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RESUMO

A nanotecnologia tem revolucionado diversas areas da saude, e a sua utilizacdo na
odontologia se justifica pela melhoria das propriedades fisico-quimicas dos materiais.
Em especial, nanoparticulas de prata sintetizadas por método verde de biorreducéo,
possuem uma grande superficie de contato, com propriedades antimicrobianas e baixa
toxicidade. Diante do exposto, o presente estudo teve como objetivo desenvolver
nanoparticulas de prata para aplicagdo em enxertos 6sseos de uso odontoldgico. Desta
forma, foram avaliadas as propriedades fisico-quimicas e antimicrobianas de
nanoparticulas de prata obtidas por biorreducdo usando folhas de araca-vermelho
(Psidium catelanium Sabine), 6leo essencial extraido da casca da laranja (Citrus
sinensis) e Gleo essencial de laranja comercial, quando isoladas ou em associagcdo ao
enxerto 6sseo bovino de uso odontoldgico. As propriedades fisico-quimicas de potencial
zeta, indice de polidispersdo e didmetro médio foram investigadas nas formulagdes, e as
amostras de nanoparticulas com 06leo de laranja foram selecionadas para dar
prosseguimento ao estudo de atividade antimicrobiana e funcionalizagdo com enxerto
0sseo bovino. A analise da atividade antimicrobiana por difusao em disco foi realizada
em oito microrganismos usualmente encontrados nas infecgdes orais. A biorreducéo do
extrato aquoso das folhas de aracd apresentou capacidade antioxidante, atribuida aos
compostos fendlicos. As nanoparticulas apresentaram um diametro médio de 258,3 £ 5
nm e indice de polidispersdao de 0,300 e estabilidade elefrorética, com valores de
potencial zeta de -21,0 + 4 mV. A formacdo das nanoparticulas de prata utilizando os
dois agentes redutores (extrato de folhas de araca e dleo essencial de laranja foi
confirmada pelo aparecimento de uma banda em 400 nm nos espectros de UV-vis,
caracteristicos da Superficie de Ressonancia Plasmonica (SPR). No o6leo de laranja
extraido, 0 composto majoritario identificado por Cromatografia Gasosa foi o D-
limoneno (96,42 %), seguido pelo B-mirceno (1,46 %), linalol (1,25 %) e a-pineno (0,33
%). O diametro médio das nanoparticulas, observados por Microscopia Eletrdnica de
Transmissdo, variou entre 50 e 80 nm para as nanoparticulas com 6leo de laranja
extraido e comercial, respectivamente. Esses resultados corroboram com os diametros
obtidos por Espalhamento de Luz Dinamico (DLS). As nanoparticulas obtidas com 6leo
de laranja extraido apresentaram melhores resultados de estabilidade fisico-quimica no
armazenamento, podendo ser atribuido ao maior conteudo de D-Limoneno na sua
constituicdo. Além disso, as nanoparticulas de prata com 6leo de laranja apresentaram
melhores resultados de atividade antioxidante por dois métodos avaliados: DPPH (2,2-
difenil-1-picrilhidrazil) e ABTS (2,2’-azino-bis (3-etilbenzotiazolin) 6-4cido sulfénico),
guando comparados aos Oleos essenciais individualizados. Os enxerto (sseos
funcionalizado com nanoparticulas de prata com 6leo de laranja apresentaram maiores
acOes antagonicas frente aos microrganismos estudados, quando comparados aos 6leos
essenciais individualizados. Com esses resultados, & possivel afirmar que as
nanoparticulas de prata possuem excelentes propriedades fisico-quimicas para a
utilizacdo como agentes antimicrobianos em biomateriais de uso odontoldgico.

Palavras chave: Nanoparticulas de prata. Enxertos 0sseos. Implantodontia.
Biomateriais.



ABSTRACT

Nanotechnology has revolutionized several areas of health, and its use in dentistry is
justified by the improvement of the physical-chemical properties of materials, in
particular, the silver nanoparticles synthesized by the green bioreduction method, have a
large contact surface, with properties antimicrobials and low toxicity. In view of the
above, the present study aimed to evaluate the physicochemical properties of silver
nanoparticles obtained by bioreduction using red aracd leaves (Psidium catelanium
Sabine), essential oil extracted from orange peel (Citrus sinensis) and essential oil from
commercial orange. The physical-chemical properties of zeta potential, polydispersity
index and average diameter were investigated in the formulations, and samples of
naoparticles with orange oil were selected to continue the study, of antimicrobial
activity and functionalization with bovine bone grafts. The bioreduction of the aqueous
extract of the leaves of araca showed antioxidant capacity, attributed to the phenolic
compounds. And the nanoparticles had an average diameter of 258.3 £ 5 nm and a
polydispersity index of 0.300 and elephantroretic stability, with zeta potential values of
-21.0 =+ 4 mV. The formation of silver nanoparticles using the two reducing agents
(extract of aracé leaves and orange essential oil was confirmed by the appearance of a
band at 400 nm in the UV-vis spectra, characteristic of the Plasmonic Resonance
Surface (SPR). In the extracted orange oil, the major compound identified by Gas
Chromatography was D-limonene (96.42%), followed by p-mycrene (1.46%), linalool
(1.25%) and a-pinene (0,33%). The average diameter of the nanoparticles obtained by
Transmission Electron Microscopy, varied between 50 and 80 nm, for the nanoparticles
with extracted and commercial orange oil, respectively. These results corroborate with
the diameters obtained by DLS. The nanoparticles obtained with extracted orange oil
showed better results of physical-chemical stability in storage, which can be attributed
to the higher content of D-Limonene in its constitution. In addition, the nanoparticles
with orange oil showed better results of antioxidant activity by two methods evaluated:
DPPH and ABTS, when compared to individualized essential oils. The nanoparticles
with orange oil and the bone grafts functionalized with these nanoparticles, showed
greater antagonistic actions compared to the microorganisms studied, when compared to
individualized essential oils.

With these results, it is possible to state that silver nanoparticles have excell
physical-chemical properties for use as antimicrobial agents in biomaterials for der
use

Keywords: Silver Nanoparticles. Bone Grafts. Implantology. Biomaterials.
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1. INTRODUCAO

A nanotecnologia ¢ uma ciéncia interdisciplinar e multidisciplinar que visa
contribuir com inovagdes para a solugdo de problemas enfrentados pela sociedade, nas
diferentes areas do conhecimento, com aplicagdes em nanomateriais, nanoeletronica,
nanofotOnica, nanobiotecnologia, nanofoods, nanoenergia, nanoambiente, entre outras
(CADIOLI; SALLA, 2015). A nanociéncia tem por principio trabalhar nos niveis
atomicos, moleculares e supramoleculares a fim de entender, criar e usar a estrutura de
materiais, dispositivos e sistemas com novas propriedades e fungdes resultantes de suas
pequenas estruturas (ROCCO; WILLIAMS; ALIVISATOS, 2000).

Todos os sistemas bioldgicos e os criados pelo homem t€m o primeiro nivel de
organizacdo em nanoescala, ou seja, esta ja ¢ a forma que a natureza se organiza em
seus sistemas vivos e ambientes (ROCCO; WILLIAMS; ALIVISATOS, 2000). A
nanobiotecnologia ¢ definida como um campo que aplica principios e técnicas em
nanoescala para entender e transformar biossistemas (vivos ou ndo vivos) e que utiliza
principios bioldgicos e materiais para criar novos dispositivos e sistemas integrados a
partir de escalas nanométricas (ROCCO; WILLIAMS; ALIVISATOS, 2000).

Especificamente na Odontologia, a nanotecnologia tem contribuido para
melhorar as propriedades mecanicas e fisicas dos materiais, introduzindo novas
modalidades  diagndsticas e sistemas de carregamento de nanoparticulas
(KANAPARTHY; KANAPARTHY, 2011). Dentre as areas de aplicagdo na Odontologia
destacam-se: Semiologia, Odontologia Preventiva, Materiais Dentarios, Protese,
Endodontia, Dentistica, Periodontia, Implantodontia e Odontologia Regenerativa
(ALKAHTANI, 2018).

Neste trabalho, foi investigada a aplicabilidade da nanotecnologia na éarea da
Implantodontia e Cirurgia Bucomaxilofacial. A capacidade de regeneracdo Ossea
utilizando enxertos com osso liofilizado pode ser limitada quando ocorre uma agao
bacteriana no local, ou até mesmo totalmente perdida. A maioria do defeito 6sseo esta
relacionada com alguma forma de lesdo patoldgica, perda precoce dos elementos
dentais, histérico de trauma maxilofacial ou infec¢do cronica de origem bacteriana
(AMROLLAHI et al., 2016).

Entretanto, ¢ preciso considerar que as bactérias sdo de extrema importancia
para a vida no planeta, pois sem elas ndo existira vida da forma que conhecemos. Mas

ao mesmo tempo, quando esta relagio com o ser humano ndo ocorre de forma
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harmodnica (simbiose), estabelecem-se os problemas. Em particular, na Odontologia,
elas sdo responsdveis pelos principais problemas bucais (carie, doenca periodontal,
infec¢do endodontica). Especificamente na area de cirurgia bucomaxilofacial e
implantodontia podem comprometer implantes, areas de enxerto Osseo, grandes
cirurgias de reconstrucdes 6sseas (ELLINGTON et al., 2003; ALKAHTANI, 2018;).

Partindo do pressuposto que na maioria das vezes nas cirurgias de enxertos
0sseos (seja por biomateriais ou blocos de osso humano), faz-se necessario realizar a
antibioticoterapia pré e pos operatdria, com a finalidade de evitar a infec¢ao bacteriana,
que levaria ao insucesso ¢ perda do enxerto. Mesmo com o uso de antibidticos
sistémicos, em determinadas situagdes o insucesso ocorre pela infecgdo que pode ter
variadas causas: bactérias resistentes, ndo colaboragdo do paciente no cuidado pos-
operatorio, descuido do profissional com a cadeia asséptica. Nestas situagdes ¢
necessdria nova reintervencdo cirurgica e longos periodos de antibioticoterapia
sistémica (ALYAHYA; SWENNEN, 2019).

Neste contexto, o uso de novos materiais odontoldgicos com propriedades
regenerativas e antimicrobianas tem sido investigadas, com destaque para os
biomateriais contendo nanoparticulas de prata, produzidas sem a utiliza¢do de solventes
toxicos e a geracao de residuos quimicos, diminuindo os riscos a saude (SONG; KIM,
2009; LU et al., 2016).

Dentre os critérios, para implantar os métodos da quimica verde, inclui o uso de
matéria-prima oriunda de fontes renovaveis e a sintese de produtos atoxicos, sao
aspectos relevantes para desenvolver e produzir um novo produto, pois espera-se que 0
processo seja economicamente viavel e sustentavel, sem gerar substancias tdxicas no
meio ambiente (MANAHAN, 2006).

Portanto, a biossintese de nanoparticulas de prata obtidas por bioredugdo de extratos
naturais de plantas, como as folhas de araca Psidium catelanium Sabine e oleo essencial
da casca da laranja (Citrus sinensis), atendem aos principios da quimica verde (SANA;
DOGIPARTHI, 2018).

O mecanismo geral para a reducdo dos ions de prata e a consequente formacao das
nanoparticulas de prata, por meio da sintese verde, consiste na doacdo de elétrons de um
agente antioxidante. Ao doar um elétron para a prata oxidada (Ag®), que se transforma
em prata reduzida (Ag®), o composto antioxidante “oxidado” ¢ estabilizado por

ressonancia (NUNES et al., 2018). Dessa forma, é de extrema importancia avaliar as
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propriedades fisico-quimicas dos compostos naturais e das nanoparticulas, para a sua
posterior aplicagcdo em materiais odontolégicos.

Diante do exposto, o presente trabalho se caracteriza como uma pesquisa
interdisciplinar inter-relacionando diferentes ciéncias com um objetivo comum que € o
desenvolvimento de um novo material com biodisponibilidade para uso odontoldgico.

A inovagdo do trabalho é confirmada pela inexisténcia na literatura de relatos
sobre a funcionalizagdo de enxertos oss€os heterogéneos com nanoparticulas de prata
obtidas por sintese verde. Espera-se potencializar a acdo antimicrobiana nas areas de
infeccdo Gssea, e contribuindo para: (a) diminuicdo do uso de antibidtico sistémico; (b)
diminuicdo de reintervencdes cirlrgicas; (c) potencializacdo do reparo dsseo. Dessa
forma, expbe-se 0 paciente a menos riscos, e contribui-se para sucesso das cirurgias e
consequentemente, qualidade de vida dos pacientes (ALYAHYA; SWENNEN, 2019) e

consequentemente, contribui-se com o desenvolvimento da ciéncia e tecnologia.
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo geral

Desenvolver nanoparticulas de prata para aplicagdo em enxertos 6sseos de uso

odontologico.

2.2. Objetivos especificos

o Caracterizar o extrato de araca vermelho (Psidium cattleianum Sabine) e
o oleo essencial da casca da laranja (Citrus sinensis).

o Sintetizar e caracterizar as nanoparticulas de prata obtidas por
biorreducdo com aracd vermelho (Psidium cattleianum Sabine) e o Oleo
essencial da casca da laranja (Citrus sinensis).

. Verificar o potencial antibimicrobiano das nanoparticulas de prata frente
aos principais microrganismos envolvidos com as infec¢cdes odontogénicas.

o Avaliar as propriedades antimicrobianas das nanoparticulas de prata

associada a enxerto 6sseo bovino liofilizado.
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3. REVISAO DE LITERATURA

A presente se¢do tem por proposito apresentar a indicagdo para o uso de enxertos
Osseos e os diferentes tipos de enxertos utilizados na odontologia, bem como os
principios biologicos para o sucesso dos enxertos 0sseos. Ainda, para 0S €asos
insatisfatorios, quais as formas de tratamentos convencionais. Por fim, sera discorrido a
respeito da aplicacdo da nanotecnologia na odontologia e a possibilidade de uso nas
areas de Cirurgia Bucomaxilofacial e Implantodontia.

3.1 Usos de enxertos 6sseos na Odontologia

Atualmente a reposicdo dos elementos dentais através de implantes dentarios
tornou-se uma pratica comumente utilizada, devido a reducéo dos custos e 0 aumento no
namero de profissionais aptos a realizar esses procedimentos SOUZA et al., 2010). Os
principais fatores que contribuem para o sucesso do implante dentério sdo a quantidade
e qualidade do 0sso no sitio receptor (SOUZA et al., 2010).

Em determinadas situagdes o reparo pode ser limitado pela extensdo do defeito
osseo, dificultando o reparo espontaneo. Nestes casos indicam-se os enxertos 0sseos
para um melhor prognéstico (CARNEIRO et al., 2005; SOUZA et al., 2010).

Isto pode ocorrer, por exemplo, quando o paciente possui perda de elemento
dental precoce, ou patologias associada a perda ou extracdo do dente, levando a
reabsorcao do alvéolo dentario e ossos maxilomandibulares. A falta de estrutura 6ssea

na regido impossibilita a colocacdo direta do implante dentario (SOUZA et al., 2010).

3.2 Tipos de enxertos 0sseos

O tecido 6sseo é classificado em duas partes, como cortical e medular 6ssea. A
parte cortical 0ssea consiste em um 0SS0 compacto, com arranjo sem cavidades; e a
medular dssea, apresenta-se Como um 0SS0 poroso, com arranjo trabecular, delimitando
pequenas cavidades (GARTER; HIATT, 1999).

O enxerto Gsseo a ser utilizado para realizar a reconstrucdo do sitio receptor,
depende de vérios fatores, como: tipos de enxertos, capacidade de osseointegracdo dos
enxertos (osteoinducdo e osteconducdo), volume de 0sso necessario, planejamento do
cirurgido, salde, expectativa e poder aquisitivo do paciente (LYFORD et al., 2003).

Dentre os tipos de enxertos dsseos, 0 0sso autdogeno (do proprio paciente) €

considerado o padrao ouro, por ser o Unico com propriedades osteogénicas. Porém, faz-
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se necessario uma segunda cirurgia para sua retirada, resultando mais desconforto pos-
operatério, além limitar a quantidade de tecido (HIROTA et al., 2009). Ainda, tem-se a
op¢do do osso alégeno (oriundo de banco de ossos humanos), osso alégeno ou
homogéneos (ossos de outras espécies, como por exemplo, o0sso bovino) ou
heterogéneos que sdao materiais substitutos ao osso, como a hidroxiapatita

(BOSSHARDT; SCHENK, 2010).

3.2.1 Enxertos 6sseos autogenos

Os enxertos autégenos sao os unicos que se compdem de tecidos do proprio
individuo. Estes fornecem células oOsseas vivas imunocompativeis, essenciais a
osteogénese, que ¢ responsavel pela proliferacdo das células Osseas, em especial do
ostedide (BARONE et al., 2009). Assim, quanto mais células vivas forem
transplantadas, mais tecido dsseo serd formado (BARONE et al., 2009). Com relagdo a
localizagdo dos enxertos autdogenos podem ser classificados em Intra-bucais ou Extra-
orais. As principais areas doadoras de enxertos autdgenos intra-bucais sdo a tuber da
maxila, mento (sinfise mandibular), ramo da mandibula (regi&o retro molar) (BARONE
et al.,2009).

Na escolha do sitio doador, alguns fatores devem ser levados em consideracéo,
como o bem-estar do paciente, custos econdmicos, qualidade 6ssea, quantidade de 0sso
disponivel e nivel de morbidade no pds-operatério. Um exemplo a ser citado, € a sinfise
mandibular. Esta é considerada uma das melhores areas intrabucais pela quantidade e
qualidade Ossea, pois apresenta uma cortical 6ssea espessa KUABARA et al., 2000;
MISCH, 1997). No entanto, apresenta como complicagdes a formacdo de edemas,
hematomas, hemorragia, parestesia labial temporaria ou definitiva, parestesia dental
temporaria ou definitiva, apicectomia, e desvitalizacao pulpar (KUABARA et al., 2000;
MISCH, 1997).

Os enxertos autdgenos extra-orais, sao oriundos de regides como a calota
craniana, 0sso iliaco, fibula entre outros. O osso do iliaco € o favorito pela maioria dos
cirurgidoes-dentistas, por apresentar propriedades de o0sseointegracdo, COmo
osseoindutor, osseocondutor e osseoformador. E apresenta uma porcéo 0ssea cortical e

medular, utilizado para reconstrucdes de areas amplas (KUABARA et al., 2000).



15

3.2.2 Enxertos Osseos Alégenos ou Homogéneos

Ainda, tem-se a op¢do do osso alégeno ou homogéneos (oriundo de banco de
ossos humanos), sendo os mais utilizados o osso alégeno desmineralizado, seco e
congelado e 0 0sso aldgeno seco e congelado. Esses enxertos sdo biocompativeis, pois
apresentam sucesso no reparo tecidual 6sseo e auséncia de reacdes imunoldgicas Além
disso, possuem fungdes osteocondutoras, e baixo poder osteoindutivo (CAMMACK et
al., 2005; TANAKA et al., 2008).

Os doadores de ossos alégeno ou homogéneo sdo individuos que tiveram morte
cerebral (doagdo consentida pela familia), ou pacientes saudaveis que foram submetidos
a procedimentos cirurgicos de remocgdo de fragmentos dsseos, como artroplastias de
quadril. No entanto, a utilizacdo de enxertos homogéneos pode contaminar o paciente
receptor com uma possivel doenca infectocontagiosa presente no doador (ROSS;
CAMISA; MICHELIN, 2000; DEL VALLE; CARVALHO; GONZALEZ, 2006).

Com o intuito de reduzir os riscos de contaminagdes, 0s hospitais passaram a
criar bancos de tecidos musculoesquelético. Dessa forma, 0s 0ssos e tecidos sdo
estocados e utilizados de forma regular, garantindo ao paciente e ao cirurgido uma
maior seguranca e sucesso no procedimento (DEL VALLE; CARVALHO;
GONZALEZ, 2006).

3.2.3 Enxertos Osseos Heterogéneos

Outra opcdo sdo os enxertos 6sseos heterogéneos, utilizados nas cirurgias de
reconstrugdes Osseas dos maxilares, defeitos Gsseos provenientes de perdas dentéarias
precoces, fenestracGes em implantodontia, corre¢do da pneumatizacdo do seio maxilar
(levantamento do seio maxilar), aumentar o volume em pequenas areas da regido
vestibular da maxila, preenchimento de alvéolos, maxilo mandibulares ou recobrimento
de implantes, patologias ou infec¢des no maxilar (ENCARNACAO et al., 2011).

A matriz 06ssea bovina é um enxerto heterogéneo muito utilizado com
propriedades osteocondutoras. Os enxertos de origem bovina sdo disponibilizados
comercialmente na forma de po liofilizado ou em blocos, com granulometrias variadas.
Além disso, apresentam vantagens como O preco acessivel, biocompativel e

propriedades osteocondutoras (BETTI, 2004).
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Dentre as principais caracteristicas dos enxertos 6sseos heterogéneos, é possivel
destacar a auséncia de matéria organica, matriz 6ssea desprovido do formato original,
reabsorvivel, denso ou poroso, cristalino ou amorfo. Sua composi¢do quimica a base de
apatita, € composta por carbonatos e grupos hidroxilicos reduzidos, com propriedades
osteoindutivas, formando um arcabouco para a neoformacdo éssea (SOUZA et al.,
2010).

Os enxertos 0sseos heterogéneos séo alternativas ao uso do 0sso autdégeno nas
reconstrucdes 6sseas maxilares, apresentando vantagens como maior disponibilidade de
material, menor tempo cirdrgico, atenuacdo nas hemorragias, reducdo no uso dos

anestésico, e bem-estar do paciente no pos-operatorio (ROTHAMEL et al., 2009).

3.2.4 Enxertos Aloplasticos

Os enxertos aloplasticos, sdo constituidos de materiais substitutos ao 0sso como
hidroxiapatitas, fosfato de calcio, sulfato de célcio, colageno. So essencialmente de
origem sintética e bicompativel (PALMA, 2004). Podem ser reabsorviveis ou nao
reabsorviveis, inertes e com nenhuma atividade osteoindutora. S&o enxertos que
ganharam aceitagdo no mercado em razdo da facilidade do uso e manipulacéo,
apresentam baixa morbidade do sitio cirdrgico, antigenicidade, fonte ilimitada, reducéao
do tempo cirurgico, e estdo disponiveis em uma variedade de formatos e tamanhos
(PALMA, 2004). No entanto, esses materiais estdo sujeitos a maiores riscos de rejeicao

e infecgdo e levando ao paciente a uma nova intervencdo cirdrgica (PALMA, 2004).

3.3 Principios bioldgicos para o sucesso dos enxertos 0sseos

Os principios biologicos de osteoinducao e osteoconducdo sdo fundamentais
para o0 sucesso dos enxertos 0sseos (CURY et al., 2002; FRANCISCHONE, 2006). A
osteoinducéo é definida pela capacidade do material em induzir células mesenquimais
diferenciadas a se diferenciar em odontoblastos. A osteoinducdo é regulada por
proteinas morfogénicas 0sseas, enzima especificas, inibidores de enzimas, fatores de
crescimento fibroblastico e fatores de crescimento derivados de plaquetas (CURY et al.,
2002; FRANCISCHONE, 2006). A osteoconducao consiste em um processo pelo qual o

enxerto funciona como um verdadeiro alicerce para a neoformacao dssea. Esse processo
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ocorre pela invasdo das células osteogenitoras e capilares do leito receptor no material
enxertado (CURY et al., 2002; FRANCISCHONE, 2006).

Os enxertos autdgenos compdem-se de tecidos 0sseos do proprio individuo.
Nesses casos, é realizado um transplante de tecido de células vivas do préprio paciente,
ao leito do sitio receptor (BARONE et al., 2009). . Esses enxertos fornecem células
0sseas vivas imunocompativeis, essenciais a osteogénese e responsaveis pela
proliferacdo do ostedide. Assim, quanto mais células vivas forem transplantadas, mais
tecido Osseo sera formado, favorecendo o sucesso do tratamento (BARONE et al.,
2009). No entanto, a utilizacdo de enxertos 0sseos autdgenos apresenta como
desvantagem, a maior incidéncia de feridas cirurgicas no sitio doador e tamanho
limitado do material possivel de doacdo. (OLIVEIRA et al., 2009).

3.4 Origem dos insucessos: Infeccoes e Rejei¢oes

Apesar das taxas de sucesso satisfatorias dos enxertos 6sseos a capacidade de
regeneragdo Ossea pode ser prejudicada quando ocorre uma agdo bacteriana no local
(AGHALOO; MOY, 2007).

As bactérias sdo responsaveis pelos principais problemas bucais tanto em
infeccdes primarias (carie, doenca periodontal, infeccdo endodontica) quanto em
infec¢des secundarias (peri-implantite, lesdes endodonticas persistentes, entre outras) e
rejei¢des (ELLINGTON et al., 2003). A prote¢do imunoldgica do paciente também ¢ de
extrema importancia para evitar infecgdes, sendo que quando comprometida o paciente
fica mais suscetivel as infecgoes (ELLINGTON et al., 2003).

A maior parte das infec¢des bucais e maxilofaciais sdo no seu inicio de facil
tratamento desde que o paciente procure com brevidade por atendimento, o que muitas
vezes nao acontece (ELLINGTON et al., 2003). Nestes casos, a infeccdo pode se
estender aos aos tecidos adjacentes, € nos casos mais sérios levar a uma infec¢ao 6Ossea.
Esta por sua vez, ja ¢ mais dificil de ser eliminada completamente, particularmente
quando acompanhada de grandes defeitos dsseos. O Staphylococcus aureus € o principal
agente patogénico bacteriano, sendo responsavel por 80% da osteomielite humana
(ELLINGTON et al., 2003).

Especificamente na area de cirurgia bucomaxilofacial, a presenca de infecgao
pode comprometer implantes, areas de enxertos Osseos, grandes cirurgias de

reconstrugdes 0sseas com a utilizagdo de placas e parafusos (ELLINGTON et al., 2003;
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ALKAHTANI, 2018).

As infecgdes 0sseas podem ser agudas ou cronicas, a maior parte das regidoes
onde se encontra um defeito Osseo estd relacionada com alguma forma de lesdo
patologica, perda precoce dos elementos dentais, historico de trauma maxilofacial ou
infecg¢do cronica de origem bacteriana (AMROLLAHI et al., 2016).

As infecg¢des bacterianas cronicas, como a periodontite e a peri-implantite. Sdo
doengas inflamatdrias que envolvem dentes naturais e implantes dentarios como a perda
do osso de suporte em razdo de uma contaminagdo bacteriana. A prevaléncia de
periodontite grave com bolsas periodontais profundas varia de 10% a 15% em adultos
(PETERSEN; OGAWA, 2012).

A peri-implantite exibe uma inflamagdo mais pronunciada na mucosa do que a
periodontite. Além disso, a lesdo inflamatéria da peri-implantite se estende mais
rapidamente para a medula 0ssea e, portanto, resulta em uma perda 6ssea mais extensa
do que periodontite (HEITZ-MAYFIELD; LANG, 2010). A peri-implantite pode levar
ao insucesso dos implantes e causar danos a saude do paciente, além de aumentar os
custos financeiros com os tratamentos e servicos de saude (HEITZ-MAYFIELD;
LANG, 2010). Ambas as doencas tém bactérias patoldgicas semelhantes, como
Porphyromonas gingivalis e Tannerella forsythia, espécies complexas, por exemplo,
Prevotella intermedia (HEITZ-MAYFIELD; LANG, 2010).

Na maioria das vezes em cirurgias de enxertos 0sseos (com uso de biomateriais
ou blocos de osso humano), faz-se necessario realizar a antibioticoterapia pré e pds
operatoria como tratamento convencional, com a finalidade de evitar a infec¢do
bacteriana, uma vez que sua presenca, resulta em insucesso e perda do enxerto
(ALYAHYA; SWENNEN, 2019). Entretanto, mesmo com o uso de antibioticos
sistémicos, em determinadas situagdes o insucesso ocorre em razdo: da presenca de
bactérias resistentes, da nao colaboragdo do paciente no cuidado pds-operatorio, do
descuido do profissional com a cadeia asséptica. Nestas situacdes € necessaria nova
reintervencgdo cirurgica e longos periodos de antibioticoterapia sistémica (ALYAHYA,
SWENNEN, 2019).

Neste contexto, desenvolver novos sistemas de transporte de agentes
antimicrobianos pode ser importante no tratamento destas afec¢des (ZHANG et al.
2010). A nanotecnologia pode surgir como uma aliada importante para potencializar a
regeneragdo 6ssea. Considerando caracteristicas antimicrobianas das nanoparticulas de

prata, com sua aplicagdo, espera-se potencializar o processo de reparo, reduzir o uso de
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antibioticos sist€émicos e consequentemente diminuirem o risco de novas

reeintervengdes cirurgicas (SHRESTHA; KISHEN, 2016).

3.5 Nanoctenologia aplicada a Odontologia

As nanoparticulas exibem propriedades que dependem do seu tamanho, forma e
morfologia permitindo suas aplicagdes na industria farmacéutica (ULLAHA et al.,
2016), em biomateriais, (LU et al., 2016) e biosensores (MADURAIVEERAN;
SASIDHARAN; GANESAN, 2018). A biosintese de nanoparticulas de prata envolve
enzimas, bactérias, fungos, leveduras e extratos de plantas (NUNES et al., 2018;
SIDDIQI).

Sdo relatados na literatura diversos estudos utilizando sais e nanoparticulas
metalicas como agentes antimicrobianos (DHIVYA; AJITA; SELVAMURUGAN, 2015;
GONZALEZ-SANCHEZ et al., 2015; LU et al., 2016; CHAVEZ-ANDRADE et al.,
2017). Dentre as nanoparticulas, sais de prata e nanoparticulas metélicas se destacam
como eficientes agentes contra a acdo dos microrganismos, tendo sua efetividade
comprovada na area odontoldgica, associados a enxertos Osseos, na engenharia de
tecidos, em tratamentos endodonticos e materiais dentarios (DHIVYA; AJITA;
SELVAMURUGAN, 2015; GONZALEZ-SANCHEZ et al., 2015; LU et al., 2016;
CHAVEZ-ANDRADE et al., 2017). As nanoparticulas de prata apresentam excelentes
propriedades antimicrobiana, mesmo em estado solido contra uma ampla variedade de
microrganismos, como B. subtilis, E. faecalis, V. cholerae, E.coli, P. aeruginosa, S.
aureus, S. typhus, entre outros. As nanoparticulas de prata vém sendo utilizadas como
tratamento alternativo na Odontologia, contra bactérias e virus resistentes a antibidticos,
sendo estes causados por mutagdes, poluicao e alteragdes das condi¢cdes ambientais (LU
etal. 2016).

Estudo realizado por Holla et al. (2012) identificou que a concentracao inibitoria
minima das nanoparticulas de pratas é de aproximadamente 0,003 mg.mL™’ para
Fusobacteriun nucleatum, 0,04 mg.mL™" for Streptococcus mutans ¢ 0,5 mg.mL™" para
Actinomyces oris.

Dentre os mecanismos de acao antimicrobiana das nanoparticulas destacam-se: a
atracdo eletrostatica, a adsor¢do e a penetragdo na membrana celular da bactéria. A agao
das nanoparticulas também depende da composi¢do, modificacdo da superficie,

propriedades intrinsecas e tipos de microrganismos (SHRESTHA; KISHEN, 2016;
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NUNES et al., 2018).

As nanoparticulas de prata por apresentarem tamanho em escala nanométrica,
entre 10 a 100 nm, possuem uma grande superficie de contato, sendo capazes de
penetrar na membrana celular da bactéria ou aderir na superficie bacteriana. Nunes et al.
(2018), obtiveram nanoparticulas de prata pelo método de biorredugdo utilizando
extrato de Lippia alba, sendo a atividade antibacteriana das nanoparticulas atribuida a
liberagdo do cation de prata. O ion Ag+ permeia e se infiltra através da parede celular
das bactérias, formando falhas na mesma. O estudo apontou que em consequéncia, a
parede celular se rompe levando a desnaturacdo proteica e morte do microrganismo.

Shrestha e Kishen (2016) propuseram em sua revisdo que as nanoparticulas de
prata sdo capazes de se fixar na superficie da membrana celular por atragdo eletrostatica
ndo permitindo sua permeagdo ¢ a respiracdo celular. A camada externa de bactérias
gram-negativas ¢ composta de uma camada de lipopolissacarideo e a interna por uma
cadeia polissacaridica linear formando uma rede tridimensional com peptideos. Ainda,
as nanoparticulas de prata se acumulam devido a atracdo entre a carga negativa dos
polissacarideos e carga positiva fraca nas nanoparticulas de prata.

A acdo das nanoparticulas de prata frente as bactérias pode ser desencadeada
também pela formagdo de radicais livres de oxigénio, chamados de ROS. Quando os
ROS sao produzidos, podem causar ruptura da membrana e afetar a sua permeabilidade
(YUSUF et al., 2018).

Pesquisas recentes demostram que a utilizacdo das nanoparticulas de prata
sintetizadas pelo método verde ndo apresentam risco a salude humana, pois sua
toxicidade é considerada baixa. A aplicacdo das nanoparticulas de prata (20 pg/mL)
resultou na melhora de parametros clinicos e reducdo da infeccdo microbiana, sendo
efetivas na prevencao de filmes de tetraciclina em doengas periodontais (SHAWKY et
al., 2015), demonstrando aplicacdo na area odontologica (NISKA et al., 2016). Além
disso, as nanoparticulas de prata sintetizadas pelo método de biorreducdo demonstram
atividade citotoxica contra células tumorais, em diferentes linhas celulares
(KHORRAMI et al., 2018; SHI; SUN; HE, 2018), sendo indicadas para o tratamento de
tumores (Sukirtha et al., 2012; Yu-Guo et al., 2018). Senthil et al. (2017) relatam que
as nanoparticulas de prata podem ser usadas como materiais antibacterianos eficazes
sem afetar as células epiteliais, provando assim sua ndo-toxicidade. Desse modo, ao
avaliar a toxicidade no modelo da Artémia salina, Shriniwas e Subhash (2017)
concluiram que as nanoparticulas de prata apresentam LDso de 514.50 ug/ml, sendo
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considerada como nao toxicas. Alem disso, em estudos pré-clinicos, aplicando as
nanoparticulas de prata em filmes de quitosana. Oryan et al. (2018) evidenciaram que 0
sistema promoveu a epitelizacdo completa na cicatrizacdo de feridas por queimaduras,
pois aceleram significativamente o processo de cura, reduzindo as células inflamatorias,
aumentando a proliferacdo, migracdes e proliferacdo de fibroblastos e melhorando a
maturacdo do tecido de granulacdo. Portanto, podem-se utilizar as nanoparticulas de
prata em estudos que envolvam a saude humana, desde que comprovada a sua ndo

toxicidade.
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4. SINTESE VERDE DE NANOPARTICULAS DE PRATA PARA USO EM
BIOMATERIAIS ODONTOLOGICOS. !

4.1 Resumo

A nanotecnologia tem revolucionado diversas areas da saude, dentre elas a odontologia.
O uso de nanoparticulas associada aos materiais odontoldgicos se justifica pela melhoria
das propriedades fisico-quimicas dos materiais. Em especial nanoparticulas de prata
sintetizadas pelo método de biorredugdo possuem uma grande superficie de contato,
com propriedades antimicrobianas e caracteristicas ndo citotoxicas. Diante do exposto, o
presente estudo teve como objetivo avaliar as propriedades fisico-quimicas de
nanoparticulas de prata obtidas por biorreducdo usando folhas de araca-vermelho
(Psidium catelanium Sabine). A formacdo das nanoparticulas de prata (AgNPs) foi
confirmada pelo aparecimento de uma banda em 400 nm nos espectros de UV-vis,
caracteristicos da Superficie de Ressonancia Plasménica (SPR). As AgNPs
apresentaram um didmetro médio de 258,3 = 5 nm e indice de polidispersao de 0,300 e
estabilidade elefrorética, com valores de potencial zeta de -21,0 £ 4 mV. Os extratos das
folhas de Psidium catelanium Sabine mostraram boa atividade antioxidante frente a
inibicdo do radical livre DPPH e excelente contetdo de compostos fendlicos. Os
resultados demostram excelentes propriedades fisico-quimicas das nanoparticulas de
prata obtidas por biorreducdo usando folhas de araca-vermelho com potencial de

desenvolvimento de um biomaterial inovador para uso odontolégico.

Palavras-chave: Nanotecnologia. Nanoparticulas de prata. Odontologia.

4.2 Abstract

Nanotechnology has revolutionized many areas of health, including dentistry,
improving the physicochemical properties of dental materials and developing new ways
of diagnosing and treating related diseases. Silver nanoparticles (AgNPs) synthesized by

the bioreduction method have a large contact surface with antimicrobial properties and

' NARCISO, A. M., PAIM, B., DA ROSA C. G., PAES, J. V., NUNES, M. R,
MASIERO, A. V. Sintese verde de nanoparticulas de prata para uso em biomateriais

odontoldgicos. Revista Interdisciplinar de Estudos em Saude, v. 9, p. 64-73, 2019.
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non-cytotoxic characteristics. Given the exposed, the present work aimed to evaluate the
physicochemical properties of silver nanoparticles obtained by bioreduction using
leaves of araca vermelho (Psidium catelanium Sabine). The formation of AgNPs was
confirmed by the appearance of a band at 400 nm in the UV-vis spectra characteristic of
the surface plasmon resonance (SPR). AgNPs had an average diameter of 258.3 + 5 nm,
with a polydispersion index of 0.300 and eletrophoretic stability, with zeta potential
values of -21.0 £ 4 mV. Psidium catelanium Sabine leaf extracts showed good
antioxidant activity against DPPH free radical inhibition and excellent phenolic
compound content. The results demonstrate the development potential of an innovative
biomaterial with non-toxic properties and antimicrobial action to enhance the repair
process, reduce the use of systemic antibiotics and reduce the risk of new surgical

interventions in dentistry.

Keywords: Nanotechnology.Silver nanoparticles.Dentistry.

4.3 Introducéo

A nanotecnologia é uma ciéncia que estuda estruturas, materiais e particulas, em
gue uma de suas dimensdes esta em escala nanométrica (nm) (BUSQUETS; MBUNDI,
2017). A nanociéncia tem revolucionado diversas areas da saude (SAHOO; PARVEEN;
PANDA, 2007), dentre elas, a odontologia (BAPAT et al., 2018). Neste contexto, ions
e nanoparticulas metalicas se destacam como agentes antimicrobianos com propriedades
atoxicas associados a enxertos 0sseos, na engenharia de tecidos, em tratamentos
endodénticos (LU et al., 2016; BARUA et al. 2017; CHAVEZ-ANDRADE et al., 2017;
NORONHA et al. 2017; BAPAT et al., 2018) e no aprimoramento das propriedades
fisico-quimicas dos materiais odontologicos (ALKAHTANI, 2018).

As técnicas comumente empregadas para sintetizar materiais nanoestruturados
sdo chamadas de “bottom up” do inglés “de baixo para cima” e “top down” do inglés
“de cima para baixo” (FERREIRA; RANGEL, 2009). A técnica “top down” utiliza
processos de ruptura de uma por¢do maior do material em nanoparticulas (FERREIRA;
RANGEL, 2009), normalmente particulas obtidas por este método apresentam defeitos
em sua estrutura, pois € necessario realizar tensdo entre os atomos para produzir as
nanoparticulas (PIRES, 2013). A técnica “bottom up”, consiste no processo de

agregacdo e auto-organizacdo dos atomos e moléculas de metal (FERREIRA;
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RANGEL, 2009), sendo que as particulas obtidas por este método geralmente sdo mais
uniformes e homogéneas (PIRES, 2013).

As nanoparticulas e os materiais nanoestruturados disponiveis séo classificados de
acordo com o material de origem (JEEVANANDAM et al., 2018). Nanomaterial a base
de carbono, sdo encontrados em morfologias como tubos ocos, elipsoides ou esferas e
séo representados por nanotubos de carbono ou nanofibras de carbono. Nanomateriais
inorganicos sdo representados pelas nanoparticulas metélicas, obtidas a partir da
reducdo de sais ou Oxidos metalicos. Nanomateriais a base de moléculas organicas
incluem micelas, lipossomas e nanoparticulas poliméricas. Estas estruturas se valem de
interacOes ndo covalentes (fracas) para a sua automontagem. Por fim os nanocompdsitos
sdo estruturas multifasicas, com uma fase na dimensdo em nanoescala, que pode
combinar nanoparticulas com outras nanoparticulas ou nanoparticulas combinadas com
materiais em dimensdes maiores (JEEVANANDAM et al., 2018).

Para sintetizar as nanoparticulas existem diversos métodos que podem ser
empregados, tais como 0s métodos quimicos, os fisicos e os biolégicos. De maneira
geral, os métodos fisicos e quimicos apresentam limitacdes, pois envolvem custos
elevados, necessita da utilizacdo de agentes redutores altamente poluentes, o que resulta
em nanoparticulas instaveis e toxicas a salde humana, fato que restringe a
aplicabilidade (IRAVANI et al., 2014; RAJA; RAMESH; THIVAHARAN, 2017; RAJ;
MALLI; TRIVEDI, 2018).

A sintese das nanoparticulas usando os principios da “quimica verde” visa
reduzir ou eliminar a geracdo de substancias nocivas a saide humana e ao meio
ambiente. Anastas e Warner (1998) estabeleceram critérios que devem ser seguidos para
implantar os métodos da quimica verde. Dentre os critérios, 0 uso de matéria-prima
oriunda de fontes renovaveis e a sintese de produtos atdxicos, sdo aspectos relevantes
para desenvolver e produzir um novo produto, pois espera-se que O Processo Seja
economicamente viavel e sustentavel, sem gerar substancias toxicas no meio ambiente
(MANAHAN, 2006).

Neste contexto de sintese de nanoparticulas metalicas de maneira rapida,
sustentavel, economicamente vidvel e conveniente para uma producdo em larga escala,
ha relatos na literatura de que as nanoparticulas podem ser obtidas por bioreducdo de
extratos naturais de plantas, como as folhas de araca Psidium catelanium Sabine
(SANA; DOGIPARTHI, 2018). Ainda, pesquisas recentes demostram que a utilizagdo
das nanoparticulas de prata sintetizadas pelo método verde ndo apresentam risco a saude
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humana, em razdo de sua baixa toxicidade (KHORRAMI et al. 2018; SHI; SUN; HE,
2018).

O mecanismos geral para a reducdo dos ions de prata e a consequente formacéao
das nanoparticulas de prata, por meio da acdo bioldgica, consiste na doacdo de elétrons
de um agente antioxidante, onde o composto fendlico (flavonoide) reduzido doa um
elétron para a prata oxidada (Ag"), que se transforma em prata reduzida (Ag°), e o
flavonoide “oxidado” ¢ estabilizado por ressonancia (NUNES et al., 2018).

Inicialmente o extrato da planta reduz os ions de prata, e estes atomos ficam
neutros, com carga zero, em seguida, no processo de nucleagdo, os atomos sem carga
colidem entre si formando um ndcleo estavel (ALBERNAZ, 2014). Logo apos este
processo, 0s atomos colidem novamente e formam particulas maiores (processo de
crescimento), finalmente havera o esgotamento dos ions metalicos e o recobrimento das
particulas por compostos presentes no extrato vegetal e promove a estabilizacdo do
sistema (ALBERNAZ, 2014). Desta forma, grande parte dos compostos antioxidantes
presente no extrato vegetal ird aderir a superficie das nanoparticulas, conferindo assim
caracteristicas peculiares e Unicas, como atividade antioxidante, antibacteriana e
antifangica (ALBERNAZ, 2014).

Diante do exposto, observa-se que as nanoparticulas de prata podem ser
utilizadas em estudos que envolvam a salde humana, desde que comprovada a sua ndo
toxicidade. Assim, o presente trabalho teve como objetivo sintetizar nanoparticulas de
prata por biorreducdo por meio de folhas de araca-vermelho (Psidium catelanium
Sabine) e avaliar suas propriedades fisico-quimicas na perspectiva de associacdo futura
a biomateriais odontol6gicos.

4.4 Material e Métodos

O experimento caracteriza-se como um estudo experimental conduzido na
Universidade do Planalto Catarinense (UNIPLAC), em colaboragdo com o Instituto
Federal de Santa Catarina (IFSC) e a Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC),
realizado em duas etapas. Na primeira etapa foi realizada a caracterizacdo das folhas de
araca vermelho, e posteriormente foi realizada a sintese e caracterizagdo das

nanoparticulas de prata.
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4.4.1 Caracterizacao das folhas de araca vermelho (Psidium Cattleianum Sabine)

As folhas da planta de aracd vermelho (Psidium cattleianum Sabine) foram
coletadas na UNIPLAC, Lages, Brasil (27°48’S, 50°20°W). Primeiramente, as folhas
foram secas em estufa com circulagdo de ar a 40°C por 24 horas e, em seguida
trituradas. Para obtencdo do extrato aquoso, as amostras trituradas foram
homogeneizadas com agua destilada e posteriormente aquecidas a 75 °C por 2 minutos
na proporc¢ao 10 gramas de folha para 100 mL de agua e filtradas em papel filtro.

O teor de fendlicos totais foi determinado nos extratos aquosos das folhas de
araca-vermelho utilizando o método descrito por Singleton et al. (1999). Como
tratamento controle foi utilizada agua em substituicdo aos extratos. Na analise dos
compostos fenolicos totais, inicialmente 104 pL de extrato aquoso das folhas foram
homogeneizados com 104 pL de reagente Folin-Cicalteau 0,25N. A mistura reagiu por
3 minutos e posteriormente foram adicionados 208 pL de Na,CO; 1N, e reagidos por
mais 2h. Decorrido, esse periodo em repouso a amostra foi analisada em
espectrofotdbmetro UV-Vis Bel Photonics M51 a 725 nm. O teor de fendlicos totais foi
quantificado a partir de uma curva de calibracdo externa em acido galico nas
concentragdes de 0, 20, 50, 100, 200, 300, 350, 450 ug.mL'l. E o teor de fendlicos totais
dos extratos foram expressos em mg de acido galico por 100 mg de amostra.

A atividade antioxidante dos extratos das folhas de araca vermelho foi
determinada pela capacidade dos compostos presentes nas amostras em inibir o radical
DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) de acordo com o método descrito por Brand-
Williams et al. (1998). Para avaliar a atividade antioxidante, uma aliquota de 1000 pL
de amostra foram adicionados a 3,9 mL de DPPH (0,1 mmol.L™) e analisados apés 30
min em espectrofotometro UV-Vis Bel Photonics M51, em comprimento de onda de
517 nm.

4.4.2 Sintese e caracterizacao das nanoparticulas de prata

As nanoparticulas de prata foram sintetizadas pela técnica de bioreducdo de
acordo com metodologia descrita por Nunes et al. (2018). Inicialmente 2 mL da
solucdo de nitrato de prata (3.10™* mol.LY), foi reduzida na presenca de 10 mL do

extrato aquoso das folhas de araca vermelho (Psidium cattleianum Sabine).
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A formacdo das nanoparticulas foi confirmada a partir da analise de varredura
nos comprimento de onda do espectro de UV-VIS realizada em espectrofotometro UV-
visivel Bel Photonics M51 usando uma célula de quartzo.

A determinacdo do tamanho da particula (Z-ave), indice de polidispersédo (IP) e
potencial zeta { (mV) das nanoparticulas foram obtidos por meio da técnica de
espalhamento de luz (DLS), utilizando um equipamento Zetasizer Nano Series (Malvern
Instruments). As amostras foram diluidas apropriadamente com éagua filtrada Milli-Q ®,
e as medicbes foram realizadas a 25° C a um angulo de 173°. Para as medicOes, as
amostras foram colocadas em célula de eletroforese.

A morfologia das nanoparticulas de prata foi verificada por Microscopia
Eletronica de Transmissdo (MET), utilizando microscopio JEOL, modelo JEM-1011,
operando a 80 kV. A dispersdo das nanoparticulas foi colocada em grids de cobre
revestida de carbono (malha 200 mesh). As grids foram observadas ao microscopio apds

terem sido secas a temperatura ambiente.

4.5 Resultados e Discussao

Os radicais livres podem ser definido como qualquer espécie molecular que
contenham um elétron ndo emparelhado em um orbital atbmico. Muitos radicais sdo
instaveis e altamente reativos. Eles podem doar um elétron ou aceitar um elétron de
outras moléculas, comportando-se como oxidantes ou redutores. Essas sdo espécies
altamente reativas, capazes de danificar o ndcleo e as membranas celulares, além de
reagir com moléculas biologicamente relevantes, como DNA, proteinas, carboidratos e
lipidios (LOBO et al. 2010).

O valor de inibicdo do radical livre DPPH foi 0,028 + 0,001 mg de Trolox
equivalente mL™ para o extrato das folhas de araca vermelho. Esse resultado mostra que
0 extrato de Psidium cattleianum Sabine apresenta grande potencial antioxidante. Um
antioxidante é uma molécula estavel o suficiente para doar um elétron a um radical livre
e neutraliza-lo, reduzindo assim sua capacidade de reagir com outras moléculas. Os
antioxidantes do extrato de Psidium cattleianum Sabine podem interagir com os radicais
livres e interromper a reacdo em cadeia antes que as moléculas vitais sejam danificadas.

O principal mecanismo de atuacdo dos antioxidantes é a doagdo de um elétron ao
radical livre, sem que o antioxidante se torne um novo radical livre. Os antioxidantes
naturais mais proeminentes sdo os compostos fendlicos (Nunes et al. 2018). O resultado

de compostos fenolicos totais para o extrato de Psidium cattleianum Sabine foi 0,037 +
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0,002 mg de &cido galico equivalente mL™ de extrato. Estes resultados comprovam que
as folhas de araca possuem compostos fenolicos na sua composi¢do corroborando como
0s achados de Pereira et al. (2018).

As hidroxilas fendlicas podem atuar como agente redutor, doando prétons (H*). A
ressonancia do anel benzénico mantém o equilibrio eletrénico da estrutura quimica
(NUNES et al. 2018). O efeito ressonante é a atracdo ou repulsdo que ocorre entre 0s
elétrons da ligagdo m, no anel benzénico. Esse efeito pode ocorrer em ligagdes m de
ligacGes duplas ou triplas. Se o grupo substituinte for um doador de elétrons, ele
realizara a ressonancia dentro do anel, isto é, deslocalizara a carga negativa ao longo do
anel benzénico. Um grupo que realiza esse mecanismo é o radical arila (-OCHs)
(HANSEN; KOCH; KLEINPETER, 2018). Na Figura 1 é possivel observar que o
oxigénio doa elétrons para o anel benzénico, fornecendo mais um contribuinte de
ressonancia e aumentando a estabilizacdo dela. 1sso aumenta a densidade eletronica no
anel, o que faz com que a préxima reacdo de substituicdo ocorra com maior velocidade,
pois 0 grupo que ird atacar é eletrofilico (possui carga positiva) e esta avido para ganhar
elétrons. Dessa forma, quando um grupo ligante ao anel age dessa forma, como elétron-
doador, é chamado de ativante e ird orientar o grupo seguinte para se ligar nas posicoes
orto e para do anel (HANSEN; KOCH; KLEINPETER, 2018). Estes resultados
mostram que 0s extratos de araca vermelho podem atuar como agentes redutores, para

biosintese de nanoparticulas de prata.

Figura 1. Representacao do efeito ressonante com um grupo elétron-doador.

FOCH, + OCH, . "" H, "'\'“""1 OCH,
|
/)

X l s (’O : 3
«——> ) > > | >
Fonte: Hansen; Koch; Kleinpeter, (2018).
A reducdo dos ions Ag+ presentes na solucdo de AgNO; resultam na formacéo

de nanoparticulas metalicas, de acordo com o mecanismo mostrado na Figura 2,

proposto por Sana e Dogiparthi (2018).
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Figura 2. Mecanismo de sintese nas nanoparticulas de prata

AGNO; aquoss) ——  Ag"+NOy

OH OH
Flavonoide Prata Flavonoide Prata
oxidado oxidada reduzido reduzida

Fonte: Sana e Dogiparthi (2018), com modificaces.

A formacdo das AgNPs por nucleacdo (Figura 3) foi confirmada pelo
aparecimento de bandas em 400 nm nos espectros de UV-vis, caracteristicos da

superficie de ressonancia plasmonica (SPR) das nanoparticulas de prata (Figura 4).

Figura 3. Processo de formacdo das nanoparticulas de prata sintetizadas com extrato
vegetal.

Biorredugdo da prata pelo

extrato da planta
é

Nucleagdo Crescimento Nanoparticula

Fonte: Albernaz (2014).

Na Figura 4, sdo mostradas as imagens de MET das nanoparticulas de prata
obtidas. Pode-se observar a formacdo de particulas esféricas com tamanhos
extremamente reduzidos. Por meio da técnica de espalhamento de luz dinamico do
inglés “Dynamic Light Scattering” (DLS) foi obtido um didmetro médio de particula de
258,3 £ 5 nm e indice de polidispersdo de 0,300. Estes resultados corroboram com 0s
obtidos por MET, que indicam a formagdo de particulas pequenas (em escala
manométrica) e altamente dispersas, isto €, particulas que néo estdo aglomeradas, visto
que elas apresentam tendéncia a aglomeracao devido a energia superficial resultante dos

dominios reduzidos (NUNES et al., 2012). Desta forma se faz necessario a utilizagéo de
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agentes estabilizadores para a obtencdo de didmetros mais reduzidos, impedindo a
coalescéncia e aglomeracao das particulas (NUNES et al., 2012).

O presente trabalho confirma que o extrato aquoso de aracd vermelho, além de
atuar como agente redutor nas nanoparticulas, também age como agente estabilizante
das mesmas. As nanoparticulas obtidas neste trabalho apresentaram estabilidade, com
valores de potencial zeta de -21,0 £ 4 mV. Valores de potencial zeta proximos a +30
mV e -30 mV e conferem estabilidade das cargas em uma dispersdo de nanoparticulas
(da ROSA et al., 2015). Uma camada de moléculas adsorvida na superficie das
particulas, altera o potencial zeta. O potencial zeta é em funcdo da carga superficial da
particula, de qualquer camada adsorvida na interface com o meio e da natureza e
composicdo do meio que a circunda. Esse potencial reflete a carga efetiva nas
particulas, se correlaciona com a repulsao eletrostatica entre elas e com a estabilidade da
suspensao.

O potencial zeta € um indicador Gtil da carga das particulas e pode ser usado
para prever e controlar a estabilidade de suspensdes ou emulsdes coloidais (da ROSA et
al., 2015). Quanto maior ou menor o potencial zeta mais provavel que a suspensao seja
estavel, pois as particulas carregadas se repelem umas as outras e essa forca supera a

tendéncia natural a agregacdo (da ROSA et al., 2020).

Figura 4. Espectro de UV-visivel das AgNPs; b) Imagens de MET das AgNPs.
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4.6 Conclusao

Com o presente estudo, conclui-se que as nanoparticulas de prata podem ser
obtidas por biorreducéo, utilizando extrato aquoso de folhas de arac& vermelho (Psidium
cattleianum Sabine). Este extrato possui boa atividade antioxidante e elevado contetdo
de compostos fendlicos. Os resultados obtidos por Espectroscopia no UV-Vis, DLS e
MET, mostraram particulas com tamanhos reduzidos e estaveis nas condicbes
estudadas. Desta forma observa-se que, estas nanoparticulas de prata excelentes
propriedades fisico-quimicas para futuras associacfes a biomateriais de uso
odontolégico

4.7 Referéncias

ALKAHTANI, R. N. The implications and applications of nanotechnology in dentistry:
A review. The Saudi Dental Journal, v. 30, p. 107-116, 2018.

ANASTAS, P.; WARNER, J. Green Chemistry: Theory and Practice. New York:
Oxford University Press, 1998.

BAPAT, R. A. et al. An overview of application of silver nanoparticles for biomaterials
in dentistry. Materials Science and Engineering: C. v. 91, p. 881-898, 2018.

BARUA, S. et al. Silver Nanoparticles as Antibacterial and Anticancer Materials
Against Human Breast, Cervical and Oral Cancer Cells. Journal of Nanoscience and
Nanotechnology, v. 17, p. 968-976, 2017.

BRAND-WILLIAMS, W.; CUVELIER, M.E.; BERSET, C. Use of free radical method
to evaluate antioxidant activity. Lebensmittel-Wissenschaft & Technologie, v. 28,
p.25-30, 1995.

BUSQUETS, R., MBUNDI, L. Emerging Nanotechnologies in Food Science: Micro
and Nano Technologies. Chapter One - Concepts of Nanotechnology. Amsterda:
Elsevier, p. 1-9, 2017.

CHAVEZ-ANDRADE, G. M. et al. Cytotoxicity, genotoxicity and antibacterial activity
of poly(vinyl alcohol)-coated silver nanoparticles and farnesol as irrigating solutions.
Archives of Oral Biology, v. 84, p. 89-93, 2017.

DA ROSA, C. G. et al. Application in situ of zein nanocapsules loaded with Origanum
vulgare Linneus and Thymus vulgaris as a preservative in bread. Food Hydrocolloids,
v. 99, p. 105339, 2020.

FERREIRA, H. S.; RANGEL, M. C. Nanotecnologia: aspectos gerais e potencial de
aplicacdo em catalise. Quimica Nova, v. 32, n. 7, p. 1860-1870, 2009.



32

HANSEN, P. E., KOCH, A., KLEINPETER, E. Ring current and anisotropy effects on
OH chemical shifts in resonance-assisted intramolecular H-bonds. Tetrahedron
Letters, v. 59, p. 2288-2292, 2018.

JEEVANANDAM, J. et al. Review on nanoparticles and nanostructured materials:
history, sources, toxicity and regulations. Beilstein Journal of Nanotechnology, v. 9,
p. 1050-1074, 2018.

KHORRAMI, S. et al. Selective cytotoxicity of green synthesized silver nanoparticles
against the MCF-7 tumor cell line and their enhanced antioxidant and antimicrobial
properties. International Journal of Nanomedicine, v. 13, p. 8013-8024, 2018.

LOBO, V., PATIL, A., PHATAK, A., CHANDRA, N. Free radicals, antioxidants and
functional foods: Impact on human health. Pharmacognosy Review, v. 4, p. 118-126,
2010.

LU, H. et al. Biomaterials with antibacterial and osteoinductive properties to repair
infected bone defects. International Journal of Molecular Sciences, v. 17, p. 334,
2016.

MANAHAN, S. E. Environmental chemistry. 8. ed. Florida: Boca Raton, 2006.

NORONHA, V. T. et al. Silver nanoparticles in dentistry. Dental Materials. v. 33, p.
1110-1126, 2017.

NUNES, M. R. et al. Antioxidant and antimicrobial methylcellulose films containing
Lippia alba extract and silver nanoparticles. Carbohydrate Polymers, v. 192, p. 37-43,
2018.

NUNES, M. R. et al. Charged silsesquioxane used as a vehicle for gold nanoparticles to
performthe synthesis of catalyst xerogels. Journal of Sol-Gel Science and
Technology, v. 63, p. 258-265, 2012.

PEREIRA, E. S. et al. Psidium cattleianum fruits: A review on its composition and
bioactivity. Food Chemistry, v. 258, p. 95-103, 2018.

RAJ, S.; CHAND MALL, S.; TRIVEDI, R. Green synthesis and characterization of
silver nanoparticles using Enicostemma axillare (Lam.) leaf extract. Biochemical and
Biophysical Research Communications. v. 503, p. 2814-2819, 2018.

SAHOQ, S. K.; PARVEEN, S.; PANDA, J. J. The present and future of nanotechnology
in human health care. Nanomedicine: Nanotechnology, Biology and Medicine, v. 3, p.
20-31, 2007.

SANA, S. S,; DOGIPARTHI, L. K. Green synthesis of silver nanoparticles using
Givotia moluccana leaf extract and evaluation of their antimicrobial activity. Materials
Letters, v. 226, p. 47-51, 2018.

SHI, T.; SUN, X.; HE, Q. Cytotoxicity of Silver Nanoparticles Against Bacteria and
Tumor Cells. Current Protein and Peptide Science, v. 19, p. 525 — 536, 2018.



SINGLETON, V. L.; ORTHOFER, R.; LAMUELA-RAVENTOS, R. M. Analysis of
total phenols and other oxidation substrates and antioxidants by means of Folin-
Ciocalteu reagent. Methods Enzymology, v. 299, p.152 -178, 1999.

33



34

5. ENXERTOS OSSEOS BOVINO DE USO ODONTOLOGICO
FUNCIONALIZADOS COM NANOPARTICULAS DE PRATA OBTIDAS POR
SINTESE VERDE

5.1 Resumo

No presente estudo, enxertos 0sseos (EO) bovino de uso odontoldgico, foram
funcionalizados com nanoparticulas de prata (NPs) obtidas por biorreducdo com o6leo
essencial de laranja extraido (OLE) da casca dos frutos de Citrus sinensis e 0leo de
laranja comercial (OLC). As propriedades fisico-quimicas e antimicrobianas do 06leo
essencial de laranja e sua aplicacdo na biossintese de NPs, e posterior funcionalizacao
dos enxertos 6sseos foram investigados. O OLE foi caracterizado e identificado por
Cromatografia Gasosa com detector de espectrometria de massa (CG/MS). A formacéo
das NPs foi confirmada e caracterizada por espectrofotdmetria de UV-Vis. e por
Microscopia Eletronica de Transmissdo (MET). A estabilidade fisico-quimica das NPs
foi estudada por um periodo de 60 dias, em temperatura de refrigeracdo (6 £ 2 °C),
qguanto ao didmetro médio de particula (Z-ave, nm), indice de polidispersdo (IP) e
potencial zeta ({, mV), pela técnica de espalhamento dindmico de luz (DLS). A
atividade antioxidante dos 6leos essenciais (OLE e OLC) e das nanoparticulas (NPs-
OLE e NPs-OLC) foram determinadas pela capacidade dos compostos presentes nas
amostras em inibir os radicais DPPH e ABTS e o poder de reducédo do ion ferro, FRAP.
Os EO funcionalizados com as NPs foram caracterizados quanto a morfologia por
Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) e por atividade antibacteriana. No OLE, 0
composto majoritério identificado foi o D-limoneno (96,42 %), seguido pelo B-mirceno
(1,46 %), linalol (1,25 %) e a-pineno (0,33 %). O pico de ressonancia plasmonica na
superficie das NPs foi em 400 nm e o diametro médio obtido por TEM variou entre 50 e
80 nm, para NPs-OLE e NPs-OLC, respectivamente. Esses resultados corroboram com
os diametros obtidos por DLS. NPs-OLE apresentaram melhores resultados de
estabilidade fisico-quimica no armazenamento, podendo ser atribuido ao maior
conteddo de D-Limoneno na sua constituicdo. Além disso, as NPs de pratas
apresentaram melhores resultados de atividade antioxidante por dois métodos avaliados:
DPPH e FRAP, quando comparados aos 0leos essenciais individualizados. As NPs e 0s
enxertos 6sseos funcionalizados apresentaram maiores acfes antagonicas frente aos

microrganismos estudados, do que os 0leos essenciais individualizados. Com esses
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resultados, é possivel afirmar a importancia biologica da biossintese das NPs de prata
para utilizacdo como agente antimicrobiano, em biomateriais odontolégicos.

Palavras-chaves: Nanoparticulas de prata. Enxertos 6sseos. Biorredugéao

5.2 Abstract

In the present study, bovine bone grafts (EO) for dental use were functionalized with
silver nanoparticles (NPs) obtained by bioreduction with orange essential oil extracted
(OLE) from the peel of Citrus sinensis fruits and commercial orange oil (OLC). The
physicochemical and antimicrobial properties of orange essential oil and its application
in the biosynthesis of NPs, and subsequent functionalization of bone grafts were
investigated. OLE was characterized and identified by Gas Chromatography with a
mass spectrometry detector (CG / MS). The formation of NPs was confirmed and
characterized by UV-Vis spectrophotometry. and Transmission Electron Microscopy
(MET). The physical-chemical stability of the NPs was studied for a period of 60 days,
in refrigeration temperature (6 = 2 ° C), regarding the average particle diameter (Z-ave,
nm), polydispersion index (IP) and potential zeta ({, mV), by the dynamic light
scattering (DLS) technique. The antioxidant activity of essential oils (OLE and OLC)
and nanoparticles (NPs-OLE and NPs-OLC) were determined by the ability of the
compounds present in the samples to inhibit the DPPH and ABTS radicals and the iron
ion reduction power, FRAP. The EO functionalized with the NPs were characterized by
morphology by Scanning Electron Microscopy (SEM) and by antibacterial activity. In
OLE, the major compound identified was D-limonene (96.42%), followed by B-
mycrene (1.46%), linalool (1.25%) and a-pinene (0.33%). The plasmon resonance peak
on the surface of the NPs was at 400 nm and the average diameter obtained by TEM
varied between 50 and 80 nm, for NPs-OLE and NPs-OLC, respectively. These results
corroborate with the diameters obtained by DLS. NPs-OLE showed better results of
physical-chemical stability in storage, which can be attributed to the higher content of
D-Limonene in its constitution. In addition, silver NPs showed better results of
antioxidant activity by two methods evaluated: DPPH and FRAP, when compared to
individualized essential oils. NPs and functionalized bone grafts showed greater
antagonistic actions against the studied microorganisms, than individualized essential
oils. With these results, it is possible to affirm the biological importance of the
biosynthesis of silver NPs for use as an antimicrobial agent in dental biomaterials.

Keywords: Silver nanoparticles. Bone grafts. Bioreduction
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5.3 Introducéo

Os seres humanos ao longo da vida sdo frequentemente infectados por
microrganismos, como bactérias, fungos, leveduras e virus (STOKES et al., 2019). Nas
cirurgias bucomaxilofaciais e na pratica clinica de implantodontia, quando um enxerto
ou um preenchimento 0sseo € implantando em um corpo vivo, independente do material
e do método de aplicacdo, poderd ocasionar uma resposta inflamatéria do corpo
(FARDIN et al., 2010). Dessa forma os processos de infeccdo ndo sdo incomuns
durante a cicatrizacdo e osseointegracdo dos enxertos, devido a dificuldade de
penetracdo dos antibioticos (FARDIN et al., 2010).

Muitas vezes as infeccdes, e 0s insucessos nas cirurgias podem ser ocasionados
pela natureza do material utilizado (BOYCE; KLEMONS, 2015). Enxertos
heterogéneos, a base de hidroxiapatita apresentam algumas desvantagens quando
comparados a enxertos 0sseos alogenos ou homogéneos (MOUSSA; DYM, 2020). Nos
materiais, substitutos ao 0sso, como a hidroxiapatita, substancias como proteinas,
aminoacidos e outros compostos organicos podem ser facilmente absorvidos, levando a
adsorcdo e replicacdo de bactérias gram-positivas, como Staphylococcus aureus e
Staphylococcus epidhermis (WU et al., 2009; BOYCE; KLEMONS, 2015).

Uma forma de tratamento in loco é a utilizacdo de antibidticos topicos
(ODENIYI et al.,, 2020). No entanto, a resisténcia dos microrganismos a VArios
antimicrobianos aumentou de forma escalonada pelo uso generalizado de antibidticos
topicos. Idealmente, nenhum antibi6tico destinado a uso sistémico deve ser aplicado
topicamente, devido aos riscos de promover resisténcia ao mesmo (STOKES et al.,
2019). A resisténcia antimicrobiana aos antibioticos disponiveis € um dos principais
problemas enfrentados pela salde global (ODENIYI et al., 2020). Esta constante
ameaca tem aumentado a necessidade de novas substancias com propriedades
antimicrobianas.

Diante dessa problematica, devido aos constantes surtos de doengas infecciosas
ocasionados por diferentes bactérias patogénicas, e a resisténcia aos antibioticos, faz-se
necessaria a busca por novos agentes com propriedades antimicrobianas (ODENIY et
al., 2020). Pesquisas em materiais com propriedades antibacterianas contendo

substancias naturais e inorganicas tém sido estudados intensivamente (NUNES et al.,
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2018; MACIEL et al., 2019, NARCISO et al., 2019; de MELLO et al., 2020;
SGANZERLA et al., 2020).

Frente a esse cenario, como substitutos aos métodos tradicionais de tratamento
com antibioticos, surgem os materiais em nanoescala (BHATTE et al., 2012).
Nanoparticulas metalicas apresentam caracteristicas fisico-quimicas Unicas, como alta
superficie de contato, acdo antimicrobiana e antioxidante, acdo efetiva e pouca
toxicidade em baixas concentracdes (BHATTE et al., 2012).

Dentre as diversas nanoparticulas metélicas ja sintetizadas, como ouro, platina,
zinco, cobalto paladio e titanio, temos as nanoparticulas metalicas de prata (ODENIY
et al., 2020). Estas nanoparticulas apresentam propriedades inibitorias e antimicrobiana
contra bactérias, virus e fungos (NIRMALA, 2010). A prata é um dos metais mais
utilizados na forma de nanoparticulas, devido a seu excelente efeito catalitico, boa
condutividade elétrica e estabilidade quimica (VIJAY et al., 2014). Este metal tem sido
aplicado em diversos campos da salde, agricultura e tratamento de 4gua (ODENIYI et
al., 2020). A prata tem sido empregada como agente antibacteriano na sua forma ionica,
metalica e nanoparticulada (LIM et al., 2018).

As nanoparticulas metalicas podem ser sintetizadas por substancias quimicas,
fisicas e processos bioldgicos (ODENIY et al., 2020). Processos quimicos empregados
na sintese das nanoparticulas incluem; sol gel, redu¢do quimica, condensacdo (TAHIR
et al.,, 2013). Os processos fisicos envolvem ultra-sonicacdo, pirdlise em chama,
moagem com bolas ou esferas e ablacdo a laser, entre outros (FARIAS et al., 2014). Os
métodos fisico-quimicos apresentam inGimeras desvantagens, como alto custo,
toxicidade e ndo biodegradabilidade (GUZMAN et al., 2009).

A sintese verde de nanoparticulas de prata usando microrganismos e plantas é
uma alternativa aos métodos fisicos e quimicos (ODENIYI1 et al., 2020). Essa
metodologia apresenta como vantagem, a simplicidade, baixo custo, curto tempo de
producéo, acessibilidade a producdo em larga escala, condi¢cbes moderadas de operagédo
(pressdo e temperatura), eliminacdo de substancias e reagentes tdxicos, permitindo suas
aplicagdes in vivo (HU et al., 2008; MIEET et al., 2014). Este método consiste em
utilizar o principio de reducdo ecoldgica de sais de metais para nanoparticulas (de
MELLO et al., 2020).

A utilizacdo de microrganismos, na biossintese de nanoparticulas metalicas ¢
limitada, pois existe a necessidade de etapas de purificacdo, para eliminar 0s
microrganismos apos a sintese, levando a perda da capacidade de reducdo (REDDY et
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al., 2015). Como alternativa a utilizacdo dos microrganismos, plantas tém sido
utilizadas como agentes redutores na biossintese das nanoparticulas metalicas
(MACIEL et al., 2019).

A sintese de nanoparticulas metélicas a partir extratos de plantas e 06leos
essenciais tem a vantagem adicional da formacédo de nanoparticulas mais estaveis, visto
que as biomoléculas vegetais tém um efeito duplo, de reduzir e recobrir as
nanoparticulas biossintetizadas atuando como agente estabilizante (ADEBAYO-TAYO
et al., 2016). Além disso, as propriedades bioldgicas intrinsecas dos extratos vegetais e
dos 6leos essenciais podem ser melhoradas quando combinadas com as nanoparticulas
metélicas, resultando em um efeito sinérgico devido a combinagdo dos dois materiais
(NUNES et al., 2018).

O 6leo de laranja é comumente utilizado na odontologia, como solvente em
cimento Guta-percha em tratamento endodéntico, e apresenta vantagens de ser mais
biocompativel quando comparado a outros solventes como o xilol e eucaliptol
(KARATAS et al., 2015). O 6leo de laranja tem como componente majoritario, o D-
Limoneno (OZTURK et al.,, 2019). Este composto é o principal responsavel, por
atribuir ao oleo de laranja propriedades redutoras, antimicrobianas, antidiabéticas,
anticancer, anti-inflamatéria, antioxidante, antinoceptiva, antisséptica, anti-
hiperalgésico, antiviral e efeitos gastroprotetores e também, como preventivo no
desenvolvimento de sindrome metabdlica (LI et al., 2018; VIEIRA et al., 2018;
KUMAR et al., 2020).

Estas propriedades benéficas sdo atribuidas as duplas ligacdes conjugadas
presentes nos terpendides e estdo relacionadas de forma direta ao conteldo de D-
Limoneno no 6leo (ALMEIDA; AGUIAR; CARDOSO, 2015). O ¢6leo de laranja,
utilizado na odontologia é obtido a partir da casca de laranja doce (MAQUIRA, 2020).
Essa matéria-prima apresenta como inconveniente o reduzido contetdo de D-Limoneno,
variando entre 40,9 a 76% (KHAN et al., 2012). Diante disso, 0leos essenciais de casca
de laranja suco, possuem um contetdo aproximado de 96 % de D-Limoneno.

Diante disso no presente trabalho, comparou-se como o conteldo de D-
Limoneno em diferentes 6leos essenciais, obtidos a partir da casca da laranja, pode
influenciar nas propriedades fisico-quimicas das nanoparticulas de prata.

A realizacdo do presente trabalho se justifica pela inexisténcia de estudos na
literatura com a incorporacdo de nanoparticulas de prata, sintetizadas com o6leo de

laranja em enxertos 0sseos homogéneos. Estdo disponiveis na literatura, pesquisa



39

incorporando as nanoparticulas de prata em compositos a base de hidroxiapatita
(NIRMALA et al., 2012). No entanto os métodos de sintese das nanoparticulas séo a
base solventes organicos toxicos como N, N-dimetilformamida (NIRMALA et al.,
2012).

No presente estudo objetivou-se funcionalizar enxertos 6sseos bovinos com
nanoparticulas de prata sintetizadas por método verde de biorredugdo, com 6leo de
laranja extraido e comercial, e avaliar suas caracteristicas fisico-quimicas e

microbiologicas.

5.4 Material e métodos

5.4.1 Material

Enxerto 6sseo bovino natural (EO) (Straumann® Cerabone®), Solvente de
Guta-percha - 6leo de laranja (OLC) (Maquira), Nitrato de prata (AgNQO3), Cloreto de
ferro anidro (FeCl3), TPTZ (2,4,6-tris(2-pyridyl)-s-triazine), Trolox (( £ )-6-Hydroxy-
2,5,7,8-tetramethylchromane-2-carboxylicacid), DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila),
ABTS (2,2’-azino-bis (3-etilbenzotiazolin) 6-acido sulfénico) foram utilizados da
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, U.S.), Agar Mueller-Hinton foi adquirido na HiMedia
Laboratories (Mumbai, India) e éleo essencial de laranja extraido (OLE) do subproduto

da producéo de suco de laranja.

5.4.2 Extracao e caracterizacdo do dleo essencial

Foram utilizados como matéria-prima para a obtencdo do Oleo essencial de
laranja (OLE) os subprodutos da produgdo do suco de laranja (cascas), obtidos no
comércio local (Lages-SC), e posteriormente extraidas por arraste de vapor utilizando
aparato Clevenger por 6 horas.

O OLE foi caracterizado e identificado por cromatografia gasosa acoplado com
detector de espectrometria de massa (CG/MS), modelo GCMS - QP2010 (Shimadzu).
Foi utilizada coluna capilar ZB-5MS, 30 m x 0,25 mm x filme 0,25 pum. Temperatura de
injetor foi de 250°C, fluxo de gas de arraste hélio de 1,0 mL.min™. O forno do
cromatografo foi otimizado com temperatura inicial de 60°C por 4 minutos até atingir
210°C, permanecendo por 6 minutos, totalizando 35 minutos no total de corrida

cromatografica. As amostras de 6leos foram diluidas 200 vezes em hexano grau
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cromatografico para posterior injecdo no CG/MS. A quantificacdo de cada componente
foi determinada pela normalizacdo das areas (%) dos picos no cromatograma de ions
totais (TIC, Total lons Chromatogram), sendo a &rea total a somatoria de todas as areas
dos picos eluidos (100%).

Os indices de retencao foram calculados segundo Van Den Doll; Kratz, (1963) a
partir de padrfes de n-alcanos (C7-C30), nas mesmas condigdes cromatograficas das
amostras dos 0leos essenciais.

A identificacdo por CG-MS foi baseada na comparacdo dos espectros de massas
com bibliotecas de dados NIST-05, e também pela comparacao dos indices de retencédo

calculados com os encontrados na literatura (bases de dados — WebNIST, GMD).

5.4.3 Biossintese das nanoparticulas de prata (NPs)

As nanoparticulas de prata (NPs) foram sintetizadas pela técnica de bioreducgéo
na presenca do 6leo de laranja extraido (OLE) por arraste de valor, denominadas nesse
estudo como (NPs-OLE) e o dleo essencial de laranja comercial (OLC) utilizado na
odontologia como Solvente de gutta-percha, e denominadas como NPs-OLC, de acordo
com metodologia descrita por Nunes et al. (2018) e de Melo et al. (2020). Inicialmente
30 mL da solugéo de nitrato de prata (3.10™ mol.L™), foi reduzido na presenca de 3 mL
de 6leo essencial de laranja, diluido 1:170 em acetona. O pH da suspenséo foi ajustado
para 9,0 na presenca de NaOH 0,1 M, e homogeneizado por 30 min em agitador

magnético a 100 °C.

5.4.4 Espectroscopia no UV-Vis das NPs

A analise de espectroscopia no UV-vis foi realizada para confirmar a sintese
verde das NPs-OLE e NPs-OLC, em equipamento UV- visivel Bel Photonics M51,

usado no modo de varredura no intervalo de comprimento de onda de 300 a 800 nm.

5.4.5 Analises morfologicas das NPs

As analises morfologicas das NPs foram realizadas por MET nas NPs-OLE e
NPs-OLC em microscopio eletrbnico JEOL-modelo JEM-1011 (Téquio, Japédo)
operando a 70 kV. As dispersdes contendo as nanoparticulas foram previamente
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diluidas em agua ultrapura Milli-Q®, e cerca de 5 pL de cada amostra foi depositada
sobre grids de cobre revestidas com carbono (200 mesh). ApGs secagem a temperatura

ambiente, os grids foram observados no microscopio.

5.4.6 Estabilidade fisico-quimica das NPs

A estabilidade fisico-quimica das NPs-OLE e NPs-OLC foi estudada por um
periodo de 60 dias (1, 30 e 60 dias), em temperatura de refrigeragdo (6 + 2 °C). As
amostras foram armazenadas em vidros ambar de 30 mL e analisadas em triplicata,
quanto ao didmetro médio de particula (Z-ave, nm), indice de polidispersdo (IP) e
potencial zeta ({, mV), pela técnica de espalhamento dinamico de luz (DLS), utilizando
um equipamento Zetasizer Nano Series (Malvern Instruments, Worcestershire, UK). As
amostras foram diluidas apropriadamente com agua filtrada Milli-Q ®, e as medigdes
foram realizadas a 25 °C a um angulo de 173°. Para as medicdes, as amostras foram

colocadas em célula de eletroforese.

5.4.7Atividade antioxidante das NPs.

A atividade antioxidante dos 6leos essenciais (OLE e OLC) e das nanoparticulas
(NPs-OLE e NPs-OLC) foram determinadas pela capacidade dos compostos presentes
nas amostras em inibir os radicais DPPH e ABTS e o poder de reducdo do ion ferro,

FRAP (do inglés Ferric Reducing Antioxidant Power).

i) DPPH

A determinacdo da capacidade antioxidante foi realizada utilizando a técnica de
remocdo do radical DPPH, conforme descrito por Brand-Williams et al. (1995), em
comprimento de onda de 515 nm. Inicialmente foram adicionados 150 uL da suspenséo
de cada formulacdo de NPs a 2850 pL de solucdo de DPPH 0,1 mmol L.™ incubadas a
22 + 2 °C, na auséncia de luz por 24 h, e analisadas em espectrofotometro (UV - visivel
752D, Labman, China). A curva externa de calibragéo foi obtida com solugéo de Trolox
1 mM. Os resultados de atividade antioxidante foram expressos em mg de Trolox

Equivalente por mL da dispersdo das nanoparticulas.
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ii) ABTS

A atividade antioxidante das NPs foi determinada avaliando a capacidade da
amostra para remover o radical ABTS, conforme descrito por Re et al. (1999), com
modificagdes. Inicialmente 3000uL da solucdo de ABTS foi adicionada a 30 pL de
supensdo de NPs e homogeneizada em agitador de tubos. Apds 6 min, a absorbancia foi
analisada a 734 nm em espectrofotdmetro e o padréo de trolox (solucéo de 2 mmol.L ™)
foi utilizado como curva de calibracdo externa. Os resultados de atividade antioxidante

foram expressos em mg de Trolox Equivalente por mL da dispersdo das nanoparticulas.

iii) FRAP

A capacidade antioxidante foi determinada através do poder de reducdo do ion
ferro — FRAP, seguindo a metodologia descrita por Benzie e Strain (1996), com
modificacOes descritas por Arnous, Makris e Kefalas (2002). Aliquotas de 100uL de
NPs foram adicionados a 100uL de cloreto férrico (3 mM) e 1800uL de solugdo TPTZ
(1 mM). A reacdo foi mantida por 30 min em um banho-maria a 37 ° C. A absorbéancia
foi medida a 620 nm (UV-visivel) e o Trolox (solu¢do 1 mM) foi utilizado para a curva
de calibragéo externa. Os resultados de atividade antioxidante foram expressos em mg
de Trolox Equivalente por mL da dispersdo das nanoparticulas.

5.4.8 Ensaio in vitro dos enxertos osseos funcionalizado com as NPs

O ensaio in vitro foi conduzido pela homogeneizacao de 0,40g de enxerto ¢sseo
bovino (EO) com 300 pL de cada formulacdo de NP-OLE ou NP-OLC. As
nanoparticulas funcionalizadas com o EO foram caracterizados quanto a morfologia ¢

atividade antibacteriana. Os EO funcionalizados com as nanoparticulas foram

denominados de EO+NPs-OLE e EO+NPs-OLC.

5.4.9 Atividade antimicrobiana

As amostras das nanoparticulas NPs-OLE, NPs-OLC; e das nanoparticulas
homogeneizadas com os enxertos: EO+NP-OLE, EO+NPs-OLC e dos controles: OLE,

OLC e EO, foram submetidos a analise da atividade antimicrobiana por difusdao em
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disco, frente a 8 microrganismos: Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis
Enterococcus faecalis, Escherichia colli, Salmonella enterica subsp. enterica serovar.
Typhimurium, Shiguela flexnero, Pseudomonas aeruginosas ¢ Candida albicans. Os
microrganismos foram inoculadas em caldo BHI a 37 © C, por 24 horas e diluidas em
solucdo salina de NaCl 9 g.L" até 0,5 McFarland (1 - 2 x 10° UFC mL™). Discos de
embalagem de 6 mm de didmetro foram aplicados em placas de Petri contendo agar
Mueller Hinton, previamente inoculadas com os microrganismos. Os controles positivos
e negativo com antibiotico e antifungico (C. albicans) foram testados com cada
microrganismo sensivel e resistente. Em seguida, as placas com os discos foram
deixadas a 37 ° C e os halos foram medidos apds 24 horas.
A atividade antimicrobiana foi avaliada por medicéo do diametro das zonas de

inibicdo (mm) em torno dos discos.

5.4.10 Analises morfolégicas por Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As micrografias do enxerto 6sseo (EO) individualizado, e deste funcionalizado
com as formulacBGes das nanoparticulas, denominados de EO+NPs-OLE e EO+NPs-
OLC foram obtidas usando microscopio eletrénico de varredura JEOL modelo JSM-
6390LV (Tdquio, Japdo). As amostras foram fixadas em um suporte metalico de cobre
(stubs) com auxilio de uma fita dupla-face de carbono e recobertas com uma fina
camada de ouro em recobridora a vacuo Leica EM SCD500 (Leica, EUA). A
visualizacdo foi realizada em aumentos de 2200 vezes, com uma voltagem de excitacdo
de 10 a 15 kV. A analise de tamanho dos poros das microgarfias foi realizada pelo

software ImageJ®.

5.4.11 Avaliacoes estatisticas

Os dados obtidos foram expressos como médias e desvio padrdo das
determinagdes realizadas em triplicata. Os resultados foram submetidos a andlise de
variancia e a comparacao de médias foi realizada pelo Teste de Tukey com nivel de

significancia de 5 %, utilizando-se o programa STATISTICA 7.
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5.5 Resultados e Discussao

5.5.1 Caracterizacao do 6leo essencial de laranja extraido (OLE)
A Tabela 1 apresenta a estrutura quimica e os compostos identificados do 6leo
essencial de laranja (Citrus sinensis) por CG/MS. O 6leo de laranja € constituido por

hidrocarbonetos monoterpenoides como constituintes prevalentes, e em menores

quantidades monoterpernos oxigenados e sesquiterpenos (de ARAUJO et al., 2020).

Tabela 1. Caracterizacdo quimica do 6leo essencial de laranja por CG/MS.

Estrutura ] L
Compostos Rlc Rli Composicéo (%)
Molecular
H3C CHB
a-Pineno ﬁ& 935 933 0,33
CHy
CH»
B-Mirceno | CH, 991 989 1,46
HsC”~ “CHg
CHs
D-Limoneno Hz%(O/ 1032 1028 96,42
CHs
HsC OH
Linalool Er, 1101 1100 1,25
|
HsC”~ TCHj
Total identificado - - 99,46

RIc = Indice de retencéo calculado; Rli= Indice de retencéo da literatura; Composicéo % =
Porcentagem dos compostos no 6leo essencial.

No presente estudo o composto majoritario identificado foi o D-limoneno (96,42
%), seguido pelo B-mirceno (1,46 %), linalol (1,25 %) e a-pineno (0,33 %). Estudos
realizados por Ozturk et al. (2019), identificou o D-Limoneno como componente
majoritario do Oleo de laranja. A literatura atribui ao D-Limoneno propriedades
antimicrobianas,  antidiabéticas,  anticAncer,  anti-inflamatoria,  antioxidante,
antinoceptiva, antisséptica, anti-hiperalgésico, antiviral e efeitos gastroprotetores e

também, tem sido utilizado como preventivo no desenvolvimento de sindrome
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metabolica (KUMAR et al., 2020; LI et al., 2018; VIEIRA et al.,, 2018). Estas
propriedades benéficas sdo atribuidas aos terpendides e as duplas ligacbes conjugadas,
que por apresentar baixa toxicidade em humanos, possuem amplas aplicacfes na
industria alimenticia e na industria farmacéutica (THANISSERY; KATHARIOU,;
SMITH, 2014). Na odontologia € utilizado como solvente de guta-percha para
tratamentos endodénticos (SCELZA et al., 2006).

Nos seres humanos, o D-Limoneno é rapidamente absorvido no trato
gastrointestinal e facilmente metabolizavel (FILIPOWICZ et al., 2003). Os demais
componentes do Oleo essencial de laranja, como [-mirceno, também apresenta
propriedades antimicrobianas (do EVANGELHO et al., 2019).

A literatura também atribui ao 6leo de laranja efetividade na reducéo de peso in
vivo, e nos niveis de endotoxinas produtoras de inflamacdo em ratos, aumentando a
disponibilidade de Bifidobacterium (LI et al., 2018).

5.5.2 Mecanismo quimico de biossintese das NPs

As nanoparticulas de prata foram biossintetizadas de acordo com o0 mecanismo

proposto na Figura 1.

Figura 1. Mecanismo quimico de biossintese das nanoparticulas de prata utilizando D-

Limoneno como agente redutor.

CHs <|:H3
% i + H*
H/C‘\"C'?C\H U
HC™  “CH, H3c/]*0H2

limoneno

NPs de Ag

nucleagao

Fonte: Autores
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Conforme apresentado na Tabela 1 (se¢do 5.5.1), 0 D-Limoneno é o composto
majoritario presente no 6leo essencial de laranja (96,42%). Desta forma o mecanismo
quimico de biossintese foi realizado com base nesse composto. Com a dissocia¢do do
composto idnico AgNOs, os ions Ag* presentes no meio reacional séo reduzidos pelos
prétons H* doados pelo D-Limoneno. O hidrogénio doado, como pode ser visto na
Figura 1, preferencialmente estd em carbonos que ddo origem aos radicais terciarios e
secundarios, 0s quais possuem maior estabilizacdo por ressonancia do que 0s
respectivos radicais primarios (ALMEIDA; AGUIAR; CARDOSO, 2015). Visto que o
potencial de reducdo de Ag® (+ 0,80 V) é maior do que o potencial de reducéo do H*
(0,00 V), a reacdo no sentido da formacdo da prata metalica € altamente favoravel. A
prata metalica (Ag°) ndo é considerada uma nanoparticula, no entanto, uma sequéncia
de aglomeracdo dos 4tomos de Ag’, denominada nucleagdo forma as nanoparticulas
(NARCISO et al., 2019). Esta nanoparticula pode ser estabilizada pela presenca de ions
presentes no meio e pela presenca do proprio éleo essencial de laranja na disperséo apos

a sintese.

5.5.3 Espectroscopia no UV-vis e Microscopia Eletronica de Transmissao (TEM)

A ressonancia plasmonica de superficie (RPS) consiste na oscilacdo coletiva dos
elétrons de conducdo quando excitados por radiacdo eletromagnética. Tratando-se de
nanoparticulas metélicas, onde os elétrons estdo confinados em trés dimensfes, a
oscilacdo dos elétrons induz a um campo elétrico, ao seu redor, o qual pode ser mais
intenso que a luz incidente. Se os elétrons estdo colocados na posicdo de equilibrio e
posteriormente 0 campo eletromagnético é removido, os eletrons irdo oscilar com
determinada frequéncia, sendo esta denominada de frequéncia plasmoénica (GARCIA,
2011).

A Espectroscopia UV-vis e a Microscopia Eletronica de Transmissdo (MET) sdo
métodos amplamente utilizados na caracterizagdo de nanoparticulas. A formacdo das
nanoparticulas de prata comumente pode ser acompanhada por Espectroscopia no UV-
Vis com o aparecimento de uma banda na regido de 400 nm, devido a sua RPS. No
presente estudo, as nanoparticulas de prata apresentaram diametros pequenos, menores

gue 100 nm, como observado nas imagens obtidas por MET (Figuras 2 e 3).
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Figura 2. a) Micrografia de MET da amostra NPs-OLE; b) espectro de UV-Vis da

amostra NPs-OLE.
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Figura 3. a) Micrografia de MET da amostra NPs-OLC; b) espectro de UV-Vis da
amostra NPs-OLC.
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Assim, as nanoparticulas, apresentam caracteristicas distintas tanto dos &tomos como
dos sélidos metalicos. Nesse contexto, a energia de transicdo eletrdnica, representado
através da cor das nanoparticulas, e seu maximo de absorbancia no UV-Vis dependem
da densidade dos estados eletrénicos, do tamanho e da forma das nanoparticulas. Um
aumento no tamanho das particulas ocasiona um deslocamento no maximo de
absorbancia para comprimentos de onda superiores.

No presente trabalho para a amostra NPs-OLE foi observado um tamanho médio de
particula de 50 nm como mostrado na (Figura 2a) nas imagens de MET, e um méaximo
de absorbancia em 400 nm (Figura 2b). Para a amostra NPs-OLC, foi observado um
tamanho medio de particula de 80 nm nas imagens de MET (Figura 3a), e um maximo

de absorbancia em 410 nm (Figura 3b). Em todas as amostras as particulas apresentaram
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formato esférico. Estes resultados corroboram os resultados obtidos por espalhamento

de luz dindmico no item 5.5.4

5.5.4 Estabilidade fisico-quimica das NPs

A estabilidade fisico-quimica das nanoparticulas de prata biossintetizados com
0leo de laranja foi analisada a 6 + 2 ° C, simulando a temperatura de refrigeracéo,
durante 60 dias de armazenamento, sendo avaliados o potencial zeta, indice de

polidispersdo e o tamanho das particulas, conforme demonstrado na Tabela 2.

Tabela 2. Estabilidade fisico-quimica das nanoparticulas de prata obtidas por sintese
verde com Oleo essencial de laranja, durante 60 dias de armazenamento em temperatura

de refrigeracéo.

Amostra Tempo de Potencial ) Irldice de Tamanho de particula (nm)
armazenamento Zeta ({, mV)  Polidispersdo (IP)
1 dia -19,00 +0,3° 0,280 + 0,01° 52,08 + 0,4°
NPs-OLE 30 dias 27,3+17° 0,346 + 0,04 493 +1,7°
60 dias 27,7 +2,2° 0,300 + 0,03 57,3+1,8°
1 dia 12,57 +0,7° 0,590 + 0,09 81,9 +3,4°
NPs-OLC 30 dias -12,77 +0,8° 0,642 +0,01° 84,2 +4,0°
60 dias -8,9+0,2° 0,409 + 0,04 118,3 +10,1°

Resultados sdo expressos em médias + desvio padrdo (n=3).
Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca estatistica (p<0.05), quando analisadas
pelo teste de Tukey.

O potencial zeta é um indicativo da estabilidade da suspensdo coloidal,
controlando o comportamento das nanoparticulas principalmente durante o periodo de
armazenamento, ocasionando mudangas de potencial na superficie e na forca repulsiva
que existe entre as particulas (da ROSA et al., 2020). Valores de potencial zeta
superiores a £ 30 mV demonstram que as dispersdes coloidais séo estaveis, devido a
repulsdo entre as particulas, impedindo sua agregacgdo (de MELO et al., 2020).

No presente estudo, a presenca das moléculas carregadas negativamente,
oriundas dos constituintes do 6leo essencial e dos fons Na* (provenientes da biossintese

das nanoparticulas, Figura 1) na superficie das NPs de prata atuam como
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estabilizadores, impedindo a aglomeracdo das nanoparticulas. O potencial zeta € uma
abreviacdo do potencial eletrocinético em sistemas coloidais; é a diferenca de potencial
entre 0 meio em que o sélido esta disperso e sua interface sélida. Portanto, o potencial
zeta é funcdo da carga superficial da particula, da camada adsorvida em sua interface e
da natureza e composicdo do meio suspenso circundante (LU; GAO, 2010).

Para a amostra, NPs-OLE pode-se perceber que ocorreu um aumento na
estabilidade obtida por potencial zeta nos tempos de 30 dias (-27,3 £ 1,7 mV) e 60 dias
(-27,7 £ 2,2 mV) em comparacao ao tempo 1 dia (-19,00 £ 0,3 mV). Para os tempos 30
e 60 dias o potencial zeta ficou muito préximo da faixa tedrica de estabilidade (30 mV).
Este fato pode ser atribuido a adsorcdo crescente de ions e moléculas carregadas na
superficie das nanoparticulas (OLIVEIRA et al., 2019).

No caso da amostra NPs-OLC os valores de potencial zeta ficaram mais
distantes do valor ideal. Para os tempos de 1 dia (-12,57 £ 0,7 mV) e 30 dias (-12,77
0,8 mV) os valores ndo apresentaram diferenca significativa entre eles (p> 0,05). Para o
tempo 60 dias o valor -8,9 £ 0,2 mV apresenta uma reducao significativa na estabilidade
(p> 0,05) em relacdo aos dias anteriores. Uma menor estabilidade obtida por potencial
zeta para as amostras sintetizadas utilizando o 6leo essencial comercial é associada ao
menor contetdo de D-Limoneno e de compostos ativos presentes no 6leo comercial,
com relacdo ao Oleo extraido. No presente estudo, foi encontrado um contetdo de
96,42% de limoneno (secdo 5.5.1). A amostra de OLC utilizado é obtida a partir da
casca de laranja doce, sendo que sdo encontrados na literatura conteddos de limoneno,
variando de 40,9 a 76,0 %, nesse 6leo essencial (KHAN et al., 2012).

O indice de polidispersdao (IP) é um parametro usado para verificar a
homogeneidade na distribuicdo do tamanho das particulas, baixos valores de IP
garantem a estabilidade da dispersdo coloidal, sem a formagdo de aglomerados ou
precipitados (MACIEL et al., 2019). Os valores de IP obtidos indicaram que as
nanoparticulas de prata apresentam uma distribuicdo homogénea de tamanho durante o
periodo de armazenamento avaliado. Para a amostra NPs-OLE ocorreu um aumento no
IP para os tempos de 30 e 60 dias (p> 0,05). No caso da amostra NPs-OLC somente
para o tempo de 60 dias ocorreu um aumento de IP (p> 0,05).

Na avaliacdo do tamanho das nanoparticulas por espalhamento de luz, para a
amostra NPs-OLE ndo ocorreu um aumento dos diametros, no periodo de
armazenamento avaliado (p> 0,05). Na amostra de NPs-OLC, ocorreu um aumento do

tamanho das particulas (118,3 + 10,1 nm), para o tempo de 60 dias. Este resultado esta
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diretamente relacionado ao valor de potencial zeta obtido para esta amostra (-8,9 + 0,2
mV). Uma diminui¢do no potencial zeta afeta a estabilidade das nanoparticulas com
uma tendéncia a agregacdo e consequente aumento no didmetro das particulas (da
ROSA et al., 2020).

5.5.5 Atividade antioxidante das NPs

A capacidade antioxidante dos O6leos essenciais (OLE e OLC) e das
nanoparticulas (NPs-OLE e NPs-OLC) estdo apresentados na Tabela 3. Os resultados de
atividade antioxidante foram expressos em mg de Trolox Equivalente por mL da

dispersdo das nanoparticulas.

Tabela 3. Andlises de atividade antioxidante por DPPH, ABTS e FRAP.

Amostra DPPH* ABTS* FRAP*
OLE 047+01b 130+x08c 156+18b
OLC 0,39+£0,2b 139%12bc 22,6+0,2a

NPs-OLE 3,0+0,2a 23,3 +6,2a 4,7+0,2c

NPs-OLC 31+02a 22,1+1,8ab 7,5+0,5¢C

Resultados sdo expressos em médias + desvio padrdo (n=3). Letras diferentes na mesma coluna
indicam diferenga estatistica (p<0.05), quando analisadas pelo teste de Tukey.
* mg de Trolox Equivalente por mL da dispersdo das nanoparticulas.

A atividade antioxidante do 6leo essencial de laranja é atribuida ao seu
componente majoritario: D-Limoneno. As duplas ligacdes conjugadas, presentes na
estrutura quimica desses monoterpenos, sdo capazes de conferir o carater antioxidante
nesses Oleos essenciais (VEISI et al., 2019). Numa reacdo de oxidacdo este composto
atua na fase terminal do processo oxidativo (de ARAUJO et al., 2020).

Aliado a isso, o carater redutor e antioxidante das duplas ligagGes conjugadas
dos monoterpenos é responsavel pela biossintese das nanoparticulas de prata (conforme
mecanismo demonstrado no item 5.5.2).

No presente estudo, os resultados de atividade antioxidante para as amostras
com as NPs de prata foram mais eficientes que nos 6leos essenciais individualizados
(p> 0,05), por duas técnicas avaliadas: DPPH e ABTS. Esses resultados sdo atribuidos
aos grupos funcionais bioredutores presentes nas moléculas do 6leo essencial de laranja,

e devido a sua capacidade de aderir as superficies das nanoparticulas (BHAKYA et al.,
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2016). Esse fenébmeno ocasiona um efeito sinérgico, aumentando a acdo antioxidante do
sistema (NUNES et al., 2018).

Nos resultados de atividade antioxidante obtidos por FRAP, 0s dleos essenciais
individualizados apresentaram valores superiores s NPs (p> 0,05), com comportamento
diferenciado das outras duas técnicas (DPPH e ABTS) utilizadas no estudo. Isso pode
ser atribuido, ao fato dos dleos essenciais apresentarem maior poder de reduzir os ions
Fe** para Fe*? do que as NPs associadas aos 6leos essenciais.

O D-limoneno (componente majoritario do 6leo de laranja) é um efetivo
antioxidante em sistemas bioldgicos, com capacidade para atenuar o0 estresse oxidativo
em ratos diabéticos e elevar os niveis das enzimas antioxidantes, comumente utilizadas
como marcadores antioxidantes enddgenos (superdéxido dismutase, catalase, glutationa
peroxidase e glutationa transferase) (MURALI et al., 2013; VIEIRA, 2018); além de
apresentar efeito antinociceptivo, prevenindo a hiperalgesia e modulando a producéo de
citocinas e a expressdo da enzima superoxido dismutase (PICCINELLI et al., 2017).
Além disso, o D-Limoneno ndo apresenta danos genotdxicos em baixas concentracdes
em linfdcitos e fibroblastos (ROBERTO et al., 2010).

5.5.6 Ensaio in vitro dos enxertos 6sseos funcionalizado com NPs
i) Atividade antimicrobiana

No presente estudo, as amostras de 6leo essencial (OLE e OLC), apresentaram
menor capacidade de inibicdo (p> 0,05), quando comparados as amostras das
nanoparticulas (NPs-OLE e NPs-OLC); e dos enxertos 6sseos funcionalizados com as
nanoparticulas (EO+NPs-OLE e EO+NPs-OLC), conforme demonstrado na Tabela 4.
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Tabela 4. Atividade antimicrobiana de diferentes microrganismos frente aos 0Oleos

essenciais, as NPs de pratas e dos EO funcionalizados com as NPs.

Bactéria Difusdo em discos (mm)
Gram-positiva OLE OLC AgNPs-OLE AgNPs-OLC EO+AgNP-OLE EO+AgNP-OLC  Amoxicilina*
S.aureus 2,7 +0,2abDE 2,03+0,2abE 7,3 +0,6abBC 9,3+ 1,2abB 9,6 £0,6aB 5,0 £1,0cdCD 24,0 £ 1,7bcA
S. epidermidis 2,5 +0,5abD 22+02aD 9,0+ 1,0aBC 10,0 +0,0aB 7,3+0,6bC 8,3 +0,6aBC 28,3 + 1,5abA
E. faecalis 2,1+0,2bC 2,1£0,2abC 6,3 +0,6bcB 7,7 £0,6bcB 7,6 £1,2bB 7,3 £ 0,6abB 24,3 +1,2bcA
Gram-negativa
E. coli 2,9+0,2aC 2,2+0,2abC  4,310,6cBC 7,3+ 0,6bcB 5,0 £ 0,6cdBC 43+06cdBC 26,7 +2,9abcA
S. typhimurium 0,0 0,0 4,3+ 0,6cC 7,0+ 0,0cB 6,3+ 0,6bcB 5,7 +0,6bcBC 29,3 £1,2aA
S. flexnero 2,9+0,1aC 1,7+0,2bC 8,7 +0,6aB 9,0 + 1,0abcB 10,0 £ 0,0aB 8,3 £ 0,6aB 27,3 £2,53bA
P. aeruginosa 0,0 0,0 6,3 + 0,6bcB 7,0+0,0cB 6,3 + 0,6bcB 3,3+0,6dC 25,0 £ 0,0abcA
Fungo diploide Nistatina*

C.albicans  2,23+0,25abDE 1,9+ 0,1abE 9,3+1,2aB 9,3 +1,2abB 4,3 +0,6dCD 4,7 £1,2cdC 22,0 £0,0cA

Resultados sdo expressos em médias + desvio padrdo (n=3). Letras minUsculas diferentes na mesma coluna indicam
diferenca estatistica (p<0.05), e letras maiusculas diferentes na mesma linha indicam diferenca estatistica (p<0.05),
quando analisadas pelo teste de Tukey.

Amoxicilina*: controle positivo para bactérias; Nistatina*: controle positivo para fungo

As bactérias gram-negativas S. typhimurium e P. aeruginosa ndo apresentaram
nenhuma inibicdo na presenca dos oOleos essenciais individualizados. Com esses
resultados, é possivel afirmar a importancia bioldgica da biossintese das nanoparticulas
de prata para utilizacdo como agente antimicrobiano, em materiais odontol6gicos, como
substituicdo aos 6leos essenciais individualizados.

A presenca das NPs de prata no meio contribui de forma antagénica ao
crescimento dos microrganismos, devido as interaces do metal com a superficie
microbiana (ODENIY] et al., 2020). Os mecanismos com efeitos inibitorios, dos 6leos
essenciais de laranja e das NPs metalicas sobre os microrganismos, tém sido associados
com alteracbes na permeabilidade da membrana celular, causando perda dos
constituintes intracelulares, necessarios para manter a viabilidade e sobrevivéncia
celular (de ARAUJO et al., 2020).

Além disso, a utilizacdo de NPs de prata potencializa a acdo antimicrobiana nas
areas de infeccdo dssea e contribui para a diminuicdo do uso de antibidtico sistémico
(LU et al., 2016). Neste contexto, pesquisas envolvendo novos materiais odontolégicos
com propriedades regenerativas e antimicrobianas tem sido desenvolvidas, com o
intuito de combater os frequentes casos de resisténcia bacteriana e de insucessos em
cirurgias bucomaxilofaciais (LU et al., 2016). Aliado a isso, ocorre a diminuicdo de
reintervencdes cirurgicas e potencializagdo do reparo 6sseo. Dessa forma, expde-se 0
paciente a menos riscos, e contribui-se para 0 sucesso das cirurgias e consequentemente,
qualidade de vida dos pacientes (ALYAHYA; SWENNEN, 2019).
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Os resultados do presente estudo estdo em concordancia com a literatura. de
Barros, 2018 e seus colaboradores, afirmam que a presenca das NPs de prata, podem
ocasionar o aparecimento de cavidades na membrana celular bacteriana, extravasamento
do conteudo celular, e acumulacdo na superficie, com consequente invasao celular pelos
ions de prata. Posteriormente, os ions de prata podem interagir com grupos tidis das
proteinas, inativando ou interagindo com o DNA, e interrompendo sua capacidade de
replicagéo.

As amostras das nanoparticulas com o 6leo de laranja comercial (NPs-OLC) e
destas associadas aos enxertos 0sseos (EO+NPs-OLC), apresentaram maior efetividade
de inibicdo contra o S. epidermidis (gram positivas), e menores inibicGes para a P.
aeruginosa (gram negativas). Estudos relatam que as bactérias gram-positivas sdo mais
sensiveis aos antimicrobianos do que as bactérias gram-negativas (da ROSA et al.,
2020). O presente estudo estd de acordo com a literatura, pois a maioria das amostras
apresentaram maiores efetividades de inibicBes contra as bactérias gram-positivas.

A menor sensibilidade para bactérias gram negativas frente as nanoparticulas
pode ser explicada pelo fato desses microrganismos apresentarem na sua membrana,
uma camada externa lipopolissacaridica (LPS) limitando a difusdo dos compostos para
0 seu interior. Os agentes antimicrobianos, como as NPs metalicas e os 6leos essenciais,
apresentam capacidade de desintegrar essa membrana externa da bactéria gram-
negativa, liberando o LPS, alterando a permeabilidade passiva da célula, e assim
aumentando a permeabilidade da adenosina trifosfato (ATP), na membrana
citoplasmatica (GUARDA et al., 2011). No entanto, € necessdria uma maior
concentracdo de agente antimicrobiano para obter o0 mesmo efeito obtido nas bactérias
gram-positivas para as bactérias gram-negativas (da ROSA et al., 2020).

As amostras dos enxertos 6sseos funcionalizados com as NPs de prata
apresentaram maiores inibicbes para a bactéria gram-negativa S. flexnero. Esse
comportamento ndo foi observado para as NPs individualizadas. Esses resultados
podem ser explicados pela possivel ruptura mecanica da camada externa das bactérias

gram-negativas, ocasionada pelas particulas de enxerto 4sseo.
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ii) Analises de Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As micrografias de MEV das amostras de 0sso bovino liofilizado Bioss®, com e
sem as nanoparticulas de prata sdo mostrados na Figura 4. Para todas as amostras foram
observados um grande numeros de pequenos poros, em uma estrutura constituida de
agregados de pequenas particulas, provavelmente cristais de hidroxiapatita, que € a
parte inorganica do 0sso bovino remanescente ap6s o processo de liofilizacdo. A
estrutura microscopica do enxerto 6sseo (EO) revelou uma estrutura contendo pequenos
poros (1,43 £ 0,5 um) como mostrado na Figura 4a em diferentes magnificacbes. Apos
0 processo de adsorcdo das nanoparticulas de prata, a estrutura manteve a caracteristica
desse tipo de tecido como pode ser observado para as amostras EO+NPs-OLE,
(diametros de poros de 1,21 + 0,4 um) mostrada na Figura 4b e para a amostra
EO+NPs-OLC (diametro de poros de 1,40 = 0,3 um) conforme apresentada na Figura
4c.
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Figura 4. Imagens obtidas por Microscopia Eletrénica de Varredura: a) enxerto 6sseo
(EO); b) amostras EO+NPs-OLE; c) amostra EO+NPs-OLC.
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Fonte: Autores

A presenca dos poros e a manutencao da estrutura cristalina do enxerto ésseo,
com a adsorcao das nanoparticulas de prata, sdo fatores fundamentais para sucesso dos
fendmenos celulares de deposicdo de células osteoprogenitoras sobre o enxerto,
reabsorcdo do mesmo e formagdo de 0sso novo no lugar. A presenca de poros nos
enxertos faz com que a colonizacdo celular do tecido 6sseo seja facilitada, ajuda na
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vascularizacdo e colonizacdo celular, de maneira a diminuir riscos de infecgédo
(ZIELAK et al., 2010).

O tamanho e o formato dos poros pode influenciar a vascularizacéo do enxerto, e
desta forma uma maior a porosidade do biomaterial, faz com que ocorra uma maior
possibilidade de absorcdo das particulas do biomaterial e consequentemente a
substituicdo por novo tecido 6sseo. Como as nanoparticulas de prata apresentam
tamanhos inferiores a 100 nm, estas ndo causam a oclusdo ou o fechamento dos poros

do enxerto 0sseo, corroborando com os resultados de diametro de poros do material.

5.6 Concluséao

O presente trabalho demonstrou que os enxertos 6sseos (EO) de origem bovina
para uso odontoldgico, podem ser funcionalizados de forma eficiente com
nanoparticulas de prata (NPs) obtidas por biorreducdo com oleo essencial de laranja
extraido (OLE) da casca dos frutos de Citrus sinensis e Oleo de laranja comercial
(OLC).

A formacdo das nanoparticulas de prata € atribuida a acdo redutora do 6leo
essencial de laranja, especialmente ao seu componente majoritario, o D-Limoneno. A
biossintese das nanoparticulas foi confirmada pelo aparecimento de uma banda na
regido de 400 nm no espectro eletromagnético de UV-vis, caracteristicos da
Ressonancia Plasmonica de Superficie (RPS).

As nanoparticulas apresentaram diametro médio de particulas inferiores a 100
nm e formato esférico conforme observados nas analises de DLS e MET. Além disso, as
nanoparticulas apresentaram estabilidade fisico-quimica no armazenamento, conforme
as analises de potencial de zeta e indice de polidisperséo.

Foi observado, que as nanoparticulas de prata foram efetivas na capacidade
antioxidante frente aos radicais livres: DPPH e ABTS, quando comparados aos 6leos
essenciais individualizados.

As NPs de prata e 0s enxertos 6sseos funcionalizados apresentaram capacidade
antimicrobiana frente aos oito microrganismos avaliados, com efetiva acdo contra
bactérias gram-positivas, gram-negativa e fungo diploide.

Neste contexto, pesquisas envolvendo novos materiais odontol6gicos com
propriedades regenerativas e antimicrobianas apresentam potencial para serem
desenvolvidas, com o intuito de combater os frequentes casos de resisténcia bacteriana e

de insucessos em cirurgias bucomaxilofaciais
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6. CONSIDERACOES FINAIS
De acordo com 0s objetivos propostos e a partir dos resultados obtidos no presente

trabalho, as seguintes consideragdes podem ser feitas:

X/
°

X/
°

X/
°

As nanoparticulas de prata sintetizadas por método verde de biorreducdo possuem
uma grande superficie de contato e propriedades antimicrobianas.

A Dbiorredugdo do extrato aquoso das folhas de araca apresentou capacidade
antioxidante frente ao radical DPPH, atribuida aos compostos fenolicos.

As nanoparticulas de prata, biossintetizadas com o extrato aquoso das folhas de
araca vermelho, apresentaram um didmetro médio de 258,3 = 5 nm e indice de
polidispersao de 0,300 e estabilidade elefrorética, com valores de potencial zeta de -
21,0 £ 4 mV.

A formagao das nanoparticulas de prata utilizando os trés agentes redutores (extrato
de folhas de aracd, dleo essencial de laranja extraido e comercial foram confirmadas
pelo aparecimento de uma banda em 400 nm nos espectros de UV-vis,
caracteristicos da SPR.

No 6leo de laranja extraido, o composto majoritario identificado por Cromatografia
Gasosa foi o D-limoneno (96,42 %), seguido pelo B-mirceno (1,46 %), linalol (1,25
%) e a-pineno (0,33 %).

O diametro médio das nanoparticulas obtidos por Microscopia Eletronica de
Transmissdo variou entre 50 e 80 nm, para as nanoparticulas com 6leo de laranja
extraido e comercial, respectivamente.

As nanoparticulas obtidas com o6leo de laranja extraido apresentaram melhores
resultados de estabilidade fisico-quimica no armazenamento, podendo ser atribuido
ao maior conteudo de D-Limoneno na sua constitui¢ao.

As nanoparticulas com o6leo de laranja apresentaram melhores resultados de
atividade antioxidante por dois métodos avaliados: DPPH e ABTS, quando
comparados aos oleos essenciais individualizados.

As nanoparticulas com 6leo de laranja e os enxertos 0sseos funcionalizados com
estas nanoparticulas, apresentaram maiores agdes antagdnicas frente aos
microrganismos  estudados, quando comparados aos Oleos essenciais
individualizados.

Apesar dos resultados satisfatorios in vitro, ha necessidade de estudos futuros que
testem a biocompatibilidade do enxerto dsseo funcionalizado com nanoparticulas de

prata.
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ANEXO A - Artigo “Sintese Verde de Nanoparticulas de Prata para uso em
Biomateriais Odontologicos” publicado na Revista Interdisciplinar de Estudos em
Saude.
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SINTESE VERDE DE NANOPARTICULAS DE PRATA
PARA USO EM BIOMATERIAIS ODONTOLOGICOS

GREEN SYNTHESIS OF SILVER NANOPARTICLES FOR USE
IN DENTAL BIOMATERIALS

A nanotecnologia tem revolucionado diversas areas da salde, dentre elas a
odontologia. O uso de nanoparticulas associada aos materiais odontolégicos se
justifica pela melhoria das propriedades fisico-quimicas dos materiais. Em
especial nanoparticulas de prata intetizadas pelo método de biorreducéo
possuem uma grande superficie de contato, com propriedades antimicrobianas
e caracteristicas néo citotoxicas. Diante do exposto, o presente estudo teve
como objetivo avaliar as propriedades fisico-quimicas de nanoparticulas de prata
obfidas por biorredugéo usando folhas de araca-vermelho (Psidium catelanium
Sabine). A formacdo das nanoparticulas de prata foi confirmada pelo
aparecimento de uma banda em 400 nm nos espectros de UV-vis, caracteristicos
da superficie de ressonancia plasménica (SPR). As AgNPs apresentaram um
didmetro medio de 258,3 £ 5 nm e indice de polidisperséo de 0,300 e estabilidade
elefrorética, com valores de potencial zeta de -21,0 + 4 mV. Os exiratos das
folhas de Psidium catelanium Sabine mostraram boa atividade antioxidante
frente a inibigdo do radical livre DPPH e excelente conteido de compostos
fenolicos. Os resultados demosiram excelentes propriedades fisico-quimicas
das nanoparticulas de prata obtidas por biorredugéo usando folhas de araca-
vermelho com potencial de desenvolvimento de um biomaterial inovador para
uso odontologico.

Nanotecnologia. Nanoparticulas de prata. Odontologia

Nanotechnology has revolutionized many areas of health, including dentistry,
improving the physicochemical properties of dental materials and developing
new ways of diagnosing and ftreating related diseases. Silver nanoparticles
(AgNPs) synthesized by the bioreduction method have a large contact surface
with antimicrobial properties and non-cytotoxic characteristics. Given the
exposed, the present work aimed to evaluate the physicochemical properties of
silver nanoparticles obtained by bioreduction using leaves of araga vermelho
(Psidium catelanium Sabine). The formation of AgNPs was confirmed by the
appearance of a band at 400 nm in the UV-vis spectra characteristic of the
surface plasmon resonance (SPR). AgNPs had an average diameter of 258.3 =
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5 nm, with a polydispersion index of 0.300 and electrophoretic stability, with zeta
potential values of -21.0 = 4mV. Psidium catelanium Sabine leaf extracts showed
good antioxidant activity against DPPH free radical inhibition and excellent
phenolic compound content. The results demonstrate the development potential
of an innovative biomaterial with non-toxic properties and antimicrobial action to
enhance the repair process, reduce the use of systemic antibiotics and reduce
the risk of new surgical interventions in dentistry.

KEYWORDS: Nanotechnology. Silver nanoparticles. Dentistry.

INTRODUGAO

A nanotecnologia € uma ciéncia que estuda estruturas, materiais e particulas,
em que uma de suas dimensdes estd em escala nanométrica (nm) (BUSQUETS:
MBUNDI, 2017). A nanociéncia tem revolucionado diversas areas da saude
(SAHOO; PARVEEN; PANDA, 2007), dentre elas, a odontologia (BAPAT et al_,
2018). Neste contexto, ions e nanoparticulas metalicas se destacam como
agentes antimicrobianos com propriedades atoxicas associados a enxertos
0sseo0s, na engenharia de tecidos, em tratamentos endodonticos (BAPAT et al.
2018, BARUA et al. 2017, CHAVEZ-ANDRADE et al, 2017; LU et al_, 2016,
NORONHA et al. 2017) e no aprimoramento das propriedades fisico-quimicas
dos materiais odontolégicos (ALKAHTANI, 2018).

As técnicas comumente empregadas para sintetizar materiais nanoestruturados
s&o chamadas de “bottom up” do inglés “de baixo para cima” e “top down” do
inglés “de cima para baixo” (FERREIRA; RANGEL, 2009). A técnica “top down”
utiliza processos de ruptura de uma por¢&o maior do material em nanoparticulas
(FERREIRA; RANGEL, 2009), normalmente particulas obtidas por este método
apresentam defeitos em sua estrutura, pois € necessario realizar tenséo entre
os atomos para produzir as nanoparticulas (PIRES, 2013). A técnica “bottom
up”, consiste no processo de agregacdo e auto-organizag&o dos atomos e
moléculas de metal (FERREIRA; RANGEL, 2009), sendo que as particulas
obtidas por este método geralmente sdo mais uniformes e homogéneas (PIRES,
2013).

As nanoparticulas e os materiais nanoestruturados disponivels séo classificados
de acordo com o material de origem (JEEVANANDAM et al., 2018).
Nanomaterial a base de carbono, séo encontrados em morfologias como tubos
ocos, elipsoides ou esferas e séo representados por nanotubos de carbono ou
nanofibras de carbono. Nanomatenais inorganicos sdo representados pelas
nanoparticulas metalicas, obtidas a pariir da reducéo de sais ou oxidos
metalicos. Nanomateriais as bases de moléculas organicas incluem micelas,
lipossomas e nanoparticulas poliméricas. Estas estruturas se valem de
interacBes n&o covalentes (fracas) para a sua automontagem. Por fim os
nanocompositos séo estruturas multifasicas, com uma fase na dimenséo em
nanoescala, que pode combinar nanoparticulas com outras nanoparticulas ou
nanoparticulas combinadas com materiais em dimensdes maiores
(JEEVANANDAM et al. 2018).

Para sintetizar as nanoparticulas existem diversos métodos que podem ser
empregados, tais como os métodos quimicos, os fisicos e 0s biologicos. De
maneira geral, os métodos fisicos e quimicos apresentam limitagdes, pois
envolvem custos elevados, necessitam da ulilizacdo de agentes redutores
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altamente poluentes, o que resulta em nanoparticulas instaveis e toxicas a
salide humana, fato que restringe a aplicabilidade (IRAVANI et al., 2014; RAJA;
RAMESH; THIVAHARAN, 2017; RAJ; MALI; TRIVEDI, 2018).

A sintese das nanoparticulas usando os principios da “quimica verde” visa
reduzir ou eliminar a gerag 3o de substancias nocivas a salde humana e ao meio
ambiente. Anastas e Wamer (1998) estabeleceram critérios que devem ser
seguidos para implantar os métodos da guimica verde. Dentre os critérios, o uso
de matéria-prima oriunda de fontes renovaveis e a sintese de produtos atoxicos,
sdo aspectos relevantes para desenvolver e produzir um novo produto, pois
espera-se que o processo seja economicamente viavel e sustentavel, sem gerar
substancias toxicas no meio ambiente (MANAHAN, 2006).

Neste contexto de sintese de nanoparticulas metdlicas de maneira rapida,
sustentavel, economicamente viavel e conveniente para uma produc#o em larga
escala, ha relatos na literatura de que as nanoparticulas pode ser obtida por
bioredugcdo de extratos naturais de plantas, como as folhas de araca Psidium
catelanium Sabine (SANA; DOGIPARTHI, 2018). Ainda, pesquisas recentes
demostram que a utilizacdo das nanoparticulas de prata sintetizadas pelo
método verde ndo apresenta risco a salde humana, em razdo de sua baixa
toxicidade (KHORRAMI et al. 2018; SHI; SUN; HE, 2018).

O mecanismo geral para a reduc&o dos ions de prata e a consequente formag&o
das nanoparticulas de prata, por meio da acdo bioldgica, consiste na doagéo de
elétrons de um agente antioxidante, onde o composto fendlico (flavonoide)
reduzido doa um elétron para a prata oxidada (Ag+), que se transforma em prata
reduzida (Ag0), e o flavonoide “oxidado” & estabilizado por ressonancia (NUNES
etal., 2018).

Iniciaimente o exfrato da planta reduz os ions de prata, e estes atomos ficam
neutros, com carga zero, em Seguida, no processo de nucleagdo, os atomos
sem carga colidem entre si formando um nicleo estavel (ALBERNAZ, 2014).
Logo apos este processo, os atomos colidem novamente e formam particulas
maiores (processo de crescimento), finalmente havera o esgotamento dos ions
metalicos e o recobrimento das particulas por compostos presentes no extrato
vegetal e promove a estabilizag 0 do sistema (ALBERNAZ, 2014). Desta forma,
grande parte dos compostos antioxidantes presente no extrato vegetal ira aderir
a superficie das nanoparticulas, conferindo assim caracteristicas peculiares e
nicas, como atividade antioxidante, antibacteriana e antifiingica (ALBERNAZ,
2014).

Diante do exposto, observa-se que as nanoparticulas de prata podem ser
utilizadas em estudos que envolvam a salde humana, desde que comprovada
a sua ndo toxicidade. Assim, o presente trabalho teve como objetivo sintetizar
nanoparticulas de prata por biorreducdo por meio de folhas de araca-vemmelho
(Psidium catelanium Sabine) e avaliar suas propriedades fisico-quimicas na
perspectiva de associacdo futura a biomateriais odontologicos.

MATERIAL E METODOS

O experimento caracteriza-se como um estudo experimental conduzido na
Universidade do Planalto Catarinense (UNIPLAC), em colaboracdo com o
Instituto Federal de Santa Catanna (IFSC) e a Universidade Federal de Santa
Catarina (UFSC), realizado em duas etapas. Na primeira etapa foi realizada a
caracterizagdo das folhas de araca vermelho, e posteriormente foi realizada a
sintese e caracterizacdo das nanoparticulas de prata.
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Caracterizacdo das folhas de aracd vermelho (psidium
cattleianum Sabine)

As folhas da planta de araga vermelho (Psidium cattleianum Sabine) foram
coletadas na UNIPLAC, Lages, Brasil (27°48°S, 50°20'W). Primeiramente, as
folhas foram secas em estufa com circulac&o de ar a 40°C por 24 horas e, em
seguida trituradas. Para obtencéo do extrato aquoso, as amostras trituradas
foram homogeneizadas com agua destilada e posteriormente aquecidas a 75 °C
por 2 minutos na propor¢éo 10 gramas de folha para 100 ml de agua e filtradas
em papel filtro.

O teor de fendlicos totais foi determinado nos extratos aquosos das folhas de
araga-vermelho utilizando o método descrito por Singleton et al. (1999). Como
tratamento controle foi utilizada agua em substituicdo aos extratos. Na andlise
dos compostos fendlicos totais, inicialmente 104 pyL de extrato aquoso das folhas
foram homogeneizados com 104 pL de reagente Folin-Cicalteau 0,25N. A
mistura reagiu por 3 minutos e posteriormente foram adicionados 208 pL de
Naz2CO3 1IN, e reagidos por mais 2h. Decorrido, esse periodo em repouso a
amostra foi analisada em espectrofotdmetro UV-Vis Bel Photonics M51 a 725
nm. O teor de fendlicos totais foi quantificado a partir de uma curva de calibrac&o
externa em acido galico nas concentragdes de 0, 20, 50, 100, 200, 300, 350, 450
pg.mL-1. E o teor de fenolicos totais dos extratos foram expressos em mg de
acido galico por 100 mg de amostra_

A atividade antioxidante dos extratos das folhas de araca vermelho foi
determinada pela capacidade dos compostos presentes nas amostras em inibir
o radical DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) de acordo com o método descrito por
Brand-Williams et al. (1998). Para avaliar a atividade antioxidante, uma aliquota
de 1000 pL de amostra foram adicionados a 3,9 mL de DPPH (0,1 mmol.L-1) e
analisados apos 30 min em espectrofotometro UV-Vis Bel Photonics M51, em
comprimento de onda de 517 nm.

Sintese e caracterizacéo das nanoparticulas de prata

As nanoparticulas de prata foram sintetizadas pela técnica de bioreducéo de
acordo com metodologia descrita por Nunes et al. (2018). Inicialmente 2 mL da
solugdo de nitrato de prata (3.10-4 mols.L-1), foi reduzida na presenca de 10 mL
do extrato aquoso das folhas de araca vermelho (Psidium cattleianum Sabine).
A formagao das nanoparticulas foi confirmada a partir da analise de varredura
no comprimento de onda do espectro de UV-VIS realizada em espectrofotémetro
UV-visivel Bel Photonics M51 usando uma célula de quartzo.

A determinacéo do tamanho da particula (Z-ave), indice de polidisperséo (IP) e
potencial zeta [1 (mV) das nanoparticulas foram obtidos por meio da técnica de
espalhamento de luz (DLS), utilizando um equipamento Zetasizer Nano Series
(Malvern Instruments). As amostras foram diluidas apropriadamente com agua
filtrada Milli-Q ®, e as medic¢des foram realizadas a 25° C a um angulo de 173°.
Para as medi¢bes, as amostras foram colocadas em célula de eletroforese.

A morfologia das nanoparticulas de prata foi verificada por Microscopia
Eletronica de Transmisséo (MET), utilizando microscopio JEOL, modelo JEM-
1011, operando a 80 kV. A dispersdo das nanoparticulas fol colocada em gnids
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de cobre revestida de carbono (malha 200 mesh). As grids foram observadas ao
microscopio apos terem sido secas a temperatura ambiente.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os radicais livres podem ser definidos como qualquer espécie molecular que
contenham um elétron néo emparelhado em um orbital atdmico. Muitos radicais
s&o instaveis e altamente reativos. Eles podem doar um elétron ou aceitar um
elétron de outras moléculas, comportando-se como oxidantes ou redutores.
Essas sé@o espécies altamente reativas, capazes de danificar o nucleo e as
membranas celulares, além de reagir com moléculas biologicamente relevantes,
como DNA, proteinas, carboidratos e lipidios (LOBO et al. 2010).

O valor de inibicdo do radical livie DPPH foi 0,028 + 0,001 mg de Trolox
equivalente mL-1 para o extrato das folhas de araca vermelho. Esse resultado
mostra que o extrato de Psidium cattleianum Sabine apresenta grande potencial
antioxidante. Um antioxidante & uma molécula estavel o suficiente para doar um
elétron a um radical livre e neutraliza-lo, reduzindo assim sua capacidade de
reagir com outras moléculas. Os antioxidantes do extrato de Psidium cattleianum
Sabine podem interagir com os radicais livres e interromper a reac&o em cadeia
antes que as moléculas vitais sejam danificadas. O principal mecanismo de
atuacéo dos antioxidantes & a doac&o de um elétron ao radical livre, sem que o
antioxidante se tome um novo radical livre. Os antioxidantes naturais mais
proeminentes sao os compostos fendlicos (Nunes et al. 2018). O resultado de
compostos fendlicos totais para o extrato de Psidium cattleianum Sabine foi
0,037 £ 0,002 mg de acido galico equivalente mL-1 de extrato. Estes resultados
comprovam gque as folhas de araca possuem compostos fendlicos na sua
compaosi¢&o corroborando como os achados de Pereira et al. (2018).

As hidroxilas fenolicas podem atuar como agente redutor, doando protons (H+).
A ressonancia do anel benzénico mantem o equilibrio eletronico da estrutura
quimica (NUNES et al. 2018). O efeito ressonante € a atrag&o ou repulséo que
ocorre entre os elétrons da ligacéo 1, no anel benzénico. Esse efeito pode
ocorrer em ligagdes 1 de ligacdes duplas ou triplas. Se o grupo substituinte for
um doador de elétrons, ele realizara a ressonéncia dentro do anel, isto &,
deslocalizara a carga negativa ao longo do anel benzénico. Um grupo que
realiza esse mecanismo & o radical arila (-OCH3) (Hansen, Koch e Kleinpeter,
2018). Na Figura 1 & possivel observar que o oxigénio doa elétrons para o anel
benzénico, fornecendo mais um contribuinte de ressondncia e aumentando a
estabilizacéo dela. Isso aumenta a densidade eletrénica no anel, o que faz com
que a proxima reagéo de substituigio ocorra com maior velocidade, pois o grupo
que ira atacar € eletrofilico (possui carga positiva) e esta avido para ganhar
elétrons. Dessa forma, quando um grupo ligante ao anel age dessa forma, como
eléetron-doador, € chamado de ativante e ira orientar o grupo seguinte para se
ligar nas posi¢bes orto e para do anel (Hansen; Koch e Kleinpeter, 2018). Estes
resultados mostram que os extratos de ara¢a vermelho podem atuar como
agentes redutores, para biossintese de nanoparticulas de prata.
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Figura 1. Representagéo do efeito ressonante com um grupo elétron-doador.

woen, “OCeH, BCH,

&

Fonte: Hansen; Koch e Kleinpeter, (2018).

A redugéo dos ions Ag+ presentes na solugéo de AGNO3 resultam na formagéo
de nanoparticulas metalicas, de acordo com 0 mecanismo mostrado na Figura
2, proposto por Sana e Dogiparthi (2018).

Figura 2: Mecanismo de sintese nas nanoparticulas de prata

Ag* +NOy

AQNoa (aquoso)

+ Ag°
OH OH Prat
rata
Extrato das folhas de ~ Prata Extrato dasfohasde requzida
araca oxidada araca
Reduzido Oxidado

Fonte: Sana e Dogiparthi (2018), com modificagGes.

A formagdo das AgNPs por nucleagdo (Figura 3) foi confirmada pelo
aparecimento de bandas em 400 nm nos espectros de UV-vis, caracteristicos
da superficie de ressonancia plasmoénica (SPR) das nanoparticulas de prata
(Figura 4).
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Figura 3: Processo de formagéo das nanoparticulas de prata sintetizadas com extrato

vegetal

Biorreduglo ca prata pelo

extrato da planta
®—®

Nucleagho Crescimento Nanopartieula

Fonte: Abernaz (2014).

Na Figura 4, séo mostradas as imagens de MET das nanoparticulas de prata
obtidas. Pode-se observar a formacéo de particulas esféricas com tamanhos
extremamente reduzidos. Por meio da técnica de espalhamento de luz dindmico
do inglés “Dynamic Light Scattering” (DLS) foi obtido um diametro médio de
particula de 258,3 + 5 nm e indice de polidispersdo de 0,300. Estes resultados
corroboram com os obtidos por MET, que indicam a formacgéo de particulas
pequenas (em escala manomeétrica) e altamente dispersas, isto &, particulas que
nédo estdo aglomeradas, visto que elas apresentam tendéncia a aglomeragéo
devido a energia superficial resultante dos dominios reduzidos (NUNES et al.
2012). Desta forma se faz necessario a utilizacdo de agentes estabilizadores
para a obtencdo de didmetros mais reduzidos, impedindo a coalescéncia e
aglomeracéo das particulas (NUNES et al. 2012). O presente trabalho confirma
que o extrato aquoso de araca vermelho, alem de atuar como agente redutor
nas nanoparticulas, também age como agente estabilizante das mesmas. As
nanoparticulas obtidas neste trabalho apresentaram estabilidade, com valores
de potencial zeta de -21,0 + 4 mV_ Valores de potencial zeta proximos a +30 mV
e -30 mV e conferem estabilidade das cargas em uma disperséo de
nanoparticulas (da ROSA et al. 2015). Uma camada de moléculas adsorvida na
superficie das particulas, altera o potencial zeta. O potencial zeta é em funcéo
da carga superficial da particula, de qualgquer camada adsorvida na interface
com o meio e da natureza e composi¢éo do meio que a circunda. Esse potencial
reflete a carga efetiva nas particulas, se correlaciona com a repulsao
eletrostatica entre elas e com a estabilidade da suspenséo. O potencial zeta é
um indicador util da carga das particulas e pode ser usado para prever e
controlar a estabilidade de suspensdes ou emulsdes coloidais (da ROSA et al.
2015). Quanto maior ou menor o potencial zeta mais provavel que a suspenséo
seja estavel, pois as particulas carregadas se repelem umas as outras e essa
forga supera a tendéncia natural a4 agregacéo (da ROSA et al. 2020).
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Figura 4. a) Espectro de UV-visivel das AgNPs; b) Imagens de MET das AgNPs.
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CONSIDERAGOES FINAIS

Com o presente estudo pode se concluir que as nanoparticulas de prata podem
ser obtidas por biorreducdo, utilizando extrato aquoso de folhas de araca
vermelho (Psidium cattleianum Sabine). Este extrato possui boa atividade
antioxidante e elevado conteudo de compostos fenodlicos. Os resultados obtidos
por Espectroscopia no UV-Vis, DLS e MET, mostraram particulas com tamanhos
reduzidos e estaveis nas condi¢des estudadas. Desta forma observa-se que,
estas nanoparticulas de prata excelentes propriedades fisico-quimicas para
futuras associacGes a biomateriais de uso odontologico
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