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RESUMO

Desde 3500 anos a.C. se usa a prata como agente antimicrobiano. As nanoparticulas
de prata (AgNPs) se referem a prata metélica com tamanhos entre 1 a 100 nm. A
historia das AgQNPs como um agente bactericida e virucida de amplo espectro, coloca-
as como futuras candidatas a antibioticos no campo da nanomedicina para o combate
a bactérias e virus, especialmente multi-resistentes. Discutimos a importancia da
quantificacdo das AgNPs e do contetdo de ions de prata (Ag*) e seus diferentes
mecanismos em nivel quimico, biolégico, farmacologico e toxicolégico, bem como,
analises de controle de qualidade. O mecanismo de acdo das AgNPs contra varias
bactérias e virus, incluindo o Sars-Cov-2, foi analisado para a compreensao de sua
efichAcia como agente antimicrobiano com eficacia terapéutica e baixa toxicidade.
Foram produzidas solucbes coloidais de AgNPs, por métodos bottom-up, como
eletroquimico, reducao pelo BH4, reducdo por matéria organica natural, sintese de
particulas bi-metélicas (nanocamada), sintese nanopratos plasmonicas, reducéo pelo
fon citrato e o método de reducdo por borohidreto com borax e BSA como
estabilizantes (AgNPs-B-BSA). Com relacdo ao controle de qualidade as principais
técnicas foram abordadas e um protocolo de andlise de prata (AgNP e Ag*") foi
proposto e validado. Algumas amostras de mercado comercializadas como prata
coloidal foram adquiridas, analisadas e o resultado final foi de grande risco para o
consumidor de algumas amostras, chamando a atencdo maxima para o0 controle
sanitario deste tipo de produto. Ensaio de viabilidade celular por [3- (4,5-dimetiltiazol-
2-il) -2,5-difeniltetrazdlio brometo] (MTT) em células CHO foram realizados para
avaliar a citotoxicidade das amostras de Ag*, AQNP-B-BSA e Sn@Ag (core-shell). A
sintese com o borohidreto, tendo o borax e BSA (AgNPs-B-BSA), como agentes
estabilizantes, mostrou-se ser a indicada, devido a sua facilidade de fabricacao,

reprodutibilidade e o atendimento dos requisitos proposto no objetivo.

Palavras-Chave: Nanoparticulas prata. Nanoestruturas. Sintese. Controle Analitico de

Qualidade. Nanomedicina. Toxicidade.



ABSTRACT

Since 3500 b.C. silver has been used as an antimicrobial agent. Silver nanoparticles
(AgNPs) refer to the metallic silver with sizes varying from 1 to 100 nm. The history of
the AgNPs as a broad spectrum antibactericidal and virucidal places them as future
candidates for antibiotics in the field of nanomedicine for the fight against bacteria and
viruses, especially musti-resistant ones. We have discussed the importance of
quantification of AQNPs and silver ion (Ag*) content and their different mechanisms at
the chemical, biological, pharmacological and toxicological level, as well as quality
control analyses. The mechanism of action of AgQNPs against various bacteria and
viruses, including Sars-Cov-2, was analyzed to understand its effectiveness as an
antimicrobial agent with therapeutic efficacy and low toxicity. Colloidal solutions of
AgNPs were produced by bottom-up methods, such as electrochemical, reduction by
BH4, reduction by natural organic matter, synthesis of bi-metallic particles (nanolayer),
plasmonic nanoplate synthesis, reduction by citrate ion and the borohydride reduction
method with borax and BSA as stabilizers (AgNPs-B-BSA). Regarding quality control,
the main technigques were addressed and a silver analysis protocol (AgNP and Ag™)
was proposed and validated. Some market samples sold as colloidal silver were
acquired, analyzed and the final result was of great risk to the consumer of some
samples, calling maximum attention to the sanitary control of this type of product. Cell
viability assay by [3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazélio brometo] (MTT) in CHO
cells were performed to evaluate the cytotoxicity of Ag*, AQNP-B-BSA and Sn@Ag
(core-shell) samples. The synthesis with borohydride, having borax and BSA (AgNPs-
B-BSA) as stabilizing agents, was shown to be the indicated, due to its ease of
manufacture, reproducibility and compliance with the requirements proposed in the

objective.

Keywords: Silver nanoparticles. Nanostructures. Synthesis. Analytical quality control.
Nanomedicine. Toxicity.
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1 INTRODUCAO

A prata é um dos agentes bactericidas mais antigos da historia. Existem
registros que datam de mais de 3.500 anos a.C., referindo-se ao seu uso medicinal
no Egito pré-dinastico, na medicina tradicional chinesa e na Ayurvédica indiana (1000
a.C.) como um agente antiviral e bactericida de amplo espectro. Aristoteles,
considerado o pai da ciéncia metodica e inventor da Idgica, aconselhou Alexandre o
Grande (335 a.C.) a adicionar prata a sua agua (BARNES, 2000; RUSSELL; HUGO,
1994; SINGH et al., 2008). Desde entdo, o efeito bactericida da prata e das
nanoparticulas de prata (AgNPs) tem sido estudado e diversas evidéncias
experimentais de sua eficacia ttm sido comprovadas tanto em estudos in vitro, como
in vivo. (CHAMBERS; PROCTOR; KABLER, 1962; FOLDBJERG; DANG; AUTRUP,
2011; GORDON et al.,, 2010; KLIPPSTEIN et al.,, 2010; LEVARD et al., 2012;
MATSUMURA et al., 2003; MEI et al., 2013; MORONES, JOSE;GALLEGOS, 2014;
MORONES et al., 2005; MORONES, 2009; PARK et al., 2010, 2009; WU, 2011).

Nos ultimos anos, a resisténcia de bactérias e virus aos antibidticos tem
aumentado dramaticamente e a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estabeleceu
essa preocupacdo como uma das maiores ameacas a saude (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2017a). Os virus sdo uma das principais causas de doencas e
mortes no mundo. Porém, para alguns patdgenos virais com alta variabilidade
genética, como o virus da imunodeficiéncia humana (HIV), vacinas ndo puderam ser
desenvolvidas. Os virus tém a capacidade fascinante de se adaptar ao seu
hospedeiro, passar para um novo hospedeiro e escapar das medidas antivirais e, da
mesma forma, as bactérias sao resistentes aos antibiéticos principalmente devido a
sua capacidade de criar biofilme (BARKER, 1999; LAXMINARAYAN et al., 2013;
STEWART; COSTERTON, 2001). Um cenario, desenvolvido pela OMS (2019), prevé
gue o aumento da resisténcia das bactérias e virus aos antibiéticos ja causa pelo
menos 700.000 mortes/ano e esse numero pode aumentar para 10 milhdes
mortes/ano até 2050 se nenhuma acdo for tomada para limitar a resisténcia
antimicrobiana (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2019a). Os efeitos
antibacterianos, anti-incrustantes e antibiofilmes das AgNPs foram extensivamente
estudados e revelam que eles séo letais para as bactérias e previnem com eficacia a
formacado de biofilmes (MARKOWSKA; GRUDNIAK; WOLSKA, 1970). Isso sugere
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gue eles podem ser incorporados em matrizes ou materiais usados na fabricacdo de
dispositivos médicos para prevenir a adeséo, colonizacéo e a formacéo de biofilmes
microbianos nas superficies desses dispositivos. Além disso, a histéria das AgNPs
como um agente microbiocida de amplo espectro, as coloca como uma candidata
viavel a ser um dos ingredientes basicos dos antibiéticos do futuro, na luta contra o
aumento de patdégenos multirresistentes, cepas, doencas negligenciadas como
Dengue, Leshimaniose, Maléaria, Esquistossomose, Tripanossomiase (doenca de
Chagas) e muitas outras aplicagcbes (LAXMINARAYAN et al., 2013; MARTINEZ-
GUTIERREZ et al., 2013; MISIRLI; SRIDHARAN; ABRANTES, 2021).

O aumento sem precedentes de micro-organismos resistentes a multiplas
drogas, nos ultimos anos, ressuscitou a atencdo dos cientistas para a exploracédo da
prata e suas nanoparticulas como agentes antimicrobianos (PAREEK; GUPTA;
PANWAR, 2018). Essas propriedades Unicas das AgNPs apresentam uma alternativa
razoavel para o desenvolvimento de novos bactericidas, com atividade letal contra
bactérias e virus, e estudos indicam seu uso seguro no corpo humano (JAIN et al.,
2009; MISIRLI; SRIDHARAN; ABRANTES, 2021; MORONES et al., 2005). No campo
dos micro-organismos multirresistentes, é relatado que as AgNPs tém um grande
efeito bactericida sobre as bactérias multirresistentes (MATHUR et al., 2018). Estudos
tém verificado a atividade efetiva da AgNP em diferentes patdgenos resistentes a
farmacos de importancia clinica, incluindo Pseudomonas aeruginosa multirresistente,
Escherichia coli O157: H7 resistente a ampicilina e Streptococcus pyogenes resistente
a eritromicina (LARA et al., 2010).

As AgNPs atuam em grande variedade de alvos nos micro-organismos e
tornam improvavel que micrébios desenvolvam resisténcia contra ela, pois ndo seria
possivel desenvolver uma série de mutacbes simultaneamente, ao contrario dos
antibioticos convencionais que sao especificos para determinados alvos (PAL; TAK;
SONG, 2007). Além disso, estudos indicam um efeito sinérgico de antibidticos
convencionais (amoxicilina, gentamicina, ampicilina, estreptomicina) com AgNPs, que
se mostraram altamente eficazes no tratamento de infec¢des bacterianas (GHOSH et
al., 2012; MARKOWSKA et al., 2018).

Por outro lado, as propriedades fisico-quimicas das AgNPs produzidas, como
0 seu tamanho, forma, agente estabilizantes e outras caracteristicas que serao

detalhadas neste trabalho, podem afetar a eficacia e seguranca do uso desse material.
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A agregacdao e a dissolucdo oxidativa sdo pontos cruciais para evitar riscos a saude
decorrentes da exposicdo das AgNPs e liberacdo de ions Ag* no meio (MISIRLI;
SRIDHARAN; ABRANTES, 2021; RIAZ AHMED et al., 2017). O desenvolvimento das
AgNPs como agentes terapéuticos de alta eficacia e baixa toxicidade, avanca para
uma nova era da medicina e sua caracterizacdo adequada € essencial para garantir
sua eficacia e baixa toxicidade (HWANG et al., 2012; MORONES, JOSE;GALLEGOS,
2014).

1.1 Nanoparticulas e suas propriedades

Sao consideradas nanoparticulas (NPs) particulas que tém sua dimensao em
nanoescala (1-100 nandmetros, nm). Estas particulas exibem novas propriedades em
comparacdo ao mesmo material ou substancia, que nao estejam na forma
nanomeétrica (RIHN, 2018).

1.1.1 Influéncia da relacéo superficie volume

Uma das caracteristicas Unicas das NPs € a sua grande proporcao superficie
(S) / volume (V) dependente do seu tamanho, resultando em grandes fracfes de
atomos de superficie. A medida que o tamanho de uma particula aumenta, a fragéo
de atomos na superficie, que é chamada de dispersédo (F), cai drasticamente. A
disperséo (F) é igual ao numero de &tomos na superficie (Ns) dividido pelo nimero de
atomos totais da nanoparticula (N). Este maior nimero de a&tomos na superficie das
nanoparticulas resulta em propriedades importantes para as NPs, que sdo totalmente
diferentes das microparticulas do mesmo material (JORTNER, 1992; RODUNER,
2006). As nanoparticulas sdo um elo entre materiais volumétricos e estruturas
atdmicas ou moleculares (THOMAS; TORRES TAPIA; RAMIREZ, 2015).

1.1.2 Morfologia das AgNPs e as faces {111}

As propriedades quimicas e fisicas Unicas das nanoparticulas sao
determinadas ndo apenas pela grande concentracdo dos atomos da superficie, mas

também pelas orientacfes cristalograficas das particulas. O niumero de atomos na
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superficie é influenciado pelo tamanho da nanoparticula e a orientacéo cristalografica
depende da morfologia das particulas, conforme Figura 1. As superficies {111}, {100}
e, possivelmente, {110} de particulas de prata sdo diferentes, ndo apenas nas
densidades dos atomos da superficie, mas também na densidade eletrbnica, ligacao,
reatividade quimica (JORTNER, 1992; RODUNER, 2006; WANG, 2000) e na
ressonancia plasménica de superficie (RPS) (MISIRLI; SRIDHARAN; ABRANTES,
2021). No apéndice A, sao apresentadas informacdes complementares sobre a RPS.

Figura 1 - Morfologia das nanocristais com suas faces predominantes em cada

orientacdo e a razdo (R) na proporcao das faces {111} em relacdo as {100}

Nanocubo Nanoesferas (quasi-esfericas) Octaedro
R=0,58 R=1,0a 1,15 R=1,73

Nanoprato Triangular Nanoprato Hexagonal Decaedro

Fonte: (MISIRLI; SRIDHARAN; ABRANTES, 2021)

Agnihotri e colaboradores estudaram a atividade bactericida contra E. coli,
Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, de varios tamanhos de AgNPs, na morfologia
esférica, e concluiram que sua eficacia aumentava com a diminuigdo do tamanho,
independentemente das cepas bacterianas (AGNIHOTRI; MUKHERJI; MUKHERJI,
2014). Por outro lado, estudos indicam que a reatividade das AgNPs é favorecida pela
faceta {111}, que tem alta densidade atdomica e atividade antibacteriana mais forte
(AJAYAN; MARKS, 1988; PAL; TAK; SONG, 2007). Assim, nanoplacas triangulares
truncadas tém maior poder bactericida em comparacao a outras formas de AgNPs que
contém menos faces {111}, como nanoesferas, nanobastdes e nanocubos. Pal; Tak;

Song (2007) e Dong et al. compararam a atividade bactericida das morfologia
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esféricas e em nanoplacas das AgNPs contra bactérias e concluiram que a forma
triangular truncada das nanoplacas teve maior acao biocida, devido a faceta {111},
quando comparada as nanoesferas (PAL; TAK; SONG, 2007; VAN DONG et al.,
2012). Acharya e colaboradores avaliaram a eficiéncia de nanoparticulas de prata de
formato esférico (AgNP-sp) e em formato de bastées (AgNR), quanto a sua atividade
antibacteriana contra varias bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. A cinética de
morte confirmou que a taxa de mortalidade de Klebsiella pneumoniae foi maior contra
AgNP-sp (maior numero de faces {111}) em comparac¢do com AgNR. Concluiu-se que
a faceta {111} é responsavel pelo efeito antibacteriano, fato que foi confirmado por
um estudo de cinética de morte e apoiado pelo arranjo de genes resistentes as AgNPs

no genoma do organismo em teste (ACHARYA et al., 2018).

Por outro lado, AgNPs com tamanhos diferentes exibem atividades
antimicrobianas diferentes: particulas menores sao mais eficientes em matar bactérias
do que as maiores (MORONES et al., 2005). Além dos diferentes tamanhos e formas
que as AgNPs podem ter, outras camadas metélicas podem ser adicionadas as
AgNPs, assim como novos recursos. Por exemplo, magnetismo com adicao de niquel
ou ferro na producdo de nanoparticulas bimetélicas de prata Ag@Ni ou Ag@Fe
(SRIDHARAN et al., 2013), com potenciais aplicacdes biomédicas em terapias por
manipulacdo magnética com efeito fototérmico, atividade bactericida localizada, entre
outras possibilidades (RIHN, 2018; SRIDHARAN et al., 2013; THOMAS; TORRES
TAPIA; RAMIREZ, 2015; WANG et al., 2019).

1.2 As caracteristicas da prata e seus varios formatos

As AgNPs sdo aglomerados de atomos de prata com diametro que varia de 1

a 100 nm, e de acordo com a Comunidade Europeia:

“Um material natural, produzido acidentalmente ou fabricado que contém
particulas soltas, agregadas ou aglomeradas, no qual 50% ou mais das
particulas apresentam, na distribuicdo granulométrica, uma ou mais
dimensbes externas no intervalo 1nm - 100nm.” (EUROPEAN
COMMISSION, 2011).

A prata localiza-se no bloco d da Tabela Periodica (metal de transi¢éo), grupo

11, periodo 5 (4d'%5s?). De cor prateada, brilhante, maleavel, ductil e com o mais alto
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nivel de condutividade elétrica e térmica de todos os metais (DUARTE DE SOUZA et
al., 2013; HAYNES, 2017). E um material de grande beleza, o que se atribui ao fato
de ser o elemento com maior capacidade reflexiva na Tabela periddica, pois pode
refletir cerca de 95% da luz visivel, criando a aparéncia de um espelho (MORONES,
JOSE;GALLEGOS, 2014). A prata ndo possui propriedades magnéticas na forma de
macroparticulas (bulk), porém, no tamanho nanométrico algumas orientacbes de
AgNPs podem apresentar magnetismo devido a sua RPS, entre outras propriedades
(AN et al., 2016; CRESPO et al., 2013; KALFAGIANNIS et al., 2012; LUO;
PENNYCOOK; PANTELIDES, 2007).

A maioria dos elementos metélicos, no estado sélido, possuem estrutura
altamente densa, na qual suas células unitarias repetem padrdes de seus
componentes em trés dimensfes (uma estrutura de cristal). A prata possui uma
estrutura Cubica de Face Centrada (CFC) (DUARTE DE SOUZA et al., 2013;
HAYNES, 2017), cada atomo contata seis atomos em sua propria camada. Dessa
forma, cada atomo se conecta com 12 atomos vizinhos ao seu redor e, portanto, tem
um numero de coordenacao de 12. Cada unidade de célula da prata, possui 4 &tomos
de prata (TILLEY, 2006), conforme Figura 2.

Figura 2 — Representa um cristal cubico de face centrada e suas células unitarias

Legenda: As esferas de cor vermelha representam os atomos de prata cercando nas faces do cubo um
atomo central localizado nos 6 lados. E as de coloracao cinza representam atomos cercando o atomo
central diagonalmente representados pelos vértices do cubo.

Fonte: (INDIANA UNIVERSITY, 2016).

Existem diversas formas de sintetizar as AgNPs e, dependendo do método de
fabricacéo, as AgNPs finais podem apresentar morfologia esférica, em bastédo, em fio,

em placas triangulares, em placas hexagonais, em piramide, em cubo, em bimetalicas,
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entre outras. A Figura 3 mostra alguns tipos de AgNPs e seus formatos (ZHANG et
al., 2016).

Figura 3 — Imagens de Microscopia Eletrdnica de Transmissédo (TEM) de AgNPs

b
T
V«\'&A
"';, N
1.!\
fi 3

Legenda Com os segumtes formatos: A) blplramldal B) nanoflos Q) nanocubos D) nanopratos
triangulares; E) nanopratos variados; F) esférica bimetalica Ag@Fe nucleo de Ag envolvida por uma
camada de Ferro.

Fonte: Adaptado: A, B e C: de, (WILEY et al., 2006); D e E de (ZHANG et al., 2011a) e F de
(SRIDHARAN et al., 2013).

1.3 Aplicacfes biologicas das AgNPs

As AgNPs tém sido amplamente utilizadas em utensilios domésticos, no
armazenamento de alimentos e em varias aplicacdes bioldégicas e biomédicas
(ZHANG et al., 2016). Diversos estudos apresentam suas propriedades
antimicrobianas para bactérias, inclusive multirresistentes (MR) (MISIRLI,
SRIDHARAN; ABRANTES, 2021), além de apresentar propriedades anti-inflamatorias
(GURUNATHAN et al., 2009; WANG et al., 2019; ZHANG et al., 2016), anticancer
(MATHUR et al., 2018; SABARATNAM et al, 2013) e antiangiogénicas
(GURUNATHAN et al., 2009; WANG et al., 2019; ZHANG et al., 2016). Devido a estas
caracteristicas antimicrobianas, anti-inflamatérias e cicatrizantes, varios produtos,
como bandagens e curativos com AgNPs, sdo direcionados para curar feridas
ulcerativas e para tratar queimaduras (MARCATO et al., 2015; MATHUR et al., 2018).
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Estudos indicam, também, que as AgNPs melhoram a eficacia dos tratamentos de
cancer, produzindo efeitos antitumorais (MATHUR et al., 2018; SABARATNAM et al.,
2013).

Além disso, as AgNPs tém um papel central no desenvolvimento de novos
tratamentos para doencas negligenciadas, que sado aquelas causadas por agentes
infecciosos ou parasitas e sdo consideradas endémicas em populacdes de baixa
renda, além de receberem pouco investimento na pesquisa e desenvolvimento da
industria farmacéutica, por ndo serem comercialmente atrativas (RAO et al., 2000;
VALVERDE, 2013). Neste contexto, as AgNPs surgem como alternativa promissora e
estudos in vivo e in vitro demonstraram sua eficacia para dengue, leishmaniose,
malaria, esquistossomose e tripanossomiase (doenca de Chagas) (MISIRLI;
SRIDHARAN; ABRANTES, 2021).

1.4 Mecanismo de acdo das AgNPs

Varios estudos tém demonstrado que as AgNPs possuem atividade bactericida
e viral em baixas concentracdes e ndo causam efeitos toxicos agudos nas células
humanas (ASHARANI et al.,, 2009; CARLSON et al., 2008). Essas notaveis
propriedades chamam a atencéo para o desenvolvimento de novos produtos na area
da salde e o mecanismo de acdo das AgNPs é fundamental para melhor
compreensao de seus efeitos, potencialidades e toxicidade.

Um resumo do mecanismo de acdo das AgNPs, identificado por varios

pesquisadores, frente a bactérias e virus, foi detalhado nas secdes a sequir.

1.4.1 Efeito nas bactérias

Agnihotri e colaboradores (2014) estudaram o efeito bacteriostatico e
bactericida das AgNPs com formato esférico contra quatro cepas bacterianas. Foi
verificado que a eficacia foi muito maior nas particulas menores que 10 nm, ou seja,
5 nm, apresentaram maior atividade bactericida contra todas as cepas testadas, em
comparacao com AgNPs de maior tamanho (AGNIHOTRI; MUKHERJI; MUKHERUJI,
2014). Essa pesquisa corrobora a hipétese de que quanto menor o tamanho das
AgNPs, maior € a sua reatividade, pois existe uma maior fracdo de atomos na

superficie.
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Em relagdo ao desempenho do ion prata (Ag*) e das AgNPs, existem
diferencas na forma como atuam, quanto a avaliacao no teste de toxicidade. A Tabela
1, a seqguir, mostra os principais estudos e conclusdes de cada autor para melhor

compreensao.



Tabela 1 - Efeitos do Ag* e das AgNPs nas células bacterianas
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Efeitos Ag* AgNPs Comentérios Ref.
Bloqueio de
enzimas (MATSUMURA et al.,
respiratérias e sim sim 2003; MORONES et al.,
transferéncia 2005)
de elétrons
jierage com sim sim (MORONES et al., 2005)
Interage com
g?:fecﬁéis nao sim (GORDON et al., 2010)
enxofre e ferro
Interage com sim n&o (GORDON et al., 2010)
grupos tiois
Induz a (GORDON et al., 2010;
roducéo de " '
pROS (;o . sim sim _Ocorre apenas se f(_arro MATSUMURA et al.,
(Oz, intracelular livre estiver presente. 2003)
H202, OH")
Produz a
formacéo de
uma regiao de
baixo peso sim nao (MORONES et al., 2005)
molecular no
centro da
bactéria
Carga
eletrostatica ~ .
promove maior nao sim (MORONES et al., 2005)
interacdo
Passa por AgNPs atuam principalmente na (GORDON et al., 2010;
Biofilmes sim sim faixa de 1 a 10 nm fixadas a MORONES et aI” 2005’)
superficie da membrana celular. v
A oxidacdo subsequente do ferro .
Induz a reacao por peréxido de hidrogénio (H2032) (GORDON et al., 201(_)’
. . . . ) HWANG et al., 2012;
de Fenton e sim sim gera o radical hidroxila, um KEYER: IMLAY. 1996
apoptose poderos.o oxidante que ataca o KODURU et al., 2018)
ADN adjacente.
Ap6s a apoptose celular, as
AgNPs e 0 Ag + interagem com o0s
componentes celulares da
bactéria morta (RNA, (WAKSHLAK;
“Efeito zumbi” sim sim polissacarideo, fosfolipideo, PEDAHZUR; AVNIR,
proteina e ADN) criando novas 2015)

nanoparticulas de prata
revestidas pelo proprio material
genético da bactéria (AgNP-bac).

Fonte: (MISIRLI; SRIDHARAN; ABRANTES, 2021)

Foi demonstrado que as AgNPs ndo causam resisténcia bacteriana, pois, ao

contrario dos antibiéticos, as AgNPs nao exercem seus efeitos antibacterianos em um
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anico sitio especifico, mas em varios niveis, como: parede bacteriana, bloqueio de
transferéncia de elétrons, respiracéo celular e replicacdo devido a danos a proteinas,
RNA e ADN (GOGOI et al., 2006; MORONES et al., 2005). Além disso, ha evidéncias
substanciais de que AgNPs produzem espécies reativas de oxigénio (ROS). O
acumulo de ROS intracelulares € amplamente conhecido como um importante
regulador da apoptose (HWANG et al., 2012). A producédo de espécies oxidativas pode
ser devido aos elétrons envolvidos na cadeia respiratoria. E improvavel que as
enzimas antioxidantes detoxifiquem as ROS, a partir da cadeia respiratéria danificada,
uma vez que dependem de grupos tiol, que foram ocupados por ions de prata. O
aumento dos anions superoxido e peréxido de hidrogénio na reacdo com o ferro
(reacdo de Fenton), conforme equacbes 1 e 2 (KEYER; IMLAY, 1996) e Figura 4,
causa destruicao da estrutura interna da célula, proteinas, RNA, ADN e consequente
dano celular por apoptose (GORDON et al.,, 2010; MARKOWSKA; GRUDNIAK;
WOLSKA, 1970; TODAR, 2020).

02_ + Fe+3 — > 02 + Fe+2 )

H,0, + Fe*2 —— OH* + OH + Fe*?

)
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Figura 4 — Mecanismo de acdo das nanoparticulas de prata (AgNPs) na célula

bacteriana
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O | O (AgNPS) - D SIS . N A X | del
g s o it e B [
Camada elétrica-------- , R S AgNPs destroem a camada
Camadadany -__O i ( Lde Biofilme e passam

Fosfolipideos ¢
. N

A de elétrons e respiracéo O """"

0, Interagdo com ADN . -
H,0, LY S

05+ Fe'.» 0, + Fe” .

L L i
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4Ag(s) i 02 S ZAgzo ....::'-. .
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+2
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+---- Bloqueiam a replicagcdo
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RNA e ADN

Membrana -+
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Novas AgNPs envolvidas com
' . proprio material genético da bactéria
T, /
), (AgNP-bac)

"efeito ZUMBI"

outro ciclo de ataque

Fonte: (O autor, 2021).

As AgNPs destroem a camada de biofilme e passam através da mesma. Devido
a grande densidade eletrbnica as AgNPs interagem eletrostaticamente com a camada
de fosfolipideos da membrana plasméatica atravessando-a e internalizando-se no
interior da célula, onde dependendo de seu tamanho e da quimica de superficie séo
translocadas para organelas alvo, como a mitocondria e o nucleo. No interior da célula
as AgNPs interagem com proteinas de membrana e provocam uma série de efeitos
bioldgicos, incluindo alteracao da morfologia celular, estresse oxidativo, dano ao ADN,
genotoxicidade, disfuncdo mitocondrial e consequente morte celular por apoptose ou
necrose (ASHARANI et al., 2009). O ion prata liberado intracelularmente interagem
com grupos tiol, como glutationa, superoxido dismutase e tioredoxina, levando ao
aumento de peroxidacao dos lipidios, estresse oxidativo, dano ao ADN e subsequente

morte celular apoptaética.
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Um mecanismo recente, proposto por Wakshlak, Pedahzur e Avnir (2015)
sugere que as AgNPs interagem com os componentes celulares da bactéria morta
(RNA, polissacarideo, fosfolipideos, proteinas e ADN) e s&o estabilizadas e
envolvidas pelo préprio material genético da bactéria (AgNP-bac). Este novo
mecanismo para a acdo da prata foi chamado de "efeito zumbi". Devido ao principio
Le-Chatelier, AQNPs séo redirecionadas para bactérias vivas com um potencial ainda
maior de letalidade de acordo com a Figura 4 (WAKSHLAK; PEDAHZUR; AVNIR,
2015). Este efeito também tem sido percebido em roupas e mascaras com AgNPs,
principalmente, neste momento atual da pandemia por sindrome respiratéria aguda
grave pelo coronavirus 2 (Sar-Cov-2). Estudos mostram que os tecidos revestidos
com as AgNPs impedem o crescimento bacteriano e viral mesmo apos lavagem e uso
constante (BALAGNA et al., 2020).

1.4.2 Efeito sobre os virus

As AgNPs podem atuar em uma ampla gama de alvos no virus e inibir a
replicacdo do capsideo viral. Além disso, ha menos chance de desenvolver resisténcia
em comparacdo aos antivirais convencionais. O surgimento de cepas virais
resistentes e a falta de terapias antivirais eficazes torna as AgNPs atrativas para
futuros medicamentos antivirais (GALDIERO et al.,, 2011). O principal mecanismo
antiviral das AgNPs é provavelmente a inibicao fisica da ligagédo entre o virus e a célula
hospedeira (MORI et al., 2013). A infeccao viral comeca com a adesdo do virus ou
ligacdo aos receptores do hospedeiro, seguida de penetracdo, replicacdo e
brotamento. As principais estratégias antivirais sdo bloquear efetivamente a fixacao
viral nos receptores do hospedeiro (efeito profilatico) e inibir a replicacéo e brotamento
viral (efeito terapéutico) (DU et al., 2018; GALDIERO et al., 2011; KHANDELWAL et
al., 2014). Estudos in vitro revelam que as AgNPs podem atuar como inibidores da
entrada viral, bloqueando a ligacéo viral aos receptores da célula do hospedeiro e
também inibir a sintese de RNA viral de fita negativa e brotamento viral (DU et al.,
2018; SPESHOCK et al.,, 2010). Estudos indicam que AgNPs nao afetaram a
viabilidade da célula em testes de citotoxicidade mitocondrial ou integridade da
membrana plasmatica e exibiram capacidade potente de ativar macréfagos para a

producdo de genes estimuladores de interferon (IFN) ativados (ISGs) e citocinas pro-
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inflamatorias como interleucina (IL-6, IL-8 ) (CASTILLO et al., 2008; DU et al., 2018;
LUO; CHANG; LIN, 2015; MORRIS et al., 2019), conforme Figura 5.

Figura 5 - Mecanismo de agédo dos AgNPs em células virais

© © e Ag NPs Bloqueio gp120 ©

Membrana ----«-s----, ) : Bloqueio da ligacao do
© (Envelope) . virus nos receptores

Inibe a sintese de RNA
viral e brotamento

gp120 ----- <
+--Receptores do

Botao de
glicoproteina ¢

Capsula
© proteica

Estimuladores
do sistema
imunologico

Competicao como
virus na ligacao HS

Fonte: (O autor, 2021).

Vérios estudos demonstraram a eficacia das AgNPs frente aos virus: da
imunodeficiéncia humana tipo 1 (HIV-1), virus Herpes simplex tipo 1 (HSV-1), virus da
diarreia epidémica suina (PEDV) — virus da familia dos Coronavirus, virus Tacaribe
(TCRV), além de virus respiratorios, como adenovirus, parainfluenza e influenza
(HIN1, H3N2), entre outros (MISIRLI; SRIDHARAN; ABRANTES, 2021). Morris e
colaboradores (2019) usaram modelos in vitro e in vivo, em camundongos infectados
experimentalmente, e concluiram que as AgNPs reduziram efetivamente a replicacao
do virus sincicial respiratério (RSV), e a producdo de citocinas pro-inflamatérias em
linhagens de células epiteliais e nos pulmdes dos camundongos (MORRIS et al.,
2019).

Vérias teorias ainda séo discutidas e podem variar de acordo com cada espécie
de virus e tipos de AgNPs avaliadas. O Quadro 1 organiza sistematicamente alguns

estudos para melhor compreenséo desse possivel mecanismo.



Quadro 1 - Efeitos das nanopatrticulas de prata (AgNPs) nas células virais
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AgNPs

Virus /

endossomo.

i 0
Efeito N (formato, tamanho, concentracao) Experimento Ref.
AgNPs revestidas com BSA e PVP
Formato: diversos a maioria néo € esférica. HIV-1 (ELECHIGUER
1 | Tamanho: 6,53 nm (AgNP-PVP) e 2,08 nm In Vitro RA et al., 2005)
(AgNP-BSA)
Bloqueio do Concentracdo: 25 pg/mL
botéo de AgNPs revestidas com sulfonato de
glicoproteina mercaptoetano (AgNPs-MES). HSV-1
5 Formato: Esférico moderadamente In Vitro (BARAM-PINTO
polidisperso et al., 2009)
Tamanho: 4+ 1 nm
Concentracdo: 400 pg/mL
. 0 (ELECHIGUER
3 idem N° 1 HIV-1 RA et al., 2005)
AgNPs com quitosana (Ch)
4 Formato: esférica HIN1 (MORI et al.,
Inibica Tamanho: 3,5, 6,5, and 12,9 nm In Vitro 2013)
br;l Icao de Concentracdo: 62 — 77 ug/mL
i %qlgzlo do virui AgNPs revestida com polissacarideo
gg ¢ células | 5 Formato: néao informado MPV (ROGERS et al.,
h dei Tamanho: 10 —-80 nm In Vitro 2008)
ospedeiras Concentracdo: 12,5 pg/mL
AgNP revestida com PVP
. iy RSV
6 Formato: esférica In Vitro (MORRIS et al.,
Tamanho: 8-12 nm In Vivo 2019)
Concentracdo: 50 pg/mL
Ag2S NPs revestidos com glutationa (PEDV) -
Formato: esférica Coronavirus
Inibico da 7 Tamanho: 3,7 nm Family (DU etal., 2018)
1oIg Concentracdo: 46 pg/mL In Vitro
sintese de RNA -
. AgNPs and AgNPs revestidas com
viral © ° olissacarideo (AgNPs-PS)
brotamento P i ) (A9 TCRV (SPESHOCK et
8 | Formato: esférica .
) In Vitro al., 2010)
Tamanho: 10 and 25 nm
Concentracdo: 25 yg/mL / 50 pg/ml
. ~ (PEDV) -
Estimulacdo do d
sistema 9 idem N° 7 Colr:gr:gi\lnrus (DU et al., 2018)
imunolégico e "y
~ In Vitro
da expresséo de RSV
f:ltocmasi LT idem N° 6 In Vitro (MORRIS et al.,
inflamatérias . 2019)
In Vivo
Competicao
com o virus para HSV-1 BARAM-PINTO
se ligar a célula | 11 idem N° 2 In Vitro ( etal, 5009)
de sulfato de
heparan (HS)
Impedimento do
. . . o TCRV (SPESHOCK et
virus revestir o | 12 idem N° 8 In Vitro al., 2010)

Legenda: HIV-1: virus da imunodeficiéncia humana; H1N1: virus da influenza; HPV: papilomavirus
humano; HSV-1: virus da herpes simples; PEDV: virus da diarréia epidémica porcina; RSV: virus
sincicial respiratoria e TCRV: Tacaribe virus.

Fonte: (MISIRLI; SRIDHARAN; ABRANTES, 2021).
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As doencas respiratorias tém sido cada vez mais comuns, desde a Sindrome
Respiratoria Aguda Grave (SARS) até a pandemia atual de COVID-19 causada por
SARS-CoV-2 (BALAGNA et al., 2020) . Nesse contexto, visto que as propriedades
antivirais dos AgNPs ja foram extensivamente testadas através de estudos in vitro e
in vivo, conforme alguns estudos acima citados. E recentemente, foi constatado ser
eficaz na inibicdo de SARS-CoV-2, em roupas e mascaras revestidas de AgNPs
(BALAGNA et al.,, 2020; JEREMIAH et al., 2020), mostrando um potencial para o
desenvolvimento de novos medicamentos para anti-SARS-CoV-2 com AgNPs.

1.5 Interacdes biologicas das AgNPs

As AgNPs, ao entrarem em contato com o plasma humano, inevitavelmente,
em menos de 30 s, adsorvem biomoléculas, como albumina sérica humana (HSA),
fibrinogénio, imunoglobulina (IgG), metalotioneina (MT) e ceruloplasmina (CP),
formando uma proteina corona (PC) ao redor das AgNPs (CAI; CHEN, 2019; LIU et
al., 2017; NEAGU et al., 2017). A PC é um sistema formado por biomoléculas que
revestem as NPs e sua composi¢cao muda dinamicamente ao longo do tempo até que
a composicdo do PC alcance equilibrio (HUANG et al.,, 2016). Esta “coroa
biomolecular” (PC) interage em menos de 30 s com as NPs e confere uma nova
identidade bioldgica (CAl; CHEN, 2019; CEDERVALL et al., 2007), conforme Figura
6.
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Figura 6 - Representacao proteina corona com nanoparticulas de prata (AgNPS)
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Fonte: (O autor, 2021).

E necessario avaliar a toxicidade das AgNPs quando usadas em aplicagcdes
biolégicas para entender como a formacdo da PC pode influenciar as respostas
bioldgicas e citotoxicas e avaliar seu impacto nas interac6es das células com AgNPs
(SILVA et al., 2017). Liu e colaboradores (2017) verificaram em testes experimentais
a interacdo de AgNPs (20 nm) e duas metaloproteinas: metalotioneina (MT) e
ceruloplasmina (CP), ambas envolvidas na homeostase de metais, e concluiram que
estas proteinas estabilizam e controlam a dissolucao e transporte das AgNPs. Carlson
e colaboradores (2008) e Castillo e colaboradores (2008) verificaram que as AgNPs
permaneceram intactas apods interagbes com macréfagos, sem evidéncias de
dissolucédo das AgNPs e citotoxicidade. Uma vez dentro das células, apos 24 h de
exposicdo, as nanoparticulas permaneceram aproximadamente do mesmo tamanho,

antes e apos a incubacdo e captacdo pelas células, como mostrado na Figura 7
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(CARLSON et al., 2008). Aléem disso, demostraram uma potente capacidade de ativar

macrofagos para produzir ISGs e citocinas pro-inflamatorias (CASTILLO et al., 2008).

Figura 7 — Imagens de nanopatrticulas de prata (AgNPs) por Microscopia eletrénica de

transmissao (TEM) da captura de AgNPs por macréfagos

,
f

Legenda: (A) Células de controle sem tratamento (B) Células tratadas com 25 pug / mL de AgNPs 30
nm. (C) Células tratadas com 25 pg / mL de AgNP 55 nm apdés 24 h de incubacéo e (D) micrografia
ampliada da células em (C) mostrando as AgNPs acumuladas.

Fonte: Reproduzido com permissao de (CARLSON et al., 2008).

Mathur e colaboradores (2018), em estudo in vivo com ratos, verificaram que
estes, apos ingestao por via oral das AgQNPs com 14 nm, excretaram na urina menos
de 0,1% da dose administrada no periodo de 24 horas, porém nas fezes 63% da dose
diaria foi excretada (MATHUR et al., 2018).

Compreender a interagdo de AgNPs com a formacdo da PC é essencial para
estabelecer novos estudos in vivo e para serem usados em futuras aplicacdes
biomédicas seguras e eficazes (LIU et al, 2017), bem como os dados
farmacocinéticos e de biodistribuicdo das AgNPs (MATHUR et al., 2018).
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1.6 Toxicidade de AgNPs

A prata tem sido usada como um agente antimicrobiano hd muito tempo. O
unico efeito colateral relatado foi a argiria, que é uma condi¢do caracterizada por
alteracdes pigmentares de prata e acumulo da mesma na pele e membranas
mucosas. A toxicidade das AgNPs esta intimamente relacionada a liberacédo de Ag*
(MOLLEMAN; HIEMSTRA, 2015). Estudos com células-tronco mesenquimais
humanas (hMSCs) tratadas com diferentes concentracbes de Ag*, por 24 h, em
condi¢cBes de cultivo celular, indicam que uma concentracdo de 2,5 ppm diminuiu a
viabilidade celular em 60% e 5,0 ppm em 100%, quando comparado ao controle. Por
outro lado, as AgNPs, preparadas imediatamente antes dos testes bioldgicos e em
processo sem oxigénio (para evitar a oxidacdo e liberacdo de ions de prata), na
concentracdo de 30 ppm, ndo causou reducdo da viabilidade celular em comparacao
com o controle (GREULICH et al., 2012).

As exposi¢Oes humanas a prata ocorrem principalmente por meio de trés vias
diferentes de exposicao, incluindo dérmica, oral e inalacéo e, depois disso, as AgNPs
podem se acumular em 6rgaos secundarios, incluindo figado, baco e cérebro. Embora
uma grande quantidade de dados esteja disponivel sobre a aplicabilidade e toxicidade
das AgNPs, ndo ha procedimentos padrdes para se preparar AGQNPs ou para avaliar
sua toxicidade (KORANI et al., 2015). Munger e colaboradores (2014) realizaram
estudo in vivo em 60 individuos saudaveis com ingestéo oral de solugées comerciais
de 10 e 32 ppm de AgNPs. Apés exposicdo oral, nenhuma alteracdo clinica foi
observada nos pulmdes, coracdo ou 6rgdos abdominais. Além disso, nenhuma
alteracdo morfologica nos referidos orgaos foi detectada e ndo foram observadas
alteracdes significativas de ROS pulmonares ou no aumento das citocinas pro-
inflamatorias (MUNGER et al., 2014). A agéncia de saude da Australia informa sobre
a toxicidade oral das AgNPs: ‘Estudos relatam baixa toxicidade em ratos,
camundongos e porquinhos-da-india apods ingestao (degluticdo). Nestes estudos com
roedores, 0 grau de toxicidade dependia do tamanho das particulas e da dose
administrada.” (NICNAS, 2018a)

A toxicidade dos AgNPs foi avaliada em varios estudos, mas sao poucos 0S
pesquisadores que consideraram o teor de Ag* que as solucdes de AgNPs contém
(PIAO et al.,, 2011). Para uma avaliacdo segura, incluindo todos os estudos

envolvendo AgNPs, nos niveis quimico, farmacolégico, bioldgico e toxicoldgico, deve-
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se considerar a identificacao e quantificacdo das espécies de AgNPs e do teor de Ag*,
pois seus comportamentos e mecanismos sdo distintos (LIU et al., 2012b; MISIRLI,
SRIDHARAN; ABRANTES, 2021; SADEGHI et al., 2012). Embora o ion Ag* em nosso
organismo tenha propriedades antimicrobianas (como AgNPs), ele é classificado
como um dos principais agentes responsaveis pela toxicidade da prata e argiria em
nosso corpo. Quando o Ag* entra na corrente sanguinea é transportado pelo sangue
ligado as proteinas albumina através dos grupos tidis e, quando atinge uma regido
proxima a pele em éareas afetadas pela luz, pode ser facilmente fotorreduzido para
AgNPs, que sdo imobilizados na epiderme. A imobilizacdo € tanto fisica, devido a
baixa difusividade das particulas, quanto quimica, uma vez que as reacdes de troca
de tiol ocorrem com Ag*, mas ndo com AgNPs. Isso traz novos esclarecimentos sobre
o processo de formacdo da argiria, que esta diretamente relacionada com o teor de
Ag* livre (GORDON et al., 2010; RUSSELL; HUGO, 1994).

Com relacdo ao teor de prata na agua permitido por agéncias de saude
regulatérias, temos, no Brasil, a Portaria 2914/2011, que dispde sobre o padrdo de
potabilidade da agua para consumo humano, mas que ndo apresenta nenhum tipo de
referéncia ao teor de prata na agua. No entanto, a World Health Organization (WHO)
especifica um teor maximo de Ag* de até 0,1 mg/L a ser tolerado na agua potavel sem
gue haja riscos para a saude (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2017b).

Muitos dos artigos apresentados sobre a toxicidade das AgNPs nao informam
o teor de Ag* encontrados nas solu¢gdes de AgNPs, no momento do teste, e alguns
chegam a aplicar doses extremamente altas, e muito maiores do que a necessaria

para algumas das aplicacfes expostas aqui no presente trabalho.

1.7 Estabilidade fisico-quimica das AgNPs

A estabilidade é a amplitude de tempo na qual um produto mantém, dentro de
limites especificados e durante seu periodo de armazenamento e uso, as mesmas
propriedades e caracteristicas que possuia quando fabricado. Semelhante aos
insumos farmacéuticos ativos convencionais, a estabilidade das AgNPs pode ser
afetada por um ou mais fatores, como temperatura, pH, exposicdo a luz, teor de
oxigénio dissolvido e até a presenca de outros excipientes e impurezas (HALL et al.,
2007).
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As propriedades fisico-quimicas das AgNPs dependem de parametros como
tamanho de particula, distribuicdo, superficie, carga superficial, funcionalidade da
superficie, forma e estado de agregacdo. Além disso, como muitos conceitos de
nanoparticulas (NPs) sdo multifuncionais, a estabilidade e a distribuicdo desses
componentes também podem ter efeitos muito intensos na atividade biologica e na
toxicidade das NPs (TYNER; SADRIEH, 2011).

1.7.1 Fatores Extrinsecos que afetam a estabilidade fisico-quimica das AgNPs

Sao considerados fatores extrinsecos todos os fatores externos aos quais 0
produto esta exposto (SONG; LEE; HAN, 2017). Para as AgNPs, a temperatura e a
exposicdo a luz séo fatores criticos fundamentais para garantir a estabilidade durante
o transporte e armazenamento das AgNPs (GRILLET et al., 2013; KITTLER et al.,
2010; LIU; HURT, 2010).

1.7.1.1 Estabilidade das AgNPs a temperatura

A temperatura de armazenamento é um fator critico que influencia a taxa de
oxidacdo da prata, dissolucdo oxidativa das AgNPs. Quanto maior a temperatura,
maior sera a velocidade de dissolucao oxidativa (KITTLER et al., 2010; LIU; HURT,
2010). Kittler e colaboradores (2010) estudaram a dissolugéo de AgNPs com tamanho
de 50 nm dispersas em agua nas temperaturas de 5 °C, 25 °C e 37 °C durante 125
dias e observaram a liberacéo de Ag* de aproximadamente 5% a 5 °C para 50% a 25
°C € 90% a 37 °C (KITTLER et al., 2010).

Liu e Hurt (2010) armazenaram AgNPs na temperatura de 4 °C por 5 meses e,
por meio da espectrofotometria no ultravioleta e visivel (UV-VIS), verificaram a
estabilidade das AgNPs na temperatura de 5 °C, confirmando sua estabilidade nesta

temperatura.

1.7.1.2 Estabilidade das AgNPs ao congelamento

A agua possui propriedades fisico-quimicas Unicas e apresenta

comportamentos andmalos conhecidos, como sua expanséo de volume entre -4 a
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0°C. A medida que a 4gua congela, formam-se cristais hexagonais onde cada oxigénio
€ "ligado” por uma combinacao de uma ligacéo covalente e uma ligacéo de hidrogénio
a 4 outros oxigénios e, nesta forma, a agua se expande. Os cristais formados pelo
congelamento da agua assumem formas variadas & medida que as temperaturas
continuam a cair e afetam as pressfes exercidas pelo gelo confinado (MANNI et al.,
2018).

Quando duas ou mais particulas, carregadas eletricamente com a mesma
carga em suspensdao em um meio polar (com dipolo permanente) ocorre a repulséo
eletrostatica e a forca de interacdo entre estas particulas dipolo induzido (campo
eletromagnético NP) e o dipolo permanente (4gua), conhecida como inducdo de
Debye. No entanto, o congelamento do meio conduz as particulas a uma proximidade
maxima e, neste caso, tanto as interacdes eletrostaticas quanto as forcas de Van der
Waals contribuem para a forca de interacéo total entre as particulas, aglomerando e
desestabilizando-as as AgNPs (MORGAN; GREEN, 2003).

A liofilizagdo é um bom método de secagem de sistemas coloidais e aumenta
suas estabilidades (GUPTA; KOMPELLA, 2006). Devido ao problema da dissolugéo
oxidativa das AgNPs e agregacéo, poderiam ser uma forma de aumentar a validade e

seguranca deste produto.

1.7.1.3 Estabilidade das AgNPs a exposicao a luz

Jin (2001) irradiou uma solucdo aquosa de AgNPs esféricas com luz
fluorescente de 40 W durante 70 h, e observou a conversdo de nanoesferas em
nanoprismas, decorrente desta irradiagéo (JIN, 2001).

Grillet e colaboradores (2013) estudaram o efeito da irradiagéo de luz em Ag
NPs com morfologia esférica e cubica, em condi¢des ambientais. Em ambos 0s casos,
o efeito do fotoenvelhecimento foi estudado, avaliando o impacto da incidéncia de luz
artificial (filamento de tungsténio, temperatura de luz de 3200k) com uma poténcia de
1 yW focada em uma area de 1 ym?2. A formacéo perceptivel de NPs ainda menores
de Ag20 em torno das AgNPs esféricas, apds a exposicdo a luz, observada na
micrografia da microscopia eletronica de transmisséo (TEM), mostrada na Figura 8a,
confirmou o rapido processo de foto-oxidacdo (GRILLET, 2011; GRILLET et al., 2013).
Apos 40 h de irradiacéo de luz, o nivel de oxidagdo em AgNPs cubicas foi de cerca de

30%, enquanto levaram apenas 9 h de irradiacéo de luz no caso de AgNPs esféricas,
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confirmando que o processo de oxidagcdo foi muito mais lento no caso de AgNPs
cubicas como observada a partir das micrografias da TEM representadas na Figura
8b.

Figura 8 - Foto-oxidacdo das nanoparticulas de prata (AgNPs)
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b’ .

50 nm : PhONNS 50 nm
Antes lluminacdo Apos lluminagdo

Legenda: a) Micrografias comparativas de TEM de AgNPs esféricas antes e depois da irradiagdo de
luz. b) Micrografias TEM que representam os AgNPs cubicos que foram continuamente irradiados com
luz durante o tempo t = 0 min, 45 min, 1,6 h, 2,4 h, 14 h e 26 h, respectivamente, com formacédo de
pequenas NPs de 6xido de prata (Agz20) evidenciando a foto-oxidagdo das AgNPs.

Fonte: Adaptado com permisséo de (GRILLET et al., 2013).

1.7.2 Fatores Intrinsecos que afetam a estabilidade fisico-quimica das AgNPs

Fatores intrinsecos séo fatores relacionados a propria natureza da formulacao
e, sobretudo, a interacdo de seus ingredientes entre si e/ou com a embalagem (SONG;
LEE; HAN, 2017). No caso das AgNPs, respeitando suas caracteristicas fisico-
quimicas, foram observados que os parametros de controle da estabilidade quimica

das AgNPs como: pH, oxigénio dissolvido, PZ e a viscosidade do meio (velocidade de



47

sedimentacao), proporcionam maior estabilidade as AgNPs (KITTLER et al., 2010;
LIU; HURT, 2010).

1.7.2.1 Estabilidade das AgNPs ao pH

Estudos experimentais mostraram que em baixo pH, em geral, ha o0 aumento
da cinética de liberacédo de Ag* no meio (LIU; HURT, 2010; MOLLEMAN; HIEMSTRA,
2015; PERETYAZHKO; ZHANG; COLVIN, 2014). Liu e Hurt (2010) estudaram a
dissolucédo de AgNPs em solucfes aquosas tamponadas (tampéo acetato e borato),
em uma faixa de pH de 4 a 9 e observaram que o aumento do pH de 4 para 9 resultou
em 10 vezes menos liberagdo de Ag*. A formacdo de uma camada protetora
envolvendo as AgNPs ocorre com a formacéo da espécie AgsOHC, que € iniciada a
partir de pH 9,0. Esta camada atua como uma blindagem do processo dissolutivo das
AgNPs (MOLLEMAN; HIEMSTRA, 2015; ZHANG et al., 2011b). A dissolugdo AgNPs
€ maximizada em meio acido e na presenca de oxigénio dissolvido. A reacao global
do oxigénio como agente oxidante € demonstrada na equacéo 3 (LIU; HURT, 2010).

2Ag(s) + 1120aq) + 2H"aq) =—— 2AG"(aq) * H20 3)

1.7.2.2 Estabilidade das AgNPs ao oxigénio dissolvido

Liu e Hurt (2010) verificaram a extensao da liberagdo de prata dissolvida de
AgNPs em agua em funcdo do oxigénio dissolvido e do pH. Véarias medi¢bes de
quantificacdo de Ag+ foram realizadas em funcdo do tempo. As AgNPs foram
produzidas de duas formas. Na primeira, a agua utilizada estava em solugbes
saturadas de ar (9,1 ppm O:2 dissolvido). Em contraste, na segunda forma de preparo,
foi utilizada uma agua com baixo teor de oxigénio dissolvido (purgada) (0,1 ppm O2
dissolvido). Concluiu-se que a remocao do oxigénio dissolvido inibe completamente a
liberacdo de prata dissolvida, indicando que o controle do teor de oxigénio dissolvido
€ essencial para evitar a oxidacdo das AgNPs, iniciada pelo Oz, conforme mostrado
na Figura 9.
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Figura 9 — Curva de dissolucdo de Ag* em funcéo da presenca do pH na presenca ou
auséncia de oxigénio e curvas de especiacdo de oxidos e hidroxidos de prata em

funcéo do pH
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Legenda: a) Liberagdo de Ag* ap6s 1 dia de reacdo na presenca de oxigénio. A seta pontilhada indica
diminuigdo da liberacé@o de Ag* quando as AgNPs foram purgadas com N2. Nesse caso, ndo ha oxigénio
dissolvido disponivel para liberagcao oxidativa. b) Curva de especiacao para a formacao das espécies
AgsOP e AgsOH° em funcdo do pH. As linhas pontilhadas referem-se a um sistema sem oxigénio.
Fonte: Reproduzido com permissdo de (MOLLEMAN; HIEMSTRA, 2015).

Zhang e colaboradores (2011) verificaram que as taxas de dissolucdo oxidativa
das AgNPs dependem do tamanho e concentracdo das particulas primarias, quando
outros fatores ambientais (por exemplo, oxigénio dissolvido e prétons) eram mantidos
constantes (ZHANG et al., 2011b).

1.7.2.3 Estabilidade das AgNPs e o potencial zeta (PZ2)

A carga liquida na superficie da particula afeta a distribuicdo de ions ao seu
redor, aumentando a concentragdo de contra-ions junto a superficie. Desse modo,
forma-se uma dupla camada elétrica na superficie da particula com o meio
dispersante (dupla camada elétrica). Para garantir a estabilidade a longo prazo das
nanoparticulas, € essencial ter alto potencial elétrico repulsivo, e AgNPs com alto
valores de PZ (modulo) maior do que - 30 mV criam uma for¢ca repulsiva
suficientemente alta e protegem as particulas (CHAKRABORTY; PANIGRAHI, 2020).
A estabilidade das nanoparticulas carregadas depende da repulséo eletrostatica e

esta, por sua vez, depende da espessura da camada difusa, distancia de Debye-
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Hickel (k). Dessa forma, quanto menor a concentracéo de eletrélito no meio, maior
sera a distancia na qual ainda existe potencial eletrostatico (¥) significativo e,
portanto, menos favoravel sera a agregacao das particulas (LOWRY et al., 2016). O
PZ aumenta, também, com o aumento do pH, o que melhora a estabilidade de
disperséo das nanoparticulas (HUANG et al., 2009). Maiores informagdes sobre o PZ

estdo descritas no item 1.9.4
1.7.2.4 Estabilidade das AgNPs a sedimentacéo

Outro ponto importante de estudo € a velocidade de sedimentacdo das AgNPs
em suspensdao. A sedimentacao € o resultado da interacao entre as particulas devido
ao movimento browniano e a a¢édo da for¢ca de gravidade sobre elas. O comportamento
de sedimentacdo das nanoparticulas € significativamente alterado pelo tamanho das
particulas e a viscosidade do meio (MIDELET et al., 2017). Para elucidar a influéncia
do tamanho da particula, considera-se uma simulacéo de velocidade de sedimentacdo
de AgNPs com formato esférico, em solvente agua e variacdo da viscosidade do meio,
utilizando a Lei de Stokes conforme equacao 4 (MIDELET et al., 2017), coeficiente de
sedimentacao de particulas.

_ 271%(p=pa)
5 = 2reces @)

Onde r é o diametro das AgNPs, p a densidade das AgNPs, pa a densidade da
fase dispersante, n a viscosidade e S é o coeficiente de sedimentacéo.

A velocidade de sedimentacdo de uma particula influenciada pela forca
gravitacional (g) em um liquido viscoso, na auséncia de movimento browniano, é dada
pelo coeficiente de sedimentacdo (S) multiplicado pela constante de gravidade (g),
conforme equacédo 5 (MIDELET et al., 2017).

V=Sxg (5)

Aplicando-se a equacéo 4 e 5 e considerando a densidade de Ag de 10,49 g
cm3, da 4gua de 0,997 g cm3, a gravidade 980,665 cm s e a viscosidade da agua a
25° C de 0,890 cP, foi relacionada a velocidade de sedimentagédo com o tamanho da
AgNP e com a viscosidade do meio, para meios com viscosidade de 0,89; 5; 10; 15 e

20 cP, conforme apresentado na Figura 10. E, também, relacionado o tempo de
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sedimentacao de 1 cm da AgNPs (em meses) com tamanho e viscosidade do meio,

para 0s mesmos meios, conforme mostrado na Figura 10.

Figura 10 - Tempo de sedimentagéo de 1 cm das AgNPs (em meses) de acordo com

tamanho e viscosidade do meio
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Fonte: (O autor, 2021).

A explicacdo para esse resultado se da, pois, quanto menor o tamanho da
particula, menor serd sua massa e, consequentemente, menor serd a agdo da
gravidade sobre as particulas. Na Figura 10 é possivel visualizar um aumento
significativo na estabilidade no aspecto da sedimentacdo da AgNPs com tamanho de
40 nm, por exemplo, uma viscosidade de 20 Cp seria capaz de diminuir o tempo de
sedimentacao para 9 meses aproximadamente, comparado com aproximadamente 10

dias para a mesma particula na viscosidade da agua, que é 0,89 cP (25°C).
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1.8 Sintese das AgNPs

Existem diversos processos de sintese que permitem a obtencédo de diferentes
tipos de AgNPs em morfologia, tamanho e estabilidade (CUSHING;
KOLESNICHENKO; O'CONNOR, 2004). Entre os métodos de preparacdo das NPs
pode-se distinguir dois grupos de processos definidos para sua obtencéo: os top-down
e bottom-up. O processo de cima para baixo (top-down) inclui os métodos de
processamento do material volumétrico sélido (bulk), que sdo métodos fisicos, como
corrosédo por plasma, litografia por feixe de elétrons e outros para desgastar e quebrar
em particulas até chegar as nanoparticulas. Por outro lado, os processos bottom-up
sdo impulsionados quimicamente para que atomos se agrupem em unidade de células
e cresgam formando as NPs (REVERBERI et al., 2016).

Como um dos principais focos deste trabalho é a sintese, destacamos o0s
principios basicos de algumas sinteses classicas que sédo detalhadas nas secdes a

sequir.

1.8.1 Método eletroquimico

O processo proposto para a obtencdo de AgNPs baseia-se no uso de dois
eletrodos, onde anodo e catodo sao feitos do metal Prata 1000 (ou 100% de prata),
para serem transformados em AgNPs. Os eletrodos sdo imersos em uma célula

eletroquimica com agua ultra pura, conforme Figura 11 (KHAYDAROV et al., 2009).
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Figura 11 - Eletrélise com eletrodos de Prata em &agua com formacdo de
nanoparticulas de prata
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Tamanho Agitador Magnético:
Aquecimento do Sitema De 1/3 a 2/3 do diametro do Béquer

Velocidade de Agitacao:
200 a 500 rpm

Fonte: (O autor, 2021).

As etapas e as rea¢fes quimicas envolvidas na eletrolise da prata em agua sao
explicitadas no Quadro 2.
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Quadro 2 — Etapas da eletrolise de AgNPs

_ Numero da
Etapas da reacao Reacdo quimica .
equacgao
Dissolucdo oxidativa
1° | do anodo Ag | Ag —> Ag” + 1e” (6)
sacrificial (anodo)
4H30" + 4¢- — 4H2O + 2H> @)
7

(catodo)

. Liberagdo dos gases | 40H- —— 2H>O + Oy + 4de- o
oxigénio e hidrogénio ®

(anodo)
2H,0 — 2H2+ O2
9)
(equagéo global)
Formagao das Agt+1e —> A’ (10)
unidades de célula 5
+ +
3° |de prata composta Ag™ +Ag A2 (11)
or 4 atomos N . .
j Ady" + Agyt — [Agl,™ (12)
(catodo)
Formacéo das
AgNPs por
4° x [Agly*? + 26" —> [Agly (13)
nucleacao e

crescimento

Fonte: (O autor, 2021).

No anodo temos a oxidagéo de eletrodo de sacrificio fornecendo Ag* no sistema
e em igual proporcao estes sdo reduzidos pela fonte de elétrons provenientes do
anodo, conforme as etapas descritas no Quadro 2. Para obtencdo de particulas
menores e monodispersas, 0 processo de nucleacdo deve ser lento, continuo e
homogéneo (FELDHEIM; FOSS, 2002).

MA e colaboradores (2004) avaliaram a influéncia da velocidade de agitacéao
do meio reacional, durante a eletrélise, e verificaram que a mesma tem grande
influéncia sobre o tamanho das particulas e o grau de dispersdao. No caso de
velocidades de rotacdo relativamente baixas (500 e 750 rpm), sé@o geradas

nanoparticulas de prata maiores e polidispersas. Particulas esféricas de AgNP, com
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tamanho médio de 10 nm e monodispersas foram obtidos com velocidades de rotacéo
relativamente altas 1000 rpm a 1500 rpm (MA et al., 2004).

Khaydarov e colaboradores (2009) realizaram a eletrélise com eletrodos de
prata 1000 com variagcdes na temperatura de 40 a 80 °C e na corrente aplicada, a uma
tensdo constante de 20 V, conforme Figura 12. No primeiro estagio descrito do
processo da sintese eletroquimica, a polaridade da corrente direta entre os eletrodos
era trocada periodicamente (a cada 30-300s) o que reduziu significativamente a
eletrodeposicdo de Ag20 no catodo. Assim que a polaridade muda, na superficie do
catodo antigo comeca a reducdo de Ag20 em Ag, devido a formacéo de hidrogénio no

anodo conforme equacéao 14.

+H, —> 2Ag + H,0
Agzo H2 g 2 (14)
Figura 12 - Corrente em mA do sistema versus tempo de processo para diferentes
temperaturas, voltagem de 20 V constante
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x
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~+-80°C ~-65°C -+~ 55°C ~~46°C =+=40°C

Fonte: (KHAYDAROV et al., 2009).

Para que a transferéncia de elétrons aconteca, € fundamental a presenca do
nitrato no meio, sob a forma de nitrato de potassio (KNO3), que atua aumentando a

condutividade do meio reacional e facilitando o transporte de elétrons (PAUNOVIC,
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2007). Durante a eletrdlise, em baixa corrente, o nitrato é reduzido a nitrito e em
seguida a nitrogénio, conforme equac¢des 15 e 16 (LI et al., 2009; PAUNOVIC, 2007).

NO3_ + HQO +2e ——> NOZ_ + 20H" (15)

2N02_ + 4H20 + 69_ e N2 + SOH- (16)

1.8.2 Redugéo pelo borohidreto (BH4)

Van Hyning e Zukoski (1998) realizaram as primeiras tentativas de sintese de
AgNPs usando BHa4

como agente redutor (VAN HYNING; ZUKOSKI, 1998). A equacao global do
processo é apresentada na equacdo 17 (WUITHSCHICK et al., 2013). Em resumo,
esta técnica usa um redutor forte, o NaBHa (Ered = —0,481V), que reage com a prata

(Ered = 0,80V) de forma espontanea, pois AE da reacao é igual a 1,28V.

Mn+ + nBH4_ + n4H20

— MO+ nB(OH), + n3,5H, + nH* (17)

Onde, M™ é o ion metalico precursor e M° é o elemento metalico em seu estado
fundamental.

Resultados experimentais levam a um mecanismo de crescimento que consiste
em quatro etapas: 1.reducéo, 2.coalescéncia, 3.estado metaestavel e 4.coalescéncia
final, conforme explicitados no Quadro 3 (POLTE et al., 2012; WUITHSCHICK et al.,
2013).
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Quadro 3 — Etapas envolvidas na reacdo de obtencdo das AgNPs pela reducéo do

borohidreto

Etapa Polidispersibilidade | Tamanho médio Tempo
1 | Reducéo > 60% <1nm <200 ms
Coalescéncia 60% la2nm 5sal20s
3 Tamanho
Estado permanece _
) <60% 5 a 20 minutos
metaestavel constante
(1a2nm)
4 | Coalescéncia _
] - - 30 a 90 minutos
final
5 | AgNPs 15 a 20% 4a10 nm

Fonte: (O autor, 2021).

A presenca de oxigénio durante este processo leva a formacéo de éxidos e
diminui a estabilizac&o eletrostatica das AgNPs provocando, em consequéncia, sua
agregacdo. A adicdo de agentes estabilizadores para revestir as AgNPs formadas,
como polivinilpirrolidona (PVP), citrato e outros, no meio reacional, ndo altera o
mecanismo de crescimento e, por consequéncia, o tamanho final (o tamanho final é
de fato o mesmo que sem PVP), mas afeta a duracdo de cada etapa e diminui a
polidispersibilidade (POLTE et al., 2012; WUITHSCHICK et al., 2013).

A estequiometria da reacdo do Ag* com BH4 € 1:1, porém um pequeno excesso
pode ser conveniente, visto que o anion permanece em solucao ajudando a estabilizar
as nanoparticulas formadas (estabilizacéo eletrostatica) e, ao término, o excesso de
BHa4 livre se hidrolisa conforme equacgéo 18, diminuindo o teor do ion borohidreto livre.
A hidrélise é mais lenta em comparacdo com a reacado de reducdo dos metais e,
portanto, sO € iniciada apos toda a prata ter sido reduzida (WUITHSCHICK et al.,
2013).

BH, + 4H,0 — B(OH), + 4H, (18)
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1.8.3 Reducéao pelo ion Citrato

Turkevich e colaboradores (1951) relataram a sintese de nanoparticulas de
ouro, em solugdo, usando citrato de sddio para reduzir AuCls~. Desde entdo, essa
metodologia, conhecida como método de Turkevich, foi estendida a outros metais
como a prata (PILLAI; KAMAT, 2004; TURKEVICH; STEVENSON; HILLIER, 1951).

Sabe-se agora que o citrato age tanto para reduzir o cétion metalico (Ag*), bem

como para estabilizar as nanoparticulas resultantes.

1.8.4  Sintese verde de AgNPs com Matéria Organica Natural

Matéria organica natural (NOM) € uma mistura heterogénea de
macromoléculas naturais derivada de extratos de plantas, acidos humicos e acidos
fulvicos.

Sabe-se que a NOM é reativa as reagdes de oxirreducao e desempenha papeis
importantes na reducdo de muitos elementos. Nos ultimos anos, verificou-se que a
NOM também pode reduzir o Ag* a AgNP (LIU; JIANG, 2015)

Infinitas possibilidades podem ser obtidas com a reacao de diversos extratos
organicos com o Ag+ para a obtencdo das AgNPs, também conhecida como sintese
verde. Sankar e colaboradores (2013) converteram 100% do ion prata em AgNPs da
seguinte forma: 90 ml de solugcé&o 1 mM de nitrato de prata foi misturado com 10 ml de
extrato aquoso Origanum vulgare 10% e aquecido a 90° C por 10 minutos. Ocorreu a
formacao de AgNPs de morfologia esférica, monodispersiva com tamanhos entre 63—
85 nm (SANKAR et al., 2013).

A utilizac&o de extratos organicos de plantas, que ja possuem uma propriedade
conhecida, como por exemplo a Quina-amarela (Cinchona ledgeriana), que foi usada
pelo sanitarista Carlos Chagas para tratamento da malaria (BENCHIMOL; DA SILVA,
2008) e foi incluida na lista de plantas medicinais essenciais da World Health
Organization (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2019b). O extrato de folhas de
Aroeira da praia (Schinus terebinthifolius leaf) com sua promissora atividade
antimicrobiana , antioxidante, antifingica, gastroprotetora e carminativa (BENDAOUD
et al., 2010; MUHS et al., 2017; YASMIM ALMEIDA LIMA et al., 2017). Temos ainda
a propriedade antibiofilme do extrato das folhas de Louro (Laurus nobilis) (CAPUTO
et al.,, 2017; MERGHNI et al., 2016; SPERONI et al., 2011) e muitos outros exemplos
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poderiam ser citados. Estas plantas podem, em sinergismo com as AgNPs, produzir

uma nova classe de produtos eficazes e inovadores para saude.

1.8.5 Sintese de AgNPs plasmdnicas (nanopratos triangulares e hexagonais)

Aproveitando o poder oxidativo do peréxido de hidrogénio (H2032), varias fontes
de prata, incluindo sais de prata e prata metalica, podem ser diretamente convertidos
em nanopratos triangulares ou hexagonais, com a assisténcia de um agente protetor
apropriado, aumentando, assim, significativamente a reprodutibilidade da sintese.
Estas formas de AgNPs, sdo nanoparticulas plasménicas que atrairam grande
atencao, devido a sua forte otica ser dependente da morfologia e tamanho das AgNPs,
e que podem emitir coloracdes diferentes, de acordo com o tamanho dos nanopratos
triangulares ou hexagonais formados (ZHANG et al., 2011a).

As nanoparticulas de ouro (AuNPs) sdo frequentemente utilizadas como
biossensores em marcadores bioldgicos e, também, em kits de diagndsticos. As
AgNPs, além do formato mais conhecido, na sua forma quase-esférica, dependendo
do processo utilizado podem ser convertidas em nanopratos triangulares ou
hexagonais. Estes nanopratos possuem capacidade de absorver e dispersar
fortemente a luz, em comprimentos de onda especificos, produzindo ondas densas de
elétrons, que sdo chamadas de plasmons (ver apéndice A). Os nanopratos de prata
podem possuir um amplo leque de coloragbes, conforme Figura 13 e podem ser
utilizados como biossensores em substituicdo as AUNPs ou em novas pesquisas de
kits de diagndéstico. Na sintese sdo empregados agentes oxidantes, redutores fortes,
e estabilizantes, como o citrato tri-sodico, borax, polietilenoglicol (PEG) e produz
nanoplacas de excelente uniformidade e estabilidade (YEN et al., 2015; ZHANG et al.,
2011a).
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Figura 13 - Fotos de AgNPs plasmoénicas com formato de nanopratos triangulares e

hexagonais

Legenda: Da esquerda para direita, apresenta as seguintes colora¢des: laranja, verde, marrom, violeta
e azul. Créditos da imagem: Luiz Felipe de Melo Azevedo, 2021 - (DEQUA/Bio-Manguinhos/FIOCRUZ).
Fonte: (O autor, 2021).

1.8.6 Sintese com poliois e PVP

A versatilidade que o PVP proporciona para obter AgNPs, com diferentes
morfologias, torna este método relevante para ser analisado.

A sintese de poliol foi apresentada por Fievét e colaboradores (1989) como
uma rota versétil para a sintese de varias nanoparticulas metalicas e bimetalicas tais
como: Ag, Au, Cu, Co, Ni, Pd, Pt, CoNi, FeNi etc. com a possibilidade de obter
diferentes formas e tamanhos (FIEVET; LAGIER, 1989; WILEY et al., 2005). Neste
processo, uma substancia inorganica solida adequada € suspensa em um poliol
liguido e a suspensao € agitada e aquecida a uma determinada temperatura, que pode
se aproximar do ponto de ebulicdo do poliol (FIEVET; LAGIER, 1989). A versatilidade
que os polidis oferecem para a obtencdo de AgNPs de diferentes formas e tamanhos
torna este método interessante para o estudo de outras formas de AgNPs, além da
esférica, que é a mais comum (WILEY et al., 2005). Normalmente, a reacdo de
reducdo do ion metalico pode ser explicada por uma oxidacdo dupla do acetaldeido,
produzido pela desidratacdo do etilenoglicol (EG), conforme descrito na reacéo
apresentada na equacéao 19 (KEYER; IMLAY, 1996):
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-2H,0
2CH,0H—CH,0H — 2CH3CHO (19)
2A9. GH,-G-C-CH .
O

|
O

Em resumo, a sintese de poliol envolve a reducdo de um sal metalico na
presenca de um solvente de alto ponto de ebulicdo a temperaturas elevadas (>
160°C). Além disso, para proteger as particulas nucleadas e evitar a aglomeracéo, o
adjuvante mais comumente usado é o PVP (WILEY et al., 2005). Uma das vantagens
desse método é que o EG, além de servir como solvente, € também redutor. Ademais,
como a reacdo depende da temperatura, ela permite facil controle dos processos de

nucleagéo e crescimento, conforme mostrado na Figura 14 (PACIONI et al., 2015).

Figura 14 - Etapas do processo de formacédo das nanoparticulas de prata (AgNPs)

Reducao Prata : Pre-Nucleagao Nucleacgao / Crescimento

Formacao das il
aedro
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| o ‘ Nanoesferas
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{100}

(11}

Estado de transicdo
e formagdo das unidades
de célula de prata

2

4 y -
Ag’+ Ad'— Ag; . | ]
Ag; +Ag;._§ Ag;2 w

Bastdo Pentagonal

A

Legenda: A imagem mostra as etapas envolvidas com a formac&o de nanoparticulas de prata com
formatos de nanocubo, octaedro, nanoesferas, bastdo e nanoplacas de acordo com o processo de
nucleacéo e formacéo das sementes.

Fonte: (MISIRLI; SRIDHARAN; ABRANTES, 2021).

Ao iniciar a reacdo em uma solucéo de EG aquecida a ~ 160 ° C, as sementes
de prata monocristalina s&o formadas por nucleacdo homogénea. Essas
nanoparticulas inicialmente formadas sdo dissolvidas devido a concentracéo
relativamente alta de acido nitrico (HNOs3), presente no primeiro estagio da reagao.

Quando a concentracado de atomos de prata atinge o valor de supersaturacao, eles
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comecam a nuclear e crescer como nanoparticulas. Ao mesmo tempo, o HNOsgerado
in situ ativa uma reacéo inversa, que dissolve o sélido de prata formado inicialmente.
Conforme a reacao continua, o HNOs é consumido gradualmente e uma segunda
rodada de nucleacgéo ocorre, de acordo com a equacao 20 (FIEVET,; LAGIER, 1989;
IM et al., 2005; WILEY et al., 2005). O Quadro 4 mostra as condi¢cdes experimentais

para favorecer a sintese de nanocubos, nanofios ou nanoesferas.

4HNO; + 3Ag—» 3AgNO; + NO + 2H,0 o0

Quadro 4 — Exemplos do método Fievet para obtencdo de nanofios, nanocubos e

nanoesferas de prata.

Polidis / | Tempo
[AgT] ~ Estrutura da o
[AgT] [Protetor] T(°C)/ reacao Referéncia
:[Protetor] o Prata
Acido
EG/
140°C / Nanocubos (M et al.,
94 mM 141 mM PVP 1:1,5 15h
0,25 mM =30 nm 2005)
HNO3
EG/
Nanofios (CHANG
140°C/ ]
94mM | 147mM | PVP 1:1,5 30 min = 30 nm (d) et al.,
0,025 mM 100 ©
= nm (c
HCl 2011)
EG/ . Nanocubos | (WILEY et
125 mM | 188 mM PVP 1:1,5 30 min
160°C =80 nm al., 2005)
EG/ _ Nanocubos | (WILEY et
250 mM | 375 mM PVP 1:1,5 45 min
160°C =175 nm al., 2005)
0,0625 PEG / Nanoesferas | (LIANG et
0,5 mM PVP 1.0,0625 24 h
mM 260 °C =54 nm al., 2010)
(KIM;
EG/ ) Nanoesferas JEONG;
0,25M 0,027 M PVP 1: 0,108 30 min
120 °C =27 nm MOON,
2006)

Fonte: (MISIRLI; SRIDHARAN; ABRANTES, 2021).
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1.8.7 Sintese de nucleacédo core-shell Sn@Ag

O primeiro estagio da formacao de nanoparticulas bimetalicas € escolher qual
sera o elemento formador do nucleo. O primeiro elemento a ser reduzido formara o
nacleo. Apods esta primeira etapa da reducédo, a segunda etapa consiste em reduzir o
elemento da camada externa para o processo de formacdo da nanocamada de
revestimento, conforme Figura 15. Convencionalmente, utiliza-se a nomenclatura
Sn@Ag, Sn (core) como nucleo e camada externa Ag (shell) (ARANISHI et al., 2011).

Figura 15 — Esquema com as etapas simplificadas para preparacao de nano core-shell
Sn@Ag

1° Etapa - Formacgao do Nucleo (Core) 2° Etapa - Formacao da Camada (Shell)
2 5
+ Sn+ Adigéo do Agente redutor: + A + Adlgao do Agente redutor:
+ (;itrato + Borohidreto q.s Sn+2 g + Borohidreto q.s Ag+
+ Agua + Borax
Tempo: Tempo:
30 minutos 60 minutos
—_— —
A 80 °C 80 °C

A\ Agitagdo 400 rpm y

ion precursor Nucleo (Core) ion precursor
da Nanocamada

sn* —> Sn Ag —> ; m

y

Legenda: A primeira etapa mostra a formagédo do nucleo de estanho (core) e a segunda etapa a
formacdo da camada de prata (shell) envolvendo as nanoparticulas de estanho, com formacao de
nanoparticulas bi-metalicas de Sn@Ag.

Fonte: (O autor, 2021).

1.9 Caracterizacao e requisitos para controle da qualidade

A caracterizacdo das AgNPs e avaliagdo de suas propriedades fisicas e
guimicas séo imprescindiveis para o desenvolvimento (sintese) dessas NPs e para o

estudo do seu comportamento, biodistribuicdo, seguranca e eficacia. No contexto das
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diretrizes regulatorias € importante avaliar os parametros de controle necessarios para
seguranca e eficacia do seu uso. A caracterizacao é realizada usando uma variedade
de técnicas analiticas, incluindo PZ, espectroscopia UV-visivel, espectrometria de
emissao optica por plasma acoplado indutivamente (ICP-OES), espalhamento de luz
dindmico (DLS), entre outras técnicas (ZHANG et al., 2016). Os principios basicos das
técnicas mencionadas aqui sdo detalhados nas sec¢fes a seguir.

Dependendo de sua rota de preparacdo, tamanho, forma, faces {111}, estado
de agregacao, sintese fisico-quimica ou biolégica, natureza quimica do revestimento,
carga superficial e conteudo de Ag* livre, cada AgNP é Unica. O controle de qualidade
das AgNPs é imprescindivel para garantir sua adequacdo ao uso pretendido,
reprodutibilidade, eficacia e toxicidade (DURAN et al., 2018; MISIRLI; SRIDHARAN;
ABRANTES, 2021). Outro ponto importante € mostrar a importancia para 0S
pesquisadores de utilizar a concentracdo em numero de particulas picomolar (pM /
mL) ou hanomolar (nM /mL), ao invés da concentracdo em massa por volume (mg/L).
Os detalhes deste item serdo explicados no item 1.9.1.1 (MISIRLI; SRIDHARAN;
ABRANTES, 2021).

1.9.1 Quantificacdo por Espectrometria de Emissdo Optica por Plasma Acoplado
Indutivamente (ICP-OES)

A técnica ICP-OES € uma das técnicas mais populares na determinagdo de
ions metalicos e nos permite detectar AQNPs e Ag + com alta preciséo e sensibilidade.
Esta técnica atomiza Ag* e AgNPs no plasma e nédo diferencia prata ibnica (Ag*) das
AgNPs (WEINBERG; GALYEAN; LEOPOLD, 2011). Por outro lado, uma nova técnica
de espectrometria de massa por plasma acoplado indutivamente (SP-ICP-MS)
executada no modo de deteccéo individual (single particle — SP) oferece a capacidade
Unica de diferenciar e quantificar ions dissolvidos e nanoparticulas do metal, além da
concentracdo também permite analise da dimensdo e distribuicAo de tamanho
(BAZILIO, 2020; MITRANO et al., 2012). No caso de utilizacdo da técnica de SP-ICP-

MS o item 1.9.1.1 ndo é necessario.

1.9.1.1 Separacao por ponto de névoa (EPN)
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A técnica de EPN foi iniciada em 1977 por Goto e colaboradores e € baseada
na capacidade de solubilizacdo e no ponto de névoa de tensoativos nao ibnicos
(GOTO et al., 1977). No ponto de névoa, a instabilidade observada nas micelas é
promovida pela desidratacdo dos grupos hidrofilicos com a consequente formacao de
micelas gigantes (gaiolas). Com isto, proporciona-se reducdo da solubilidade em
agua, o que define a transicdo do ponto de névoa; e € exatamente neste ponto que as
AgNPs sédo atraidas para o interior dessas “gaiolas” enquanto o Ag* (mais hidrofilico)
continua na solucao aquosa, em seguida, durante a centrifugagcéo sao separados e as
nanoparticulas ficam precipitadas e o ion prata fica no sobrenadante, conforme Figura
16 (HINZE; PRAMAURO, 1993).

Figura 16 - Procedimento para separar AGNPs usando a técnica de Extracdo por Ponto
de Névoa (EPN)

mepw tigmee g —0w o (NNE E
: +0,10 mM Tiosulfato de S6dio T fPa £)
A I\ +HNO3 gsppH=30 - i Triton X-100 % S
! \ 2 : = b i =
I ‘' B E j ' -
' o9 | e . Bl W
+ \ S RSy y Concentragdo ) m )
| 0 0 L 0 % 7{ do ION prata Ag+ g j Y o
o] o [BA : e g = t\)
I/ : ‘
RN N s EEN  spos e
‘ O’b )k Yy =
+ | +O Aquecimento [ & | Centrifugacdo + i |
1 10 + | OJ AtéPonto |ESE | 3000 rpm + |
v O i B ()| deNévoa 0 por 30 min Covceniriehd : ‘ﬁis
= / .~ apenas das > '
v\O / AgNP ﬂ
\
\~ ,/ , :,: '
1|
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Legenda: (A) Apresentacdo esquematica do processo de separacdo das espécies AgNPs e Ag* . (B)
mostra um lote produzido de nanoparticulas de prata (AgNPs) antes e apos o EPN.
Fonte: (MISIRLI; SRIDHARAN; ABRANTES, 2021)

Este procedimento segue as etapas a seguir (LIU et al., 2012a, 2009):
1. O surfactante n&o idnico é adicionado a solu¢cado da amostra com concentragéao final
superior a sua concentracdo micelar critica (CMC). A CMC é a concentragdo minima
necessaria para iniciar a formacgao das micelas de um respectivo tensoativo. O Quadro
5 mostra informacgdes técnicas sobre o Triton X-100, que € um tensoativo n&o ibnico

frequentemente usado nesta separacao;
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2. Ajustar o pH com HNOs para 3,0 e adicionar tiossulfato de sodio para diminuir o
potencial zeta e criar instabilidade eletrostatica no meio das AgNPs e facilitar a
separacao;

3. Aumento da temperatura até o ponto de turvacao do tensoativo;

4. Centrifugacéo da solucao micelar, ainda aquecida, com posterior separacdo em 2
fases. AgNPs sao precipitadas no fundo do tubo e o ion de prata estd no

sobrenadante.

O Quadro 5 apresenta informaces e propriedades do Triton X-100 como

tensoativo ndo ionico.

Quadro 5 - Informagdes e propriedades do Triton X-100 (Sigma-Aldrich)

Numero CAS: 9002-93-1

Nome quimico: t-octilfenoxipolietoxietanol
Peso molecular: 625 g / mol

CMC: 0,2-0,9 mM (20-25° C)
Ponto de névoa: 65°C

CMC — Concentracao Micelar Critica, é a faixa de concentragdo onde a formacéo de micelas € iniciada
Fonte: (O autor, 2021).

1.9.1.2 Quantificacdo das espécies AgNPs, Ag* e Ag Total

Apbs a centrifugacéo do estagio EPN, as AgNPs decantaram no fundo, pois o
Ag+ esta no sobrenadante, conforme mostrado na Figura 16. Assim, ao analisar este
sobrenadante no ICP-OES, temos apenas o teor de Ag*, que é fundamental parametro
de controle (HINZE; PRAMAURO, 1993). A concentracdo total de prata é obtida
guando se analisa por ICP-OES a solucéo coloidal das AgNPs, anteriormente a EPN.
A concentracdo de AgNPs é dada pela equacéo abaixo:

[Concentragdo AgNPs] = [Concentracao total de prata] - [concentracdo Ag*]

O contetudo de AgNPs encontrado em massa mg / L deve ser convertido em
namero de particulas / mL e esta relacionado a sua forma e tamanho. Para esclarecer,
vamos considerar o exemplo abaixo. Existe uma solucédo de AgNPs com particulas
esféricas com tamanho médio de 20 nm. No ICP-OES de AgNPs, o contetdo
encontrado foi de 30 mg / L (concentracdo de massa). O resultado encontrado foi 6,83
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x 10% particulas / mL ou 1,13 pM / mL. O célculo para este exemplo é descrito em

APENDICE B - Calculo de particulas / mL para AgNPs de formato esférico.
1.9.1.3 Validacdo da metodologia
A validacdo analitica de uma metodologia sdo0 ensaios experimentais para

confirmar e fornecer evidéncias que o método é confiavel para o uso pretendido
(ANVISA, 2017; INMETRO, 2020).
1.9.1.3.1 Linearidade

A linearidade de um método € a capacidade de obter respostas analiticas
diretamente proporcionais a concentracdo de um analito em uma amostra (ANVISA,
2017). Pode ser avaliada através do exame de um grafico de residuos produzidos por

regressao linear (THOMPSON; ELLISON; WOOD, 2002)

1.9.1.3.1.1 Estimativa dos pardmetros de regressao

Os célculos para estimativa dos parametros da regressao podem ser

calculados conforme equacgdes da Tabela 2.
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Tabela 2 — Equacdes utilizadas na estimativa dos parametros da regresséo

Férmula Descricao Equacéo
s E o coeficiente angular, e representa o quanto
b= S_:: a média varia de Y para um aumento de uma (22)
unidade da variavel X.
a=y—bx E o ponto onde a reta corta 0 eixo Y. (22)
n —
Sxy = z (Xi - )_() (Yi - Y) (23)
= - Equacdes resultantes de derivadas através do
Sex = Z (x; — X)? erro estimado pelo método dos minimos (24)
1n=1 quadrados.
Syy = zi=1(Yi - )_')2 (25)
y =a+ bx Equacéo (reta) da regressdo (26)

A diferenga entre os valores observados e os
ej = yi — (@a+ bx;) o ] (27)
preditos é o residuo referente a cada valor X;.

Coeficiente de determinacdo. Variacao

5 52
R? = % explicada pelo modelo dividido pela variagéo (28)
Yimy total.
S Coeficiente de correlacdo simples.

r=—_ (29)

\/SxxSyy

Fonte: (O autor, 2021).

1.9.1.3.1.2 Teste de normalidade

O método de verificacdo da normalidade Ryan-Joiner (RYAN; JOINER; JNR.,
1985) para verificagdo da normalidade e indica se o conjunto de dados analiticos
seguem uma distribuicdo normal, calculando a correlacdo entre seus residuos da
regressao (BAZILIO et al., 2012).

O coeficiente de correlacdo Req deve ser comparado com o valor Tabelado de
Rerit para um nivel de significancia de 0,05. Para Req > Rcit a distribuicdo € normal e

para Req < Rerit a distribuicdo ndo € normal.

1.9.1.3.1.3 Teste de homoscedasticidade

A homoscedasticidade significa “mesma varidncia” e é um parametro
fundamental para avaliacdo da regresséo linear. A homogeneidade das variancias €

uma das premissas essenciais e um teste preliminar para realizar a analise de
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variancia (ANOVA) para testar as meédias de varias populagcdes. O erro € o mesmo em
todos os valores das variaveis independentes (ESMAILZADEH, 2019).

1.9.1.3.1.4 Teste de autocorrelacdo dos residuos (independéncia)

O teste de Durbin-Watson testa a autocorrelacédo dos residuos obtidos de um
modelo de regresséo linear (DURBIN; WATSON, 1950). A estatistica € aplicada aos
residuos de regressfes de minimos quadrados conforme equacao 30 (BAZILIO et al.,
2012) .

n 2
_ i:l(ei_ei—l)
d — n 2 (30)
i=1€i

Sao calculados dois limites criticos d. (limite inferior) e du (limite superior) para
um nivel de significancia de 0,05. Se o valor de d > d. e d < du, 0 teste é inconclusivo.
Para d < d, indicam autocorrelagéo e para d > du indicam independéncia dos residuos
(BAZILIO et al., 2012).

1.9.1.3.1.5 Teste de significancia da regressao

A analise de variancia (ANOVA) usa o teste F para avaliar estatisticamente a
igualdade das médias de trés ou mais grupos. Uma estatistica F € a proporcédo de
duas variancias que é avaliada pelo método dos minimos quadrados ordinarios
(MMQO) (FROST, 2019). O valor da significancia p observado para a regressao deve
ser menor que 0,001 enquanto o valor da significancia p-valor para o desvio da

linearidade devera ser maior que 0,05.
1.9.1.3.2 Tendéncia
A tendéncia pode ser expressa como recuperacdo do analito e pode ser

estimada pela divisdo entre o valor observado e o valor esperado da amostra
fortificada (INMETRO, 2020).


https://en.wikipedia.org/wiki/Ordinary_least_squares
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1.9.1.33 Limite de deteccao e limite de quantificacdo

Para célculo do limite de deteccédo (LD) e o limite de quantificacdo (LQ) utiliza-
se a regressao dos minimos quadrados ponderados. O LD é calculado conforme
equacdo 31 (ZORN; GIBBONS; SONZOGNI, 1997) e 32 (BAZILIO et al., 2012), onde

a € o coeficiente angular e b € o coeficiente linear.

LD = Yc=2 (31)

a

1 (%)
YC B b + t(0,0S;Tl—Z) X Syx\/l + -4 (32)

n o X, (—%)?

E o limite de quantificagéo conforme equagéo 33 (BAZILIO et al., 2012).

1 (2xLD-%)2
(2XLDXa+b)+t(g,05:n-2)XSyx T+ +— ~—

LQ = (33)

a

b

O método utiliza a curva analitica e o seu intervalo de confianca conforme

Figura 17.
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Figura 17 — Grafico ilustra a linha de tendéncia com intervalo de confianca

A

Sinal analitico

/ I'c D N Concentracao

Limite Critico Limite Detecgédo

Onde: a resposta (Yc) para um limite critico (Lc) com a representagdo grafica do limite de detecgéo
(LD).
Fonte: (O autor, 2021).

1.9.1.34 Repetibilidade

A repetibilidade do método poder ser avaliada utilizando-se o desvio padrao
relativo (DPRr) que é igual a média das medi¢bes dividida pelo desvio padrdo das
medidas e multiplicado por 100. O critério de aceitagédo é baseado no desvio padrao
relativo previsto (DPRPr). O valor de DPRPr é igual a metade do valor do desvio
padrao relativo previsto de reprodutibilidade (DPRPR), que para concentracdes até 1
ppm (mg / kg) ou fracdo de massa de 1,0x10° (C), CV% = 2C01505 que é 16%. O
método é considerado repetitivo com o valor de HorRatr (equacéo 34) menor ou igual
a 2. (HORWITZ; ALBERT, 2006).
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DPR;

HorRatr = m
T

(34)

1.9.1.35 Seletividade

A seletividade € o grau em que o método pode quantificar o analito na presenca
de outros analitos, matrizes ou de outro material potencialmente interferente. Dessa
forma, um método que pode distinguir a resposta de um analito da de outros, €
chamado seletivo (INMETRO, 2020).

1.9.2 Espectroscopia de absor¢cao UV-VIS

Nanoparticulas metalicas sdo conhecidas por emitirem cores caracteristicas na
regido visivel do espectro eletromagnético, devido a um fenbmeno conhecido como
ressonancia plasménica de superficie. A cor da solu¢do de nanoparticulas coloidais
depende principalmente de seu tamanho e forma (WILEY et al.,, 2006). As
propriedades opticas das AgNPs tendem a mudar quando as particulas se agregam.
Consequentemente, os elétrons condutores proximos a superficie de cada particula,
séo realocados causando uma mudanca na ressonancia do plasmon de superficie,
que pode ser observada a partir do espectro de absorcdo. Também é concebivel
avaliar uma possivel dissolucéo das AgNPs, devido ao fato do ion prata ndo absorver
na regido visivel.(LIU; HURT, 2010; WILEY et al., 2006)

Gustav Mie foi o primeiro a explicar rigorosamente as cores exibidas pelos
coldides metalicos com as equacBes de Maxwell. E possivel calcular o dipolo
polarizado pela luz incidente e todos os outros dipolos da matriz das nanoparticulas,
além de prever o comportamento de seus respectivos espectros.

A espectroscopia UV-vis € um meétodo simples e seguro para monitorar a
estabilidade fisico-quimica das AgNPs. Quando as particulas se agregam, se
dissociam ou mudam de forma, o pico de absorcdo original muda de intensidade,
indicando claramente uma mudanca na nanoparticula (RIHN, 2018). Liu e Hurt (2010)
avaliaram a estabilidade das AgNPs recém preparadas e ap0s armazenamento a 4°C,
conforme representado na Figura 18, em que o espectro de absor¢cdo de UV-Vis da
amostra preparada era quase comparavel ao espectro obtido na amostra de AgNPs
de 5 meses armazenada a 4 °C, levando a uma sobreposicédo, o pico de absorbancia
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a 390 nm manteve-se inalterado, indicando estabilidade de tamanho e forma (LIU;
HURT, 2010).

Figura 18 - Investigag&o experimental sobre a estabilidade de AgNPs
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Legenda: (A) micrografia TEM, (B) distribuicdo de tamanho por espalhamento de luz din&mico, (C)
espectros de absorcéo de UV-vis de solucdes de AgNPs (a) recentemente sintetizado; (b) armazenado
a 4 °C por 5 meses. O pico de absorbancia a 390 nm manteve-se inalterado, indicando estabilidade de
tamanho e forma.

Fonte: Reimpresso com permisséo de (LIU; HURT, 2010).

1.9.3 Espalhamento dindmico de luz (DLS)

Historicamente, as primeiras abordagens para descrever as interacdes entre
luz e nanoparticulas foram publicadas no inicio do século XX. Atualmente, a teoria
mais popular € a de Gustav Mie, publicada em 1908 que, em suma, descreve a

intensidade da luz espalhada de uma radiacédo laser (A= 633 nm) incidente, que
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depende do tamanho das particulas. As teorias de espalhamento de luz sao facilmente
aplicaveis a particulas esféricas e ndo aglomeradas; para outros tipos de estruturas
mais complexas, novos modelos foram desenvolvidos (MIE, 1908; MOORES;
GOETTMANN, 2006). Quando as particulas tém 1/10 do comprimento de onda da luz
incidente, ou seja, 633 nm (comprimento de onda do laser), particulas menores que
63 nm de tamanho, a luz espalhada por elas carrega a mesma energia (dispersao
elastica) que a luz incidente e ndo depende do angulo (espalhamento de Rayleigh).
No entanto, quando o tamanho da particula € maior que 63 nm, a dispersdo de
Rayleigh é substituida pela disperséo anisotrépica de Mie, na qual a luz espalhada é
desigual na energia da luz incidente (dispersao inelastica) e dependente do angulo de
incidéncia conforme Figura 19 (BHATTACHARJEE, 2016; FAN; ZHENG; SINGH,
2014).

A técnica DLS baseia-se no movimento browniano e no espalhamento de luz
das particulas e moléculas, em suspensédo, que estdo em constante movimento. A
velocidade desse movimento browniano é medida e fornece o coeficiente de difusao
translacional (D) (curva de correlacao da intensidade) que é convertido em diametro
hidrodindmico (Dx), usando a equagdo de Stokes-Einstein conforme equagéo 35
(KASZUBA et al., 2008).

kT
3nnD

Dy = (35)

Onde k é a constante de Boltzmann’s, T € a temperatura e n é a viscosidade

do dispersante.
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Figura 19 - Diferencas entre o espalhamento de luz Rayleigh e Mie.

Espalhamento Espalhamento
Rayleigh Mie
- Particulas < 63 nm - Particulas > 63 nm
- Nao dependem do angulo - Dependem do angulo
de incidéncia de incidéncia
- Dispersao elastica - Dispersao inelastica

\]
< “ >

Luz Incidente (Laser)

/=633 nm .

Fonte: (O autor, 2021).

A técnica DLS fornece informac¢Bes importantes para a avaliacdo de solucdes
mono e polidispersas, sendo o indice de polidisperséo (PDI), que € basicamente uma
representacao da distribuicdo das populagbes de tamanho em uma dada amostra. O
valor numérico do PDI varia de 0,0 (para uma amostra perfeitamente uniforme em
relacdo a particula / tamanho) a 1,0 (para uma amostra altamente polidispersa com
véarias populagbes de tamanhos de particula). Valores menores ou iguais a 0,3 sdo
considerados aceitaveis e indicam uma populacdo homogénea; valores maiores que
0,3 a 0,6 indicam uma populacdo com polidispersidade média; e acima de 0,7,
populacado muito polidispersa.(DANAEI et al., 2018)

1.9.4 Potencial Zeta (P2)

O potencial zeta € medido através da aplicacdo de um campo elétrico na
dispersdo (DELGADO; GONZALEZ-CABALLERO; SALCED, 1986). Uma voltagem &
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aplicada em um par de eletrodos, um em cada extremidade de uma célula, que contém
a dispersao de particulas. Estas particulas carregadas sdo atraidas para o eletrodo
com carga oposta e suas velocidades sao medidas por pequenos desvios de
frequéncia na luz espalhada, que surgem devido ao movimento de particulas (efeito
doppler) em um campo elétrico aplicado (KASZUBA et al., 2010). O calculo da
mobilidade eletroforética (ue) esta apresentado na equacdo 36 que € convertida em
PZ (¢) pela equagdo de Henry (1931) (apud DELGADO; GONZALEZ-CABALLERO;
SALCED, 1986).

‘Lle=2£{F(ka) (36)

37

Onde ¢ é a constante dielétrica do meio dispersante, n é a viscosidade do meio
e F(ka) é a funcéo de Henry.

A Figura 20 mostra como acontece o espalhamento da luz incidente quando as
particulas carregadas sao atraidas para os eletrodos.

Figura 20 - Um feixe de laser passa através da amostra na célula capilar de PZ

Célula
7N ",) .’5:: s
'\: } 5 '\t/'
intensidade
da luz
espalhada
Tempo

Legenda: A frequéncia é diretamente proporcional a mobilidade eletroforética das particulas e ao PZ.
Fonte: (INDIANA UNIVERSITY, 2016).
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O PZ ou potencial eletrocinético é o potencial elétrico no plano hidrodinamico
de cisalhamento, conforme Figura 21 (WEINER; TSCHARNUTER; FAIRHURST,

1993), e reflete a carga superficial da nanoparticula.

Figura 21 - Representacdo de uma nanoparticula carregada eletricamente
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Legenda: A imagem mostra as respectivas camadas de superficie: stern, difusa e dupla camada
elétrica. E o potencial de superficie, Stern e Zeta.
Fonte: (O autor, 2021).

Potencial Zeta
(PZ)

1.95 Microscopia Eletronica de Transmissao (TEM)

O microscoépio eletrénico de transmissdo é baseado na conducdo de um feixe
de elétrons em um conjunto de lentes eletromagnéticas. Os elétrons permeiam na
amostra pela superficie inferior com uma distribuicdo de intensidade e direcéo

controladas pela difracdo e arranjo cristalino dos atomos na amostra. Para
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nanoparticulas metéalicas, ceramicas ou poliméricas utiliza-se uma tensdo de
aceleracdo de até 200 kV (PADILHA, 2001). Um feixe de elétrons focado é varrido
sobre a superficie da amostra que, ao colidirem sobre o material, sofrem processos
de espalhamento elastico, que resultam em uma perda de energia, bem como uma
deflexdo angular dos elétrons. A imagem observada é a projecao de uma determinado
tamanho do material, podendo ocorrer superposi¢cdo na projecao da imagem (BUHR
et al., 2009).

De forma complementar, o tamanho, distribuicdo, heterogeneidade de formas,
morfologia, disperséo e agregacao podem ser avaliados diretamente através do TEM.
A alta resolucao espacial facilita a investigacdo da estrutura eletrénica e o estudo da
composi¢do quimica (LIN et al., 2014). No entanto, as desvantagens, além do caro
custo do instrumento, incluem a exigéncia de alta tensado, alto vacuo e preparacao
adequada da amostra, que € extremamente importante para obter imagens de alta
qualidade (LIN et al., 2014; ZHANG et al., 2016).

1.10 Citotoxicidade das AgNPs

Para avaliar, in vitro, a citotoxicidade, utiliza-se o ensaio de viabilidade celular
por [3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazélio brometo] (MTT) e parte do principio
da reacdo de enzimas desidrogenases mitocondriais de células viaveis com o MTT
onde a viabilidade é quantificada pela reducdo do MTT (tetrazolio) a formazan
(COLLIER; PRITSOS, 2003).

O ensaio MTT envolve a conversao do corante amarelo solavel em agua, MTT,
em um formazan, roxo insoluvel, pela acao da redutase mitocondrial, conforme Figura
22. O Formazan ap0s solubilizado pode ser detectado colorimetricamente por
densidade 6tica (DO) entre 540 a 595 nm (COLLIER; PRITSOS, 2003; KUMAR,;
NAGARAJAN; UCHIL, 2018).
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Figura 22 - Reac¢do do MTT com a enzima mitocondrial redutase
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Fonte: (O autor, 2021).

A atividade metabdlica em células eucaridticas pode ser determinada em
células de mamifero e fungicas pelo ensaio de reducdo de MTT. Para cada tipo de
célula a ser usado, um meio adequado deve ser escolhido, além do branco, controle
de viabilidade celular (niumero de células vivas) e controle para visualizacdo de morte

celular. Uma vez padronizado para cada tipo celular, o0 método € muito robusto
(KUPCSIK, 2011).

1.11 Controle Sanitario

As AgNPs possuem diversas variaveis de controle e caracterizagdo e é neste
ponto que gira o principal enfoque deste trabalho. Desde 2006, a Food and Drug
Administration (FDA) criou uma forca tarefa em nanotecnologia (FDA, 2007, 2014),
com a qual criou procedimento para determinar as abordagens regulatérias, que
permitiriam o desenvolvimento continuo de produtos inovadores, seguros e eficazes,
de materiais em nanoescala. Além desta, outras agéncias mundiais de controle de
salde publica iniciaram, também, o controle aos nanomateriais onde citamos: Health
Canada, National Industrial Chemicals Notification and Assessment Scheme
(NICNAS, 2018b).

InUmeros sites nacionais e internacionais (Amazon.com, Ebay.com)
comercializam as AgNPs, também conhecida como prata coloidal, sem nenhum tipo
de controle e garantia. O consumidor ndao possui nenhum tipo de protecao para saber

se aquele produto se trata de uma prata coloidal verdadeira ou se € apenas agua, ou
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ainda, se ao invés de AgNPs ele estaria ingerindo ions de prata, nitrato de prata, o
gue poderia ocasionar danos irreversiveis a sua saude, como ja mencionado.

Em 2014, o Comité Interno de Nanotecnologia da Anvisa foi instituido em
21/08/2014 pela Portaria 1.358/14. Entre as atribuicbes do Comité esta a elaboracéo
de normas ou guias especificos para a avaliacdo e controle de produtos que utilizam
nanotecnologia. A portaria que instituiu o0 Comité também prevé a criagdo de um banco
de dados sobre nanoparticulas ou nanomateriais relacionados a saude, a elaboracéo
de um plano de capacitacéo, entre outras atribuicbes e conta com a participacao de
12 areas técnicas. Até a presente data nhenhuma portaria ou norma foi produzida a

este respeito.

1.11.1 Justificativa

Até o momento a comercializacdo das AgNPs, em solucéo coloidal, ndo tem
registro e aval de 6rgdos governamentais brasileiros de saldde para seu uso como
medicamento. Por ser um produto de interesse para 0 consumidor e nao existir
nanoparticulas de prata devidamente registradas no mercado e nem regulamentacéo,
muitos consumidores recorrem a obtencéo de produtos fabricados de forma artesanal
e sem controle sanitario, gerando um risco de consumo de produtos que ndo tem a
sua seguranca de utilizacdo garantida. Portanto, a padronizacdo de sintese de
solucdo de AgNPs e seu controle sanitario garantirdA uma seguranca para o
consumidor e gerard conhecimento em uma area de crescente interesse, tanto para a
sociedade, pesquisadores e, também, para a industria farmacéutica e SUS.

Existem varios métodos de producédo das AgNPs e, dependendo da sintese
quimica, obtém-se AgNPs de diversos tamanhos, formas e teores diferentes Ag®.
Sabe-se que o tamanho da particula, sua forma e o teor livre de Ag* podem influenciar
diretamente na sua atividade microbiol6gica e, também, influenciar na toxicidade das
AgNPs.

As propriedades fisico-quimicas das nanoparticulas sdo importantes para
saber o comportamento, a biodistribuicdo, a seguranca e a eficacia. Portanto, tanto a
sintese como a caracterizacdo das AgNPs precisam ser bem estabelecidas e
padronizadas, para se obter protocolos seguros de sintese, bem como de controle

sanitario.
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2 OBJETIVO

2.1 Objetivo geral

Sintetizar, caracterizar as AgNPs, e estabelecer parametros de controle

sanitario.

2.2  Objetivos especificos

1 - Producéo padronizada e detalhada para obtencéo de nanoparticulas de prata com
dimensdes média de 10 nm, para uso seguro ha area biolégica e em estudos clinicos,
por um método de facil acesso aos pesquisadores, com facilidade de sintese e
reprodutivel.

2 - Elaborar um procedimento operacional padronizado (POP) de producdo das
AgNPs (prata coloidal) de formato esféricos, tamanho médio de 10 nm e teor de ion
prata livre (Ag*) < 200 pgL™1.

3 - Definir parametros para controle da qualidade para a formulacéo.

4 - Desenvolver e validar método de quantificacdo de AgNPs e Ag* por ICP-OES.

5 - Analisar a influéncia de algumas matérias-primas, que fazem parte da matriz das

solucdes de AgNPs, nas analises de DLS.
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3 METODOLOGIA

3.1 Sintese das nanoparticulas de prata (AgNPs)

Este trabalho avaliou diversos processos de sintese das AgQNPs com o objetivo
final de obter nanoparticulas estaveis, de tamanho reduzido (< 10 nm), com tamanho
uniforme (baixa polidispersibilidade), baixo teor de ion prata (Ag*) livre e, sobretudo,
que fosse um processo acessivel e de facil reprodutibilidade de sintese.

Foram utilizados, principalmente, o método eletroquimico, reducéo pelo BH4
com borax, reducdo por matéria organica natural, sintese de particulas bi-metalicas

(nanocamadas), sintese de nanopratos plasménicas e reduc¢éo pelo ion citrato.
3.1.1 Sintese eletroquimica

As formulacBes preliminares apresentadas em seminarios 2, foram
fundamentais para o planejamento experimental das préximas producbes e

estratégias para obtencao de sintese padréo ouro, conforme a Tabela 3.

Tabela 3 — Observacdes encontradas em nosso estudo preliminar de sintese das

AgNPs (continua)

Influéncias Observacfes encontradas Estratégias
Agitacéo do A falta de agitacédo constante e Adicionar uma velocidade de
sistema adequada, aumenta o indice de agitacdo constante e
Polidispersibilidade (PDI). padroniza-la.
Teor de Carboxi Aumenta o PZ 0,15% de CMC-r produz
Metil Celulose Aumenta a estabilidade de excelente estabilidade de
(CMC-r) sedimentagdo, porém pode aumentar o  sedimentacao. Na temperatura
PDI. de 5°C apresenta viscosidade

média de 7 cP.
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Tabela 3 - Observacdes encontradas em nosso estudo preliminar de sintese das

AgNPs (conclusao)

Teor de citrato Auxilia na estabilidade e nareducéo Relac&o de 1 mol de prata
do PDI para 1 mol de citrato. Em

maior quantidade tende a

formacdo das AgNPs com

formato de nanopratos.

PEG Aumenta a estabilidade das AgNPs. Verificar se 0 aumento do PDI
Assim como o PVP. esta relacionado com o PEG

Observou-se um aumento do PDI

Nitrato de potdssio  Elemento importante para proporcionar Concentracdes baixas de
a forga ibnica minima necessaria para ~ KNOs se mostram necessarias
inicio da eletrélise (ponte salina) para iniciar o processo
eletroquimico.

PVP Aumenta a estabilidade das AgNPs. 0 rpm
Observou-se uma diminui¢&o no PDI 70 °C
15 min
pH Amostras com pH > 8,0 com a mesma pH nas amostras deve ser
constituicdo apresentaram maior PZ. entre 8,5e 9,5.
Condutividade Menor a condutividade do sistema, Teor de aditivos inorganicos,

menor a espessura da camada difusae n&o deve ser alto. 0,15% CMC
menor a dispersao. aumenta pouco a
condutividade final da solucgéo.

Fonte: (O autor, 2021).

3.1.1.1 Caélculo do diametro minimo dos eletrodos

O processo eletroquimico envolve diretamente a passagem de corrente por
eletrodos, que séo a principal matéria-prima deste processo.

Para definicdo dos tamanhos dos eletrodos definimos que 20 cm de
comprimento seria um tamanho suficiente para realizar a sintese, em béquer de 250
a 2 L de volume, podendo ter uma area imersa de até 15 cm. No entanto, para
encontrarmos o didmetro minimo aceitavel que possibilitara a conducdo da carga
elétrica necesséria para eletrélise, precisamos recorrer a primeira e a segunda leis de
Ohm, para calculo da corrente formada no eletrodo e limite de poténcia conforme
Tabela 3 e de acordo com as equacdes 37 e 38 e dados abaixo:

Dados:
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Resistividade da prata: p = 1,59 x 10 Q.m (HAYNES, 2017)

Comprimento dos eletrodos: 0,20 m

V=R x| (1° Lei de Ohm) (37)

Onde V é a voltagem em Volts, R € a resisténcia em Q e | € a corrente em

Ampere (A).

_pxl
A (2° Lei de Ohm) (38)

R

Onde R é a resisténcia elétrica do eletrodo em Ohms, p € a resistividade da
prata, | € o comprimento do eletrodo em metros e A é a area superficial do eletrodo
em metros (rnr?).

A Tabela 4 apresenta os valores de resisténcia do eletrodo, da area transversal,
da resisténcia, da voltagem, da corrente e da poténcia em funcdo dos valores do

didmetro do eletrodo.

Tabela 4 — Calculos de constantes elétricas dos eletrodos de prata em fungéo do

didmetro do eletrodo

Material Diametro A - Area R Voltagem [ Poténcia
Eletrodo Transversal Resisténcia V) Corrente (W)
(mm) (m?) (Eletrodo) (Eletrodo)
(Q) (A)

Ag 5,00 1,96E-05 0,00016 15 92618 1389266
Ag 2,00 3,14E-06 0,00101 15 14819 222282
Ag 1,00 7,85E-07 0,00405 15 3705 55571
Ag 0,50 1,96E-07 0,01620 15 926 13893

Fonte: (O autor, 2021).

Com base nos célculos acima verificamos que um eletrodo de 0,50 mm de prata
seria suficiente para a faixa de trabalho de corrente pretendida (10 mA até 600 mA)
para comprimento de 20 cm. No entanto, devido a prata ser muito ductil, uma
espessura pequena poderia ocasionar deformidade no eletrodo rapidamente e
prejudicar os ensaios. Dessa forma, verificamos que a partir de 2,00 mm de diametro
os eletrodos tinham uma consisténcia adequada. Existe também uma questdo
econdmica envolvida, pois quanto maior o diametro do eletrodo maior seu peso e seu

custo associado.
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3.1.1.2 Obtencéao dos eletrodos por fundicdo e moldagem

Essa foi a primeira tentativa de confeccionar os eletrodos que nao teve

sucesso. Ver Apéndice D.

3.1.1.3 Obtencao dos eletrodos por fundicéo e trefilacao

O processo de fundicdo, obtencao do lingote e trefilacdo sdo antigos da arte de
metalurgia, também conhecida como ourivesaria.

Um ourives especializado foi contratado para confeccdo de nossos eletrodos
de prata e outros metais no tamanho e composicdo, conforme Tabela 5, com os

respectivos custos.

Tabela 5 - Tabela de eletrodos de prata 1000, 900, 750 e Estanho 1000 para

confecgao por especialista em metais com o respectivo valor

Eletrodo Comprimento  Diametro Massa Massa  Custo dos
(cm) (mm) Prata Cobre  Eletrodos
(9) (9) R$ 20,0 a g do
eletrodo ¢/ mao-
de-obra em
01/2020)
Ag 1000 (100% Ag) 20 50 82,4 0,0 1.648
Ag 1000 (100% Ag) 20 2,0 13,2 0,0 264
Ag 900 (90% Ag/ 10% Cu) 20 2,0 11,7 1,3 260
Ag 750 (75% Ag/ 25% Cu) 20 2,0 9,5 3,2 254
Sn 1000 (100% Sn) 20 5,0 NA NA 1.145
Total R$ 2.678

Fonte: (O autor, 2021).

A Figura 23 mostra os eletrodos com identificacdo. Visualmente néo € possivel

distinguir um eletrodo de prata 1000 para um eletrodo de prata 750.
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Figura 23 - Eletrodos de prata produzidos para a conducao do estudo

Legenda: Todos com 20 cm de comprimento e em formato cilindrico. A) Prata 1000, 5 mm diametro. B)
Prata 1000, 2 mm diametro. C) Prata 900, 2 mm didmetro. D) Prata 750, 2 mm didmetro. E) Mostra a
identificacdo impressa em cada eletrodo. Créditos da imagem: Luiz Felipe de Melo Azevedo (Bio-
Manguinhos/FIOCRUZ).

Fonte: (O autor, 2021).

3.1.1.4 Fonte de alimentacao e estacdo de trabalho eletroquimica

A fonte de alimentacdo é um dos itens mais importantes no controle do
processo eletroquimico. Ela que enviara a corrente continua aos eletrodos com a
guantidade programada e com a voltagem estabelecida. Foi utilizado para este estudo
uma fonte com marca de qualidade reconhecida e que foi utilizada por outros autores
em artigos cientificos. Dessa forma, a fonte da marca BK PRECISION foi usada nos

estudos, conforme Figura 24, que possui faixa de trabalho de 0 a 18V + 0,01V e O a
5A + 0,01 A.
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Figura 24 — Fonte de alimentacéao fabricante BK PRECISION modelo 1785B

Fonte: (O autor, 2021).

Uma tampa de resina transparente foi confeccionada para ser colocada em
cima do béquer e dar suporte aos eletrodos e termémetro. Esta tampa foi fabricada
com a utilizacdo de resina epéxi transparente e catalisador da marca Redelease, que
foi adicionada em um molde e misturado ao catalisador que apds 24 horas endurece
a resina deixando-a totalmente curada e pronta para aplicacdo pretendida. Foram
utilizados cerca de 5 kg de resina e cada kg custa 76,90 (valor de marco/2020).

Além disso, esta tampa tem a funcdo de controlar a temperatura, minimizar a
entrada de oxigénio durante a eletrélise e controlar a distancia entre os eletrodos. A

distancia entre os eletrodos é de 10 mm, conforme Figura 25 e 26.
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Figura 25 — Apresenta a tampa de resina acrilica de epdxi com detalhes

Legenda: (A) Tampa de resina epdxi com 2 eletrodos de prata 1000 com 5 mm de diametro e um
paquimetro medindo a distancia entre eles. (B) vista superior de resina ep6xi mostrando furos de 5 mm
e de 2 mm, bem como, a distancia de 10 mm e 20 mm entre os eletrodos, o furo maior é para o
termdémetro.

Fonte: (O autor, 2021).

Figura 26 — Estacdo de trabalho eletroquimica

=

P
U

Fonte: (O autor, 2021).
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A fonte de alimentacdo pode trabalhar no modo corrente constante (C.C.) ou
voltagem constante (C.V.). Os testes foram realizados mantendo fixa a corrente
determinada e, conforme o andamento da eletrélise, a resistividade do meio diminui
e, consequentemente a voltagem (V) tende a diminuir, de acordo com a 1° Lei de Ohm

conforme equacéo 37.

3.1.1.5 Principios da eletrélise (Leis de Faraday)

A eletrdlise € um processo fisico-quimico em que a corrente elétrica forca a
ocorréncia de reacdes quimicas. Todo este processo é diretamente relacionado com
as leis da eletrdlise. O cientista Michael Faraday (1791-1867) por meio de suas
experimentagcdes trouxe maior clareza e compreensdo sobre 0S processos
eletroliticos. A carga de elétrons necessaria para reacdo em funcdo do tempo é
conhecida como a primeira lei de Faraday, conforme equacao 39 (EHL; IHDE, 1954;
SARTORI ER, SANTOS VAGNER B, TRENCH AB, 2013).

Q =ixt=C (Coulomb) (39)

Onde Q representa a carga elétrica medida em coulombs (C), i representa a
corrente elétrica em ampere (A) e t estd representando o intervalo de tempo da
passagem da corrente elétrica em segundos (S).

A constante de Faraday (F) é fundamental para saber qual a carga elétrica (C)
necessaria para oxidar ou reduzir determinada massa de prata (mol) e, assim, obter a
concentracéo final no valor desejado. A constante F € o resultado da multiplicacao do
namero de Avogadro (NA) pela carga elétrica do elétron (e) e o seu valor é
96485,33289 C/mol (MOHR; NEWELL; TAYLOR, 2016).

3.1.151 Céalculo do tempo de eletrdlise

A exemplo, para produzir 2000 mL de AgNPs com 20 ppm, a uma corrente
constante de 10 mA, qual o tempo necessario de eletrdlise? Descrevemos o memorial
de calculo abaixo:

20 mg Ag para 1000 mL
Massa oxidada do eletrodo de sacrificio (catodo) = Massa que sera reduzida.
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1 mol de Ag = 107,8682 g
Temos que, 20 mg equivale a 1,85 x 10 mol.
Conforme a constante de Faraday, para reduzir 1 mol de Ag* € necessério 1
mol de e
1 mol de Ag ----------- 96485,33289 C
1,85 x 104 mol ----- X
17,8895 C é a carga elétrica necessaria
Aplicando 1° Lei de Faraday descobrimos o tempo necessario de eletrdlise na
amperagem especificada.
Q=ixt>t=Ql
t=17,8895 C/0,01 A =1788,949 s ~ 30 minutos

3.1.1.6 Proposta simplificada da sintese eletroquimica
Com conhecimento adquirido nesta pesquisa, montamos 5 formulacdes
eletroquimicas, conforme Tabela 6 e de acordo com as seguintes premissas para

todas as formulagdes conforme Quadro 6.

Tabela 6 — Dados do processo referente aos lotes fabricados por sintese eletroquimica

Lote Volume producéo /

Data de Fabricacéo Eletrodo Concentracéo Ag Dados do Processo
AGE31AG1000 Ag 1000 500 mL /20,0 ppm Corrente: 10 mA
16/07/2020 (100% AQ) Eletrélise: 15 minutos
AGE32AG900 Ag 900 500 mL /20,0 ppm Corrente: 10 mA
16/07/2020 (90% Ag/10% Cu) Eletrolise: 15 minutos
AGE33AG750 Ag 750 500 mL /20,0 ppm  Corrente: 10 mA
16/07/2020 (75% Ag/25% Cu) Eletrolise: 15 minutos
AGE34AG950L1 Ag950L1 500 mL /20,0 ppm  Corrente: 10 mA
16/07/2020 (95% Ag/ 5% Cu e Ge) Eletrolise: 15 minutos
AGE35Ag@Sn Ag 1000 e 500 mL / Corrente: 10 mA
16/07/2020 Sn 1000 20,0 ppm Ag Eletrdlise
3,6 ppm Sn 1° Etapa: 15 minutos

(catodo Ag 1000)
2° Etapa: 5 minutos
(catodo Sn 1000)

Fonte: (O autor, 2021).
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Quadro 6 — Sequéncia de procedimentos necessarios durante todas as etapas da

eletrdlise até o acondicionamento final do produto

Sequéncia Descricao Etapa

Lavagem do béquer com detergente de laboratério (Extran®).

1 ApOs enxaguar com HNOs 2% e depois com agua ultrapura Antes da eletrélise
tipo 1.

2 Adicionar 90% da quantidade agua ultrapura tipo 1 Antes da eletrdlise
Adicionar 1 mM/L KNOs. Antes da eletrdlise

4 Purga de N2z por 15 minutos. Antes da eletrdlise
Preparar a estacéo de trabalho eletroquimica com os .

5 o R Antes da eletrolise
eletrodos (10 mm distancia entre eles) e termdmetro.
Agitacdo constante em 400 rpm (de acordo com o volume de
fabricagcdo e o agitador magnético utilizado pode ser

6 necessario um ajuste para que ndo haja a formacgéo de Antes da eletrdlise
vortex). O agitador magnético deve ter um tamanho
aproximado entre 1/3 a 2/3 do diametro do béquer.

7 Aquecimento do sistema com tampa de epoxi até 80°C. Antes da eletrdlise

8 Iniciar a eletrélise pelo tempo calculado. Eletrélise
Agitacdo constante em 400 rpm, ou ajustar para ndo causar .

9 Eletrélise
vortex.

10 Desligar a fonte ao término do tempo de eletrélise. Fim da eletrélise
Desligar aquecimento e diminuir a agitacdo para 50 rpm. i} .

11 ) Apos eletrdlise
Aguardar esfriar naturalmente.
Adicionar borax na seguinte propor¢éo molar: ] .

12 . Apos eletrolise
1 parte Ag: 0,5 para borax (tamp&o e protetor da Ag).
Transferir quantitativamente todo contetido do béquer para

13 um balé@o volumétrico apropriado e avolumar com agua Apos eletrdlise
ultrapura tipo 1.
Transferir a solucdo de AgNP para frasco apropriado vidro
(preferencialmente &mbar) ou poli(tereftalato de etileno) o

14 R L - Finalizagéo
(PET). Envolvé-lo com papel aluminio e identifica-lo com seu
n° lote.

15 Armazenar em camara fria 2-8°C. NAO CONGELAR. Finalizagéo

Fonte: (O autor, 2021).

Uma planilha foi criada para automatizar os célculos e evitar possiveis erros de

calculo, durante o processo produtivo, conforme Figura 27 e 28. Esta planilha

armazena as informacdes detalhadas de cada lote produzido, bem como efetua
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calculos do tempo de eletrélise, calculos da massa, equivalente estequiométrico e

outras informacdes, que séo Uteis ao processo de sintese e desenvolvimento.

Figura 27 — Planilha de sintese das AgNPs com configura¢des de processo, tempo de

eletrdlise e outras informacdes (continua)

8 é D |E| F [G] H I [ M N o P
Mestrado INCQS/Fiocruz: Sintese e Controle Sanitdrio de Nanoparticulas de Prata © 2021 Gabriel Mustafa Misirli
. , r . -
Planilha de Sintese - Nanoparticulas Prata (Silver Nanoparticles)
Data | 16/07/2020 | Dados do Processo e Parametros de Controle
Lote: | AGE35AG@SN Temperatura 80 °C
Numero de C: das da Nanoparticula I 2 Velocidade Homogenizagdo 400 rpm
Volume de Produgdo (mL) | 500 Razdo Molar Ag:Protetor 1 Borax 0,50

Razdo Molar Ag:Protetor 2
Razdo Molar Ag:Protetor 3
Razdo Molar Ag:Protetor 4

Nanoparicula: Ag @ Sn @ Razdo Molar Ag:Perdxido -
Concentragdo Massica: 20,0 ppm Razdo Molar Ag:Redutor -
pH Inicial 6,50
Dados e Constantes pH Final desejado 9,0
1 mol 6,02E+23 Viscosidade a 5°C cP
Cargae 1,6E-19 C
Constante Faraday 96485,3329 |C/mol
Espessura Camada Difusa (k-1) (Debye-Hiickel)
N° de Nanoparticulas/L 2,913E+16 % Forga Idnica | (k-1) em nm
HNO3 (mM/L)
Concentragdo (Nucleo) Ag 20,0 ppm 84,70 KNO3 (mM/L) 1,00 0,0447 9,63
Concentragdo (2° Cam.) Sn 3,6 ppm 15,30 NaOH (mM/L) 0,010 0,005 94,81
Concentragdo (3° Cam.) 0,0 ppm 0,00 Fe(NO3)3
Massa Total das NPs 8,11E-19 |g 100,00 Total 0,0493 8,74
Densidade média Nanoparticula 10,00  [g/cm3
Massa da Nanoparticula 1,022E-18 |g 20,00|ppm
Tamanho F!nal das NPs 54 nm Concentracio das Particulas 0,000048|mM/L
Tamanho Final das NPs (Kda) 615,1 Kda 48,4|nM (nanoMolar)/L
48.389 |pM (picoMolar)/L
Tamanho das NPs 5,00 nm Espessura da 2° Camada 0,40 nm Espessura da 3° Camada nm
Concentragdo Mdssica 20,0 ppm Concentragdo NPs 3,6 ppm Concentragdo NPs 0,0 ppm
Massa Particula 6,9E-19 g Massa da Camada na NP | 1,2E-19 g Massa da Camada na NP 0,00E+00 [
Elemento Niicleo I Ag I NanoShell (Camada) I Sn I l |
Dados da Eletrélise (1° Etapa) Dados da Eletrélise (2° Etapa) Dados da Eletrélise (3° Etapa)
Voltagem 15,0 \'J Voltagem 15,0|V Voltagem #DIV/O! |V
Corrente 10,0 mA Corrente 10/mA Corrente mA
Poténcia 015 |w Poténcia 0,15|W Poténcia w
Tempo 14,9 min Tempo 4,9|min Tempo min
Carga Elétrica (Q) 8,94 C Carga Elétrica (Q) 2,94|C Carga Elétrica (Q) C
[Elemento Nicleo ] Ag I lNanoSheH (Camada) ] Sn [ I ] I
Dados da Eletrélise (1° Etapa) Dados da Eletrélise (2° Etapa) Dados da Eletrélise (3° Etapa)
Voltagem 15,0 \ Voltagem 15,0|V Voltagem #DIV/O! |V
Corrente 10,0 mA Corrente 10{mA Corrente mA
Poténcia 0,15 W Poténcia 0,15|W Poténcia w
Tempo 14,9 min Tempo 4,9/min Tempo min
Carga Elétrica (Q) 8,94 C Carga Elétrica (Q) 2,94/|C Carga Elétrica (Q) C
[Fonte do Elemento eletrodo I IFonte do Elemento eletrodo [ IFonle do Elemento ]
Valéncia 1 Valéncia 2 Valéncia
Sal Precursor Sal Precursor Sal Precursor
Massa Molar 107,87 g/mol Massa Molar 118,71 g/mol Massa Molar g/mol
Massa Oxi/Red (mg) 10,00 Ag Massa Oxi/Red (mg) 1,8 Sn Massa Oxi/Red (mg) 0,0
minima maxima
lVariagao temperatura 79 82
Produgdo Observacdes: Tempo Voltagem | (mA)
Matéria-prima [ conc % |Quant. (mL)| n°de mMols Tudo OK durante o processo. 0 150/ 10 |Ag
£ |Agua Milli-Q 90,0 | 450,0 . _ 1 135 10 |Ag
§ e 7 0,093 1° Etapa Ao iniciar a 2° Etapa da ele!léhie 9 eslanh:) ﬁllera a 2 12.3 10 Ag
5 cor de amarelo para castanho "ac
g eletrodo Sn 0,015 2° Etapa S 11,0 10 |Ag
o 3° Etapa |Voltagem inicial atingiu maxima com amperagem 7 104| 10 |Ag
minima. Em préximo tentativa avaliar diminui¢do do 15 9,5 10 Sn
[NaBH4 [ 01 [M™] o[ 0,000 0,0000 KNO3. 15 95/ 10 |sn
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Figura 27 — Planilha de sintese das AgNPs com configuracfes de processo, tempo de

eletrolise e outras informacgdes (conclusao)

B C D E F G H | J K L M N 0 P
Produgdo Observagdes: Tempo Voltagem | I(mA)
Matéria-prima Conc % _|Quant. (mL)| n°de mMols Tudo OK durante 0 processo. 0 150] 10 |Ag
4 |Agua Milli-Q 90,0| 450,0 e 7 1 135/ 10 |Ag
S Ao iniciar a 2° Etapa da eletrélise o estanho altera a
R |eletrodo Ag 0,093 1° Etapa wac " 2 123 10 |Ag
= cor de amarelo para castanho "acinzentado'
S |eletrodo Sn 0,015 2° Etapa 5 11,00 10 |Ag
o 3° Etapa |Voltagem inicial atingiu maxima com amperagem 7 10,4 10 |Ag
minima. Em préximo tentativa avaliar diminui¢do do 15 9,5 10 Sn
NaBH4 [ 0oa [M[ o] o000 0,0000 KNO3. 15 95 10 |sn
18 92| 10 |Sn
& |Borax 0,10 |M| 0,09/ 0,464 0,046 20 91 10 |Sn
S
g Voltagem e Corrente Versus Tempo
a
<
Hidroxido de Sédio (M) 0,1/M| 0,01 0,052 0,01 E
1,0 M| 0,000 0,000 2
g
c )
 [Peroxido de Hidrogénio 30,0| % - - 0,0 =
3
'-E‘ Nitrato de Potéssio 1,0/ M| 0,100 0,50 0,5
S 0 5 10 15 20
Carboxi Metil Celulose 3|% 0,0 0,00 Tempo (min) i
~ ——Voltagem =1 (mA)
Agua Milli-Q 98| 4898 Q !
TOTAL >>5555535555555555555555555> 100,0 500,0

Fonte: (O autor, 2021).

3.1.2 Sintese com BHa4

3.1.2.1 Precauc0es e solucbes para trabalho com BH4

O BHa4, por ser um agente altamente redutor (Ereds = -0,481V), se oxida
facilmente e € altamente reativo. Portanto, deve-se ter cuidado ao manuseéa-lo. O
mesmo reage com o ar e, também, em solucdo aquosa em pH neutro, sobre hidrélise
conforme equacgao 16.

HYNING e ZUKOSKI (1998, grifo nosso) utilizaram solugéo 0,295M de BH4 em
agua preparada antes do experimento. AGNIHOTRI, MUKHERJI e MUKHERJI
(2014, grifo nosso) também indicam solu¢gdes recém preparadas e ZHANG e
colaboradores (2011a, grifo nosso) utilizaram a concentragéo de 100 mM. Com base
nesses autores, verificamos a preocupacao que existe para minimizar a degradacao
do BH4 por conta da hidrdlise e reacdo com o ar.

A reacgdo de hidrdlise é favorecida em meio acido ou neutro. Por outro lado,
praticamente n&o ocorre em meio alcalino.

Preparou-se uma solucdo de BH4 0,1 Mol/L em NaOH 0,1Mol/L corrigindo a

pureza do reagente que foi de 98%.
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Dados do BH4: Fabricante: Sigma, Lote: SHBK1761. FR 5 g.
3.1.2.2 Citrato versus Borax como agente de revestimento

A utilizacéo do citrato tri-sodico € bem conhecida na sintese de nanoparticulas,
talvez tenha origem com o método de sintese de ouro coloidal de Turkevich (1951).
Sua fung@o como estabilizante é fato reconhecido na sintese das nanoparticulas. No
entanto, uma outra matéria-prima tem relevancia neste estudo, que é o borax.

Ambas estruturas quimicas séo apresentadas nas Figuras 28 e 29.

Figura 28 - Estrutura do citrato tri-sodico

O OH O

NaO ONa
O ONa

Citrato Tri-sodico

Fonte: (O autor, 2021).

Figura 29 - Estrutura do Tetraborato de sodio

OH

/B‘\O +10H,0

NaO—B O B—ONa
/

/Tetraborato de Sédio decahidratado

H O (Borax)

Fonte: (O autor, 2021).
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O anion tetraborato € um anel, inclui dois atomos de boro tetraédricos (sp3) e
dois atomos de boro trigonais (sp2) localizados simetricamente em estrutura ciclica.
Além disso, o borax possui excelente estabilidade quimica e em associagdo com o
[B(OH)4]" ou H3BOs (gerado na hidrélise do BH4, conforme equacéo 18) atua como
tampéao de pH na faixa de pH 8,5 a 9,5, que é exatamente a faixa de trabalho com as
AgNPs.

Um outro aspecto que ndo poderia ser esquecido é a toxicidade. Segundo a
OMS, as doses letais relatadas para &cido bérico sdo 640 mg/kg de peso corporal
(oral) e considera o Na2B4O7:10H20 (borax), acido bdérico e outros boratos como
semelhantes, quando dissolvidos em agua ou fluidos biolégicos (OMS, 2003).

Na propor¢cdo maxima de 0,185 mMol/L de borax, que foi a quantidade média
utilizada na sintese, que equivale a 70,6 mg de borax ou 8,0 mg de boro para cada
litro de AgNPs produzidas. Segundo a OMS, e outros cientistas, como Rex Newnham,
um teor de boro de 3 a 10 mg para ingestao diaria é considerado seguro e essencial
para nossa saude, e fundamental na salude dos ossos e articulagbes (NEWNHAM,
1994).

Foram realizadas varias formulacbes com a reducdo de Ag* pelo BHs4, com
10% a mais do que a quantidade estequiométrica necessaria (R = 1,10), e com
variagbes na temperatura de processo e relagdo molar prata e agente protetor,
conforme Tabela 7. Todas as amostras foram calculadas para obter concentracéo
massica final de 20 ppm de AgNPs, e a velocidade de agitacdo do processo foi de 400

rpm.
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Tabela 7 - Relacdo de sinteses de AgNPs com citrato e borax

Agente  Relacdo Molar Relacao Temperatura Lote
Protetor Ag:Protetor Molar °C)
Ag:BH4 (R)
Citrato 0,5 1,10 25 AGBH11C05T25
Citrato 1,0 1,10 25 AGBH11C10T25
Citrato 0,5 1,10 60 AGBH11C05T60
Citrato 15 1,10 60 AGBH11C15T60
Citrato 0,5 1,10 80 AGBH11C05T80
Borax 0,5 1,10 25 AGBH11BORO05T25
Borax 1,0 1,10 25 AGBH11BOR10T25
Borax 2,0 1,10 25 AGBH11BOR20T25
Borax 1,0 1,10 80 AGBH11BOR10T80

Legenda: A Tabela mostra relagdo molar do agente protetor em relagéo a 1 molar de Ag. Agitacdo (400
rpm), AgNOs e teor de BH4 foram iguais para todos os lotes.
Fonte: (O autor, 2021).

Foi utilizado a mesma solucdo de nitrato de prata 0,1N para todos os lotes
fabricados e padronizada, preferencialmente, no dia da sintese. Conforme equacéo
17, para cada 1 Mol de Ag* é necessério 1 mol de BHa'.

Diversos autores utilizam a quantidade de BHas, que varia de 200% (R=2) a
600% (R=6) a mais do que a quantidade estequiométrica necessaria para reducédo da
prata (AGNIHOTRI; MUKHERJI; MUKHERJI, 2014; VAN HYNING; ZUKOSKI, 1998;
WUITHSCHICK et al., 2013). Porém, apés hidrélise do excesso de BH4, é gerado H2
e B(OH)s (equacdo 18) e este ion (dgua boricada) fica na solugdo. Em nosso trabalho,
verificamos que esta quantidade néo é necessaria. Um pequeno excesso de 10% foi
suficiente, além de ter proporcionado menor tamanho de particula, maior PZ, menor
PDI, comparando com a mesma formulag&o utilizando-se os fatores de R=1,5, 2,0 e

3,0, por exemplo.

3.1.3 Sintese verde de AgNPs com NOM

3.1.3.1 NOM escolhida: Schinus terebinthifolius

O extrato das folhas de Aroeira pimenteira rosa (Schinus terebinthifolius leaf)

(Figura 30) possui uma atividade antimicrobiana promissora, inclusive para
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Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) além de atividade antifingica,
antioxidante e outras (MUHS et al.,, 2017). Essa planta tipicamente brasileira foi
testada para verificar sua sinergia de acéo junto com as AgNPs, bem como seu
potencial estabilizador.

Figura 30 — Foto da arvore de Aroeira pimenteira rosa (Schinus terebinthifolius)

Fonte: (VEJA, 2017).

3.1.3.2 Preparo do Extrato de Folhas de Aroeira

Foram coletados ramos jovens e frescos da arvore Aroeira. As folhas foram
separadas e lavadas em &gua ultrapura tipo 1 e enxaguadas, por 3 vezes para
remocéao de toda poeira, particulas e/ou possiveis insetos conforme Figura 31.
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Figura 31 — Coleta e lavagem das folhas de aroeira
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Legenda: (A) Folha de aroeira recém-coletada. (B) Folhas em processo de lavagem com agua ultrapura
tipo 1.
Fonte: (O autor, 2021).

Apobs isso as folhas foram secas em estufa a vacuo a 65°C por 24 h e apés este

tempo as folhas estavam completamente secas, conforme Figura 32.
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Figura 32 — Secagem das folhas de aroeira
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Legenda: (A) Estufa a vacuo ajustada para 65°C. (B) Folhas secas de Aroeira ap6s 24 h na estufa a
Vacuo.
Fonte: (O autor, 2021).

Em seguida foram pesados 5 g de (massa seca) e colocados em 50 mL de
etanol 60°GL. Esta mistura foi colocada em recipiente de vidro ambar para ficar
macerando por 15 dias em temperatura ambiente e no escuro, agitando o recipiente
diariamente conforme indicado pela Farmacopeia Homeopéatica Brasileira (ANVISA,

2011). Com obtencéo do extrato alcodlico de folhas de Aroeira a 10% (massa seca).
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ApoOs este tempo o extrato foi filtrado e devidamente armazenado em frasco de vidro,

local escuro e na temperatura ambiente.
3.1.3.3 Sintese de AgNPs com Aroeira

O extrato de aroeira foi inserido no método de reducdo com NOM e com
borohidreto. As variacbes das formulacbes, métodos e agentes protetores séo

descritos na Tabela 8.

Tabela 8- Sintese das AgNPs com extrato de aroeira e dados do processo com

agentes protetores e respectivo lote

Método Dados do Processo Agente Protetor / Temp. Lote
Revestimento (°C)
Conc. AgNP final:
20 ppm Borax 0,093 mMol/L
Reducéo por 0,185 mMol/L AgNOs Apés término e na 80 AGCBORO05BSA05
NOM, BH4 0,204 mMol/L BH4 temperatura ambiente: T80AROEV15
BSA 5,0 ug/mL
Tempo de reagéo: 1% Extrato Aroeira
40 minutos

Legenda: NOM, Matéria orgéanica natural.
Fonte: (O autor, 2021).

O nitrato de prata 0,1N foi padronizado no dia da sintese.

3.1.4 Sintese de AgNPs Bi-metdlicas (core-shell)

Producédo de nanoparticulas nucleo-camada (core-shell) de Sn e Ag acopladas
em uma Uunica core-shell de Shn@Ag ndo podendo ser separadas. As NPs bimetélicas
podem amplificar suas caracteristicas e desempenhos fisico-quimicos comparados as
suas partes monometalicas isoladas, porque suas estruturas eletrénicas estdo em
ressonancia e equilibrio (ARANISHI et al., 2011).

3.1.4.1 Sintese de nanocamada de AgNPs com nucleo de estanho Shn@Ag

Em um béquer de 600 mL, devidamente limpo e conforme sequéncia 1 do
Quadro 7, foi adicionado 490 mL de agua ultrapura tipo 1, 120 uL de citrato tri-sédico
a 0,39M (0,046 mmol), 286 uL cloreto estanhoso (SnCl2) a 0,01M (0,003 mmol), com

agitacdo de 400 rpm e aguecimento até 80°C. ApoOs a temperatura em 80°C,
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adicionou-se 63 uL BH4 a 0,1M (0,006 mmol) e homogeneizar por 30 minutos. O
aguecimento devera se manter durante todo o0 processo.

Na segunda etapa, adicionou-se 927 uL de AgNOsa 0,1M (0,093 mmol), 1020
uL BH4 a 0,1M (0,102 mmol) e 464 uL borax a 0,1M (0,046 mmol) e continuou-se a
reacao por mais 60 minutos. Apés, diminuiu-se a agitacdo para 100 rpm e aguardar
esfriar a solucédo até 20°C e transferir quantitativamente para baldo volumétrico de
500,00 mL, avolumando com &gua ultrapura tipo 1.

A raz&o molar Sn:Ag = 1:32.

3.2 Controle da Qualidade das AgNPs

3.2.1 Quantificagéo por ICP-OES

3.2.1.1 Separacao por ponto de névoa (EPN)

A extracdo das AgNPs foi realizada em tubo de polipropileno tipo “Falcon®”,
Onde 9,5 mL da amostra séo adicionados, 400uL Triton X-100 5% (p / v), 100 uL 1M
Na2S20s3 (tiossulfato de sodio) e cerca de 10 uL 1M HNO3s para amostras com pH até
valor de 10, esta quantidade € suficiente para que o pH figue em torno de 3,0. As
amostras foram aquecidas em banho-maria 65 °C que € o ponto de névoa e, a seguir,
centrifugadas por 30 minutos a 3000 rpm (rotagdes por minuto), conforme mostrado
na Figura 16.

3.2.1.2 Preparo da curva de calibragéo

O método do ICP-OES é bem sensivel para deteccao de prata.
Como existe um namero varidvel de amostras de ampla faixa de concentracdes
e dissocia¢cdes dos ions, realizamos o preparo de uma curva analitica com 6 niveis

em triplicata.
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Utilizamos um padrao de nitrato de prata 1000 ppm, para ICP MRC? (anexo A),
para preparar os padrfes para curva analitica conforme Tabela 9. Valor real da
concentracéo de Ag no certificado = 998 mg/L e todos os padrdes foram avolumados
com HNOs Suprapur® 2% (v/v).

Tabela 9 — Preparo dos padrdes para curva de calibracdo com aliquota e volume do

baldo volumétrico

Conc  Aliquota Balédo Concentragcdao Concentracéo
Volumétrico Real Real
om) ) (mL) (ppm) (ppb)
P1 | 0,010 20,0 2000,00 0,00998 9,98
P2 | 0,100 50,0 500,00 0,09980 99,80
P3 | 0,250 125,0 500,00 0,24950 249,50
P4 | 0,500 125,0 250,00 0,49900 499,00
P5 | 0,750 150,0 200,00 0,74850 748,50
P6 | 1,000 100,0 100,00 0,99800 998,00
Fonte: (O autor, 2021).

3.2.1.3
3.2.1.4 Preparo das amostras

Uma aliquota de amostra (tendo como orientacdo a Tabela 8) foi transferida
para um béquer de 50 mL, onde foram adicionados 1,0 mL de agua ultrapura tipo 1 e
1,0 mL de HNOs concentrado suprapur. Esta mistura foi levada a fervura branda até
a solucao ficar totalmente translicida (cerca de 1 a 3 minutos de fervura). Apés
resfriamento da solugéo, todo este contetdo, foi transferido quantitativamente para
baldo volumétrico, avolumando-se com HNO3 2%.

Os padrdes e branco foram preparados com HNO3 2%, com 0 mesmo utilizado

para o preparo das amostras.

1 Material de referéncia, caracterizado por um procedimento metrologicamente valido para uma ou
mais propriedades especificadas, acompanhado de um certificado que fornece o valor de
propriedade especificada, sua incerteza associada e uma declaracdo de rastreabilidade

metrolégica.
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Todas as amostras a serem analisadas foram diluidas com HNO3 2% e o fator

de diluicdo das amostras foi estabelecido conforme Tabela 10.

Tabela 10 — Fator de diluicdo das amostras para andlise de prata total e prata ibnica

Faixa de Aliquota Fator
Baldo Volumétrico o
Concentracéo (ub) Diluicédo
Prata Total 10 a 80 ppm 200,0 10,00 50X
Prata l6nica 0,1 a 20 ppm 1000,0 10,00 10X

Fonte: (O autor, 2021).

3.2.1.5 Parametros de analise e configuracdo do método no ICP-OES

O ICP-OES utilizado em nossos estudos foi o0 modelo Optima 7000DV do

fabricante PerkinElmer, com os seguintes acessorios descritos no Quadro 7.

Quadro 7 —Acessorios do ICP-OES utilizados

Acessorios:

- Nebulizador MicroMist
- Camara Baffled Cyclonic
- Tocha Quartz 1-Slot Torch.

Fonte: (O autor, 2021).

As configuracbes analiticas para o método de quantificacdo da prata neste

equipamento com utilizacao do software Winlab 32 sdo descritas no Quadro 8.



Quadro 8 — Parametros de configuracdo do método no Winlab32
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Comprimento de Onda (1)) 328,068
Purge Gas Flow: Normal
Min Time Max Time
10s
Parametros de Leitura: : >0
Delay Time (Sec) 45
Replicates 3
Source Equilibration Delay | 15 g
Gas Flow Plasma
(L/min) 15
Plasma — .
Auxiliary (L/min) 0,2
Power (watts) 1300
Plasma view Axial
Nebulizador Fluxo (L/min) 0,85
Sample Flow Rate (mL/min) | 1 oo
Amostra . ’
Flush time 30 s
Wash Between Samples
Limpeza Rate (mL/min) 2,50

Flush Time (s)

30

Fonte: (O autor, 2021).

3.2.1.6 Validacdo da metodologia

Em funcdo do tempo disponivel para conclusdo do trabalho, optou-se pela

realizacdo de uma validacdo parcial. Foi avaliada a linearidade (nos residuos da

linearidade foram avaliados presenga de valores extremos (“outliers”), a normalidade,

homoscedasticidade, a independéncia da regresséao), a significancia da regresséao, a

significancia da falta de ajuste, seletividade, recuperacao, limite de deteccéo (LD),

limite de quantificacdo (LQ) e repetibilidade. Todos os parametros de regresséo e

0s testes estatisticos descritos nos itens abaixo foram calculados com o auxilio

da planilha intitulada “Planilha para Avaliacédo de Premissas” elaborada por Bazilio e

colaboradores (2012).
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3.2.1.6.1 Linearidade

A curva analitica foi preparada conforme item 3.2.1.2.

Para avaliagcdo foram utilizados teste de normalidade, homoscedasticidade dos
residuos, significancia da regressdo (ANOVA) a um nivel de significancia de 5% e o
coeficiente de correlagdo deve estar acima de 0,990. Todos os calculos estatisticos
foram realizados de acordo com planilha elaborada por Bazilio e colaboradores
(2012), conforme ANEXO B — PLANILHA PARA AVALIAQAO DE PREMISSAS
BAZILIO ET AL (2012).

3.2.1.6.1.1 Tratamento de valores extremos (outliers)

Os valores extremos foram avaliados pelo método dos residuos padronizados
Jacknife e os valores considerados extremos sdo marcados de vermelho e ndo séo
considerados na avaliacdo das premissas. Todos os célculos estatisticos foram
realizados de acordo com planilha elaborada por Bazilio e colaboradores (2012),
conforme ANEXO B — PLANILHA PARA AVALIACAO DE PREMISSAS BAZILIO ET
AL (2012).

3.2.1.6.1.2 Teste de normalidade

Foi utilizado o método Ryan-Joiner (RYAN; JOINER; JNR., 1985) para
verificacdo da normalidade.

O coeficiente de correlacdo Req deve ser comparado com o valor Tabelado de
Rerit para um nivel de significancia de 0,05. Para Req > Rcit a distribuicdo € normal e
para Req < Rcit @ distribuicdo ndo é normal. Todos os calculos estatisticos foram
realizados de acordo com planilha elaborada por Bazilio e colaboradores (2012),
conforme ANEXO B — PLANILHA PARA AVALIAC}AO DE PREMISSAS BAZILIO ET
AL (2012).

3.2.1.6.1.3 Teste de homoscedasticidade

Foi utilizado o teste de Levene (1960 apud BAZILIO et al., 2012) para avaliacao

deste parametro e todos os célculos estatisticos foram realizados de acordo com
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planilha elaborada por Bazilio e colaboradores (2012), conforme ANEXO B -
PLANILHA PARA AVALIACAO DE PREMISSAS BAZILIO ET AL (2012).

3.2.1.6.1.4 Teste de autocorrelacao dos residuos (independéncia)

Todos os célculos estatisticos foram realizados de acordo com planilha
elaborada por Bazilio e colaboradores (2012), conforme ANEXO B — PLANILHA PARA
AVALIACAO DE PREMISSAS BAZILIO ET AL (2012).

3.2.1.6.1.5 Teste de significAncia da regressao

Todos o0s calculos estatisticos foram realizados de acordo com planilha
elaborada por Bazilio e colaboradores (2012), conforme ANEXO B — PLANILHA PARA
AVALIACAO DE PREMISSAS BAZILIO ET AL (2012).

3.2.16.2 Seletividade e tendéncia

Para avaliar a tendéncia um dos processos utilizados é a realizacédo de ensaios
de recuperacéo, a adicdo de uma respectiva quantidade conhecida de prata na forma
de Ag* (padréo de prata 1000 ppm MRC), sob a amostra.

A seletividade foi testada pela sua capacidade de quantificar a prata com adi¢cao
de 500 ppb de cobre adicionado na amostra, como impureza, na propria matriz das
AgNPs fabricadas.

Foram escolhidos um padrdao de AgNP 10 nm (Sigma) e uma amostra de AgNP
de nossa producdo para avaliar a seletividade e recuperacdo do método. Com
volumes de aliquota da amostra, padrdo de Ag* 1000 ppm e padrao de Cu* 1000 ppm
(contaminante), definidos conforme Tabela 11, foram digeridos com 1,00 mL de HNO3
concentrado suprapur e transferidos quantitativamente para o respetivo baldo

volumétrico e avolumados com HNO3 2%.
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Tabela 11 — Identificacdo das amostras com respectivas aliquotas e preparo para

ensaio de recuperacao e seletividade

Aliquota Aliquota
Aliquota
Padrdo Ag+ Padréo Cu Baldo
Amostra
wl) 1000 ppm 1000 ppm Volumétrico
1l
(uL) (L)
AgNP 10 nm 400,0 100,0 100,0 200,00 mL
AGCBORO05V13 400,0 100,0 100,0 200,00 mL

(sintese com
BH4 e borax)
Fonte: (O autor, 2021).

Cem microlitros do Padrdo da solucdo de Ag a 1000 ppm fornece 500 ppb do
elemento para o volume 200,00 mL. De acordo com a Tabela da AOAC apud
INMETRO, 2020), o critério de aceitacdo para recuperacdo da prata na faixa de
concentracéo de 0,1 ppm até 10 ppm € 80 a 110% (INMETRO, 2020) e seu calculo é
dado pela formula abaixo:

Agconc(Amostra_Fortificada) — Agconc (Amostra) y

998 =

100

Recuperacio (%) =

* - Concentracédo real de prata no certificado. ** Concentracdo teorica do padrdo de

prata 1000 ppm.

3.2.1.6.3 Limite de deteccao e limite de guantificacdo

Todos os célculos estatisticos foram realizados de acordo com planilha
elaborada por Bazilio e colaboradores (2012), conforme ANEXO B — PLANILHA PARA
AVALIACAO DE PREMISSAS BAZILIO ET AL (2012).

3.2164 Repetibilidade

Para avaliacédo da repetibilidade do método, foi analisado um lote produzido de
AgNPs, AGCBORO05V13. As andlises foram conduzidas nas mesmas condi¢cdes
analiticas, pelo mesmo analista, em triplicata e no mesmo dia. A repetibilidade do

meétodo foi avaliada para a concentracdo de prata total utilizando-se o desvio padrao
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relativo (DPRr) que é igual a média das medicdes dividida pelo desvio padrdo das
medidas e multiplicado por 100 e o desvio padréo relativo previsto (DPRPr).

O valor de DPRPr é igual a metade do valor do desvio padrao relativo previsto
de reprodutibilidade (DPRPR) que para concentracdes até 1 ppm (mg/kg) ou fracéo de
massa de 1,0x10° (C), 2C91505 que é 16%.

3.2.2 Espectroscopia UV-VIS

Foi utilizado o espectrémetro a Agilent modelo Cary 60 UV-Vis.

As varreduras foram utilizadas na caracterizacdo e acompanhamento da
estabilidade das AgNPs com a seguinte configuragao:

Faixa de varredura: 210 a 1100 nm

Tempo médio: 0,1000 s

Data interval: 1 nm

Velocidade de varredura: 600 nm/min

3.2.3 Espalhamento dinamico de luz (DLS)

A analise de DLS foi realizada introduzindo 1,0 mL de amostra na célula. Antes
das medicbes, as amostras foram diluidas dez vezes com agua ultrapura tipo 1. Apés
o equilibrio a uma temperatura de 20 °C por 2 min, cinco medi¢cfes foram realizadas
usando 12 repeticGes de 10 s cada.

A distribuicdo do tamanho das particulas e o potencial zeta foram medidos por
DLS (Zetasizer, Nano ZS, Malvern) com arranjo optico do detector em 90°, conforme

Figura 33.



Figura 33 - Equipamento de DLS

Legenda: Modelo, (Zetasizer, Nano ZS, Malvern); Local, LMN/Farmanguinhos/Fiocruz

Fonte: (O autor, 2021).
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As constantes da prata utilizadas em nosso estudo foi a de Rakic e

colaboradores (1998) no comprimento de onda de 0,633 pum, que sédo apresentados

no Quadro 9, juntamente com as constantes do meio dispersante principal, que é a

agua.

Quadro 9 — Constantes da agua e da prata utilizadas na andlise de DLS no

equipamento Malvern

Constantes Dispersante Prata Referéncia
principal (agua)
Coeficiente de 3,8060 (RAKIC et al.,
Extngégo (k) | (A=633 nm) 1998)
indice de Refragdo 1,33211 (20°C) 015680 (RAKIC et .
(A=633 nm) 1998)
Viscosidade 1,0005cP | @ -
Temperatura RO —
Constante Dielétrica 80,4 | e

Fonte: (O autor, 2021).
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Foram analisadas amostras de padrdes de AgNPs com os tamanhos de 10,
20, 40, 60 e 100 nm, para se obter a correlacdo do tamanho certificado do fabricante

com o resultado do DLS, conforme Tabela 12.

Tabela 12 — Amostras de Padrdo AgNP para analise DLS

Numero Amostra Cédigo Fabricante/ Lote
Caddigo
1 Padrédo 10 nm PD10 Sigma / 730785 MKCJ6205
2 Padréo 20 nm PD20 Sigma / 730793 MKCK5339
3 Padréo 40 nm PD40 Sigma / 730807 MKCJ3883
4 Padréo 60 nm PD60 Sigma / 730815 MKCK7323
5 Padréo 100 nm PD100 Sigma / 730777 MKCK7625
6 50% Padrédo 20 nm + PD20_PD60 N&o aplicavel N&o aplicavel

50% Padrdo 60 nm
Fonte: (O autor, 2021).

3.2.3.1 Seletividade de detecc¢do do DLS

Um fato importante a ser pesquisado e observado é que aglomerado de agua
podem chegar até 100 um. SHU e colaboradores (2015) verificaram que o cloreto de
sédio (NaCl) ndo se dissolve completamente em agua. Uma solucdo de NaCl 0,2M
forma agregados com cerca de 100 nm e foram encontrados no DLS nanosizer (SHU,;
WU; JEGATHEESAN, 2013).

Se o NaCl, que é um sal altamente soltvel, forma agregados de sal em
solugdes diluidas, é logico concluir que outros sais e até outras substancias
semelhantes ou menos soluvel, também devam formar agregados em solucdes
diluidas. Portanto, a agregacdo € um amplo fenébmeno de propagacdo (SHU et al.,
2015).

Dessa forma, verifica-se como um ponto importante testar no equipamento DLS
0os componentes individuais, que compdem a matriz de producdo da AgNPs, para
avalicdo do que é realmente uma nanoparticula ou um agregado e de que forma esses
componentes poderiam interferir no resultado das AgNPs. Foram analisadas

amostras, que possuem apenas a matéria-prima em questéao, conforme Quadro 10.
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Quadro 10 - Solugcbes em concentragdes tipicas encontradas na matriz de fabricacéao
das AgNPs para avaliacdo da seletividade de deteccédo pelo espalhamento dindmico
de luz (DLS)

Item Identificacao Produto: Concentracao
1 AGN1 AgNOs 1 ppm
2 AGN100 AgNO3 100 ppm
3 AGNO1M AgNOs 0.1M
4 AGCITO01 Citratro-3Na 0,02%
5 AGCITO2 Citratro-3Na 0,05%
6 AGCMCO01 CMC-r 0,15%
7 AGCMCO02 CMC-r 0,30%
8 AGPVPO1 PVP-K30 0,05%
9 AGPEGO01 PEG 6000 0,10%
10 BSA20 BSA 20 pg/mL

Legenda: Onde: Citrato-3Na, citrato de soédio; CMC-r, carboximetil celulose; PVP-K30,
polivinilpirrolidona (peso molecular 40.000 a 80.000 g/mol); PEG 6000, polietilenoglicol (peso molecular
6000 g/mol); BSA, Albumina de Soro Bovino.

Fonte: (O autor, 2021).

3.2.4 Potencial Zeta (PZ)

As células zeta devem ser enxaguadas abundantemente antes do uso. Como
as células zeta tém duas portas, é recomendavel lavar com no minimo 1 mL de agua,
ultrapura tipo 1, através de cada porta, para enxaguar completamente cada eletrodo,
0 que pode ser alcancado usando uma seringa descartavel de 1 mL, apds rinsar com
etanol.

As amostras foram diluidas 10 vezes com agua ultrapura tipo 1.

A andlise de PZ foi realizada introduzindo 1 mL das amostras diluidas na célula.
Apdbs o equilibrio a uma temperatura de 20 °C por 2 min, cinco medi¢cdes foram

realizadas usando 12 repeticdes de 10 s cada.

3.2.5 Microscopia eletronica de transmissao (TEM)
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3.2.5.1 Preparo das grades de cobre (Cu) com revestimento de Formvar

Foram utilizadas grades de Cu com malha de 400 mesh com revestimento de
filme de Formvar, que € uma resina de polivinil formal produzida pela empresa
Monsanto Chemical Company e no TEM serve como suporte das grades para aderir
o0 material a ser analisado. Para preparo do revestimento foi utilizado uma solucéao de
0,5% de Formvar em cloroférmio. Um bureta de coluna cromatogréfica (adaptada) foi
utilizada para preencher de forma uniforme as laminas de vidro com a solugéo de
Formvar 0,5%. Posteriormente, a solucdo foi drenada da bureta numa vazao de

escoamento constante, conforme Figura 34.

Figura 34 — Bureta para preenchimento uniforme do Formvar na lamina de vidro

Fonte: (O autor, 2021).
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Apobs secagem da solucdo de Formvar na lamina de vidro, uma pelicula (filme)
de Formvar foi formada. Em seguida, o filme de Formvar foi destacado da lamina de

vidro e as grades foram cuidadosamente depositadas sobre o filme.

3.2.5.2 Preparo da amostra

Para preparo da amostra, adicionou-se 10,0 uL da amostra sobre a grade (grid)
revestida com pelicula de Formvar em uma lamina de vidro, deixando a gota formada
sobre o grid por 30 minutos. Depois, com o auxilio de uma pin¢a, as grades foram
cuidadosamente secas com papel filtro para retirada do excesso de liquido, conforme
Figura 35.

Figura 35 - Secagem do excesso de liquido na grade

Fonte: (O autor, 2021).

Apés esta etapa, todas as grades foram alocadas em placa de petri para
secagem por no minimo 24 horas a temperatura ambiente, conforme Figura 36.
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Figura 36 — Grades de cobre apés impregnacao da amostra

Legenda: Amostras de nanoparticulas (AgNPs) produzidas e devidamente impregnadas nos grids,
aguardando secagem; Onde: AGP10 (lote de AgNP plasmdnica) e AGE13 (lote de AgNP método
eletroquimico).

Fonte: (O autor, 2021).

3.2.5.3 Observacao das amostras no TEM JEOL JEM-1011

Com as grades devidamente preparadas e identificadas, procedeu-se a
observacédo das amostras no Microscopio Eletrénico de Transmissdo JEOL JEM-1011
(Figura 37), operando a 80 kV de tenséo de aceleracéo. Imagens foram obtidas com

uma camera digital Gatan Orius.
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Figura 37 - Microscopio Eletrénico JEOL JEM-1011

Plataforma de Microscopia - IOC/Fiocruz.
Fonte: (O autor, 2021).

3.3 Citotoxicidade das AgNPs

3.3.1 Ensaio MTT

Foram utilizadas as células de linhagem celular CHO (células de ovario de
hamster chinés).
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O sobrenadante de cultivo das células CHO foi desprezado e adicionado 10
ml, quantidade suficiente do meio de cultura (ExpiCHO™ Expression Medium) sem
adicdo de antibidtico e antimicGtico, conforme orientagdo do fabricante. O meio de
cultivo ndo contém qualquer componente de origem animal. Para suspensao das
células foram feitas lavagens com 10 ml de meio para posterior coleta de uma aliquota
para contagem celular.

ApGs o preparo da suspensdo celular, as estimativas da concentragdo e do
percentual de células viaveis foram realizadas por meio de contagem de células, em
camara de Neubauer, utilizando solucédo de corante Azul de Tripan 0,4% (Invitrogen
Trypan Blue). As células capazes de captar o corante sdo consideradas inviaveis,
devido a perda de seletividade da membrana, permitindo, desta forma, estimar a
viabilidade através da razéo entre células viaveis e nao viaveis, apos a contagem.

Foram inoculadas 5x10° células CHO em 100 uL de meio ExpiCHO™ por
poco em placa de 96 pocos de fundo chato. As amostras-teste no volume de 100
uL/poco foram em seguida adicionadas totalizando um volume final 200 uL e
concentracdo final das células: 2,5x10° células/mL. As placas de cultura foram
incubadas em estufa a 37° C com 8% de CO: por 24 horas.

Como mostrado no Quadro 11, as amostras no primeiro nivel (linha B) em
triplicata foram testadas sem diluicdo e a cada nivel abaixo (linhas C a G) diluidas 2X
sequencialmente (diluicbes 2X a 32X), com tampéo fosfato (PBS). Os controles de
viabilidade e morte celular foram verificados em culturas em triplicata nos pocos
contendo somente células e em células tratadas com DMSO 3%, respectivamente. O
branco do ensaio constituido apenas de meio e PBS, sem adicdo de células (100 uL
PBS + 100 pL do meio usado para o cultivo celular) foi adicionado a cada um dos 6
pocos da coluna 11. Os pocos ao redor de toda placa foram adicionados com agua

para evitar a evaporacédo durante incubacao na estufa.
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Quadro 11 — Esquema de configuracdo do teste MTT em placa de 96 pocos com
amostras de prata em triplicata

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A | H0O H20 H20 H20 H20 H20 H20 H20 H20 H20 H20 H20

Amostra|Amostra |[Amostra |Amostra |[Amostra |Amostra Cirl Cirl Cirl
B | H20 Ag+ Ag+ Ag+ V13 V13 V13 Morte |Morte |Morte Branco | H20
10 ppm [ 10 ppm | 10 ppm |20 ppm |20 ppm |20 ppm

. . . . . . Ctrl Ctrl Ctrl
C | H0 Dil. 2X |Dil. 2X |Dil. 2X |[Dil. 2X |Dil. 2X |Dil. 2X Morte |Morte | Morte Branco H20

Citrl Citrl Cirl

D | H2O [Dil. 4X |Dil. 4X |Dil. 4X |Dil. 4X |Dil. 4X |Dil. 4X Morte |Morte |Morte

Branco H20

Ctrl Ctrl Ctrl

E | H2O |Dil. 8X |Dil. 8X |Dil. 8X |Dil. 8X |Dil. 8X |Dil. 8X viab. | Viab. | Viab.

Branco H20

Cirl Cirl Cirl

F | H:O [Pil. 16X Dil. 16X Pil. 16X Dil. 16X Dil. 16X Pil. 16X Viab. | Viab. | Viab.

Branco H20

Ctrl Ctrl Ctrl

G | H20 Dil. 32X Dil. 32X Pil. 32X Pil. 32X Dil. 32X Pil. 32X viab. | Viab. | Viab.

Branco H20

H | H20 H20 H20 H20 H20 H20 H20 H20 H20 H20 H-0 H20

Legenda: Onde: Ag* corresponde a amostra testada sob a forma de AgNOs (B2, B3 e B4) e V13
corresponde a amostra de nanoparticulas de prata, AQNP-B-BSA (B5, B6, B7), com 5 niveis de diluicao
sequencial de 2X em PBS; Ctrl Morte - controle para verificacdo de morte celular (DMSO 3%), Ctrl viab:-
controle de viabilidade celular (células+meio) e branco (meio+PBS).

Fonte: (O autor, 2021).

As amostras que foram testadas foram o ion prata (Ag+) sob a forma de nitrato
de prata na faixa de concentracbes (0,31 a 10 ppm), AgNP-B-BSA lote:
AGBORO05BSAV13 (0,63 a 20 ppm) e Sn@Ag lote: SN@AGBOR05V14 (0,63 a 20
ppm).

Posteriormente, ao periodo de tratamento de 24h foram adicionados a todos
0S pocos da placa, 22,5 ul de solucdo de {brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio]} (MTT) com concentragcédo de 5 mg/mL seguido de incubacao por 4 h
em estufa a 37°C e 8% de CO..

Apbs a incubacao, as placas foram centrifugadas por 3 minutos a 2800 rpm, o
sobrenadante foi descartado e acrescentado 150 pl/po¢o de DMSO 3%.

A leitura das placas foi realizada em espectrofotometro em densidades Opticas
(DO) em 540 nm. Quanto mais intensa a coloracdo e proxima ao controle de
viabilidade celular significa que a amostra testada ndo apresenta toxicidade para as
células testadas.
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Os experimentos foram realizados em triplicata para cada nivel de
concentracdo e em dois dias independentes. Os valores médios de DO foram
analisados estatisticamente e por andlise gréfica. Todas as andlises estatisticas foram
realizadas usando o GraphPad Prism versdo 9.00. Utilizou-se One-way ANOVA e
como teste de comparacbes multiplas entre os grupos e o teste de hipotese de
Newman-Keuls ao nivel de significancia de 0,05.

3.4 Controle Sanitario

Com o objetivo de averiguar o risco de possiveis consumidores estarem
consumindo prata coloidal sem a devida seguranca sanitaria, foram adquiridos trés
produtos comercializados como prata coloidal sendo que um deles foi importado por
compra na internet, conforme Figura 38.

Figura 38 — Marcas de prata coloidal adquiridas para analise
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Fonte: (O autor, 2021).
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Realizamos os ensaios basicos de controle do teor de AgNPs, teor de Ag®,

pH, tamanho por DLS e PZ.

3.5 Estabilidade das AgNPs

3.5.1 Estabilidade ao congelamento

Realizamos um ciclo de congelamento a -80 °C por 7 dias, para verificar a
influéncia do congelamento nas amostras de AgNPs.

As amostras utilizadas no estudo estdo descritas na Tabela 13 e terdo seu
espectro UV-VIS analisados antes e apds o congelamento, assim como seu aspecto

visual.

Tabela 13 — Identificacdo das amostras utilizadas no experimento de congelamento a
-80 °C por 7 dias

Cddigo o N° de Ciclos de
Identificagcdo da Amostra Temperatura
amostra Congelamento

11 Padréo de AgNP 10 nm 2-8°C NA

1.2 Padrdo de AgNP 10 nm - 80 °C por 7 dias 1

2.1 Padréo de AgNP 20 nm 2-8°C NA

2.2 Padrdo de AgNP 20 nm - 80 °C por 7 dias 1

3.1 Padrdo de AgNP 40 nm 2-8°C NA

3.2 Padrdo de AgNP 40 nm - 80 °C por 7 dias 1

4.1 Padrdo de AgNP 60 nm 2-8°C NA

4.2 Padrdo de AgNP 60 nm - 80 °C por 7 dias 1

5.1 Padrdo de AgNP 100 nm 2-8°C NA

5.2 Padrdo de AgNP 100 nm - 80 °C por 7 dias 1

6.1 Amostra AgNP 2-8°C NA
L: AGBOR0O5BSAV13

6.2 Amostra AgNP - 80 °C por 7 dias 1
L: AGBOR0O5BSAV13

7.1 Amostra AgNP 2-8°C NA
L: SN@AGBORO05V14

7.2 Amostra AgNP - 80 °C por 7 dias 1
L: SN@AGBORO05V14

8.1 Amostra AgNP 2-8°C NA
L: AGBORO5AROEV15

8.2 Amostra AgNP - 80 °C por 7 dias 1
L: AGBORO5AROEV15

Legenda: NA, N&do aplicavel: a amostra ndo foi congelada.
Fonte: (O autor, 2021).
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3.5.2 Estabilidade da sedimentacdo das AgNPs

Foram adicionadas, em cada tubo de ensaio com tampa, 3,50 ml de padréo de
AgNPs nos tamanhos de 20, 40 e 60 nm (viscosidade media medida 0,9 cP a 25 °C).
Ao mesmo tempo, foram repetidas as mesmas adicbes, em tubos de ensaio com
tampa, adicionando-se em cada tubo 0,35 ml de solucdo a 3 % de CMC-r com
consequente homogeneizacao (viscosidade media medida de 6 cP a 25 °c), conforme
figura 39. Os tubos ficaram em local estatico, protegidos da luz e em temperatura

ambiente. foram fotografados digitalmente nos tempos: t0, t15, t30 e t60 dias.

Figura 39 — Desenho experimental do estudo de estabilidade da sedimentacdo das
AgNPs
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Legenda: Onde: cP, viscosidade a 25°C em centipoise; CMC-r, solucdo de carboxi metil celulose 3%;
apos a adicdo de CMC-r a viscosidade final das solugfes de padrédo de AgNPs passou de 0,9 cP para
6 cP.

Fonte: (O autor, 2021).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Sintese das AgNPs

4.1.1 Sintese eletroquimica

Foram realizadas analise de varredura UV-VIS nas amostras AGE31, AGE32,
AGE33, AGE34 e AGE35, conforme Figura 40.

Figura 40 — Espectroscopia de UV-VIS das amostras produzidas pela sintese

eletroquimica

Varredura UV-VIS

0,7 - - = Branco - Agua Milli-Q

o ——AGE31_Agl000_TO
—AGE32_Ago0@Cull

0 ——AGE33AG750_TO Abs
——AGE34_Ag L1

—— AGE35_Ag@5n

Abs

300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900 950 1000 1050
Comprimento de Onda (%)

Legenda: Onde: AGE31 (eletrodos de Ag 1000), AGE32 (eletrodos de Ag 900), AGE33 (eletrodos de
Ag 750), AGE34 (eletrodos de Ag 950 com cobre e germanio) e AGE35 (eletrodos de Ag 1000 e Sn
1000).

Fonte: (O autor, 2021).

Estas amostras foram produzidas no dia 16/07/2020 e culminou com o apice
da pandemia. Neste momento, todos os laboratérios parceiros estavam com
atividades suspensas. Dessa forma, ndo foi possivel realizar as analises de DLS, PZ,
TEM, e quantificacdo por ICP-OES de AgNP e Ag*.
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As primeiras amostras produzidas pelo método eletroquimico apresentaram
niveis de PDI relativamente altos nas amostras produzidas. Provavelmente pela falta
de homogeneizacdo durante o processo de sintese e pela corrente aplicada ao
sistema, logo fica necesséario diminuir a corrente e aumentar a velocidade de
homogeneizacdo. Quanto menor a corrente aplicada ao sistema menor é a velocidade
de nucleacédo e menor sera o tamanho produzido das AgNPs.

Com relagdo a voltagem, a mesma € necessaria para “quebrar” a resisténcia
do sistema e conseguir gerar a corrente. Para ilustrar, vamos supor o seguinte
exemplo: Qual a voltagem necessaria para conduzir uma corrente de 10 mA na
eletrdlise de uma solucdo contendo apenas agua ultrapura tipo 1, com um par de
eletrodos de prata 1000 separados por uma distancia de 1 cm? Temos que a
resisténcia da agua é 18,2 MQ.cm (18.200.000 ohm). Aplicando-se a 1° lei de Ohm
(equacdo 23), temos: V = 18200000 x 0,01 = 182.000, logo seriam necessarios
182.000 Volts para romper essa resisténcia da agua ultra pura tipo 1. Fica muito claro
0 quanto € necessario diminuir a resisténcia da dgua com a adicdo de agentes que
irdo aumentar a condutividade. A Figura 60 mostra o aumento da condutividade da
agua ultrapura tipo 1 em fungéo de volumes (em puL) de 3 solugdes eletroliticas para
romper a resistividade da agua que é inversamente proporcional a condutividade.

O KNOs 0,1M apresentou excelente estabilidade para o processo eletroquimico
e apos permitir o inicio da eletrdlise acaba sendo reduzido a N2 conforme equacdes
15 e 16. O Borax néo deve ser adicionado durante a eletrélise pois observou-se a
formacdo de um precipitado branco nos eletrodos tanto no anodo como no catodo
dificultando o processo. Somente apds o término da eletrdlise € que o mesmo deve
ser adicionado.

Quando falamos de processo eletroquimico, € necessario ter em mente as leis
da eletrélise estabelecidas pelo fisico-quimico Michael Faraday onde a massa da
substancia eletrolisada em qualquer dos elementos € diretamente proporcional a
guantidade de carga elétrica que atravessa a solucao (EHL; IHDE, 1954).

Além da corrente aplicada, para que os elétrons sejam conduzidos e concluam
0 circuito eletrolitico é necessario que a solucdo apresente uma condutividade
adequada para concluir a eletrélise. Devido a perda de agua por evaporacéo, ao final
da formulagdo e apoés resfriamento até a temperatura 20°C, a mesma deve ser
avolumada em bal&do volumétrico adequado ao volume produzido. Esse procedimento

€ aplicavel a todas as amostras produzidas mesmo por outros metodos.
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4.1.2 Sintese com Borohidreto e Borax

Foram realizadas sinteses com borohidreto utilizando como agente protetor o
citrato e o borax. A Figura 41 mostra a varredura UV-VIS nas amostras de BH4 tendo

0 borax como agente protetor e na Figura 43, as amostras de BH4 com citrato.
Figura 41 — Espectros UV-VIS das sinteses de borohidreto com borax como agente
protetor

Varredura UV-VIS

1
1,9

- — - Padrdo AgNP 10 nm - 20 ppm
——AGBH11BORO5T25-20 ppm
1,4 ——AGBH11BOR10T25-20 ppm

——AGBH11BOR20T25-20 ppm

Abs

300

400

600 700 800 900

1000
Comprimento de Onda (X&)

Legenda: Com os respectivos lotes indicados na legenda, todos na concentracdo massica de 20 ppm
A linha pontilhada representa o padrdo de AgQNP de 10 nm na concentracdo massica de 20 ppm.
Fonte: (O autor, 2021).
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Figura 42 — Espectros UV-VIS das sinteses de borohidreto com citrato como agente

protetor

Varredura UV-VIS
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Legenda: Com os respectivos lotes de nanoparticulas de prata (AgNPs) indicados na legenda, todos
na concentracdo massica de 20 ppm. A linha pontilhada representa o padrdo de AgNP de 10 nm na
concentracdo massica de 20 ppm.

Fonte: (O autor, 2021).

Na Figura 41 é possivel notar que a formulacdo AGBH11BORO05T25 (relagédo
molar borax:Ag = 0,5) apresentou maior proximidade do padrdo de AgNP 10 nm
mesmo nha temperatura de 25°C. Ja nas amostras com teor de borax de 1,0 e 2,0,
houve uma diminuicdo no pico na regido dos 400 nm, porém houve um aumento na
regiao do infravermelho.

Com relacéo ao citrato, é possivel perceber na Figura 42 que 0 aquecimento
de 60°C favorece o aumento do pico na regidao dos 400 nm indicando uma melhor
eficiéncia do processo e que a amostra AGBH11CO05T60 (relagdo molar citrato:Ag =
0,5) apresentou absorcdo semelhante a do padrao de AgNP 10 nm, com o pico mais
deslocado a esquerda indicando possivelmente um tamanho menor que 10 nm.

Estas amostras também foram fabricadas no apice da pandemia e nao foi

possivel avaliar os outros parametros de controle.
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4.1.3 Sintese verde com Aroeira

A sintese com aroeira apresentou grande facilidade de producdo e os
resultados sé&o apresentados na Tabela 14.

Tabela 14 — Resultados fisico-quimicos das AgNPs com extrato de folhas de aroeira
pimenteira rosa

Tamanho
Conc Ag Conc Conc. )
Médio Zeta
Produto Total AgNP Ag+ PDI pH
eom)  epm)  pm) oMY
m m m
pp pp pp DLS
AGCBORO5AROEV15 20,01 19,91 < 0,033 15,57 -41,2 0,296 9,0

Legenda: DLS, espalhamento dinamico da luz; PDI, indice de polidisperséo.
Fonte: (O autor, 2021).

A formulacdo apresentou excelente estabilidade e seu espectro UV-VIS é
praticamente semelhante com o padrdao de AgNPs 10 nm conforme mostrado na
Figura 43, tendo como diferente apenas a regido do ultravioleta (UV) devido aos
compostos organicos do extrato de aroeira.

Figura 43 - Espectro UV-VIS da sintese de borohidreto com borax e aroeira

Varredura UV-VIS
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Legenda: Na concentracao massica de 20 ppm. A linha pontilhada representa o padrédo de AgNP de 10
nm na concentracdo massica de 20 ppm.

Fonte: (O autor, 2021).
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A amostra apresentou populacdo homodispersa, com baixo teor de ion prata,
pH adequado, e resisténcia ao congelamento conforme item 4.5.2 (Figura 61),
tamanho de 15,6 nm, valor de PZ -41,2 mV (alto) o que garante excelente estabilidade
elétrica.

Esta formulacdo apresenta excelente estabilidade eletroestérica (elétrica +

estérica).

4.1.4 Sintese de AgNPs plasmoénicas

Estas formulacdes ndo seriam adequadas para uso bioldgico. Seu uso estaria
voltado para catalise ou para desenvolvimento de revelacdo de imunocomplexos
antigeno-anticorpo para o desenvolvimento de kit de diagnosticos.

As formulacdes apresentaram alto teor de ion prata livre, e o valores de PDI
alto. Os resultados séo apresentados na Tabela 15.

Como mencionado na introdugdo varios autores atribuem um maior poder
bactericida das AgNPs com maior nimero de faces {111}, que sdo 0s nanopratos
triangulares ou hexagonais aqui produzidos. Porém, deixamos um guestionamento
para futuras pesquisas: esse maior poder bactericida esta realmente relacionado as
faces {111} ou ao alto teor de Ag* livre decorrente do processo produtivo destas
particulas? Para a correta comparacdo do poder bactericida das AgNPs em formato
de nanopratos com as AgNPs de formato esférico, seria necessario separar este ion

prata das mesmas.

Tabela 15 — Resultados fisico-quimicos das amostras de prata plasmonica

Tamanho
Conc Ag Conc Conc. )
Médio Zeta
Produto COR Total AgNP Ag+ PDI pH
eom)  @om) oy ™)
m m m
pp pp pp DLS
AGP08 Marrom 9,46 2,50 6,97 53,4 -50,7 0,850 9,05
AGP09  Violeta 12,16 3,86 8,30 80,5 -56,7 1,000 8,85
AGP10 Azul 10,55 2,73 7,82 70,5 -47,8 1,000 9,10
AGP11 Verde 6,81 1,86 4,95 84,7 -46,4 0,722 8,90
AGP12 Laranja 12,49 1,03 11,46 57,2 -65,7 0,740 8,92

Fonte: (O autor, 2021).
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Os espectros de UV-VIS, apresentados na Figura 44, mostram a RPS
marcadamente diferente neste tipo de amostra em comparacdo com as AgNPs de

formato esférico.

Figura 44 - Varredura de UV-VIS das amostras de prata plasmonicas
Varredura UV-VIS

AGP12
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—AGP09
o 318 —AGP08
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Abs

Comprimento de Onda (1)

Legenda: Com os respectivos lotes: AGP08, AGP09, AGP10, AGP11 e AGP12. O grafico mostra os
diferentes perfis e comprimento maximo para cada cor de AgNP plasmoénica. O circulo pontilhado
chama atencéo para o aumento de energia de absor¢do do infravermelho.

Fonte: (O autor, 2021).

As nanoparticulas de ouro (AuNPs) sdo frequentemente utilizadas como
biossensores em marcadores biologicos e, também, em kit de diagnésticos. As
nanoparticulas de prata (AgNPs) podem ser convertidas em nanopratos triangulares
ou hexagonais. Estes nanopratos possuem capacidade de absorver e dispersar
fortemente a luz em comprimentos de onda especificos, produzindo ondas densas de
elétrons que sdo chamadas de plasmons. Os nanopratos de prata podem possuir um
amplo leque de colorac¢des e podem ser utilizados como biossensores em substituicdo
as AuNPs ou em novas pesquisas de kit de diagnosticos. Neste sentido, o

desenvolvimento deste insumo para revelacdo de imunocomplexos antigeno-
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anticorpo e, prioritariamente, utilizacao na plataforma de imunocromatografia de fluxo
lateral teria uma grande importancia estratégica para o desenvolvimento de novos kits
de diagnosticos de Bio-manguinhos em parceria com o LATED/Bio-manguinhos.

4.1.5 Sintese e AgNPs bi-metalicas Sn@Ag

A sintese da particula bimetalica com nucleo de Sn e Camada de Ag ocorreu

COm sucesso e 0s resultados sdo apresentados na Tabela 16.

Tabela 16 — Resultados fisico-quimicos da AgNP bi-metalica de Sn@Ag

Conc Ag Conc Conc. T?\Argz?go Zeta
Produto Total AgNP Ag+ PDI pH
(ppm)  (pm)  (ppm) M (MV)
DLS
SN@AGBORO5V14 19,86 19,67 <0,033 14,8 -31,0 0,294 9,3

Fonte: (O autor, 2021).

A populacdo da amostra foi homodispersa, de baixo teor de ion prata cerca de
190 ppb de Ag* livre e PZ de -31,0 mV o que garante boa estabilidade. O espectro de

absorcao ficou praticamente igual ao do padréo de AgNP 10 nm, conforme Figura 45.
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Figura 45 - Espectro UV-VIS da sintese core-shell de Sn@Ag
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Legenda: Na concentragdo massica de 20 ppm. A linha pontilhada representa o padrdo de AgNP de 10
nm na concentracdo massica de 20 ppm.
Fonte: (O autor, 2021).

4.2 Caracterizacdo das AgNPs

Nas caracterizacdes das AgNPs realizadas ficou evidente a importancia dos
métodos fisico-quimicos. Através deles foi possivel inferir sobre a estrutura, a forma,
os teores de AgNPs e de Ag*, tamanho médio das particulas e distribuicdo
(homodispersa ou polidispersa). Tais caracteristicas influenciam diretamente na
atividade biologica, farmacoldgica, farmacocinética, bem como na toxicologia das
AgNPs. A investigacao fisico-quimica € a base para a seguranca de uso. Além disso,

fornece dados para pesquisa de novos usos e para desvendar o mecanismo de agao
das AgNPs juntamente com todo seu potencial.
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4.2.1 Quantificacdo por ICP-OES

4.2.1.1 Validacdo da metodologia

421.1.1 Linearidade

421.1.1.1 Tratamento de valores extremos (outliers)

A observacao i= 13 foi considerada como outlier e foi removida do conjunto de
dados para célculo dos parametros estatisticos. A Figura 46 apresenta a curva

analitica final apés a remocédo dos valores extremos.

Figura 46 — Curva analitica da concentracao de prata em ppb versus a intensidade (K)
x 1000
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Fonte: (O autor, 2021).

421.1.1.2 Teste de normalidade
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A normalidade dos residuos da regressao foi verificada pelo teste Ryan-Joiner.
O valor encontrado para o coeficiente de correlacdo Req de 0,9600 € maior do que o
valor do Reiit 0,9437 (n=17 e =0,05) e indica que os residuos da regressédo seguem

a distribuicdo normal.

42.1.1.1.3 Teste de homoscedasticidade

Foi verificado a homoscedasticidade dos residuos da regressao pelo teste de
Levene (1960), modificado por Brown e Forsythe (1974). Os resultados s&o
apresentados na Tabela 17.

Tabela 17 — Resultados da homoscedasticidade dos residuos da regresséao pelo teste

de Levene
Estatistica Grupo 1 Grupo 2
n 9 8
Mediana 1,25 -1,16
dm 2,14 3,98
SQD 73,90 226,26
55 20,01
t, -0,845
Leritico 2,132

Legenda: Dados calculados pela planilha elaborada por Bazilio e colaboradores (2012). Onde: n,
numero de observac¢des no grupo; dm, média das diferencas entre cada residuo e a mediana do seu
grupo; SQD, soma dos quadrados dos desvios; S2, variancia combinada; ti, estatistica t calculada; teritico,
estatistica t Tabelada.
Fonte: (O autor, 2021).

Como o valor encontrado para a estatistica tL € menor que o valor critico a um

nivel de significancia de 0,05, verificamos que os residuos sdo homoscedasticos.

42.1.1.1.4 Teste de Autocorrelacao dos Residuos (independéncia)

O teste de Durbin-Watson foi utilizado para avaliagdo da autocorrelacao dos
residuos. Os resultados para os limites dL e dU com um nivel de confianca de 95%, e

o valor calculado para a estatistica d do teste sdo apresentados na Tabela 18, e a



131

Figura 47 apresenta o grafico de Durbin-Watson mostrando graficamente a

independéncia dos residuos da regressao.

Tabela 18 - Resultados do teste de Durbin-Watson

n 17
o 0,05
d 2,32
dc 1,13
du 1,38

Legenda: Dados calculados pela planilha elaborada por Bazilio e colaboradores (2012). Onde: n,
namero de observacdes; «, € 0 nivel de significAncia; d, estatistica d; d., limite inferior e dy, limite
superior.

Fonte: (O autor, 2021).

Figura 47 — Mostra os residuos ei ei-1 obtidos no teste de Durbin-Watson
' ™
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Fonte: (O autor, 2021).

O valor encontrado para a estatistica d do teste de Durbin-Watson é maior que

o limite superior, portanto, concluimos que existe a independéncia dos residuos.

421.1.15 Teste de significAncia da regressao
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A significancia do modelo de regresséo linear foi verificada pela analise de

variancia (ANOVA). Os resultados obtidos no teste sdo apresentados na Tabela 19.

Tabela 19 - Resultados da Analise da regresséo e desvio da linearidade (ANOVA)

Soma dos Média dos
Fonte de Variacao GL Quadrados Quadrados F p-Valor
(SQ) (MQ)
Regresséo 1 1,86x108 1,86x108 9,31x104 7,25x1020
Residuo 15 3,00x102 2,00x10?
Falta de ajuste 4 1,36x10? 3,41x101 2,29 0,125
Erro puro 11 1,64x10? 1,49x10?
Total 16 1,86x108

Legenda: Dados calculados pela planilha elaborada por Bazilio e colaboradores (2012). Onde: GL, grau
de liberdade; F, estatistica da andlise de variancia; p-Valor, probabilidade da estatistica calculada.
Fonte: (O autor, 2021).

O resultado do p-Valor da regressdo foi 7,25x103° foi inferior a 0,001
confirmando a hipétese de que a que a regressao é significativa, com um nivel de
confianca de 99,9%. Com relacao ao desvio da linearidade o p-Valor foi 0,125, (valor
maior que 0,05) existe evidéncia estatistica que prova que a falta de ajuste ao modelo

linear ndo é significativa, com um nivel de significancia de 0,05.

42112 Seletividade e Recuperacao

Foram avaliadas 2 amostras para recuperacdo, que foram preparadas
conforme item 3.2.1.3. As amostras foram analisadas sem spike (fortificacdo) e um
outro preparo foi feito com o spike (fortificagéo) de 500 ppb de prata + 500 ppb de
cobre. A Tabela 20 mostra os resultados obtidos e a recuperacao alcancada para cada

amostra fortificada.
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Tabela 20 — Resultado das concentracdes obtidas nas amostras fortificadas com sua

respectiva recuperacao

Intensidade Conc Ag Recuperacéo
Amostra Corrigida  DPR(%) FD
) (ppb) (%)

AGCBORO05V13 371,0 1,50 400,8 50
AGCBORO05V13
+Spike 500 ppb Ag 822,1 0,38 883,6 50 96,8
+ 500 ppb Cu
Padrdo AgNP 10 nm 365,7 1,34 395,1 50
Padrdo AgNP 10 nm
+Spike 500 ppb Ag 830,0 0,42 891,9 50 99,6
+ 500 ppb Cu

Legenda: Onde: FD, fator de diluicdo da amostra; DPR(%), desvio padréo relativo.
Fonte: (O autor, 2021).

Ao mesmo tempo, foi possivel avaliar que o teste é seletivo para prata e que a
concentracdo de cobre adicionada na mesma ordem de grandeza da prata, nao
alterou o resultado. De acordo com o critério de aceitacdo da AOAC, a recuperacéo

entre 80 a 110% para a faixa de trabalho testada o0 método é aprovado neste quesito.

421.1.3 Limite de Deteccéo e Limite de Quantificacdo

Os limites LD e LQ foram obtidos pela regressdo dos minimos quadrados
ponderados com a utilizagdo do teste t a um nivel de confianga de 95% (BAZILIO et
al.,, 2012; ZORN; GIBBONS; SONZOGNI, 1997). Os resultados obtidos séo

apresentados na Tabela 21.
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Tabela 21 - Resultados da regressao dos minimos quadrados ponderados

Variaveis Valor
Coef. Angular (a) 0,934207
Coef. Linear (b) -3,42528

Yc 6,76
£(0,05,n-2) 2,13145

LD (ppb) 10,90

LQ (ppb) 32,70

Legenda: Dados calculados pela planilha elaborada por Bazilio e colaboradores (2012). Onde: Yc, € 0
nivel critico da resposta analitica; LD, limite de deteccéo; LQ, limite de quantificacao.
Fonte: (O autor, 2021).

Os limites de deteccdo deste método sdo para a concentracdo massica de
prata, independe do tamanho da particula ou formato. As AgNps serdo digeridas e
dissolvida como Ag+. Representa a menor concentracdo massica que pode ser
detectada por este método, no caso o LD € 10,90 ppb e o LQ 32,70 ppb.

Dessa forma, a linearidade da curva analitica € adequada para a faixa de
trabalho de 32,70 ppb a 1000 ppb, podendo inclusive excluir o P1 de 10 ppb pois este

€ menor que o LQ.

42114 Repetibilidade

A concentracdo de prata total na amostra AGCBORO05V13 foi de 0,401 ppm e

a andlise de suas repeticdes e do fator HorRatr: foram colocados na Tabela 22.

Tabela 22 — Avaliacao da repetibilidade

Concentracao de Prata Total
DPRr 1,50%
DPRPR = 2 X (4,00 x 10-7)0.1505 18,4%
DPRPr 9,2%
HorRat; 0,163

Legenda: Onde: DPR;, desvio padréo relativo; DPRPR, desvio padrdo relativo previsto; HorRat:, razdo
de Horwitz.
Fonte: (O autor, 2021).



135

Como HorRatr € menor do que 2, indica que o método possui repetibilidade

adequada.

4.2.2 Espectrofotometria UV-vis

Em todas as andlises de caracterizacdo a espectrofotometria UV-VIS foi
realizada para acompanhamento do processo de produgdo das AgNPs,
caracterizacdo e estabilidade. Através da RPS é possivel avaliar de forma rapida
caracteristicas como o tamanho aproximado das particulas através do deslocamento
do Amax em funcdo do tamanho. A Figura 48 mostra a ressonancia plasmonica de

padrées de AgNPs em funcao de seu tamanho.

Figura 48 — Varredura UV-VIS de padrdes de AgNPs
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Legenda: Todos padrées com concentragdo massica de 20 ppm e com citrato-3Na como estabilizante,
para os tamanhos de 10, 20, 40, 60 e 100 nm. O grafico mostra o deslocamento do Amax em fungéo do
tamanho da particula.

Fonte: (O autor, 2021).
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Pela analise de UV-VIS, também é possivel acompanhar a eficiéncia de um

processo, tempo de processo e realizar a customizacdo da producao.

4.2.3 Espalhamento Dinamico de Luz (DLS)

4.2.3.1 Analise dos Padrbes de AgNPs

Neste ensaio foi avaliado a resposta do DLS de sua distribuicdo do tamanho
das particulas, por intensidade, volume e niumero tendo os padrées de AgNPs como
referéncia. Os padrdes utilizados com seus respectivos lotes ja foram descritos
anteriormente na Tabela 12.

Usualmente, a leitura por intensidade € a mais utilizada e citada na literatura,
mas no caso das AgNPs para tamanhos de até 60 nm observou-se que as medidas
nao estéo coerentes com os valores de tamanho do certificado, marcado em vermelho
na Tabela 23. No entanto, na medi¢do por nimero estes se encontram coerentes com
o certificado. Para valores maiores que 60 nm, a leitura por numero, entretanto este
estudo ainda ndo é conclusivo e sdo necessarios mais testes para uma melhor

avaliacao.
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Tabela 23 —Resultados de espalhamento dindmico de luz para os padrées de AgNPs

| Distribuicdo do Tamanho |

Descricdo da . N Por Por NGimero (nm) |
Amostra Cédigo Diluicdo Intercept PDI qu Volume

Intensidade Médi — -

(Média) (nm) ((rfml)a) |Peak1|| % | |[Peak2]|| % | [Média| | Desvio |

AgNP 10 nm PD10 10 0,991 0,332 94,6 553 | 14,0 ||1000]| - |[ - ]l140] ] 4,834 |

AgNP 20 nm PD20 10 0,983 0,374 95,0 1878 | 20,2 |[1000]| - |[ - ]l202]] 4,840 |

AgNP 40 nm PD40 10 0,954 0,271 164,5 4839 | 293 |[1000]|| - || - ][293]]| 8110 ]

AgNP 60 nm PD60 10 0,925 0,204 76,1 56,3 | 458 |[1000]| - || - ][458]] 11,60 |

AgNP 100 nm PD100 10 0,904 0,178 110,5 91,1 | 640 ||1000]| - |[ - ]|640]| 1957 |

50% AgNP 20 10 0,915 0,209 90,6 703 | 551 |[1000]| - || - ][s551]] 14,44 |

n 50 0,950 0,253 88,4 731 [ 585 |[1000][ - [ - |[585][ 14,39 |

500 AgNP 60 P20-PD60 109 0,996 0,279 86,1 729 [ 597 J[1000][ - [ - ][597]][ 1497 |

nm

14,5 20,0 - - 2,74

200 0,987 0,278 133,3 612,9 | | | | | 46,5

L - J[ - J[539 [[800] [ 12,54 |

Legenda: Onde: DLS, espalhamento dindmico da luz com medidas de tamanho da particula por intensidade, volume e nimero; PDI, indice de polidisperséo,
Créditos da andlise: Beatriz Ferreira de Carvalho Patricio (LMN/Farmanguinhos/Fiocruz).
Fonte: (O autor, 2021).
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Na mistura de padrdes, codigo da amostra: PD20_PD60, observou-se que a
particula de maior tamanho prevalece na leitura de tamanho e a de menor tamanho
nao é visualizada. Isso ocorre devido movimento browniano que se baseia no espaco
que a particula ird ocupar naquele liquido. Assim, essa diferenca entre elas acaba
desaparecendo. Essa separacéo so foi observada na diluicdo de 200X que garantiu
gue as particulas estivessem bem separadas entre si, conseguindo leitura, também,
na distribuicdo de tamanho por niumero.

Foi verificado que a expressdo dos dados nestes trés parametros produz trés
diferentes tamanhos e que para andlise nas AgNPs para tamanhos de 60 nm a
distribuicdo por nUmero se mostrou mais precisa.

O valor de Intercept acima de 0,8 em todas as leituras indica boa correlagao,
pouco ruido na linha de base.

Os valores da distribuicdo por intensidade e volume (média) sdo a média
ponderada do Peak 1, 2 e 3. O Valor Z-Average néo é usado.

A média Z-Average (nm) é a correlagdo através de um algoritmo que redne
todos os sinais individuais das popula¢cdes em um Unico sinal, assumido que existe
um unico pico aplicado a funcéo de autocorrelacdo. Esse algoritmo de andlise fornece
a média Z ponderada da intensidade e o PDI. N&o é considerado um valor consistente,
uma vez que mescla todos os picos de populacao detectados.

A Figura 49 mostra os graficos de funcdo de correlacdo (raw data) e a
conversdo deste sinal para o gréfico de distribuicdo de tamanho por intensidade da
amostra PD20 diluida 10X e a Figura 50 apresenta a distribuicdo por niumero da
mesma amostra. O relatorio desta amostra é mostrado com mais detalhes no Anexo
C.
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Figura 49 — Grafico da funcado de correlacéo e gréafico da distribuicdo de tamanho por

intensidade da amostra PD20
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Fonte: (O autor, 2021).

Figura 50 — Resultados e grafico da distribuicdo de tamanho por nimero da amostra
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Fonte: (O autor, 2021).
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Todas as informacdes da difusdo das particulas na amostra séo incorporadas
a curva de correlacado medida. A dificuldade esta na extracdo dessas informacdes de
uma unica curva.

Quanto menor o tamanho da particula, maior é a dificuldade para obtencdo de
resultados representativos e maior é o erro relativo. Em nosso caso, foram realizadas
5 medi¢cBes independentes para minimizacdo do coeficiente de variacdo e a diluicéo
de 10X se mostrou ser adequada com a distribuicdo de tamanho por nimero. Porém
uso de agua ultrapura tipo 1, geralmente ndo é recomendado, pois a auséncia de ions
diminui a protecao das interacdes de longa distancia entre as particulas. A diluicdo
com KCI ou NaCl ndo deve ser utilizada em nenhuma amostra com AgNPs, pois
ocasionaria turvagdo devido a formacao de AgCl. Por outro lado, a diluicdo em 10 mM
KNOs, recomendada por Farrel e Brousseau (2017), ndo foi testada por nés em tempo
habil, e seria recomendada em estudo futuro comparativo diluindo 10X em KNOs 10
mM e avaliar os resultados (FARRELL; BROUSSEAU, 2017).

Um outro aspecto ainda sobre esta andlise € o sobre o movimento browniano
gue depende da temperatura e da viscosidade do meio. Quanto maior a viscosidade,
menor o movimento browniano e quanto maior a temperatura maior 0 movimento
browniano. E 0 movimento browniano € inversamente proporcional ao diametro da
particula. De forma geral, as amostras de AgNPs, inclusive os padrdes, nao
apresentam viscosidade, porém em nossa proposta foi mostrado que a viscosidade
aumenta a estabilidade a sedimentacado. E, nestes casos, a diluicdo de 10X seria o
suficiente para quebrar esta viscosidade e deixa-la igual a da agua que € 0,9 cP
(20°C). A realizacao dos testes a 20°C de todas as amostras uniformizou o resultado.

O potencial zeta é calculado pela mobilidade eletroforética que € determinada
a partir da velocidade eletroforética. Colocando uma particula carregada em um
elétrico campo faz com que ele se mova: eletroforese.

O pH das AgNPs entre 8,5 a 9,5 favorece o aumento do PZ em maodulo
negativamente. No meio alcalino o PZ tende alterar a densidade de carga superficial
das AgNPs, o que € interessante e desejavel do ponto de vista de estabilidade elétrica.
Dessa forma, por exemplos, AgNPs que possuam PZ -30 mV em pH 7,0, a mesma
amostra ao ser levada para pH 9,0 pode ter um potencial de -40 mV,
aproximadamente. Detectamos um aumento de cerca 30 a 40% em algumas de
nossas amostras experimentais mantendo a mesma formula e simplesmente

alterando o pH.
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Foram avaliados alguns dos componentes que compdem a matriz das AgNPs

como coadjuvantes, ou como agente contaminante, que € o caso do Ag*, proveniente

da dissolucao oxidativa. As amostras foram analisadas sem diluicdo e com diluicéo de

10X em agua ultrapura tipo 1, que é a mesma dilui¢cdo utilizada para as amostras de

AgNPs. O Quadro 12 mostra que alguns desses componentes acusam uma resposta

no DLS e outros ndo apresentam leitura (NA), indicando que estes ndo impacta

diretamente o resultados das AgNPs. No entanto, a amostra AGN100 diluida 10X

passa a 10 ppm de Ag* e demonstra que o teor de Ag”* livre nas amostras de AgNPs

pode impactar os resultados e o PDI. O BSA que pode ser incorporado para aumentar

a estabilidade das AgNPs impacta em um resultado de grande raio hidrodinamico

medido pelo DLS.

Quadro 12 - Resultados da analise de DLS

Tamanho DLS

Descricdo Amostra | Cod. Amostra | Intercept Diluicao por niumero PDI
(Média) nm
AgNO3 100 ppm AGN100 1,37 10X 138,4 0,543
AgNOs3 0,1Mol/L AGNO1M 1,09 10X 77,3 0,417
BSA 20 pg/mL BSA20 0,95 - 668,2 0,483
BSA 20 pg/mL BSA20 1,00 10X 369,2 0,614
Agua ultrapura tipo 1 AGEWATO01 NA
Citrato-3Na 0,02% AGCITO01 NA
Citrato-3Na 0,05% AGCITO02 NA
CMC 0,15% AGCMCO01 NA
CMC 0,30% AGCMCO02 NA
PEG 6000 0,10% AGPEGO01 NA
PVP-K30 0,05% AGPVPO1 NA

Legenda: Com as constantes: Material RI, 1,33; Coeficiente de extincao (K), 3,99 e meio dispersante
agua. Resultados DLS representam a média ponderada da distribuicdo de tamanho por nimero. NA,
Nao apresentaram leitura no equipamento nem em uso direto nem diluido a 10X.Créditos da analise:
Beatriz Ferreira de Carvalho Patricio (LMN/Farmanguinhos/Fiocruz).

Fonte: (O autor, 2021).
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4.2.4 Potencial Zeta (PZ2)

4.2.4.1 Analise dos Padrdes de AgNPs

Foi realizada analise de PZ nos padrbes de AgNPs e verificou-se a relagcéao de

seu valor com a diluicdo, conforme resultados apresentados na Tabela 24.

Tabela 24 — Resultados de PZ para os padrdes de AgNPs de 10, 20, 40, 60 e 100 nm

Descricdo da codigo Diluicao PZ final Condutividade
Amostra 9 ¢ (mV) (mSf/cm)
- - 43,2 0,6060
10 - 41,4 0,1020
AgNP 10 nm PD10 o 376 0.0199
100 - 18,6 0,0093
1 - 69,4
AgNP 20 nm PD20 0 69, 0,0605
50 - 63,6 0,0152
10 - 65,7 0,0649
AgNP 40 nm PD40 o 634 0.0093
- - 59,3 0,6070
AgNP 60 nm PD60 10 - 44,7 0,0354
50 - 61,6 0,0144
10 -57,3 0,0639
AgNP 100 nm PD1
gNP 100 00 50 - 67,4 0,0240

Créditos da andlise: Beatriz Ferreira de Carvalho Patricio (LMN/Farmanguinhos/Fiocruz).
Fonte: (O autor, 2021).

A diluicdo de 50X, mostrou-se adequada para AgNPs. As diluicbes abaixo de
50X apresentaram interferéncia para o teste de PZ, conforme resultado mostrado na
Figura 51, fazendo um comparativo entre o resultado do PD20 na diluicdo de 20X e
na de 50X. Os gréficos indicam que a distribuicdo da fase estad adequada, porém a
concentracdo da amostra diluida 20X ainda pode estar inadequada em A (muito alto).



143

Figura 51 — Mostra a distribuicdo do PZ da amostra de padrdo de AgNP 20 nm. A,
amostra diluida 20X; B, amostra diluida 50X. O circulo azul pontilhado em A, mostra

uma interferéncia no sinal
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Fonte: (O autor, 2021).

4.2.4.2 Influéncia das matérias-primas no PZ

Foram avaliados alguns dos componentes que compdem a matriz das AgNPs.
As amostras foram analisadas com diluicdo de 10X em agua ultrapura tipo 1. As
amostras de CMC e PVP apresentaram leitura de PZ enquanto as outras nao. A
Tabela 25 mostra estes resultados. Tanto o CMC como o PVP influenciam de forma

positiva no aumento de PZ das AgNPs.
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Descricdo Amostra  Cod. Amostra Diluicdo Pz final Condutividade
(mV) (mS/cm)
CMC 0,15% AGCMCO01 10 -24,1 0,0602
CMC 0,30% AGCMCO02 10 -22.2 0,2480
PVP-K30 0,05% AGPVPO1 - -18,4 0,0073
AgNOs 0,1Mol/L AGNO1M NA
AgNO3 100 ppm AGN100 NA
Agua ultrapura tipo 1 AGEWATO01 NA
BSA 20 ug/mL BSA20 NA
PEG 6000 0,10% AGPEGO01 NA

Legenda: NA, Nao apresentaram leitura no equipamento nem em uso direto nem diluido a 10X. Créditos

da analise: Beatriz Ferreira de Carvalho Patricio (LMN/Farmanguinhos/Fiocruz).

Fonte: (O autor, 2021).

4.2.5 Microscopia eletrbnica de transmisséo (TEM)

Foram realizados diversos experimentos para analise por TEM conforme

metodologia apresentada. A Figura 52 representa uma nanoparticula de prata

plasmoénica de coloracdo azul e é possivel ver a formacdo de alguns nanopratos

hexagonais com cerca de 10 nm aproximadamente. E possivel observar as particulas

mais transllcidas indicando um possivel formato de nanopratos.
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Figura 52 — Imagem por TEM da amostra de AgNP plasménica

Nota: Lote: AGP28, na foto um prato hexagonal com cerca de 10 nm. Créditos da analise: Wendell
Girard Dias (Plataforma de Microscopia Eletronica Rudolf Barth do IOC/FIOCRUZ).
Fonte: (O autor, 2021).

Por outro lado, a Figura 53 mostra uma produgdo AgNPs obtida pelo método
eletroquimico com a seguinte metodologia: 15V e 530 mA, 0,04% PVP-K-30, 0,05%
NaHCOs 1M, 0,15% CMC-r, temperatura 70°C e tempo de eletrélise de 15 minutos.

Neste caso as particulas se mostram como esféricas e com tamanhos entre 3 a 5 nm.
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Figura 53 — Resultado obtido por TEM da amostra de AgNP

, B v . : s i
Nota: Lote: 190701AGE13, obtida pelo método eletroquimico. Apresenta formato esférico e tamanho
médio em torno de 4 nm. Créditos da andlise: Wendell Girard Dias (Plataforma de Microscopia
Eletrénica Rudolf Barth do IOC/FIOCRUZ).

Fonte: (O autor, 2021).

O resultado do DLS na distribuicdo por numero se aproxima deste valor
conforme apresentado na Figura 54.
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Figura 54 — Resultado DLS da amostra de AgNP, Lote: 190701AGE13. A Figura

mostra a distribuicdo por numero, com o PDI, intercept e grafico de distribuicdo

Results
Size (d.n... % Number: St Dev (d.n...
Z-Average (d.nm): 71,16 Peak 1: 5,827 58,4 1,913
Pdl: 0.349 Peak 2: 15,01 41,6 4,295
Intercept: 0,929 Peak 3: 0,000 0,0 0,000

Result quality Refer to quality report

Size Distribution by Number

Number (Percent)

Size (d.nm)

Nota: Créditos da analise: Beatriz Ferreira de Carvalho Patricio (LMN/Farmanguinhos/Fiocruz).
Fonte: (O autor, 2021).

Record 392: 20190917_AGE13_1-10 MEDIA|

Os resultados de tamanho por TEM sdo muito mais precisos e reais do que 0s
resultados por DLS. Em geral os tamanhos reais das particulas sdo menores no TEM
do que DLS, pois a técnica TEM capta através do fluxo de elétrons a exata projecao
da particula. J& no DLS, o equipamento capta o raio hidrodinamico, que é um pouco
maior do que o tamanho real da particula. A qualidade do polimero que reveste 0s
grids é um fator fundamental. Em nossos testes, testamos o collodium, porém o
mesmo acaba agregando as particulas e o resultado n&o foi adequado. O Formvar
gue utilizamos estava antigo, e isso pode ter impactado, certamente, na qualidade dos
resultados. Ao receber o fluxo do canhdo de elétrons o mesmo rapidamente se
desintegrava e estourava o campo.

A técnica fornece informacgOes relevantes sobre o tamanho, distribuicdo e
morfologia das particulas de AgNPs, no entanto, deve ser considerado o alto custo
para manutencdo do equipamento, compra de grids, polimeros formadores de pelicula

(Formvar).
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4.3 Citotoxicidade das AgNPs

4.3.1 Ensaio MTT em células CHO

Neste ensaio podemos avaliar a citotoxicidade das amostras produzidas de
AgNPs lotes AGBORO0O5BSAV13 e SN@AGBORO05V14, e do ion prata, que foram
adicionadas aos pog¢os com células CHO, conforme Figuras 55, 56, 57 e 58. As células
foram cultivadas em condi¢des ideais para 0 seu crescimento conforme descrito no
item 3.3.1.

O ion prata foi testado sob a forma de nitrato de prata na faixa de
concentracbes de 0,31 ppm a 10 ppm, tendo como controles, células CHO sem
tratamento (controle negativo ou de viabilidade celular) e células tratadas com DMSO
3% (controle positivo para verificacdo de morte celular). Como demonstrado na Figura
56, no caso do Ag* apenas a concentracdo de 0,31 ppm néo foi citotoxica para as
células, apresentando o crescimento celular semelhante ao controle sem tratamento.

O lote AGBORO0O5BSAV13 foi testado a partir da concentracéo de 0,63 a 20
ppm de AgNPs, mantendo os mesmos controles descritos acima. A Figura 57
demonstra que apenas as concentracfes de 10 e 20 ppm se mostraram citotoxicas,
gquando comparadas as células sem tratamento. Resultado semelhante ao lote
AGBORO05BSAV13 foi observado para SN@AGBOR05V14, como demonstrado na
Figura 58.
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Figura 55 — Ensaio de citotoxicidade pelo método MTT em células CHO
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Legenda: Onde: MTT: brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio]. CHO: células de ovario
de hamster chinés. V14: Amostra de AgNP Sn@Ag lote: SN@AGBORO05V14; V13: Amostra de AgNP-
B-BSA, lote: AGBOR05BSAV13. ion Ag: Nitrato de prata 10 ppm. TW3%: DMSO 3%. Branco: Meio +
PBS sem células. Placa apés incubacé@o de 24h e adicdo do MTT. Créditos da imagem: Alexandre
Bezerra Conde Figueiredo (LATAM/Bio-manguinhos/FIOCRUZ).

Fonte: (O autor, 2021).
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Figura 56 — Ensaio de citotoxicidade MTT do ion Ag* em células CHO
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Legenda: Onde: MTT: brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio]. CHO: células de ovario
de hamster chinés. Resultados expressos como valores médios de absorbancia + desvio padrao de
dois ensaios independentes. Amostra de ion prata Ag* (sob a forma de nitrato de prata): as
concentracdes de 0,63 a 10 ppm se mostraram citotdéxicas quando comparadas ao controle negativo
(células CHO sem tratamento). A concentracdo de 0,31 ppm ndao foi citotoxica apresentando valores
de absorbancia semelhantes ao do grupo controle negativo. Na analise estatistica empregando andlise
de variancia (ANOVA) e teste de compara¢Bes multiplas Newman-Keuls *** denota valor p <0,05,
indicando que estas concentracdes de Ag* causaram significativo decréscimo de viabilidade celular
guando comparadas ao grupo controle negativo, a um nivel de confianca de 95%. Créditos da analise
e tratamento dos dados: Alexandre Bezerra Conde Figueiredo (LATAM/Bio-manguinhos/FIOCRUZ).

Fonte: (O autor, 2021).
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Figura 57 - Ensaio de citotoxicidade MTT de nanoparticulas de prata estabilizadas
com boro e BSA (AgNPs-B-BSA) em células CHO
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Legenda: MTT: brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio]. CHO: células de ovério de
hamster chinés. Resultados expressos como valores médios de absorbancia + desvio padrao de dois
ensaios independentes. Amostra de AgNPs-B-BSA, lote: AGBOR05BSAV13: as concentrac¢des de 10
e 20 ppm se mostraram citotéxicas quando comparadas ao controle negativo (células CHO sem
tratamento). As concentra¢des iguais ou menores que 5 ppm ndo foram citotéxicas apresentando
valores de absorbancia semelhantes ao do grupo controle negativo. Na analise estatistica empregando
andlise de variancia (ANOVA) e teste de compara¢bes multiplas Newman-Keuls *** denota valor p
<0,05, indicando que estas concentracdes de AgNPs-B-BSA causaram significativo decréscimo de
viabilidade celular quando comparadas ao grupo controle negativo, a um nivel de confianca de 95%.
Créditos da analise e tratamento dos dados: Alexandre Bezerra Conde Figueiredo (LATAM/Bio-

manguinhos/FIOCRUZ).
Fonte: (O autor, 2021).
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Figura 58 - Ensaio de citotoxicidade MTT de nanoparticulas bi-metalica com nudcleo
(core-shell) de Sn e camada de Ag (AgNPs (Core-Shell) Sn@Ag em células CHO

. . Core-Shell: Sn@Ag
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Legenda: MTT: brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio]. CHO: células de ovério de
hamster chinés. Resultados expressos como valores médios de absorbancia + desvio padrao de dois
ensaios independentes. Amostra de AgNPs (Core-Shell) Sn@Ag, lote: SN@AGBOR05V14: as
concentragdes de 10 a 20 ppm se mostraram citotoxicas quando comparadas ao controle negativo
(células CHO sem tratamento). As concentracdes iguais ou menores que 5 ppm néo foram citotoxicas
apresentando valores de absorbancia semelhantes ao do grupo controle negativo. Na analise
estatistica empregando andlise de variancia (ANOVA) e teste de comparacdes mdltiplas Newman-
Keuls *** denota valor p <0,05, indicando que estas concentracfes de NPs Sn@Ag causaram
significativo decréscimo de viabilidade celular quando comparadas ao grupo controle negativo, a um
nivel de confianga de 95%. Créditos da analise e tratamento dos dados: Alexandre Bezerra Conde
Figueiredo (LATAM/Bio-manguinhos/FIOCRUZ).

Fonte: (O autor, 2021).

4.4 Controle Sanitario

Foram analisadas 3 amostras de produtos encontrados no mercado nacional e
internacional sob a forma de nanoparticulas de prata todos indicados para tratamento
da saude. A Tabela 26 descreve as principais informacdes contidas nos rotulos destes
produtos e na Tabela 27 sdo apresentados os resultados de controle da qualidade

obtido destas amostras.
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Tabela 26 —Informacdes sobre concentracdo, modo de usar e informacdes adicionais

sobre os produtos comerciais adquiridos a base de prata coloidal com as informacdes

tal qual descritas nos rétulos (continua)

Produto Descricao, concentracdo, modo de usar e Valor
informacdes adicionais
Suspensao de prata hanoparticulada em agua deionizada.
Uso interno e externo.
Prata 5 ppm
Queimaduras, feridas e afec¢Oes da pele em geral: Aplicar
(A) sobre a regido afetada com auxilio de uma gaze ou
borrifador, repetindo com frequéncia.
Sinusite/rinite:
Aplicar na narina com conta-gotas ou frasco spray.
= . R$ 89,00
c Ingestéo:
< O 3 _ Frasco de
S N&o ultrapassar 1 mL por Kg de peso corporal por dia. (A) deve 500 mL
m
= ser ingerido em jejum. Antes de ingerir, mantenha alguns
instantes sobre a lingua.
Ingredientes: Prata (5 mg, particulas < 40 nm) e &agua
esterilizada e deionizada grau farmacéutico (condutividade <
0,25 microsiemens).
Lote: 10156 Validade: 01/2021 (escrito manualmente)
Tem CNPJ. Nao apresenta registro MS. N&o informa endereco.
N&o tem farmacéutico ou quimico responsavel.
Prata Coloidal
Antifangico e Antibacteriano
) < R$ 79,80
c Concentrag&o: 10 ppm
m © . . ] Frasco de
g Fabricacdo: 12/19 (escrito manualmente). Validade 6 meses.
c 500 mL

Ndo tem CNPJ. N&o apresenta registro MS. N&o informa

endereco. Nao tem farmacéutico ou quimico responsavel.
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Tabela 26 —Informacdes sobre concentracdo, modo de usar e informacdes adicionais
sobre os produtos comerciais adquiridos a base de prata coloidal com as informacdes

tal qual descritas nos rétulos (conclusao)

(Traduzido)
Prata Coloidal - suplemento dietético
Suporte para sistema imunolégico
Concentracéo: 500 ppm
Contém: prata coloidal grau farmacéutico e agua grau
farmacéutico.
Fornece a maior porcentagem de particulas de prata a 2 nm
para absor¢éo ideal
Usamos especificamente o teste NCS (espectroscopio de
correlagdo de nano fotdns). E o teste mais preciso do tamanho

geral das particulas. As particulas de prata coloidal devem

=) variar entre 1-100 nm para fins de seguranca.

S Us$ 79,99

E Frasco de
© g Uso sugerido:

% Adultos 1/2 colher de cha, duas vezes ao dia 480 mL

Criancas (<35 Kg): 1/4 colher de cha.

Por até 14 dias.

1 colher de chéa (5 mL)

Pode diluir com agua ou suco.

Armazenar em temperatura ambiente. Evite luz solar direta.

Mantenha fora do alcance de criancas.

Essas declaracdes nao foram avaliadas pelo FDA. Este
produto ndo se destina a diagnosticar, tratar, curar ou

prevenir qualquer doenca.

N&o tem CNPJ. Nao apresenta registro FDA. Informa endereco.

Nao tem farmacéutico ou quimico responséavel.

Fonte: (O autor, 2021).

As amostras A, B e C foram analisadas quanto a concentracdo de prata total,
concentracdo de AgNPs e prata ibnica, além do tamanho médio por DLS, PZ, PDIl e
condutividade. De todas as amostras analisadas apenas a amostra C, apresentou
valores aceitaveis de prata total, de acordo com as informacgdes estabelecidas no

rétulo. No entanto, a alta concentracao de 485,9 ppm de prata total pode significar um
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risco para o consumidor devido a possibilidade de superdosagem. Com relacdo a
amostra A, o rotulo indica uma concentracdo de 5 ppm de nanoparticulas, mas nos
ensaios foi encontrada a concentragao de 2,77 ppm de prata total e 1,41 ppm de Ag”*
livre 0 que é extremamente toxico de acordo com os testes ja apresentados. Amostra
B, apresentou aproximadamente o dobro da concentracao nominal da embalagem que
era de 10 ppm, sendo que 14,04 ppm corresponde a Ag* livre e apenas 6,41 ppm de

AgNPs. Os resultados sdo apresentados na Tabela 27.

Tabela 27 — Resultados de controle da qualidade para as amostras de prata coloidal

de mercado
conc Tamanho
Conc Ag Conc ' Médio PZ

Produto | “otal  AgNPs (Agr;) pLsy Pl (mv) PH
PP Number)

A 2,765 1,36 1,41 243,0 1,000 -25,1 3,1

B 20,45 6,41 14,04 8,99 0,456 -39,2 6,7

C 485,9 483,42 2,46 26,95 0,231 -414 85

Legenda: Onde: DLS: Espalhamento dinamico da luz. PDI: indice de polidispers&o. PZ: Potencial Zeta.
A: Suspenséo de prata nanoparticulada em agua deionizada (concentragao de prata 5 ppm segundo o
rotulado). B: Prata Coloidal (concentracdo de prata 10 ppm segundo o rotulado). C: Prata Coloidal —
suplemento dietético (concentracdo de 500 ppm segundo o rotula. Para o teste de DLS e PZ as
amostras A e B foram diluidas 10X e a C diluida 25X.

Fonte: (O autor, 2021).

4.5 Estabilidade das AgNPs

4.5.1 Estabilidade ao Congelamento

Para esta avaliacéo, foram utilizados padroes de AgNPs e 3 lotes de amostras
produzidas por processos de sintese diferentes para avaliar seu stress frente ao
congelamento. A Figura 59 mostra as imagens obtidas destas amostras antes e apos

0 congelamento a -80°C por 7 dias.
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Figura 59 - Observacédo experimental de congelamento de amostras de AgNPs

Legenda: As fotos dos tubos com final 1 foram tiradas antes do congelamento e as fotos com final 2
foram tiradas ap6s 7 dias de congelamento a -80°C. Com as respectivas identificacdes: 1 - Padrdo de
AgNP 10 nm, 2 - Padrdo de AgNP 20 nm, 3 - Padrdo de AgNP 40 nm, 4 - Padrdo de AgNP 60 nm, 5 -
Padrdo de AgNP 100 nm, 6 - Amostra AgNP L:AGBORO5BSAV13, 7 - Amostra AgNP L:
SN@AGBORO05V14, 8 - Amostra AgNP L: AGBOR0O5AROEV15. Créditos da imagem: Luiz Felipe de
Melo Azevedo (Bio-Manguinhos, FIOCRUZ).

Fonte: (O autor, 2021).

Visualmente foi possivel observar mudancas significativas nas amostras apos
o congelamento. No entanto, a verificacdo da espectroscopia UV-VIS destas amostras
antes e depois do congelamento sera fundamental na analise do efeito de
congelamento, conforme apresentado nas Figuras 60 e 61.
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Figura 60 — Espectro UV-VIS dos padrées de AgNPs de 10, 20, 40, 60, 100 nm antes

e apos o congelamento a -80°C por 7 dias

Varredura UV-VIS antes e apds congelamento -80°C
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Legenda: A linha continua representa a amostra antes do congelamento e a pontilhada representa a
mesma amostra apos o congelamento de -80°C por 7 dias.
Fonte: (O autor, 2021).

Foram escolhidas 3 amostras de 3 rotas de sintese de diferentes e que se
apresentaram como formulacdes estaveis, também, para colocar a prova a
estabilidade de seus coadjuvantes e estabilizantes frente ao congelamento, conforme
Figura 61.
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Figura 61 - Espectro UV-VIS das amostras produzidas antes e apds congelamento

Varredura UV-VIS antes e apds congelamento -80°C
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Legenda: AGBORO5BSAV13 (método borohidreto com borax e BSA), SN@AGCBOR05V14 (método
core-shell Sn@Ag) e AGCBORO5AROEV15 (método de sintese com NOM: Aroeira) antes e apds o
congelamento a -80°C por 7 dias. A linha continua representa a amostra antes do congelamento e a
pontilhada representa a mesma amostra apds o congelamento de -80°C por 7 dias. Fonte: (O autor,
2021).

Das amostras avaliadas, a Unica que se manteve estavel a 1 ciclo de

congelamento foi a amostra AGCBORO5AROEV15, feita com extrato de aroeira.

4.5.2 Estabilidade a Sedimentacéao

A sedimentacdo € um fator extrinseco que esta relacionado a gravidade. O
objetivo deste teste € mostrar como a viscosidade da amostra contendo AgNPs afeta
a estabilidade. A Figura 62 apresenta um estudo experimental, onde padrdes de
AgNPs sdo avaliados na sedimentagdo natural, e estas mesmas amostras, em
paralelo recebem uma quantidade de CMC-r, que deixa sua viscosidade final cerca
de 6 vezes maior. Observa-se que para AgNPs de tamanho de 20 nm a sedimentacao
€ imperceptivel para os periodos estudados, tanto em agua como em CMC.
Entretanto, com o aumento do tempo a sedimentagdo comeca a se formar com

visualizacdo expressiva no tempo de 60 dias, principalmente para os tamanhos de
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AgNPs de 40 nm e 60 nm. Também vale a pena mencionar que, conforme o tamanho
das AgNPs aumenta a sedimentacdo apresenta-se mais pronunciada e pelo
experimento o aumento da viscosidade de 0,9 cP para 6 cP n&o atenuou a

sedimentacao.

Figura 62 - Observacao experimental da sedimentacdo ao longo do tempo de AgNPs

(20, 40, 60 nm) em agua usando fotografia dlgltal quantltatlva

o
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Legenda: A Figura A representa todas as solu¢cfes no tempo zero (t = 0 dias). As Figuras B, C e D
representam os tempos: 15 dias, 30 dias e 60 dias, respectivamente. O primeiro, segundo e terceiro
tubo contém as AgNPs em &gua ultrapura tipo 1, com viscosidade de 0,9 cP a 25°C e os trés ultimos
tubos a direita contém as mesmas AgNPs, em um meio com viscosidade de 6 cP a 25°C, e os tubos
de numeracdo O contém agua ultrapura tipo 1. Créditos da imagem: Luiz Felipe de Melo Azevedo
(DEQUA/Bio-Manguinhos/FIOCRUZ) e Karolyne Barreto de la Torre Ruibal (SEAPQ/Bio-
Manguinhos/FIOCRUZ).

Fonte: (O autor, 2021).
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5 CONCLUSAO

Na andlise dos estudos envolvendo as AgNPs, tanto em nivel quimico,
farmacoldgico, biolégico e toxicolégico, observou-se que os AgNPs apresentam
comportamentos e mecanismos distintos do ion prata (Ag*). Do ponto de vista do
controle de qualidade, incluindo todos os estudos envolvendo AgNPs, deve-se
considerar a identificacdo e quantificacdo dessas espécies.

A sintese que apresentou melhores resultados foi a redu¢é@o por borohidreto,
tendo o borax e BSA (AgNPs-B-BSA), como agentes estabilizantes. O processo de
producdo mostrou-se reprodutivel. A solucdo resultante deste processo apresentou
espectros no UV-VIS inalterados, durante quatro meses, como também o teor do ion
prata livre inferior a 33 ppb.

O ensaio de quantificacdo de prata por ICP-OES, embora ndo tenha passado
por todas as etapas de uma validacdo completa, foi considerado satisfatorio em todos
0s parametros avaliados para a faixa de trabalho de 32,7 a 1000 ppb, com um limite
de deteccao de 10,9 ppb. O método nédo calcula automaticamente o teor de ions prata,
porém, se realizado conforme metodologia apresentada, na mesma curva é possivel
a quantificacdo da prata total e Ag*.

Em termos de citotoxicidade demonstrou-se que o ion Ag*, sob a forma de
nitrato de prata, apresentou alta toxicidade em células CHO na faixa de 0,63 a 10 ppm
ndo sendo téxico na concentracdo de 310 ppb testada. Por outro lado, as nossas
amostras de AgNPs testadas demonstraram que somente a partir da concentracao
massica 10 e 20 ppm apresentaram efeitos citotoxicos nas células de mamifero.

A analise de produtos contendo prata coloidal mostrou de forma clara o risco
que o consumidor corre ao ingerir um produto sem o devido controle sanitario.
Algumas amostras chegaram a apresentar, cerca de 14 ppm de Ag* livre, 0 que seria
altamente toxico. Dessa forma, fica muito claro que as AgNPs devem ser produzidas
por profissionais capacitados e sempre passando pelo crivo do controle de qualidade
e sanitario, para a prevencao de riscos a saude. Por outro lado, ndo temos legislacéo
em vigor para regulamentacéo da fabricacdo de nanoparticulas.

O produto tecnoldgico é o Procedimento Operacional Padronizado do processo
de producdo das AgNPs por reducdo com borohidreto e estabilizacdo da solugéo

resultante com borax e BSA.
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Equipes multidisciplinares sé8o essenciais para comprovar e preparar 0

caminho para o futuro uso de AgNPs em seres Vivos.

5.1 Perspectiva

Ao final deste projeto esperamos avancar no que tange a correta sintese e
caracterizacdo das AgNPs, que poderdo ser utilizadas com seguranca. A
padronizacdo deste produto com seguranga sanitaria gerara um material com um
potencial de produto farmaco inovador, com maior eficacia terapéutica e baixa
toxicidade e auséncia de efeitos adversos, na dosagem adequada.

No campo das perspectivas, as AgNPs devidamente produzidas e
caracterizadas poderéo ser utilizadas conjugadas a anticorpos (ou seus fragmentos)
e despontam como umas das grandes promessas para radioterapia e a imunoterapia
contra o cancer. SANKAR e colaboradores (2013) observaram atividade anticancer
promissora das AgNPs in vitro contra células de cancer de pulm&o humano (SANKAR
et al., 2013).

No cenario atual, os setores farmacéutico e biomédico enfrentam os desafios
do aumento continuo dos micro-organismos patogénicos humanos multirresistentes
(MR). As infeccdes por bactérias MR levam a um aumento significativo na mortalidade,
morbidade e custo de tratamentos prolongados. Portanto, o desenvolvimento,
modificacdo ou pesquisa de substancias antimicrobianas com potencial bactericida
contra bactérias MR € uma area prioritaria, inclusive recomendada pela OMS. As
AgNPs despontam como possivel solucao para serem usadas no tratamento de micro-
organismos resistentes a medicamentos (RAI et al., 2012; WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2019a).

A atividade bactericida de AgNPs contra bactérias MR pode ser usada em
conjunto com 0s avanc¢os nas técnicas de impregnacao e na tecnologia de polimeros
para expandir o leque de aplicacbes dessas nanoparticulas na preservacdo de
alimentos, desinfeccdo de suprimentos e equipamentos médicos e descontaminacao
das superficies. As AgNPs demonstraram ser agentes bactericidas eficazes em
diferentes patdgenos resistentes a medicamentos de importancia clinica, incluindo
Pseudomonas aeruginosa multirresistente, E. coli O157: H7 resistente a ampicilina e

Streptococcus pyogenes resistentes a eritromicina (LARA et al., 2010).
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Na conclusdo deste projeto pretende-se sugerir métodos e parametros de
controle sanitario para AgNPs, com foco na prevencao de riscos a saude humana que
possam subsidiar, objetivamente, a avaliagdo da nanosseguranca, a tomada de
decisdes técnicas ou a elaboracdo de mecanismos regulatérios e, ainda, um método

de producéo seguro que possibilite 0 uso destas AQNPs em diversas areas.
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6 PRODUTO TECNOLOGICO

NOTA TECNICA:

Este produto intitulado “Produto de produgao de nanoparticulas de prata seguras para
uso bioldgico” sob o registro nimero: SOL.00701673.2021 foi avaliado pelo Nucleo de
Gestdo Tecnologica e Inovagdo da Fiocruz (GESTEC) e pela 154° reunido da
comisséo de patentes da Fiocruz com a decisdo de depositar este pedido prioritario
no Brasil.

A divulgacéo deste trabalho deve ser mantida de modo sigiloso até a conclusédo do

depdsito de patente.

PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRONIZADO (POP) DE PRODUCAO DE
NANOPARTICULAS DE PRATA (AGNPS) ESFERICAS COM DIMENSAO MEDIA
DE 10 NM VOLTADOS PARA USO BIOLOGICO

Autores: MISIRLI, G. M.; ABRANTES, S. M. P.
A. OBJETIVOS

Padronizar e orientar o processo de fabricacdo das AgNPs estabilizadas com
borax e albumina de soro bovino (BSA) (AgNP-B-BSA), pelo processo de reduc¢éo do
borohidreto em solu¢do aquosa, com a finalidade de fornecer um produto estavel,
caracterizado e seguro para uso biologico. Producdo de 500,00 mL com concentracéo
massica de 20 mgL*.

B. CAMPO DE APLICACAO

O presente procedimento aplica-se a todas as fases da producao, controle de

processo e parametros de controle da qualidade das AgNPs.
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C. RESPONSABILIDADES

Cabe ao pesquisador responsavel a PRODUCAO, CONTROLE DE
PROCESSO e o CONTROLE DA QUALIDADE final. A fiel observancia dos itens

contidos no presente procedimento, zelando pelo cumprimento dos mesmos.

D. MATERIAIS E MATERIAS-PRIMAS

- Béquer de 600 mL;

- Placa aquecedora com agitador magnético;

- Peixinho magnético com tamanho de 4 a 5 cm;

- Termdmetro;

- Ponto de gés nitrogénio ou hélio (para desoxigenacao);

- Baldes volumétricos de 500,00 mL, 100,00 mL e 50,00 mL;

- Micropipeta de 100 a 1000 pL;

- Borohidreto de sddio P.A. (Pureza > 98%);

- Tetraborato dissédico decahidratado (borax) P.A.;

- Citrato de Sodio P.A;

- Solucéo de hidréxido de sédio 0,1 M (NaOH 0,1 M);

- Albumina de soro bovino fracdo V pH 7,0 (BSA) USP ou EP;

- Solucéo de nitrato de prata 0,1 M (AgNOs3 0,1 M) (padronizado com fatorado
no dia da fabricacao);

- Agua ultrapura tipo 1 (tipo Milli-Q);

E. PROCEDIMENTO DE PREPARO DAS SOLUCOES DE PROCESSO

Preparar as solucdes de processo antes da fabricacdo das AgNPs-B-BSA
conforme Quadro 13:



Quadro 13 - Procedimento de preparo das solucfes de processo para fabricacdo das

AgNPs com prazo de validade

de 10,00 mL avolumando com agua ultrapura

tipo 1.

Solugéo Procedimento Validade
Pesar 0,19301 g (pureza 98%) de borohidreto
em um béquer de 50 mL e dissolver em 10 mL
Borohidreto | de NaOH 0,1M. Transferir quantitativamente
0,1 Mem para baldo volumétrico de 50,00 mL, usando 3 meses
NaOHO0,1M |sempre NaOH 0,1 M, e avolumar.
Observacdo: Nao usar agua para dissolver o
borohidreto APENAS NaOH 0,1 M.
Pesar 3,8132 g de borax em um béquer de 50
mL e dissolver em cerca de 40 mL de agua
Borax 0,1 M | ultrapura tipo 1. Transferir quantitativamente, 3 meses
para um baldo volumétrico de 100,00 mL
avolumando com agua ultrapura tipo 1.
Pesar 0,1000 g de citrato de s6dio em um
Citrato de béquer dc? 10 mL e dissolv-er em cerca de 5 Pronto usc?
Sédio 1% mL c?e .agua ultrapura tipo 1. Transf?rlr (deve s.er feita
i) guantitativamente, para um baldo volumétrico no dia da

fabricacao)

Padronizacéao
da Solucéo
de AgNOs
0,1 M

Padronizar a solucdo de AgNO3s pelo método
de VOLHARD, FAJANS, MOHR ou

potenciométrico.

1 semana
(validade da

padronizacéo)

Fonte: (O autor, 2021).
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F. CALCULO DA QUANTIDADE DE NITRATO DE PRATA PARA SINTESE
20 mgL* concentracdo massica de prata (Ag 20 mgL™)
Quantidade necesséaria em 500 mL - 10,00 mg Ag
1 mol de Ag - 107,8682 g
XmolsAg -0,01g
- 9,271 x 10 mol de Ag = 0,09271 mmol Ag

- Calculo do Volume de AgNOs em ulL necessario para a sintese.

0,09271x1000
0,1 X F(Fator AGNO3)

Volumeygno,(u) =

Exemplo para uma solugédo de AgNOs3 0,1 M com fator de fatoragéo = 0,9993.

0,09271x1000

0,1 X 0,9993 =928 'UL

VOlumeAgN03 (L) =

G. CALCULO DA QUANTIDADE DE BOROHIDRETO (BH4)
1 Mol de Ag*- 1 Mol de BH4
0,09271 mmol Ag - 0,09271 mmol de BH4

Aplicando-se 10% a mais da quantidade molar de BH4, temos R=1,10 que € igual:

0,09271 x 1,10 = 0,2020 mmol de BH4

0,1020x1000

Volumegpyu) = .

= 1020 4L
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H. PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRONIZADO DE FABRICACAO

Preparar as solugdes de processos antes da fabricagdo das AgNPs, conforme

item E, e calcular o volume de AgNOs 0,1 M necessario, conforme item F.

Seguir exatamente o procedimento descrito na Tabela 28.

Tabela 28 - Sequéncia de procedimentos operacionais para fabricacdo das AgNPs

(continua)
Passo Procedimento Etapa Quantidade

Lavagem do béquer com detergente para

1 vidraria de laboratério (tipo Extran®). Apos Preparacéo do NA
enxaguar com HNOs 2 % e depois com Reator
agua ultrapura tipo 1. Deixar secar.
Adicionar 495 mL de agua ultrapura tipo 1 no
béquer de 600 mL, com agitagdo magnética

2 em 100 rpm. Iniciar purga do oxigénio através Desoxigenagao NA
de borbulhamento de gas nitrogénio ou hélio,
por 15 minutos.
Iniciar o aquecimento do sistema, até a

3 temperatura de 80°C + 5°C, mantendo a  Aquecimento NA
agitacdo em 100 rpm.

A Adicionar AgNOs 0,1M na guantidade Precursor da 928 uL
calculada no item 6. AgNP (exemplo)

5 Adicionar o citrato de sodio 1% Estabilizante 480 pL

das AgNPs

Manter a agitacdo constante em 400 rpm. A

5 Agitacdo deve ser intensa e constante, mas  Estabilizacdo da NA

nao deve ocasionar vortex, caso esteja,

diminuir para 300 rpm a agitacao.

Agitacao
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Tabela 28 - Sequéncia de procedimentos operacionais para fabricacdo das AgNPs

(concluséo)

Adicionar o borohidreto 0,1 M em

Inicio da Formacao das

7 NaOH 0,1 M- (quantidade 1020 pL
. AgNPs
calculada no item G)
Manter agitacdo e aguecimento
Formacédo das AgNPs
constante 80°C + 5°C. Por 30 ) NA
8 (estado metaestavel e _
minutos. o (30 minutos)
. coalescéncia final)
ETAPA CRITICA
Desligar o aguecimento e manter
g a agitacdo diminuindo para 200 Estabilizacdo das AgNPs NA
rpm, e deixar esfriar e resfriamento gradativo (30 minutos)
naturalmente. Por 30 minutos.
Adicionar o borax 0,1 M e Agente protetor e
10 _ ) _ . 464 uL
misturar por mais 30 minutos. estabilizante
Com a temperatura abaixo de
35°C, adicionar o BSA com Agente protetor e
11 . . 2,50 mg
agitacdo em 200 rpm por 10 estabilizante
minutos.
12 Desligar agitacé@o e aguardar Resfriamento e NA
esfriar até temperatura ambiente. estabilizagcéo
Transferir quantitativamente todo
contetdo do béquer para um o
. o Finalizacéo e
13  baldo volumétrico 500,00 mL e . NA
] _ compensacao do Volume
avolumar com agua ultrapura tipo
1.
Transferir as AQNPs-B-BSA do
baldo volumétrico para frasco de
14  vidro (preferencialmente ambar) Finalizacao NA
ou envolvé-lo com papel
aluminio.
Armazenar em camara fria 2 - o
15 Finalizagdo NA

8°C, NAO CONGELAR.

Legenda: NA, Nao aplicavel.
Fonte: (O autor, 2021).
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E necesséario, sempre, a cada lote produzido, minimamente verificar os

parametros de nivel criticos (C) descritos na Tabela 29.

Tabela 29 - Parametros criticos e recomendados de controle de qualidade para a

formulacdo produzida

Nivel Parametro Especificacéo Valor
C  Teor de Prata Total (19,5 a 20,5) mgL? 19,95 mgL*
C Teor d.e A.g+ < 200 pgL? <33 gLt
(prata idnica)
C pH 85a9,5 9,1
C Densidade otica (DO) a A=390 nm >2,0 2,28
Perfil correspondente
ao padrao de AgNPs Conforme e
C  Perfil UV-VIS esférica de 10 nm com Amax= 389
Amax entre (385 a 395) nm
nm
s DLS distribuicdo por numero (5.2 20) nm 16,69 nm*
(diluida 10X em agua)
R  PZ (diluida 10X em agua) -30 mV a -120 mV -41,8 mV
R PDI < 0,350 0,293
R TEM 5a10nm NA

Legenda: Onde: C, representa parametros criticos de controle de qualidade; R, representa parametros
recomendados e informativos; NA, ndo avaliado.
Fonte: (O autor, 2021).

* O grafico de UV-VIS, conforme Figura 63, indica a formacdo de particulas

plasmonicas esféricas, com tamanho menor que 10 nm.



Figura 63 - Espectro de UV-VIS da AgNP-B-BSA produzida
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Fonte: (O autor, 2021).
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ANEXO A — CERTIFICADO DO PADRAO DE PRATA 1000 ppm MRC

ified Reere'nce Material

?_ii?r’oducer:

Accreditation:

Akkreditierungsstelle
D-RM-15185-01-00

Description of CRM:
Ordering number:
Lot number:

Composition:

Certified value and uncertainty:

Method of analysis:

Traceability:

Preparation:

Storage:

Application and correct use:

Fonte: (O autor, 2021).

Merck KGaA, Frankfurter Str. 250, 64293 Darmstadt, Germany

Merck KGaA, Darmstadt, Germany is accredited by the German
accreditation authority DAkkS as registered reference material producer
D-RM-15185-01-00 in accordance with ISO Guide 34 and registered
calibration laboratory D-K-15185-01-00 according to

DIN EM ISONEC 17025.

Siiver iICP Standard 1000 mg/i Ag
1.70352.0100
HC98840452

AgNOQO3 in HNO3 2-3% Suprapur®

986 mg/kg Ag * 5 mg/kg Ag

Mass fraction w(to) of element with expanded uncertainty Ucau
Inductively coupled plasma optical emission spectrometry ICP-OES

This reference material is directiv traceable to the corresponding primary
NIST SRM® 3151, iot 160729.
NIST. National Institute of Standards and | echnology, Gaithersburg. USA

This referciio maledal is prep:i2d gravimetrically from high purity silver
nitrate dissoivid in nitric acid Storapur® and diluted with filtered (0.22 um)
high purity waier (18 MOcem). All balances are regularly calibrated.

Store at +15 “C to +25 °C tightly closed in the original container.

This reference material is intended for use as a calibration standard in
element analysis. Shake well before use and never pipet directly from the
original container. Details concerning the nature of any hazard and
appropriate precautions to be taken are provided in the material safety data
sheet accompanying the material.

2018/04/18
2022/04/30 :
o GQUIOg
1 issued on 2018/04/18 ) Accredited Vo
% 'L‘QEZ:'..S?" &
Laboratury
%

Fisopes
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ANEXO B — PLANILHA PARA AVALIACAO DE PREMISSAS BAZILIO ET AL

(2012)
A B C D F G H | J K
1]
3 ﬁ.l’"“lﬂ Winistério da Sadde
! | FUNDACAO OSWALDO CRUZ 7
4 |} L Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saidde INCOS
3 e
o
0 AVALIACAD DE LINEARIDADE DE CURVA ANALITICA
[+]
9 |Dados da Curva Analitica
10 |Analise: Prata por ICP-0OES
11 |Data de Confeccdo da Curva: 05/01/2021 Curva M°: AGMP-009
12 |Replicatas por Mivel (k): 3 MN® de Miveis (n): 6

13 |[Equipamento:

Perkin Optima 7000DV

Responsdvel:

Gabriel Mustafd Misirli

15 |Tabela de dados originais

16 Nivel i Conc. Resposta Avaliagao de Valores Extremos

17 (k) ppb Intensidade (Teste de Jack-Knife para avaliacdo de valores extremos)

18 1 01 9,98 6,352 . .

19 02 393 = 146 Os dados da tabela marcados em vermelho foram avaliados e retirados do
20 03 g-gg ?',?,5 conjunto de dados por se tratarem de valores extremos (outliers). Estes
21 3 04 gé g 85‘954 dados ndo serdo considerados na avaliacdo das premissas.

22 05 99.8 89,564

23 06 99 g 91 297 Curva Analitica Final

24 3 o7 249.5 225,601

25 08 249 5 233,577

26 09 2495 234,008 ®

27 4 10 499 451,017 E

28 11 499 462,209 ]

29 12 499 460,965 E

30 5 13 748,5 6739 - o

g; 1: ;jgg ?ggg;g a 200 400 600 300 1000 1200
33 6 16 998 926,232 Concentragio (ppb)

34 17 998 926,596

gg 18 998 932,078 Grafico de Residuos

37 15

38 12 """"""""""""""""""""" [=

33 n a © o o

40 |Normalidade dos Residuos s] © o [+]

41 |(Teste de Ryan-Joiner) —:g 1

42 _Reg | 0.96 o 200 400 600 200 1000 1200
33 Rcrit (oo = 0,05) | 094 Concentragio (ppb)

45 |Autocorrelacio dos Residuos

45 |(Teste de Durbin-Watson) Estatisticas da Regressdo Linear (Modelo: ¥ = a + bX)

a7 d (calculado) 2.32 Coeficiente Angular (b):| 9.34E-01 Coeficiente Linear (a): | -3.43E+00
48 dL (Limite Inferior) o. = 0,05 1.13 r 0.9999 R 0.9998
49 dU (Limite Superior) o = 0,05 1.38 M 17 Graus de Liberdade 15

51 |Homogeneidade da Variancia dos Residuos

52 |(Teste de Brown-Forsythe)

Limites de Detecgao e Quantificagdo (LD e LQ)

Limite de Deteccéo

[ 1,09E+01 [ Limite de Quantificacdo | 3.27TE+01 |

53 Waridncia Combinada 2 00E+01

54 t, calculado -8.45E-01 ANOVA da Regresséo e Teste de Desvio de Linearidade (Falta de Ajuste)
55 tisbeizdo (oo = 0,05) 2,13E+00 fonte G.L. 50 MQ F [+]

56 p 4. 12E-01 regressio 1 1,86E+06 1.86E+06 | 9.31E+04 7,25E-30
57 residuos 15 3,00E+02 | 2 00E+01

58 |[Resumo da Avaliagio Ajuste 4 1,36E+02 JA1E+01 2 29E+00 1.25E-01
59 Homogeneidade de varidncia o pure 11 1.64E+02 1.49E+01

60 Ha Homocedasticidade o =005 total 16 1.86E+06

61 Regressdo e Teste de Desvio de Linearidade

62 A regressdo é significativa p < 0,001 Observacbes

63 MNao ha desvio de Linearidade p =005

B4 Autocorrelacdo dos Residuos (o= 0.05)

65 MN&o ha autocorrelacdo d=dU

66 Teste de Normalidade (o = 0.05)

BT Segue a Normal Req = Rorit

a1}
Fonte: (O autor, 2021).
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ANEXO C — RELATORIO DE DISTRIBUICAO POR INTENSIDADE DA AMOSTRA

Size Distribution Report by Intensity

v2.2

PD10

o N\

Malvern

Sample Details

Sample Name:

20200822_2086_PD20_1_10 media

SOP Name: mansettings.nanc
General Notes: Average result created from record number(s): 1387 1388 1380 1320 1381
File Name: Gabriel_NPprata.dts Dispersant Name: AGUA (NANO PRATA)
Record Number: 1405 Dispersant Rl: 1,332
Material RI: 1,33 Viscosity (cP): 1,0005
Material Absorbtion: 3,980 Measurement Date and Time: quinta-feira, 10 de dezembr. ..
System
Temperature (°C): 200 Duration Used (s): 60
Count Rate (kcps): 53.1 Measurement Position (mm): 4,65
Cell Description: Disposable sizing cuvette Attenuator: 11
Resuits
Size (d.n... % Intensity: St Dev (d.n...
Z-Average {d.nm): 9245 Peak 1: 1184 56.0 63,25
Pdi: 0,356 Peak 2: 27,07 432 7441
Intercept: 1,01 Peak 3: 5301 0.8 401.3
Result quality Refer to quality report
Se= | nensly Sz | ensly Sz | nensly
Size Distribution by Intensity dnm | Pemen drm | Pement anm | Peoent
04020 oD 1354 Q1| | 4587 oo
T : 04532 oo|| 1582 18| [ =12 oo
N 05355 0o 1837 48 6151 +]
T : D£213 op|| 2104 75| | T124 oo
BTy i 07135 oo | 223 ag| | exsp op
€ " 2 08332 op|| 2821 82| | =54 0o
§ 5 05543 0o R57 62| |1106 oo
g o= 3 11497 oo| | a7as 2p| [1281 o0
= ot : 1294 oof| «e 29| |1a84 00
F 4f---.- i 1439 op|| sa7s 33| |78 0o
2 1 : 173% 0o|| 877 24| |r==0 o0
o x 2010 0o S306 58| |2305 Co
2¢--- 2228 0o 7882 63| |2668 co
' 2895 oD 3128 57| |30e1 oo
H 32 0D| | 1057 50| |3s%0 oo
O 3515 op| | 1224 23| |asss oo
01 1 4387 oo | 1415 23| 4301 2
4543 0o 1842 45| |5s80 o5
SE15 oo 1901 35| |843= oo
6503 0D| | 202 28| |7458 oo
—— Record 1405: 20200822 2085 PD20_1 10 meq 7551 0o | 2550 18| |ee2s oo
a2t 0p| | 2353 1D 1,000 oo
10,9 0D | 320 a4
170 00] | 3363 Q.1

Fonte: (O autor, 2021).
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APENDICE A — EXPLICACAO COMPLEMENTAR SOBRE RESSONANCIA
PLASMONICA DE SUPERFICIE (RPS)

O termo "plasmon” foi introduzido por Pines e Bohm (1952), que significa de
forma resumida, que os elétrons se movem como um grupo dentro de um metal.
Juntos, os elétrons fluem alternadamente para a frente e para tras enquanto séo
atraidos pelos ions positivos, que compdem a estrutura do cristal, e sédo repelidos
quando estdo muito préximos um do outro (PINES, 1956).

A forte interacdo de AgNPs com a luz leva ao efeito de ressonancia plasmonica
de superficie (RPS), enquanto a frequéncia da luz incidente coincide com a frequéncia
dos elétrons oscilantes na superficie. A superficie dos AQNPs armazena os elétrons
condutores dentro da particula e estabelece uma forca restauradora, que cria uma
frequéncia de plasmon de superficie dipolar (HALAS et al., 2011; KALFAGIANNIS et
al., 2012). A RPS pode ser modulada controlando a forma de AgNPs, que por sua vez
controla as formas em que os elétrons oscilam, a luz é espalhada e absorvida dentro
da nanoestrutura e intensifica os campos elétricos locais. Em geral, nanoparticulas
menores induzem a producdo de elétrons quentes, a partir de metais plasménicos,
enguanto tamanhos maiores favorecem o espalhamento da luz (HALAS et al., 2011,
WILEY et al.,, 2006). O tipo de metal, tamanho, forma, as moléculas ligadas a
superficie e o grau de agregacao das particulas determinam a faixa de energia
(frequéncia) da luz, que pode excitar plasmons (teoria de Mie). Por exemplo, a
absorcao principal (dipolo) de AgNPs de formato esférico € de cerca de 400 nm.
AgNPs maiores e aqueles com formas diferentes, por outro lado, absorvem diferentes
comprimentos de onda de luz, devido a outros modos de absorcéo, geralmente
superiores a 400 nm (MIE, 1908; STAMPLECOSKIE; SCAIANO, 2010), a Figura 63-
C apresenta a este respeito, 0s elétrons podem ser descritos como ondas, conforme
ilustrado na Figura 64-A e 64-B.
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Figura 64 - A) Propagacdo da ressonancia plasmoénica na superficie AgNPs de
formato esférico e interacdo com a radiacdo eletromagnética. B) Variacdo da energia
de propagacéo do plasma de superficie (PPS) C) Espectro de absor¢cdo UV-vis de
padrées de AgNPs esféricas com tamanhos 10, 40, 60 e 100 nm respectivamente,
concentracdo massica de 0,02 mg/mL.

Electric Magnetic
Field

A)

SPR
Light In

A

O

Reflected Light
C) UV-vis absorption spectra

—Water

—Spherical AgNP STD 10 nm
—Spherical AgNP STD 40 nm
—Spherical AgNP STD 60 nm
—Spherical AgNP STD 100 nm

B)
8diel

Absorbance

Dieletric: Air, water, glass

diel : field in the di

SSPP L Smegﬂ : Evanescent field in the metal

/
”r’ \\
» 6 : Surface plasmon propagation \
I SPP p propag A
™ 300 350 400 450 500 50 600 650 o 800
0,2
Wavelength (nm)

Fonte: (MISIRLI; SRIDHARAN; ABRANTES, 2021)
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APENDICE B — CALCULO DE PARTICULAS/ML PARA AGNPS

Dado o exemplo abaixo:

Forma: Esférica

Tamanho: 20 nm

Concentracéo: 30 mg / L (concentracdo de massa).

Volume de uma esfera:

41 d 4m d3
V = —1‘3 substituindo, temos:I = — V = —— (1)
3 2 3 23

Onde d = didametro da esfera (cm), r = raio da esfera.
V=- )

Onde,p= densidade (g / cm3), m = massa de particula (g). Substituindo na

equacao 28, temos

m 4 d 6m
T=2 g3 =L
o 3 8 T
d3x m x
m= = @

A equacéo 30 € a formula para determinar a massa de uma nanoparticula de
Ag de forma esférica, onde p= densidade de prata 10,49 g /cm3 (DAVIS, 1998), n =
3,14159 (BAILEY et al., 1997), m = massa da particula (g) e d = didmetro da particula

(cm).

Aplicando a equagéo 3 ao nosso exemplo, temos a massa de cada particula.

(20 x 1077)3 x 3.14159 x 10.49
m=
6

m = 4.39 X 10~7g (massa de 1 particula)
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Como a concentracdo de massa encontrada foi de 30 mg /L ou 0,030 mg / mL, temos:

30 X 107% g AgNP
439 x 10-17g

N° Particulas =

N° Particulas = 6.83 x 10! Particulas / mL

Conversao do numero de particulas / mL para pM / mL (Picomolar)

6.83 x 10! particulas 1
AgNP Conc. (pM/mL) = £ 02214076 X 105 x 10

AgNP Conc.= 1.13 pM/mL

A mesma concentracdo de prata encontrada no exemplo anterior teria uma
concentragdo de particula totalmente diferente se o tamanho médio de particula fosse
5 nm. Neste caso, o resultado seria 4,37 x 10*3 particulas / mL e 72,58 pM / mL. Por
esse motivo, a correlacdo analitica é essencial para uma avaliagcdo precisa dos

resultados.
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APENDICE C - TABELAS DE CONVERSAO PARA CONCENTRACAO DE

PARTICULAS

As Tabelas 30 e 31 mostram a correlagéo entre a concentracdo de massa e a

concentracdo de particulas em funcéo do tamanho esférico dos AgNPs.

Tabela 30 - Tabela de conversao de concentracdo de massa (mg/L) para

concentracdo de particula em pM / mL dependendo do tamanho dos AgNPs de

formato esférico
Concentracao de
massa (mg /L)
Diametro de AgNPs

esféricos (nm)

2,5

5.0

7,5

10

20

30

40

50

60

70

80
Fonte: (O autor, 2021).

193,6
24,19
7.169
3.024
0,378
0,112
0,047
0,024
0,014
0,009
0,006

20

30

40

Concentragdo em pM/ mL

387,1
48,39
14,34
6.049
0,756
0,224
0,095
0,048
0,028
0,018
0,012

580,7
72,58
21,51
9.073
1.134
0,336
0,142
0,073
0,042
0,026
0,018

774,2
96,78
28,68
12,10
1.512
0,448
0,189
0,097
0,056
0,035
0,024

50

967,8
121,0
35,84
15,12
1.890
0,560
0,236
0,121
0,070
0,044
0,030

Multiplicando a concentracédo picomolar por 10-*? e pelo nimero constante de
Avogadro (NA = 6,02214076 x 10%°.molt),(BUREAU INTERNATIONAL DES POIDS
ET MESURES, 2019) temos o numero de particulas / mL, conforme mostrado na

Tabela 29.
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Tabela 31 - Tabela de conversdo de concentracdo de massa (mg / L) para

concentracdo em numero de particulas por mL, dependendo do tamanho dos AgNPs

de formato esférico

Concentracdo de massa
(Ppm)
Tamanho esférico de
AgNPs (hm)

2,5
5.0
75
10
20
30
40
50
60
70

80
Fonte: (O autor, 2021).

10

20

30

40

50

Concentracdo em numero de particulas / mL

1,17 x 10
1,46 x 103
4,32 x 102
1,82 x 10%2
2,28 x 1022
6,75 x 10%°
2,85 x 101°
1,46 x 10%°
8,43 x 10°
5,31 x 10°
3,56 x 10°

2,33 x 10%
2,91 x 1013
8,63 x 1012
3,64 x 1012
4,55 x 101
1,35 x 10
5,69 x 10%°
2,91 x 10%°
1,69 x 101
1,06 x 10%°
7,11 x 10°

3,50 x 10%
4,37 x 10%2
1,30 x 1013
5,46 x 1022
6,83 x 1022
2,02 x 101
8,54 x 10%°
4,37 x 10°
2,53 x 10%°
1,59 x 101
1,07 x 10%°

4,66 x 104
5,83 x 1013
1,73 x 103
7,29 x 1012
9,11 x 10
2,70 x 101
1,14 x 101
5,83 x 10%°
3,37 x 10%°
2,12 x 101
1,42 x 101

5,83 x 10
7,29 x 1013
2,16 x 1013
9,11 x 1022
1,14 x 102
3,37 x 101
1,42 x 101
7,29 x 101°
4,22 x 10%°
2,65 x 10%°
1,78 x 101
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APENDICE D - OBTENCAO DOS ELETRODOS POR FUNDICAO E MODALGEM

Uma vez calculado o tamanho dos eletrodos e dimensionado o tamanho ideal,
realizamos a compra de prata 1000 através de empresa legalizada.

Derretemos cerca de 100 g da prata 1000 em forno de fundicéo elétrico, com
cadinho de grafite a 1000°C, e em seguida despejamos a prata fundida no lingote
retangular, com 20 cm comprimento por 5 mm de largura conforme Figura 65.

Figura 65 — Mostra do lado esquerdo a prata 1000, e no lado direito a fundicdo em

forno de resisténcia elétrica a 1000°C, com posterior moldagem em lingote

Legenda: Créditos da imagem: (Prata 1000 granulada, o autor, 2021); (Forno de fundigédo e lingote: Luiz
Felipe de Melo Azevedo, 2020) (Bio-Manguinhos, FIOCRUZ). Prata 1000 granulada.
Fonte: (O autor, 2021).



