratos aquosos obtidos a partir de fruto (cajuzinho do Cerrado) e/ou
folhas de plantas do Cerrado. O monitoramento da formacdo de AgNPs por espectroscopia de
absorcdo indicou potencial redutor do extrato obtido a partir do fruto/nozes de Anacardium
othonianum como uma funcio da temperatura de reacdo. As AgNPs sintetizadas apresentaram
tamanhos variados; indices de polidispersividade (Pdl) moderados; potencial Zeta de superficie
baixo a moderado; formato esférico; e auséncia de efeito citotoxico pronunciado para leveduras
Saccharomyces cerevisiae. Dos extratos obtidos a partir das folhas de 90 espécies de plantas
pertencentes a 41 diferentes familias, ~77% foram capazes de reduzir expressivamente Ag" em
Ag’, formando particulas. As AgNPs e AgMPs apresentaram didmetros hidrodinimicos variados
com 61% das suspensdes coloidais apresentando estruturas dentro da faixa nanométrica (10 a 100
nm); PdI variado, sendo 40% indicativo de monodispersdo (0,1 a 0,3); potencial Zeta negativo
variavel, sendo que 87% foram coloidalmente portadoras de instabilidade incipiente (-10 a -30
mV). Todas as particulas inibiram in vitro o crescimento de bactérias Escherichia coli em
concentracdes micromolares, e apenas 66,67% inibiram o crescimento de Staphylococcus aureus,
sendo mais efetivas contra bactérias Gram-negativas em relagdo a bactérias Gram-positivas. A
rota de sintese desenvolvida com extrato aquoso das folhas de Caryocar brasiliense (CbC -
Pequi) foi selecionada com base em critérios racionais para dar continuidade e aprofundamento a
estudos confirmatérios. As AgNPs produzidas por essa rota (AgNPs-CbC) se mostraram
altamente reprodutiveis (pequena variagdo entre lotes e época de coleta das folhas), estdveis (pelo
menos 1,5 anos), passiveis de escalonamento (5-500 mL) e de serem dissolvidas em condi¢des
controladas (per6xido de hidrogénio). Além disso, foi possivel identificar alguns dos compostos
possivelmente relacionados ao processo de redugdo e estabilizacdo das AgNPs-CbC, dentre os
quais estdo flavonoides, taninos e outros compostos organicos. Ensaios in vitro demonstraram que
as AgNPs-CbC inibiram o crescimento de leveduras Candida albicans, e foram mais efetivas
contra bactérias Escherichia coli (Gram-negativa) do que Staphylococcus aureus (Gram-
positiva). Ensaios de viabilidade celular indicaram diminui¢do da viabilidade de células de
fibroblastos murino (NIH3T3) (14,6%), células de cancer de mama humano (MCF-7) (24,4%),
macréfagos peritoneais murinos (C57B1/6) (51,5%) e células de insetos (Sf21) (65%); e
apresentaram taxa hemolitica baixa (1,5%) quando expostas as AgNPs-CbC na concentracdo de
100 uM. As AgNPs-CbC apresentaram efeito nematicida contra Caenorhabditis elegans e
Meloidogyne incognita em concentracdes muito mais baixas do que as observadas para outros
organismos; e nado indicaram feitos toxicoldgicos sob os pontos de vista anatdbmicos e
bioquimicos em plantas Nicotiana tabacum. Ensaios in vivo controlaram em 85% a infestagdo por
M. incognita em plantas de tabaco sem alterar os pardmetros anatdmicos e bioquimicos (clorofila
e peroxidagdo lipidica). Adicionalmente, as AgNPs-CbC em concentragio de 64 uM
administradas por via intravenosa em camundongos ndo desencadearam altera¢des nos perfis
hematolégicos (hemograma e leucograma), bioquimicos [gama glutamil transpeptidase (GGT),
aspartato aminotransferase (AST), alanina aminotrasferase (ALT), bilirrubina total (TBIL) e
lipidograma] e morfolégicos (figado, bago, rim e pulmao). Um método racional, comparativo e
em etapa Unica foi desenvolvido para sintese de particulas de prata utilizando extratos obtidos a
partir de plantas do Cerrado, sendo que o método e abordagens apresentadas direcionam para um
alto potencial biotecnoldgico dessa plataforma sustentdvel de para producdo de nanomateriais.

Palavras-chave: Sintese verde, Cerrado, nanoparticulas de prata, atividade bioldgica, testes in
vitro, testes in vivo.
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ABSTRACT

Green synthesis is the common name given to the relatively non-toxic synthetic routes, using
biodegradable and inexpensive chemicals to synthesize nanomaterials, and with a biological
organism as the primary source or initiator of the route, among them plants. The Cerrado has a
wide diversity of plants composed by phytochemical arsenals that can be exploited in the green
synthesis of metallic nanoparticles (NPMs). Among the metals used for the synthesis of NPMs,
silver has been widely used because of its diverse properties, among them a broad spectrum of
antimicrobial activity. The aim of the present study was the development of exploratory routes
of green synthesis to produce silver micro- and nanoparticles (AgMPs and AgNPs) using 91
aqueous extracts obtained from fruit (Cerrado cashew) and/or leaves of Cerrado plants. The
monitoring of the formation of AgNPs by absorption spectroscopy indicated the reducing
potential of the extract obtained from the fruit/nuts of Anacardium othonianum as a function of
the reaction temperature. The AgNPs obtained had varying sizes; moderate polydispersity
indexes (PdI); low to moderate surface Zeta potential; spherical shape; and absence of
pronounced cytotoxic effect against Saccharomyces cerevisiae yeasts. From the extracts
obtained from the leaves of 90 species of plants belonging to 41 different families, ~77% were
able to expressively reduce Ag* into Ag’, forming particles. The AgNPs and AgMPs presented
varying hydrodynamic diameters, with 61% of the colloidal suspensions presenting structures
within the nanometric range (10 to 100 nm); PdI varied, with 40% indicative of monodispersion
(0.1 to 0.3); variable negative Zeta potential, with 87% colloidally carrying incipient instability
(-10 to -30 mV). All particles inhibited in vitro the growth of Escherichia coli bacteria at
micromolar concentrations, and only 66.67% inhibited the growth of Staphylococcus aureus,
being more effectives against Gram-negative bacteria compared to Gram-positive bacteria. The
route of synthesis developed with aqueous extract of the leaves from Caryocar brasiliense
(CbC) was selected based on a rational criteria to give continuity and deepening to confirmatory
studies. The AgNPs produced by this route (AgNPs-CbC) showed to be highly reproducible
(small variation between lots and time of collection of leaves), stable (at least 1.5 years),
scalable (5-500 mL), and being possible to be dissolved under controlled conditions (hydrogen
peroxide). In addition, it was possible to identify some of the compounds possibly related to the
process of reduction and stabilization of AgNPs-CbC, among which are flavonoids, tannins and
other organic compounds. In vitro assays demonstrated that AgNPs-CbC inhibited the growth of
Candida albicans yeasts, and were more effective against Escherichia coli (Gram-negative)
than Staphylococcus aureus (Gram-positive) bacteria. Cell viability assays indicated decreased
viability of murine fibroblast cells (NIH3T3) (14%), human breast cancer cells (MCF-7) (24%),
murine peritoneal macrophages (C57B1/6) (51%) and insect cells (Sf21) (65%); and presented a
low hemolytic rate (1.5%) when exposed to the AgNPs-CbC in the concentration of 100 uM.
AgNPs-CbC showed a nematicidal effect against Caenorhabditis elegans and Meloidogyne
incognita at concentrations much lower than those observed for other organisms; and did not
indicate anatomical and biochemical toxicological effects on Nicotiana tabacum plants. In vivo
assays controlled in 85% the infestation in tobacco plants by M. incognita without altering the
anatomical and biochemical parameters (chlorophyll and lipid peroxidation). In addition,
AgNPs-CbC in concentrations of 64 pM administered intravenously in mice did not trigger
changes in hematological (hemogram and leukogram), biochemical profiles (gamma glutamyl
transpeptidase (GGT), aspartate aminotransferase (AST), alanine aminotransferase (ALT), total
bilirubin (TBIL) and lipidogram] and morphological (liver, spleen, kidney and lung) profiles. A
rational, comparative and single step method was developed for the synthesis of silver particles
using extracts obtained from Cerrado plants, and the method and approaches suggested a high
biotechnological potential of this sustainable platform for production of nanomaterials.

Keywords: Green synthesis, Cerrado, silver nanoparticles, biological activity, in vitro assays, in
Vivo assays.
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J, M), contendo veias centro lobulares (vc), hepatdcitos (seta pequena) e capilares
sinusoides (cabeca de seta) (B-C, E-F, H-I, K-L, N-O), e a presenca de pequenos
infiltrados inflamatorios (setas grandes) nos grupos AgNPs-CbC (C), CbC (F) e
AgNOj; (I). Coloragao: H & E. Barra de escala = 50 um. Espessura dos cortes = 5
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Figura IV 49. Imagens histolégicas dos bacos de camundongos (C57B1/6) 24 h apés a
administracdo intravenosa de 64 uM das AgNPs-CbC (A-C), CbC (D-F), AgNO;3
(G-) e H,O (J-L), e do grupo controle sem tratamento (M-N). Nas sec¢des sdo
observadas cépsulas integras (cp) (A, D, G, J, M), regides parenquimatosas
divididas em polpas brancas (pb) e vermelhas (pv) (B-C, E-F, H-I, K-L, N-O) sem
indicativo de altera¢des morfoldgicas. Coloragdo: H&E. Barra de escala = 50 um.
Espessura dos COTtES =5 M. c..ueiiiuiieiiiiieeiieeeite ettt ettt e esiee e 189

Figura IV 50. Imagens histoldgicas dos rins de camundongos (C57B1/6) 24 h apés a
administracdo intravenosa de 64 uM das AgNPs-CbC (A-C), CbC (D-F), AgNO;3
(G-D) e H,O (J-L), e do grupo controle sem tratamento (M-N). Nas sec¢des sao
observadas cédpsulas integras (cp) e zonas corticais (zc) preservadas (A, D, G, J, M).
Na zona cortical € possivel observar corpusculos renais, tibulos contorcidos distais
(seta grande) e tubulo contorcido proximal (seta pequena) com caracteristicas
preservadas (B-C, E-F, H-1, K-L, N-O) sem indicativo de altera¢cdes morfoldgicas.
Coloragdo: H & E. Barra de escala = 50 pm. Espessura dos cortes =5 um......... 191

XX



Figura IV 51. Imagens histologicas dos pulmdes de camundongos (C57B1/6) 24 h apds
a administracao intravenosa de 64 uM das AgNPs-CbC (A-C), CbC (D-F), AgNO;3
(G-]) e H,O (J-L), e do grupo controle sem tratamento (M-N). Nas sec¢des foram
observados sacos alveolares (sa), bronquiolos (bq) e capilares (seta) com
caracteristicas preservadas para todos os grupos (B-C, E-F, H-I, K-L, N-O)
Coloragdo: H & E. Barra de escala = 50 pm. Espessura dos cortes =5 um......... 193
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