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RESUMO: As nanoparticulas de Prata (AgNPs) vem ganhando destaque na industria
devido ao seu amplo espectro de atividade antimicrobiana e antifungica, paralelamente,
0 extrato de erva-mate (llex paraguariensis) apresenta propriedades anti-inflamatorias,
antioxidantes e antimicrobianas, evidenciando seu potencial terapéutico. A sintese verde
de nanoparticulas, utilizando o extrato vegetal, tem se consolidado como uma abordagem
promissora e sustentavel, combinando a eficacia das AgNPs com os beneficios bioativos
da erva-mate. Objetivo: formar AgNPs através da rota verde utilizando a llex
paraguariensis para avaliar a viabilidade celular e atividade antifingico desta solucéo
visando sua aplicabilidade para uso terapéutico no processo de cicatrizagdo de feridas de
extrato aquoso de llex paraguariensis com AgNPs. Método: O potencial foi analisado a
partir da avaliagdo da viabilidade celular de fibroblastos humanos expostos ao extrato
com as AgNPs, bem como o potencial antifungico do mesmo contra a candida albicans.
As amostras foram analisadas quanto & caracterizagdo do extrato de llex paraguariensis
com AgNPs através do espalhamento dindmico de luz, estabilidade da solucdo pelo
potencial Zeta, em diferentes formas de armazenamento e no tempo de até 258 dias, pela
analise dos teores fendlicos, espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier
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(FTIR). Resultados: A analise do FTIR revelou bandas caracteristicas tanto no extrato
aquoso de llex paraguariensis quanto nas AgNPs. Quanto a viabilidade fibroblastica ndo
se mostrou toxico aos fibroblastos humano e com acdo antifungica, essa atividade
manteve-se apos 258 dias de armazenamento, se mostrando estavel quanto ao potencial
zeta, tamanho e Indice de polidispersio (PDI). Conclusdo: A solucdo de Ilex
paraguariensis com AgNPs apresentou-se vidvel para utilizagdo em fibroblastos
humanos e com acdo fungicida, se mostrando uma solucdo possivel para ser utilizado com
acdo bhioldgica, porém que requer maior estudos e testes para sua aplicabilidade.
PALAVRAS-CHAVE: Nanoparticulas de prata; llex paraguariensis; Antifungicos;
Sobrevivéncia celular; Cicatrizacéo.

ANTIFUNGAL EFFECT AND CELL VIABILITY OF SILVER
NANOPARTICLES SYNTHESIZED WITH AQUEOUS EXTRACT
OF YERBA MATE (llex paraguariensis)

ABSTRACT: Silver nanoparticles (AgNPs) have been gaining prominence in industry
due to their broad-spectrum antimicrobial and antifungal activity. In parallel, yerba mate
extract (llex paraguariensis) exhibits anti-inflammatory, antioxidant, and antimicrobial
properties, highlighting its therapeutic potential. The plant-based green synthesis of
nanoparticles has emerged as a promising and sustainable approach, combining the
efficacy of AgNPs with the bioactive benefits of yerba mate. Objective: To synthesize
AgNPs via a green route using llex paraguariensis and to evaluate the cell viability and
antifungal activity of the resulting solution, with the aim of assessing its therapeutic
potential in wound healing. Method: The potential was analyzed by evaluating the cell
viability of human fibroblasts exposed to the extract with AgNPs, as well as its antifungal
potential against Candida albicans. The samples of llex paraguariensis extract with
AgNPs was characterized through dynamic light scattering, solution stability by zeta
potential, in different storage conditions and for up to 258 days, and by analyzing phenolic
content and Fourier-transform infrared spectroscopy (FTIR). Results: Analysis revealed
characteristic bands in both the aqueous extract of llex paraguariensis and the AgNPs.
Also, the solution was non-toxic to human fibroblasts and demonstrated antifungal
activity, which was preserved after 258 days of storage, maintaining stability in zeta
potential, size, and polydispersity index (PDI). Conclusion: The llex paraguariensis
solution, combined with AgNPs, showed viability in human fibroblasts and demonstrated
antifungal activity, indicating potential as a biological treatment. However, further studies
are required to confirm its applicability.

KEYWORDS: Silver nanoparticles; llex paraguariensis; Antifungal Agents; Cell
Survival; Would Healing.

EFECTO ANTIFUNGICO Y VIABILIDAD CELULAR DE NANOPARTICULAS
DE PLATA SINTETIZADAS CON EXTRACTO ACUOSO DE YERBA MATE
(llex paraguariensis)

RESUMEN: Las nanoparticulas de plata (AgNPs) han ganado protagonismo en la
industria debido a su amplio espectro de actividad antimicrobiana y antifungica. Al
mismo tiempo, el extracto de yerba mate (llex paraguariensis) presenta propiedades
antiinflamatorias, antioxidantes y antimicrobianas, lo que resalta su potencial terapéutico.
La sintesis verde de nanoparticulas, utilizando extractos vegetales, se ha consolidado
como un enfoque prometedor y sostenible, combinando la efectividad de las AgNPs con
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los beneficios bioactivos de la yerba mate. Objetivo: Formar AgNPs por via verde
utilizando llex paraguariensis para evaluar la viabilidad celular y la actividad antifangica
de esta solucion, con miras a su aplicabilidad para uso terapéutico en el proceso de
cicatrizacion de heridas utilizando el extracto acuoso de Ilex paraguariensis con AgNPs.
Método: Se evaluo el potencial mediante la viabilidad celular de fibroblastos humanos
expuestos al extracto con AgNPs, asi como su potencial antifungico frente a Candida
albicans. Las muestras se analizaron para la caracterizacion del extracto de llex
paraguariensis con AgNPs mediante dispersion dinamica de luz, estabilidad de la
solucion por potencial Zeta, en diferentes formas de almacenamiento y durante un periodo
de hasta 258 dias. También se realiz6 el anélisis de contenidos fendlicos y espectroscopia
infrarroja por transformada de Fourier (FTIR). Resultados El analisis FTIR revel6 bandas
caracteristicas tanto en el extracto acuoso de llex paraguariensis como en las AgNPs.
Respecto a la viabilidad de los fibroblastos, no fue tdxico para los fibroblastos humanos
y mostro accion antifungica, actividad que se mantuvo tras 258 dias de almacenamiento,
manteniéndose estable en términos de potencial Zeta, tamafio e indice de polidispersidad
(PDI). Conclusion: La solucion de llex paraguariensis con AgNPs fue viable para su uso
en fibroblastos humanos y mostro accion fungicida, demostrando ser una posible solucién
con accion bioldgica, aunque se requieren mas estudios y pruebas para su aplicabilidad.
PALABRAS CLAVE: Nanoparticulas de plata; llex paraguariensis; Antifungicos;
Supervivencia celular; Cicatrizacion de Heridas.

1. INTRODUCAO

A nanotecnologia é definida como um campo de pesquisa e desenvolvimento em
escalas atdbmicas, moleculares ou macromoleculares (Khan, 2019). As nanoparticulas,
consideradas blocos fundamentais da nanotecnologia, referem-se a particulas com
dimensdo no intervalo entre um e 100 nandmetros (nm) (Uskokovi, 2007). Atualmente,
materiais em escala nanométrica vém sendo aplicados em diversas areas, como eletrénica,
magnética, optoeletrdnica, biomédica, farmacéutica, cosmética e em diversas outras
aplicacdes de materiais (Khan, 2019).

As nanoparticulas de prata (AgNPs) vem ganhando destaque na inddstria devido
ao seu amplo espectro de atividade antimicrobiana e antifungica, no campo da saude, é
aplicada extensivamente em cateteres impregnados com prata, bandagens e coberturas
para feridas, amplamente utilizados em aplicagfes terapéuticas (Dias et al., 2021; Silva
et al., 2023). No estudo de Jalal, (2019) as AgNPs sdo menos tdxicas para células de
mamiferos em comparagdo com outras nanoparticulas metalicas e, devido ao seu tamanho
relativamente pequeno, penetram facilmente na membrana celular, potencializando o
efeito antimicrobiano da prata. Outra vantagem relacionada ao uso de nanoparticulas € o
aumento da superficie de contato, a melhoria da disponibilidade, direcionamento de

entrega e controle de liberacdo (Silva, 2016).
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A sintese verde de nanoparticulas tem se destacado como uma abordagem
promissora e sustentavel. A partir de componentes organicos, a sintese verde reduz o
custo do processo, eliminando a necessidade de estabilizadores quimicos e agentes
redutores externos (Sena et al., 2021). Esse método promove a reducéo de metais através
de agentes redutores de baixa ou nenhuma toxicidade, substituindo os reagentes quimicos
convencionais e minimizando os impactos ambientais (Albernaz, 2014).

Nessa perspectiva a erva mate (llex paraguariensis) emerge como uma boa rota
verde de formacéo de nanoparticulas. Planta originaria da regido subtropical da América
do Sul, apresenta caracteristicas fisico-quimicas que favorecem a obtencdo de AgNPs
pela rota verde. Além disso, estudos destacam propriedades anti-inflamatdrias, anti
diabéticas, antifungicas, cardioprotetoras e quimiopreventivas relacionadas a planta e
suas formulacBes medicinais, bem como sua potente capacidade de inibir o estresse
oxidativo causado por espécies reativas de oxigénio (EROs), entre outras potencialidades
(Boaventura et al., 2013).

Recentemente, grande atengdo tem sido dada a producdo de nanoparticulas como
um farmaco antimicrobiano para ser usado sozinho ou em combinacdo com 0s
medicamentos tradicionais atuais. Nesse contexto, a acdo antimicrobiana de AgNPs
biofatoradas com efeitos terapéuticos promissores foi relatada em estudos (Jalal et al.,
2019). Contudo, pouco se sabe das utilizagdes de AgNPs com extratos aquosos quanto ao
potencial antifungico frente a Candida Albicans, o que se tem em estudo é a inibicdo da
eficaz da candidiase usando a folha de Calotropis gigantea, com as AgNPS (Ali;
Abdallah, 2020).

Portanto, o desenvolvimento de um estudo focado na aplicacdo de nanoparticulas
de prata sintetizadas com llex paraguariensis justifica-se pela inovacdo tecnoldgica,

sustentabilidade e potencial impacto positivo na satde publica.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1 Coleta de amostras da erva mate e preparagdo do extrato

As folhas da llex paraguariensis foram coletadas nas proximidades de
Guarapuava, municipio brasileiro localizado na regido centro-sul do estado do Parana. O
processo de lavagem para remoc¢édo de particulas indesejadas foi realizado com agua
destilada. Para obtencdo do extrato aquoso, concentraces de 10 e 30 gramas de llex

paraguariensis foram mantidas em 100 mililitros (ml) de agua ultrapura, a ponto de
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ebulicdo, pelo tempo de 30 minutos. O conteddo foi submetido a filtracdo a vacuo e,
posteriormente, ajustado em baldo volumétrico para 100 ml, com &gua ultrapura. Assim,
obteve-se um extrato aquoso de llex paraguariensis 10% (10g) e 30% (30g) o método

realizado se assemelha ao estudo de Wolff (2019).

2.2 Sintese de nanoparticulas de prata (AgNPs) por extratos aquosos

A obtencdo do extrato com nanoparticulas de prata se deu atraves do gotejamento
da solucéo de nitrato de prata AGQNO? (1 mmol ou 2 mmol) de 50 ml sob 5 ml do extrato
aquoso de llex paraguariensis (10g ou 30g) em temperatura ambiente. O processo levou
em média 150 minutos, permanecendo em agitacdo magnética a 300 rpm durante a
execucdo. Posteriormente, as amostras foram caracterizadas por: espalhamento dindmico
da Luz (DLS); potencial Zeta; determinacdo dos teores de fendlicos; espectroscopia de
infravermelho (FTIR) e; viabilidade celular e possivel atividade antimicrobiana. No
estudo de Melo (2015) foi caracterizado o extrato de llex paraguariensis utilizando os
mesmos referenciais com exce¢do do zeta que o estudo ndo avaliou e a atividade
antimicrobiana que foi avaliado frente a bactérias Gram-positivas (Bacillus cereus e

Staphylococcus aureus) e Gram-negativas (Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa).

2.3. Espalhamento Dinamico da Luz — (DLS)

O tamanho de particula, distribuicdo de tamanho e indice de polidispersidade de
nanoparticulas foram determinados pelo DLS, através do analisador de tamanho de
particulas BIC-90 Plus, fabricado pela Brookhaven Instruments. Antes de realizar a
leitura, os valores de pH foram ajustados com o auxilio de um pHmetro digital (Kasvi).
Em seguida, foi utilizado 20 pL de cada extrato com AgNPs, com adi¢do de &gua
ultrapura até completar a dose correta na cubeta. As medidas foram realizadas em

temperatura ambiente, a um angulo de espalhamento de 90°.

2.4 Potencial Zeta

Em uma solucgéo idnica, nanoparticulas com carga liquida formam uma camada
de ions opostos fortemente ligados a sua superficie, conhecida como camada de Stern,
seguida por uma camada difusa de ions mais fracamente associados. O potencial
eletrostatico na fronteira entre essas camadas, chamado de potencial zeta, esta relacionado

a carga superficial das nanoparticulas. nanoparticulas com potencial zeta entre -10 e +10
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mV sao consideradas aproximadamente neutras, enquanto nanoparticulas com potenciais
superiores a +30 mV ou inferiores a -30 mV s@o consideradas fortemente cationicas e
anionicas, respectivamente. Pelo fato da maioria das membranas celulares terem carga
negativa, o potencial zeta pode influenciar a tendéncia de uma nanoparticula a permear
essas membranas, com particulas catiénicas tendendo a exibir maior toxicidade, associada
a ruptura da parede celular. Para analise, foi utilizado 10 um de cada amostra e adicionado
990 um de cloreto de potassio. O equipamento utilizado para avaliar esse indice foi o
Zetasizer Nanoseries da Malvern Instruments, capaz de determinar tamanhos de 0,6 nm

até 6 um.

2.5 Determinacao dos teores de fendlicos

Os teores de fendlicos foram calculados através dos métodos espectroscopicos
(Uv-Vis) de Folin-Ciocalteu (Elbaz et al., 2016). Para tal, foram construidas curvas
analiticas de solucbes diluidas de concentragcdes conhecidas de &cido gélico, para
determinacdo do teor de fendis misturou-se 800 UL de extrato aquoso a 5 mL de &gua
ultrapura, 1,5 mL de carbonato de sddio (20%) e 0,500 mL do reagente Folin-Ciocalteu,
apos adicionado 2,7 de 4gua miliQ para a solucdo ficar com o total de 10 mL. A solucéo
foi homogeneizada e permaneceu em repouso por meia hora ao abrigo da luz. Procedeu-
se a leitura em espectrofotdmetro de Espectroscopia de Absor¢do no Ultravioleta e
Visivel (UV-Vis) (A = 765 nm).

2.6 Espectroscopia de infravermelho (FTIR)

A espectroscopia no infravermelho estuda a interacdo da radiacéo eletromagnética
com a matéria, sendo um dos seus objetivos principais a identificacdo das moléculas
(Mercé, 2001). A analise foi realizada com um espectrdmetro de 6700 FTIR (Thermo
Scientific, Waltham, MA), com o acessorio de refletancia total atenuado Smart iTR
(ATR, Thermo Scientific, Waltham, MA, USA). Amostras liquidas do extrato foram
colocadas diretamente no cristal de reflectancia total atenuada (ATR) para aquisi¢do dos
espectros. Os espectros foram coletados ao longo da faixa de 4000-650 cm™'.Foram
realizadas trés medidas sob as mesmas condic¢des, para cada amostra, 200 varreduras em
uma resolucao espectral de 4 cm™'. Para um determinado material, o espectro médio final

foi entdo obtido.
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2.7 Avaliacao da viabilidade celular
2.7.1 Cultivo celular

Os fibroblastos, de linhagem L929, foram cultivados no meio de cultura de Eagle,
modificado por Dulbecco (DMEM, Sigma Chemical Company, St Louis MO, USA),
contendo 10% de soro fetal bovino e 1% Penicilina-streptomicina e 1% de anfotericina B
(Sigma). As células foram mantidas em estufa a 37°C, numa atmosfera imida contendo
95% de ar e 5% de CO (Forma Scientific). A monitorizacdo do crescimento celular foi
feita a cada 24 horas, utilizando-se microscépio invertido de fase (Axiovert 25 — ZEIS),
com a avaliacdo da morfologia e taxa de confluéncia das células. Uma vez que as células
estavam em no minimo 80% de confluéncia, fez-se a tripsinizacéo (0,25%) e subcultivo

em placas de 96 pogos, a uma concentragao celular de 1x10° células/mL.

2.7.2 Ensaios de citotoxicidade e analise de crescimento celular (viabilidade fibroblastica)

Para os ensaios de citotoxicidade, as células L929 foram incubadas em placas de
cultura, de fundo chato com 96 pocos (Costar). As células foram mantidas em DMEM
(Meio Dulbecco Modificado por Eagle), com 5% de soro fetal bovino completo, durante
24h, em estufa a 37°C, numa atmosfera Umida contendo 95% de ar e 5% de CO, (Forma
Scientific).

Os extratos de llex paraguariensis se encontravam em diferentes concentragdes,
com 10% e 30 % de extrato com 1 ou 2 mmol de AgNO?3 (AgNP) e com ou sem NaOH.
Além disso, os extratos variaram quanto ao tempo de armazenamento: 10 amostras com
9 meses de armazenamento e 10 amostras com 2 dias (as amostras foram diluidas em
razdo 1:2 em DMEM em concentragdes que variaram de 0,09% a 50%). Apds a diluicéo,
os extratos foram adicionados as placas de 96 pocos com as células previamente
cultivadas.

Apos 24 horas, os extratos foram removidos, as células lavadas 2x com PBS e
posteriormente foi adicionado um revelador de metabolismo, MTS (3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium,
inner salt. O MTS foi mantido em contato com as células durante 3h em estufa a 37°C,
numa atmosfera imida contendo 95% de ar e 5% de CO> (Forma Scientific). Apos esse
periodo, foi determinada a densidade Optica (DO) em espectrofotdmetro com filtro de 492
nm. A viabilidade celular foi avaliada pela férmula (VC% = 100% x DO Teste / DO C).
2.8 Ensaio para a atividade antifungica
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A atividade antimicrobiana de extratos vegetais é avaliada através da
determinacdo da menor concentracdo da substancia necessaria para inibir o crescimento
do microrganismo-teste; esse valor é conhecido como Concentra¢cdo Minima Inibitoria
(CMI). Foi utilizado a cepa padrdo de candida albicans ATCC90029 atraves do método
da microdiluicdo em placas de 96 pocos, a preparacao do indculo ocorreu em 3 ml de
salina na concentragdo 10° baseado no Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI), 2005. Para a analise foram utilizadas diferentes concentra¢fes do extrato de Ilex
paraguariensis 10% e 30%, com nitrato de prata (AgNOz) (Immol ou 2mmol) e alguns
com correcdo de pH com hidroxido de sodio (NaOH). Quanto ao tempo de
armazenamento as solu¢des variaram com 2 dias ap0s sintese e outras com 9 meses, cada
poco contendo 100 pL do in6culo no meio RPMI (1640) e 200 uL do extrato no primeiro
poco. Nos pocos subsequentes foram transferidos 100 uL, até o pogo 10. O poco 11 foi
controle positivo com 100 puL RPMI + 100 pL do in6culo e no pogo 12 o controle negativo
com apenas 200 pL de RPMI. As placas de microdiluigdo foram incubadas na estufa a
35°C, sendo realizada a leitura das placas em espectrofotometro a 405 nm e a
concentracdo inibitéria minima (CIM) foi considerada quando observou-se uma reduc¢édo
em 24h e 48h.

Ap0s a determinacdo da CIM, determinacgdo da concentracdo fungicida minima
(CFM), foram retiradas aliquotas de 10 pL de todos os pocos e foram depositadas na
superficie do Agar Sabouraud. As placas foram incubadas por 24h a 35°C, protocolo

seguido de acordo com o Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), 2005.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Sintese e Caracterizagdo do extrato de erva mate

As caracteristicas da solucdo estdo apresentadas na Tabela 1, como a presenca de
particulas com tamanho inferior a 40 nm e um indice de polidispersividade (PDI) variando
entre 0,344 e 0,399. De acordo com Silveira (2019), valores menores de PDI indicam uma
maior homogeneidade na suspenséo de AgNPs. Em relacdo ao pH, a literatura indica que
condicBes &cidas suprimem a formacao de nanoparticulas de prata, enquanto condicdes
béasicas favorecem sua formacdo, e com relagcdo a esse dado obtivemos que as amostras
corrigidas com NaOH atingiram os valores de neutralidade, entre 7 e 8, conforme
esperado. Veerasamy et al. (2011) relatam que grandes nanoparticulas sdo formadas em

pH baixo (pH 4), enquanto nanoparticulas menores e altamente dispersas sdo produzidas
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em pH elevado (pH 8). No entanto, outro estudo observou a formacao de nanoparticulas
apenas em pHs superiores a 6,0, refor¢ando a dificuldade de formacéo em pHs 4,0 e 5,0
(Bavaresco et al., 2020; Albernaz, 2014).

Quanto a concentracdo de compostos fendlicos, notamos uma maior quantidade
nas amostras com extrato puro de llex paraguariensis e progressivamente menor a medida
que o AgNO:3 é adicionado, o que sugere uma incorporacdo dos compostos fendlicos do
extrato de llex paraguariensis pelas AgNPs, diretamente influenciado pela quantidade de
prata, pois nas solucbes a 30% os valores de concentracdo de fendlicos diminui,
mostrando que quanto maior a quantidade de AgNOs maior a incorporagdo. De acordo
com Fernandes (2016) e Boaventura (2013), o extrato de llex paraguariensis € rico em
compostos fendlicos, que sdo metabdlitos secundarios produzidos pelas plantas, que tem
sua importancia relacionada ao seu potencial vantagem competitiva como acédo

antimicrobiana (Canhoto, 2010).

Tabela 1: Analises fisico-quimicas realizadas para formula¢des contendo diferentes
concentracdes de extrato de Ilex paraguariensis com AgNPs.

Formulacéo (% de extrato e AgNO:s) Tamanho PDI pH Teor t,o_tal de
(nm) fendlicos
Extrato 10% - - 6,3 338,368+ 1,052
Extrato llex paraguariensis 10% 1 mmol 328+05 0.379+0.004 4,3 272,403 £ 7,145
i 1 0,
E’;tgﬁo llex paraguariensis 10% 1 mmol + 55, (6 039940013 74 308,543 + 21,613
Extrato llex paraguariensis 10% 2 mmol 28.3+23 0.396+0.003 58 253,456 + 41,974

fensis 10%
E’:gﬁo llex paraguariensis 10% 2mmol + 55 5, 64 037140001 7,7 279421+ 79,047

Ilex paraguariensis 30 % - - 6,5 369,070 + 13,987
Extrato Ilex paraguariensis 30% 1 mmol 332+17 03440019 4,7 196,964 + 8,827

1 i 0,
El’;téﬁo llex paraguariensis 30% 1 mmol + 5,1, h8 035040004 7.2 204,684 + 23,259
Extrato Ilex paraguariensis 30% 2 mmol 36.4+0.7 0.373+£0.013 51 162,754 +0,803

Extrato Ilex paraguariensis 30% 2 mmol +

NaOH 282+04 0.347+0.001 7,6 164,333+0,303

Para determinacdo dos teores de fenolicos totais, foram construidas curvas
analiticas de soluc@es diluidas de concentracGes de acido galico (Figura 1) evidenciando
gue os padrdes analisados ficaram de acordo com o que traz a literatura (Kolc, 2014). Um
acido fendlico amplamente disponivel que possui, entre seus beneficios, uma significativa
atividade antimicrobiana (Chanwitheesuk et al., 2007). Esse composto pode ser
encontrado em uvas, mangas, nozes, cha verde e outras frutas, além de estar presente no

vinho (Korani et al., 2014). Além disso, o acido galico demonstra potencial antioxidante
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e possui propriedades anti-inflamatdrias, antialérgicas, anticarcinogénicas e antivirais (LI
etal., 2011).
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Figura 1: Curva padrdo do acido galico com leitura espectrofotométrica a 765 nm,
utilizada para quantificagdo de fendis totais

3.2 Analise da estabilidade da solucéo pelo potencial Zeta

Os valores do potencial Zeta para extratos frescos de llex paraguariensis (ap6s a
sintese) variaram de -20,1 mV £ 1,62 mV a -27,2 mV % 2,21 mV, conforme descrito na
Tabela 2. Esses valores sugerem boa estabilidade coloidal, independentemente da
concentracdo do extrato de llex paraguariensis ou nitrato de prata utilizado, semelhantes
aos estudos de Arreche et al. (2020) e Rolim et al. (2019). De acordo com a literatura,
quanto maior o valor absoluto do potencial Zeta, mais estvel € a suspensdo, pois um
valor maior do potencial Zeta corresponde a uma repulséo eletrostatica mais forte entre
as particulas, aumentando a estabilidade (Haider; Mehdi, 2014).

As propriedades dimensionais e elétricas das AgNPs obtidas a partir das
concentragfes mostradas na tabela 2, foram avaliadas quanto a magnitude do potencial
Zeta, apos a sintese e re-avaliadas apos um periodo de 258 dias. O Objetivo foi avaliar a
variacdo da estabilidade dos extratos em razéo do tempo de armazenamento, bem como,
tipo de frasco utilizado para esse fim, que sdo parametros fundamentais de avaliacdo para
produtos que se destinam ao uso comercial, a medida do potencial Zeta e valores de Pdl
foram obtidos de amostras com ou sem AgNPs armazenadas em frasco de vidro ambar
ou plastico transparente, apos 258 dias (tabela 2). Esses dados mostram que independente
do tempo de armazenamento e tipo de frasco as solucBes se mostram estaveis

caracterizando o grande potencial comercial do produto.
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Tabela 2: Andlise Potencial Zeta das amostras sintetizadas ap6s 258 dias com
armazenamento em frasco de vidro X, frasco de plastico em temperatura entre 18°C e

22°C.
Amostras Potencial PDI Potencial PDI
Zeta (mV) Zeta (mV)
Vidro Plastico

Extrato llex paraguariensis 10% -26,5+2,15 - -23,7+£1,92 -

Extrato llex paraguariensis 30% -26,5+2,15 - -25,7£2,08 -
ensls 50

f’;mgl '([i’éﬁl‘;';‘;‘guar'ens's 0%+ 903+164 0355+0014 -272+221 0,367 +0,008
o

Eﬁﬁtgl 'gg’;ﬁ;f;ﬁ”ﬁ;‘gﬁ'g 10%+  504+181 0345£0002 -267+217 0350 +0,010
o

Eﬁﬁtgl '("z’élﬁ’li'g‘gua”ens's 10%+  561+211 0371+0010 -238+193 0,378+ 0,002
o

5;‘:;?;? ('k;,\ﬁ’;‘;"f‘ﬁ;gﬂs's 10%+  541+195 0330£0008 -220+179 0,325+ 0,028
1 1 0,

E’gﬁt& '(';’élﬁ’lirs‘;‘gua”ens's 30%+ 5144174 0435+0022 -201+162 0460 0,015
1 1 0,

E’gﬁt& '("Z’;&?Dr:)‘gfﬁgﬂs 30%+  267+217 0370+0012 -215+175 0388+ 0,012
1 1 0,

gﬁﬁt& '([Z’élﬂi';‘;‘guar'ens's 30%+ 2624213 0402+0015 -268+217 0430 % 0,006
o

Extrato llex paraguariensis 30% + e o) 515 039940007 -267+216 0,392 + 0,001

2 mmol (AgNPs) + NaOH

3.3FTIR

A espectroscopia no FTIR foi utilizada para identificar os possiveis grupos
funcionais relacionados as biomoléculas constituintes do extrato de llex paraguariensis
com AgNPs. Apdés 30 dias da sintese das amostras, encontrou-se que as bandas
equivalentes a 1650 (cm™) séo atribuidas aos grupos carbonil de ésteres, aminas presentes
na llex paraguariensis (Figura 2) em consonancia aos achados de Areche et al., (2020).
Relacionado as intensidades referentes as vibracdes das bandas de 1000 a 1400 mostradas
quando as trés concentracdes sdo comparadas, possivelmente relaciona-se em funcéo da
quantidade de moléculas.

Todas as assinaturas identificadas foram relatadas como grupos quimicos
presentes em moléculas da llex paraguariensis (Silveira, 2019). O AgNO3 apresentou
banda caracteristica proximo a 1,310 cm'l, referente ao estiramento do grupo nitro
residual (NO3) conforme ilustrado na figura 2, 0 pico em 800 cm representa as vibragdes
de C-H em anéis aromaticos, aparecendo com menor intensidade nas AgNPs, podendo
ser 0 resultado da interacdo destes compostos com as AgNPSs ou com outro componente
do préprio extrato. As bandas entre 1070-1118 cm™ podem ser atribuidas ao estiramento
vibracional de C-O-C e C-O em compostos fendlicos que vao ao encontro dos achados
de Silveira (2019).

ISSN 1982-114X

Arquivos de Ciéncias da Salde da UNIPAR, Umuarama, v. 29, n. 3, p. 1293-1312, 2025. 1303



https://revistas.unipar.br/index.php/saude
https://portal.issn.org/resource/ISSN/1982-114X
https://www.unipar.br/

% UNIPAR

UNIVERSIDADE PARANAENSE

110

Absorgao (% T)

Extrato 10% 1mmol

—— Extrato 10% 2 mmol + NaOH
Extrato 10%

Extrato 30% 1 mmol

Extrato 30% 2 mmol +NaOH
—— Extrato 30%

80

70 3y T ¥ T . T y T s T Y T
2000 1800 1600 1400 1200 1000 800
Numero de Onda (cm™)
Figura 2: Analise no FTIR de todas as concentracfes do extrato de Ilex paraguariensis
(azul claro e azul marinho) e das concentracdes de extrato de llex paraguariensis com
AgNPs (preto, laranja, rosa e verde).

3.4 Resultado da viabilidade celular de fibroblastos humanos frente aos extratos de
erva mate

Quanto ao resultado da viabilidade celular de fibroblastos humanos frente aos
extratos de llex paraguariensis, na nanotecnologia, especificamente na producdo de
AgNPs, os compostos advindos de extratos vegetais podem conferir bioatividades as
mesmas. Segundo a literatura, o tamanho da nanoparticula pode facilitar ou impedir sua
absorcdo, internalizacdo e distribuicdo nas células (Shang et al., 2014) o que foi
demonstrado com AgNPs de 20 nm encontradas no citoplasma, mitocéndrias e nucleo de
linhagens celulares humanas avaliadas in vitro (Kruszewski et al., 2011). Ainda
relacionado ao tamanho, autores relatam que AgNPs menores entram mais facilmente nas
células, diferentemente de AgNPs com 100 nm ou mais de diametro (Cho et al., 2018;
Zapor, 2016; Akter et al., 2018), o que em nosso estudo encontramos, como demonstrado
no gréfico A e no grafico B, que a viabilidade celular € maior quando o extrato é recém
sintetizado, porém ambos ndo apresentam toxicidade ao fibroblasto humano, quanto a
melhor concentracdo da solucdo pensando em fins comerciais, como o0 apresentado no
grafico C e D que a viabilidade celular é acima de 80% em todas as concentracfes
independente do tempo de armazenamento. Contudo, a dependéncia do tamanho das

AgNPs pode variar de acordo com o organismo avaliado, pois cada um apresenta seu
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proprio limiar de toxicidade, ou ainda ndo haver qualquer correlacao (Akter et al., 2018;
Bartlomiejczyk, 2013).
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Figura 3: Viabilidade celular (%) de fibroblastos humanos sob extrato de Ilex
paraguariensis com AgNPs com 2mmol AgNOs e NaOH, na figura A extrato a 10%
apos 2 dias de sintese, na figura B extrato a 10% com 258 dias de sintese, na figura C

extrato a 30% com 2 dias de sintese e na figura D extrato a 30% com 258 dias de
sintese.

A figura 3 descortina a viabilidade celular, mostrando-se presente em todas as
concentracdes independente do tempo de armazenamento. Ademais, notou-se uma
possivel relacdo com a concentracao de fendlicos presentes em cada concentracao, o que
pode ser visualizado no eixo x de cada grafico e hipotetiza-se uma relacdo entre os
compostos fendlicos da llex paraguariensis com beneficios a saude humana, por sua
capacidade de modulagéo do estresse oxidativo (Pereira et al., 2017) o que reduz o risco
de desenvolvimento de patologias cuja etiologia envolve estresse oxidativo (Bracesco et
al., 2011; Mao et al., 2017). Ainda relacionado a viabilidade, este resultado evidencia que
o valor do pH da amostra possa ter maior impacto sobre a citotoxicidade celular que a
prata em si, este resultando demonstra que na presenca de maior concentracdo de prata, a
correcdo do pH possa ter efeito positivo na viabilidade celular, dado este apresentados na

tabela 1 que demonstram os valores de pH.
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3.5 Atividade bioldgica de AgNPs com extrato de erva mate (llex paraguariensis) o
potencial antifangico

Quanto ao potencial antifingico, a atividade biol6gica de AgNPs com extrato llex
paraguariensis, nossos achados identificam que a concentracao inibitéria minima (C1M)
das AgNPs apresenta bom potencial antifungico com 24h de incubacéo, contudo os
resultados sdo satisfatorios nas composto com n° 2,3,7,8, 11 e 12 que ficam com a CIM
em 0,001 ap6s 24h de incubagdo, 0 que aponta que por mais diluido que o extrato llex
paraguariensis com AgNPs se apresente, ainda apresenta atividade contra a Candida
Albicans. Quantos aos mecanismos que proporcionam e explicam a atividade anti candida
das AgNPs, relata-se a capacidade de danificar a barreira de permeabilidade da membrana
e destruir as bicamadas lipidicas resultando no vazamento de ions formando poros que
dissipam o potencial elétrico da membrana (Kim et al., 2009), somado a isso as AgNPs
ainda agem no bloqueiam o ciclo celular na fase G2/M em C. albicans (KIM et al., 2009),
o0 que reafirma nosso achado de atividade e ainda indica que, por mais diluido que o
extrato de llex paraguariensis com AgNPs ainda apresenta alta atividade contra a
Candida Albicans.

Tabela 3: Concentracéo inibitéria minima (CIM) dos extratos de Ilex paraguariensis,
com as AgNPS em diferentes concentragdes em mmol (AgNOs) e fendlicos contra

Candida albicans ATCC 90028.
C (mmol)/ Fenodlicos) Apés  C (mmol/ Fendlicos) Apos

Extrato armazenado 11 dias

24h 48h
Extrato de llex paraguariensis 10% 2
1 mol Ag + NaOH 0,003/4,36 0,25/34,92C
i i 0,
2 Extrato de llex paraguariensis 30% 0.03/2.56 0,125/ 1027 C

2mmol Ag + NaOH

Extrato armazenado 4 meses
3 Extrato 30% 2mmol Ag + NaOH 0,06/5,13C 0,07 /0,64C
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16433C 82,16C 41,08C 2034C 1027C5,13C 2,56C128C 064C 032C C#

Extrato EV 30% AgNPs
2mmol +NaQH) 258 dias

16433C 82,16C 41,08C 2054C 1027C513C 236C 128C 064C 032C C#

Extrato EV 30% AgNPs
(2mmol +NaOH) 11 dias

279.42C 139,71C 69,85C 3492C 1746C 8,73C 436C 2,18C 1,09C 034C  C¢
Extrato EV 10% AgNPs
2 o Iy P
(2mmol +NaOH) 11 dias

Figura 4: Resultado da CFM dos extratos aquosos de llex paraguariensis com AgNPS
em diferentes concentracdes de fenolicos contra Candida albicans.

Quanto a concentracdo fungicida minima (CFM) encontramos que as
concentracdes do extrato aquoso de llex paraguariensis com as AgNPs apresentaram
potencial antifingico, tanto do extrato recém-sintetizado quanto com 258 dias de
armazenamento, 0 que demonstra que nas mesmas concentra¢des do extrato de erva mate
com AgNPs apresentam viabilidade celular e potencial antifangico tanto em CIM quanto
em CFM. Tal achado, em nossa amostra aponta que o tempo de armazenamento das
amostras ndo interferiu no potencial antimicrobiano, dado que fortalece os indicios de
estabilidade das AgNps em meio aquoso como também mencionado em outros estudos
(Sharmila et al.,, 2017, Balasubramanian; Kala; Pushparaj, 2020; Ren et al., 2016,

Bavaresco et al., 2020).

CONCLUSAO

O tamanho das AgNPs obtidas e verificadas por DSL foi satisfatorio para demais
andlises, assim como o potencial zeta mostrando a capacidade de estabilizagdo das AgNPs
através da rota verde utilizando o extrato aquoso de erva mate, mesmo apés 258 dias de
armazenamento. Quanto a concentracdes dos compostos fendlicos foi possivel concluir
que provavelmente existe uma incorporacdo destes fenois presentes no extrato de erva
mate, através das AgNPs o que também ressalta os resultados do FTIR, onde existem

bandas caracteristicas onde tem 0 AgNO?. Os resultados de maneira geral da CIM e CFM
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apresentados neste estudo confirmaram que as AgNPs com o extrato aquoso de llex
paraguariensis tém efeitos inibitorios significativos de atividade antifungica ressaltando
a importancia desse estudo.

Concluimos que existem concentrac6es do Ilex paraguariensis com AgNPs, apds
um tempo de armazenamento que apresenta viabilidade celular para o fibroblastos
humano e um potencial antifangico frente a candida albicans. Os achados indicam que a
formulacdo com llex paraguariensis e AgNPs mantém estabilidade e viabilidade celular
mesmo apds longo armazenamento, destacando-se como candidata promissora para

aplicacGes antimicrobianas, ainda que exija validagdo em modelos in vivo.
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