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RESUMO

No ambito da pericia forense, o método papiloscopico pode ser empregado em
diferentes situacbes para producao de provas, mediante o confronto de impressdes
digitais com padrdes biométricos armazenados em bancos de dados oficiais. A
qualidade da revelagédo das impressOes latentes depende em grande parte da
superficie de aposicdo, sendo que as superficies porosas, em geral, apresentam
elevado grau de dificuldade. Estudos demonstram que formulacdes
nanoparticuladas podem ser promissoras na revelacdo de impressdes digitais
latentes em superficies porosas. Tendo em vista a vasta biodiversidade brasileira,
buscou-se na resina extraida do tronco do cajueiro (Anacardium occidentale L.,
Anacardiaceae), dadas suas propriedades na formacéo de coloides, a formulacéo de
nanoparticulas com potencial na revelagdo de impressdes latentes. O objetivo deste
trabalho foi caracterizar e avaliar o efeito de nanoparticulas de prata produzidas com
polissacarideos hidrofilicos extraidos da goma do cajueiro com ou sem adicado de
agente redutor forte, em sistema biol6gico, para determinar a seguranca aos
usuarios e, preliminarmente, seu potencial como agente revelador de impressdes
digitais latentes. As nanoparticulas de prata estabilizadas com polissacarideos de
goma de cajueiro foram preparadas na auséncia (sintese verde) ou presenca (via
umida) do agente redutor borohidreto de sédio (NaBH,;). Os nanocompostos
produzidos pela sintese verde foram denominados AgNP-CG e, pela via Umida,
AgNP-NaBH,;. Nesse estudo, as nanoparticulas foram caracterizadas por
microscopia eletronica de transmissdo, a fim de determinar o didmetro e forma
dessas espécies. Para avaliar seu potencial como agente revelador de impressoes
latentes, um doador produziu impressoées digitais em superficie porosa e ndo porosa
(papel alcalino branco e laminulas de vidro, respectivamente). A toxicidade in vitro foi
testada em células peritoneais de camundongos Swiss (n=8) e, in vivo, por
exposicdo topica do condutor do ensaio, a fim de avaliar a viabilidade de uso do
sistema nanoparticulado na rotina pericial. Os resultados mostraram que o aumento
do didmetro das nanoparticulas é diretamente proporcional ao aumento da
concentracdo de goma de cajueiro (regressdo linear, p=0,038; r’=0,093). Dentre as
amostras sintetizadas com borohidreto de sddio, somente a de menor concentracéo
desse redutor promoveu revelacdo de impressdes digitais no papel branco. Para as
amostras obtidas por sintese verde, todas foram capazes de revelar as impressdes
no suporte primario poroso, embora algumas tenham revelado somente com
posterior imersdo em agua deionizada. A revelacdo com AgNP-CG 3 mg/L e AgNP-
CG 5 mg/L em laminulas de vidro demonstrou a capacidade de revelacdo de
impressfes digitais também em superficie de caracteristica ndo porosa. Dentre as
nanoparticulas avaliadas nos ensaios de toxicidade in vitro, apenas a menor
concentracdo, via sintese com NaBH; (0,5 mg/mL), ndo afetou o percentual de
reducdo do MTT das células peritoneais (teste t pareado, p>0,05), enquanto que as
demais (AgNP-CG 2, 3 ou 4 mg/mL) reduziram esse percentual (teste t pareado ou



Wilcoxon, p<0,05), quando comparados ao controle. O ensaio de toxicidade in vivo
demonstrou auséncia visual de injurias a epiderme. Os resultados obtidos nesse
estudo demonstraram potencial biotecnolégico dos sistemas nanoparticulados como
agentes reveladores de impressdes digitais latentes sobre superficie porosa, bem
como para aplicacdo ocupacionalmente segura para 0s peritos.

Palavras-chave : Impressao digital latente. Nanoparticula de prata. Suporte poroso.
Goma do cajueiro. Toxicidade.



ABSTRACT

In forensics, the fingerprint analysis is largely employed in different situations to
produce evidence considering biometric templates stored in databanks of law
enforcement agencies. The quality of the development of latent prints depends
largely on the surfaces where the fingerprints are produced, in which the porous
surfaces show higher difficulties. Studies have demonstrated that silver
nanoparticles formulations may be promising as fingerprints developers. In view
of the vast Brazilian biodiversity, the resin extracted from the cashew tree trunk
(Anacardium occidentale L., Anacardiaceae) has proved to be of great interest,
on account of its properties that holds the synthesis of silver colloids with
nanometer dimensions, that may be potential in developing latent fingerprint.
Silver nanoparticles cashew tree gum-stabilized were prepared upon absence
(green synthesis) or presence (wet via) of the strong agent sodium borohydride
(NaBH,4). The nanocomposites produced by green synthesis were designed as
AgNP-CG and, by wet via, AQNP-NaBH,. In this study, the silver nanoparticles
were characterized by transmission electron microscopy to determine their
diameter and morphology. In order to evaluate the potential as a fingerprint
developer, one donor has produced latent prints on porous and nonporous
surface (alkaline white paper and glass cover slips, respectively). In vitro toxicity
was assessed in cultures of peritoneal cells of Swiss mice (n=8), and in vivo by
topical exposure of the assay conductor, to evaluate application feasibility of the
nanoparticles in expert routine. Results have shown that the increase in
diameter of the nanopatrticles is directly proportional to the increase of cashew
gum concentration (linear regression, p=0,038; r*=0,093). Considering samples
synthesized with sodium borohydride, only the one with the Ilowest
concentration of this reducing agent developed fingerprints over white paper.
For samples obtained by green synthesis, all of them were able to develop
fingerprints on porous support, although some have developed only after further
immersion in deionized water. The results with AQNP-CG 3 mg/mL and GC-
AgNP 5 mg/mL on glass slides exhibited the development ability also on
nonporous surfaces. Between the samples analyzed, only the lowest dilution of
nanoparticles suspension synthesized with sodium borohydride 0.5 mg/mL did
not affect the viability of peritoneal cells (paired t test, p>0,05). However, the
other ones (AgNP-CG 2, 3 or 4 mg/mL) did reduced this percentage (paired t
test or Wilcoxon, p<0,05) when compared to the control group. Thereby, the
toxicity in vivo assay has demonstrated no visible injuries to the epidermis. The
results have shown that tested nanoparticle formulations have biotechnological
potential for use as developing agents for porous supports, as well they are
occupationally safe to the fingerprints experts.

Keywords : Latent fingerprints. Silver nanoparticles. Porous surface. Cashew
tree gum. Toxicity.
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1. INTRODUGAO



Mesmo com o advento da gendmica, o uso das impressdes papilares
constitui uma das formas mais utilizadas para identificacdo humana,
especialmente importante na determinagdo de autoria de crimes. A
individualizacdo humana por meio das caracteristicas especificas (minucias)
presentes nos desenhos papilares na pele espessa (palmar e plantar) é objeto de
estudo da Papiloscopia Forense (Ashbaugh 1999). Esses desenhos, quando na
polpa digital, sdo também denominados datilogramas e resultam de uma
complexa interagdo entre derme e epiderme, originando as cristas de fricgdo, as
quais se projetam na pele espessa (Ashbaugh 1999; Kiicken 2007).

Para fins de individualizagdo humana, é suficiente a determinacdo das
caracteristicas especificas e individuais do datilograma (Budowle et al. 2006),
uma vez que, considerando-se a gama de variaveis que contribuem para a sua
formacado, a probabilidade de que existam dois individuos com configuracées
exatamente iguais, mesmo em casos de gémeos monozigoticos, tende a zero,
conforme demonstrado em calculos matematicos (Kucken 2007). Assim, esse
meétodo se destaca dentre os demais pela sua praticidade operacional, por seu
baixo custo e por permitir altos niveis de confiabilidade (Mulawka 2014).

De acordo com o Principio da Troca de Locard, o qual fundamenta a
Criminalistica, quando dois objetos entram em contato, ocorre transferéncia de
material entre eles, mesmo que em quantidades infimas (Scott, 2009). Quando
em contato com uma superficie, parte das substancias encontradas na polpa
digital é transferida, formando-se um fragmento de impressédo digital sobre a
superficie tocada. Se esses fragmentos n&o estiverem impregnados de
substancias que contrastem com o fundo, diz-se que houve a formagao de uma
impressao latente (Lee e Gaensslen 2001), necessitando do emprego de
tratamentos especificos que permitam sua visualizacdo, processo conhecido
como “revelagdo” de impressdes latentes (Champod et al. 2004). Os métodos
empregados na revelacdao desses fragmentos dependem, sobretudo, das
caracteristicas do suporte onde foram apostos, dos componentes das impressoes,
bem como de fatores pds-transferéncia (Sears et al. 2012).

Destaca-se que, nas impressdes latentes, ha uma grande variedade de
compostos, como contaminantes ambientais e uma complexa mistura de
secrecdes das glandulas sudoriparas e sebaceas presentes na pele, formando o
denominado filme ou emulsdo hidrolipidica (Girod et al. 2012; Champod et al.



2004; Choi et al. 2008). Estudos acerca da analise quimica de impressdes
latentes destacam a presenca de glicerdis, acidos graxos, colesterol e seus
ésteres, bem como restos celulares, constituintes do filme hidrolipidico que
recobre a epiderme, sintetizados pelas glandulas sebaceas (Milstone 2004; Girod
et al. 2012). Esses componentes sao encontrados nas impressodes latentes, uma
vez que sao transferidos as regides de pele espessa apds o contato com outras
partes do corpo, como a face e o couro cabeludo, locais onde ha grande
densidade de glandulas sebaceas (Archer et al. 2005; Croxton et al. 2010; Lim et
al. 2011; Girod et al. 2012). Estdo presentes, ainda, agua e elementos
inorganicos, como cloreto, sédio, potassio e calcio, além de outros produtos,
como vitaminas, aminoacidos e proteinas (Terasawa et al. 2001, Ramotowski
2001; Ricci et al. 2007; Connatser et al. 2010; Girod et al. 2012).

Outros produtos de origem exégena (Ramotowski 2001), como os
cosméticos (produtos para cabelo, perfumes e cremes para o corpo) (Mong et al.
1999; Croxton et al. 2010; Weyermann et al. 2011), nicotina (Benton et al. 2010),
drogas de abuso (Day et al. 2004), poeira e esporos de bactérias (Ramotowski
2001; Tims et al. 2010) também ja foram identificados nos residuos de
impressdes latentes.

Ao serem transferidos para determinada superficie, esses constituintes
passam por uma série de transformagdes, como a evaporagdo do componente
aquoso, a oxidagado de acidos graxos e sua decomposigao pela agdo de micro-
organismos, o que pode influenciar a eficacia de técnicas de revelacao baseadas
em interacdo quimica (Archer et al. 2005).

O método papiloscopico pode ser empregado em diferentes situagoes,
mediante o confronto de impressdes digitais com os padrdoes datiloscépicos
armazenados em bancos de dados oficiais. Para a identificacao de cadaveres, é
necessario que uma impressao digital seja gerada a partir das polpas digitais dos
individuos, enquanto que, para a determinacao de autoria de crimes, € necessario
que os vestigios deixados em cenas de crime sejam revelados. Nesse segundo
caso, as impressobes digitais deixadas em uma determinada superficie por um

individuo, ou seja, as impressdoes latentes, precisam ser reveladas e,



posteriormente, confrontadas com os padrbes datiloscépicos (Federal Bureau of
Investigation 2001; Holder Jr et al. 2002).

Ressalta-se que a qualidade da revelagdo das impressdes latentes
depende em grande parte também da superficie de aposi¢cao (suporte primario).
Nesse contexto, suportes de vidro, metal, madeira lagueada, superficies plasticas,
entre outras, apresentam vantagens, por serem de baixa ou nenhuma porosidade,
de modo que o emprego de materiais simples e de baixo custo, como o po
regular, permite revelagcdo bem-sucedida. Por outro lado, impressdes digitais
apostas sobre superficies porosas como papel-moeda, madeira ndo envernizada
e papéis em geral apresentam elevado grau de dificuldade para serem reveladas,
em decorréncia da porosidade e fragilidade desses materiais (Lee e Gaensslen,
2001).

Os métodos e tecnologias aplicadas a revelagdo de impressdes latentes
até o momento carecem de elucidacdo e muito do que se faz na pericia
papiloscépica baseia-se em experiéncias e conhecimentos advindos de tentativa
e erro e sem critério metodolégico, o que explica a dificuldade de se obter
referéncias bibliograficas especializadas.

Destaca-se que os agentes reveladores disponiveis para revelagdo de
impressdes digitais em suportes de caracteristica porosa s&o a ninidrina e seus
analogos (Lee e Gaensslen 2001), o diazafluoreno (Champod et al. 2004), os
cristais de iodo submetidos a sublimagdo (Lee e Gaensslen 2001), o nitrato de
prata (Daéid et al. 2009) e os reveladores fisicos (Federal Bureau of Investigation
2001; Choi et al. 2008).

No Brasil, a ninidrina é o reagente comumente empregado para a
revelacio em papeis, mas apresenta limitagcbes importantes, como o
desenvolvimento de coloracdo de fundo, além de custo e toxicidade elevados
(Lee e Gaensslen 2001). Ja o diazafluoreno, apesar de possibilitar melhor
qualidade de revelagdo, necessita de fonte de luz de alta poténcia e filtros
apropriados, tornando seu uso mais dispendioso (Champod et al. 2004). Apesar

de simples, a técnica que emprega vapores de iodo apresenta sérias



desvantagens, como a toxicidade dos vapores produzidos e eficacia somente na
revelagao de impressodes recentes (Lee e Gaensslen 2001).

Por sua vez, a prata é utilizada como revelador em suportes porosos
mediante diversas técnicas. A aplicagdo de solugédo de nitrato de prata (AgNO3),
apesar de funcional e de baixo custo, apresenta desvantagens importantes, como
corrosividade e toxicidade (Federal Bureau of Investigation 2001; Lee e
Gaensslen 2001). O revelador fisico de prata pode ser empregado apds a
revelagdo com ninidrina ou diazafluoreno, visando a amplificacédo da revelagao
por meio da interagcdo com os componentes insoluveis em agua, como as
secrecdes sebaceas (Federal Bureau of Investigation 2001; Champod et al. 2004).

O uso de ouro coloidal no dominio das ciéncias forenses, como método
de detecgdo de impressodes digitais latentes, foi introduzido por G. Saunders em
1989, tendo sido denominado Deposi¢cao Multipla de Metais (MMD), que se trata
de uma evolugao da técnica anterior. MMD consiste na imersdo do objeto a ser
tratado numa suspensao coloidal de ouro, seguida pela amplificagdo das
impressdes detectadas pelo do uso de um revelador fisico de prata (Schnetz e
Margot 2001). Todo esse processo evidencia a demora na preparagao e
aplicacdo, além do elevado custo dos reagentes envolvidos (Champod et al. 2004;
Zhang 2007; Choi et al. 2008). Posteriormente, este método foi modificado por
Schnetz e Margot (2001), controlando parédmetros de pH do ouro coloidal,
tamanho e homogeneidade de distribuicdo das particulas, temperatura de
revelagao, concentracbes das solugcbes de Tween 20 (tensoativo ndo idnico) e
ouro coloidal. Foram obtidos 0 aumento da reatividade, devido a homogeneidade
da solucao e controle de pH, melhor qualidade de resolugao da revelagao, devido
ao menor diametro das particulas de ouro produzidas, bem como maior
seletividade na amplificagdo, devido a uma melhora no gatilho de nucleacdo do
ouro coloidal, amplificado pela prata.

A vantagem do MMD sobre os demais métodos reside na sua
sensibilidade, particularmente com impressdes digitais envelhecidas, além de
possibilitar utilizagdo em diferentes superficies porosas e n&o porosas (Stauffer et

al. 2007). No entanto, requer um elevado numero de banhos e reagentes,



representando consumo de tempo e elevado custo. Recentemente, impressdes
digitais reveladas por esse método tém sido observadas por microscopia
eletrénica de varredura (Zhang et al. 2007).

Uma abordagem diferenciada foi demonstrada em estudos de Sametband
et al. (2007), em que a eficacia da utilizagcdo de nanoparticulas de ouro foi
avaliada na revelacdo de impressdes produzidas em papel, utilizando como
agente estabilizante o alcool polivinilico (PVA), polimero atéxico, porém, sintético
(Berni Neto 2010; Khanna et al. 2005; Mbhele et al. 2003); nesse estudo, as
nanoparticulas de ouro foram usadas como adjuvantes na revelagdo de
impressoes latentes previamente submetidas ao revelador fisico de prata.

Em que pese a disponibilidade de agentes reveladores para materiais
porosos, ressalta-se que nenhum dos métodos disponiveis atende, por completo,
aos requisitos de praticidade, rapidez e qualidade da revelagdo, associados a
custos acessiveis e baixa toxicidade ocupacional e ambiental. Assume-se que 0s
meétodos baseados no emprego dos sais de prata, como vém sendo empregados,
apresentam baixa qualidade de revelagdo, causam coloragdao de fundo, sao
destrutivos e toxicos, além de inviabilizar tratamentos adicionais (Federal Bureau
of Investigation 2001). No entanto, considera-se a possibilidade de se utilizar os
beneficios da prata na revelagdo de impressdes latentes sob uma conformagao
que diminua ou elimine sua toxicidade, bem como seja capaz de aprimorar a
qualidade da revelagdo. Uma alternativa para alcangar esse objetivo é a
formulacdo nanoparticulada da prata, empregando-se materiais biocompativeis e
biodegradaveis, empregando-se a chamada “sintese verde” (Sharma et al. 2009;
Parashar et al. 2011; Shameli et al. 2012) em que sao utilizados diferentes
agentes redutores naturais brandos, como fungos e bactérias (Sastri et al. 2003;
Shahverdi et al. 2007; Fayaz et al. 2010), quitosana (Wei et al. 2009; Tran et al.
2010), extratos vegetais (Krishnaraj et al. 2010; Saxena et al. 2012), algas
marinhas (Shukla et al. 2012; Venkatpurwar 2011) e exsudatos de plantas (Kora et
al. 2010).

Por apresentarem dimensdes em escala nanométrica (1 a 100 nm), as

nanoparticulas (NP) apresentam propriedades fisicas e quimicas diferentes das



do material de origem, com uma porcentagem consideravelmente mais elevada
de atomos em sua superficie, quando comparadas com particulas maiores (Choi
et al. 2008). Devido ao seu empacotamento em nanoparticulas, acredita-se que a
prata permanegca em maior disponibilidade nos sitios de acado. Essas
caracteristicas possivelmente promovem uma melhor revelagdo empregando-se
uma menor concentracdo do metal, em comparacdo com os demais métodos
existentes (Becue et al. 2007), podendo reduzir, desse modo, a toxicidade
inerente ao metal.

O uso de gomas naturais provenientes de exsudatos e extratos de plantas
vem tomando grande impulso por suas multiplas e lucrativas possibilidades na
industria. Nesse aspecto, destaca-se a resina extraida do cajueiro, espécie
Anacardium occidentale L. (Anacardiaceae) (de Paula 1998). Devido a sua
abundancia no territério nacional e a importancia da cultura do cajueiro,
especialmente no nordeste brasileiro, 0 conhecimento acerca das caracteristicas
da goma e as pesquisas realizadas sobre seu potencial biotecnolégico despertam
grande interesse cientifico (Sarubbo et al. 2000). Ainda, pode vir a ser exportado
e, por possuir caracteristicas semelhantes as da goma arabica, minimizar
sobremaneira a onerosa importagdo desta ultima para o Brasil (Tadros et al.
2007).

Quando no estado solido, a resina apresenta coloragao ambar, é inodora,
insipida, atéxica, biodegradavel e hidrofilica. Trata-se de um polimero natural de
fonte renovavel e sustentavel, de baixo custo de extracao, retirado do tronco do
cajueiro e consiste em um exsudato heteropolissacaridico acido ramificado. Do
ponto de vista reoldgico (deformacédo e resisténcia), a goma do cajueiro
assemelha-se a muitos polimeros sintéticos, provendo interesse tecnoldgico
devido a sua biodegradabilidade e propriedades mecéanicas. Quando solubilizada
em agua, desenvolve carater anibnico, além de propriedades coloidais e de
formar suspensdes altamente viscosas, com fungbes espessantes, geleificantes,
emulsionantes, estabilizantes e aglutinantes (Menestrina et al. 1998).
Estruturalmente, a goma do cajueiro (CG) é constituida de unidades de b-D-

galactose (72%), a-D-glicose (14%), arabinose (4.6%), ramnose (3.2%) e acido



glicurénico (4.7%) (Menestrina et al. 1998), como demonstrado na Figura 1.
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Figura 1. Em A, observa-se uma fotografia do caule do cajueiro (Anacardium occidentale)
com exsudato que pode ser obtido de forma espontinea ou mediante corte no tronco,
com destaque para a goma do cajueiro purificada no canto superior esquerdo (Fonte:
Quelemes et al. 2013). Em B, observa-se o esquema estrutural da goma do cajueiro,
sendo o radical R formado por D-manose, L-ramnose, L-arabinose ou cadeias de
arabinose com ligagdo 1,2 e o R’ formado por D-glicose ou acido D-glucurénico; Gal
representa galactose (Fonte: adaptado de Menestrina et al. 1998).

O potencial das nanoparticulas de prata (AgNP) na revelacédo de
impressdes digitais latentes baseia-se ndo somente na agao propriamente dita da
prata, que naturalmente se impregna em compostos organicos, mas também na
interacao eletrostatica dos polissacarideos com os componentes secretados pelas
glandulas sudoriparas, dada sua caracteristica hidrofilica. Resultados recentes do
nosso grupo de pesquisa demonstraram a influéncia de parametros de pH, tempo
de reacgao, temperatura e concentragdo da suspensdo da goma do cajueiro nas
caracteristicas e estabilidade das nanoparticulas de prata formadas (dados nao
publicados).

No caso de nanoparticulas sintetizadas a partir da reducdo do metal na
presenca de NaBH,4, uma das formas de atingir a estabilidade do sistema ocorre
pela a adicdo em excesso de boroidreto de sédio, em relacdo ao sal de prata,
uma vez que esse reagente atua simultaneamente como redutor dos ions prata e
€ também responsavel pela estabilizacdo das nanoparticulas que se formam

(Solomon et al. 2007). Parte do borohidreto de sédio € consumida na reagao de



reducdo de prata ibnica a prata metalica, por meio da reacao:
AgNO; + NaBH4 — Ag + V2 Hy+ 2 BoHg + NaNO3

Enquanto isso, o ion borohidreto sobressalente adsorve-se a superficie
das nanoparticulas do metal reduzido, fornecendo uma camada elétrica carregada
negativamente e, por conseguinte, ocorre uma repulsao eletrostatica que evita a
agregacao das estruturas (Solomon et al. 2007). Porém, a adigdo de um excesso
ainda maior de boroidreto de sédio pode aumentar a forga ibnica do meio,
facilitando a agregacdo das particulas. E importante destacar que o boroidreto de
sédio € um agente redutor forte na presenga de ions prata e, desta maneira, é
necessario o resfriamento prévio da solugdo do redutor e a adi¢cdo lenta da
solugdo do sal de prata. Nesse caso, observa-se a formagao de nanoparticulas
com diametros proximos a 12 nm (Solomon et al. (2007).

Um esquema da formagao das camadas de ions boroidreto ao redor das

nanoparticulas de prata é mostrada na Figura 2.
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Figura 2. Representacdo do mecanismo de estabilizacdo das nanoparticulas por forgas
eletrostaticas. Fonte: adaptado de Berni Neto 2010.

Em geral, a energia favoravel para o crescimento das particulas é
fornecida pela formacdo do material em escala macroscépica; assim, a remogao
dessa energia de ativagcdo, pela diminuicdo da temperatura do sistema,
interrompe o0 crescimento, permitindo um controle cinético mais preciso do
tamanho dessas particulas. A interacao eletrostatica como mecanismo unico para
inibir o processo de agregagdo nao € muito eficiente, ja4 que esse artificio ndo
apresenta resisténcia a mudangas em ampla faixa de pH (Berni Neto 2010).

Destaca-se que o polissacarideo do cajueiro constitui um polieletrélito, ou

seja, possui grupos carregados que promovem repulsdo eletrostatica. Porém,
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possuem também cadeias longas que se posicionam na superficie das NP,
ocupando um espago em seu entorno (Figura 3). Essas estruturas sao
responsaveis por um segundo mecanismo que leva a estabilidade em sistemas
nanoparticulados, o efeito ou impedimento estérico, evitando ou minimizando a
agregacao (Melo Junior et al. 2012; Caruso 2004; Goodwin 2004).

Na medida em que ocorre a aproximagao de duas interfaces, ocorre a
aproximagao das cadeias poliméricas até a ocorréncia de interpenetracdo entre
as moléculas. Quanto mais préxima uma superficie da outra, menor o espaco
existente para a acomodagdo das macromoléculas, constringindo o numero de
conformacgdes possiveis para cada macromolécula (figura 3 — zona sombreada).
Quanto maior a proximidade entre as particulas, maior a constricdo imposta, e
consequentemente, a entropia diminui, ocasionando o aumento da energia livre e
tornando a aproximagdo termodinamicamente desfavoravel, promovendo
estabilidade a emulsdo. Esses dois efeitos, em conjunto, constituem a
estabilizagcado eletrostérica, que ocorre para nanoparticulas estabilizadas com

polissacarideos extraidos da goma do cajueiro (Caruso 2004; Goodwin 2004).

Repulsdo
eletrostatica

Figura 3. Representagdo esquematica do efeito eletrostérico em sistemas coloidais
estabilizados por macromoléculas. A area em vermelho destaca o efeito de impedimento
estérico, enquanto a seta dupla esquematiza a repulsdo eletrostatica entre as cargas
negativas. Fonte: Berni Neto, 2010.

Hipoteticamente, acredita-se que o emprego de nanoparticulas de prata

na revelagcao de impressoes latentes evite a coloracdo de fundo ou manchas no
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material submetido a pericia, permitindo sua devolucdo, em bom estado, a
unidade policial de origem. Outra provavel vantagem trata-se da diminui¢do do
tempo de revelacido, que podera viabilizar a realizagdo de pericias em suportes
porosos nos locais de crime. E possivel, ainda, que a aplicacdo direta de
nanoparticulas de prata estabilizadas com polimeros naturais seja benéfica no
sentido de simplificar o processo e excluir a necessidade de método adicional.
Baseado nas caracteristicas promissoras das nanoestruturas, esse estudo
buscou caracterizar nanoparticulas de prata produzidas com polissacarideos
hidrofilicos extraidos da resina do cajueiro com ou sem adigdo de agente redutor
forte. Além disso, objetivou avaliar essas formulagdes em sistema biolégico, para
determinar a seguranga aos usuarios, bem como avaliar preliminarmente seu
potencial como agente revelador de impressdes latentes. Diante do exposto,
ressalta-se que esse trabalho € inovador, ndo apenas quanto a produgao e
caracterizagdo de novos materiais, mas também quanto a aplicagdo dessas

nanoparticulas na revelagédo de impressdes digitais latentes.



2. OBJETIVOS
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OBJETIVO GERAL

Caracterizar e avaliar o efeito de nanoparticulas de prata produzidas com
polissacarideos da goma do cajueiro, com ou sem agente redutor forte (NaBH,),
em sistema biologico, para determinar sua toxicidade e seu potencial como

agente revelador de impressdes digitais latentes.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

— Caracterizar as nanoparticulas de prata por microscopia eletrbnica de
transmissao, para identificar a morfologia e distribuicdo das particulas na

suspensao coloidal;

— Avaliar a capacidade de nanoparticulas de prata quanto a revelagao de
fragmentos de impressdes digitais latentes apostos em papel branco por

observacgao visual;

— Identificar se as nanoparticulas sao capazes de revelar impressoes digitais
latentes apostas em papel branco e em laminulas de vidro por microscopia

eletrébnica de varredura;

— Avaliar a toxicidade das nanoparticulas, in vitro, em cultivos de células

peritoneais de camundongos;

— Avaliar a toxicidade in vivo, por meio de teste autoaplicado de exposi¢cao

tdépica as nanoparticulas.



3. MATERIAIS E METODOS
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3.1. Tipo de estudo

Trata-se de um estudo experimental para caracterizar e avaliar o efeito de
nanoparticulas de prata em células de camundongos, a fim de determinar sua
toxicidade, bem como para avaliar seu potencial como agente revelador de
impressdes digitais latentes de um doador. O estudo foi conduzido no Laboratorio
de Imunologia Celular da Faculdade de Medicina da Universidade de Brasilia
(UnB) e no Laboratério de Microscopia do Instituto de Biologia da Universidade de

Brasilia.

3.2. Normas éticas

As normas éticas para a experimentagdo em animais e em seres
humanos (Ministério da Saude 1996; WMA, 2013) foram plenamente obedecidas
durante o desenvolvimento deste estudo. O projeto de pesquisa foi submetido e
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina da UnB,
em 26 de maio de 2011 (CEP-FM n°® 011/2011 — ANEXO A) e pela Comissao de
Etica no Uso de Animais da Faculdade de Medicina em 29 de margo de 2011
(CEUA-FM, UnBDoc n° 20636/2011 — ANEXO B). O presente estudo foi
elaborado em concordancia com a Direcéo do Instituto de Identificagdo da Policia
Civil do Distrito Federal e desenvolvido com plena isencdo ou influéncia de

conflitos de interesse.

3.3. Sintese das nanoparticulas

A purificagdo da goma foi realizada pelo método de Silva et al. (2009) com
modificagdes descritas por Araruna et al. (2013). Solugdes de goma de cajueiro
(concentragdes de 1,0 a 5,0 mg/mL) e de 1 mM de AgNOj; foram previamente
preparadas sob agitacdo constante por 12h. As nanoparticulas de prata
estabilizadas com polissacarideos de goma de cajueiro foram preparadas na
auséncia (sintese verde) ou presencga (via umida) do agente redutor borohidreto
de sodio (NaBH4) (Araruna et al. 2013). No primeiro caso, partes iguais das
solugdes de goma de cajueiro (concentragdes de 1,0 a 5,0 mg/mL) e de 1 mM de
AgNOs3 foram misturadas, sob agitagdo constante, por 60 minutos a 78 + 2°C de

temperatura. Para obtencdo das amostras por via umida, foi adicionada uma
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aliquota de solugdo recém-preparada de NaBH4 (0,5 ou 1%) a uma mistura (1:1)
de solugdo de goma de cajueiro (1 mg/mL) e de AgNO3 (1 mM) para a reducéo da
prata, de Ag” para Ag°. A cor amarelada caracteristica das suspensdes estaveis
de nanoparticulas de prata foi observada por camera digital e a obtencdo dos
nanocompostos foi monitorada por espectrofotometria UV-vis, por varredura nos
comprimentos de onda de 300 a 600 nm (UV-3101PC, Shimadzu, Jap&o). Os
nanocompostos produzidos pela sintese verde foram denominados AgNP-CG e,
pela via umida, AQNP-NaBH, (Tabela 1; figura 4).

Tabela 1. Concentracbes das solugbes de nitrato de prata, borohidreto de sdédio e
polissacarideos do cajueiro utilizadas na sintese das diferentes concentragdes de
amostras de nanoparticulas (AgNP-NaBH, e AgNP-CG).

Concentracao Redutor Polissacarideos
Nitrato de
Nanoparticula | da amostra de NaBH, do cajueiro
prata (mM)
NP (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL)
0,5 1 0,5 1,0
AgNP-NaBH,
1,0 1 1,0 1,0
1,0 1 - 1,0
2,0 1 - 2,0
AgNP-CG 3,0 1 - 3,0
4,0 1 - 4,0
5,0 1 - 50
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AGNP-NaBH,
0,5 mgimL
!

Figura 4. Fotografias das suspensdes de AgNP sintetizadas com diferentes
concentragcdes de (A) agente redutor borohidreto de sédio; (B) goma de cajueiro.
Observar a gradagédo de cores obtida com o aumento da concentragédo de goma do
cajueiro nos coloides formados. A agua foi colocada para comparag¢ao da transparéncia
com as diferentes concentragdes das suspensodes de nanoparticulas.

3.4. Caracterizagao morfolégica das nanoparticulas

A caracterizagao das nanoparticulas se deu por Microscopia Eletrénica de
Transmissdo (MET) (Microscopio Jeol, JEM 2100, Tokyo, Japan) a 200 kV. Uma
aliquota de 4 uL das amostras foi depositada em grade de cobre de 300 mesh,
previamente tratada com solugdo de formol polivinil (Formvar®, SPI Supplies,
USA) 0,4% (p/v) em cloroférmio. Depois de secas (24h, + 25°C), as grades foram
introduzidas no microscopio, sob vacuo, e entdo focalizadas com aumento
superior a 250.000 de magnificacdo. Os campos (10% da area) foram
fotografados e as imagens foram transferidas para o software livre GNU Image

Manipulation Program (GIMP, versdo 2.6.11) para a determinacdo do didmetro
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das nanoparticulas; foram analisadas 370+260,7 (MexSD) nanoparticulas por
amostra.

3.5. Producao das impressoes digitais latentes em superficie porosa

Para avaliar se as nanoparticulas de prata seriam capazes de revelar
impressdes digitais latentes, obtiveram-se impressdes digitais de um doador
voluntario adulto, do sexo feminino; por se tratar de membro integrante do estudo,
eximiu-se da necessidade do termo de consentimento livre e esclarecido,
segundo as normas CEP-FM. Inicialmente, o teste de revelagao foi do tipo N-de-1,
devido ao rendimento obtido na produgdo das amostras, etapa realizada no
Laboratério de Biotecnologia da Universidade Federal do Piaui (UFPI), Campus
Ministro Reis Velloso, Parnaiba-PI, sob a supervisdo da Profa. Carla Eiras.

Informacgdes sobre idade, doencgas prévias, uso de medicamentos, dieta e
aplicagdo de cosmeéticos nos sete dias anteriores a produgado das impressdes
foram coletados, a fim de direcionar possiveis achados; ndo houve orientacéo
para supressdao de quaisquer habitos do doador, visto que o objetivo foi
efetivamente mimetizar a produgdo de impressdes digitais tal como ocorre na
rotina do individuo. Para evitar contaminagdo das impressdes digitais, o condutor
do ensaio utilizou luvas de procedimento de latex no manuseio dos papéis, vidros,
pingas e demais instrumentos (Sears et al. 2012). Os ensaios foram conduzidos
em ambiente com controle de temperatura e umidade, conforme Dominick et al.
(2009).

As impressdes digitais foram produzidas sobre papel branco (papel sulfite
alcalino, gramatura de 75 g/mz, Chamex® Multi Ipaper PT), por ser este o papel
mais amplamente utilizado na rotina diaria de grande parte dos brasileiros,
especialmente para realizagdo de impressdes e fotocopias. Convencionou-se
utilizar o dedo indicador direito para as analises. Foram desenhadas colunas com
quadrantes para a producio das impressdes. A producdo das impressdes latentes
seguiu o procedimento descrito por Barros et al. (2013), modificado de Archer et
al. (2005), de modo a simular uma condigéo natural de aposigdo de impressoes
latentes. Entre a producédo de cada impresséo, repetiu-se o procedimento listado
abaixo, a fim de repor os componentes das impressoes:

(a) as méos foram esfregadas contra os antebracos, promovendo o contato direto

das palmas com os antebracgos, por dez segundos;

(b) com a méao direita, o doador realizou um leve toque em sua testa;
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(c) as maos foram esfregadas uma contra a outra por mais dez segundos.

O doador depositou uma impresséo digital por quadrante, pela aposigéao
da polpa digital, com tempo de contato de 1,5 segundo, sem pressédo excessiva,
segundo monitoramento do condutor do ensaio, para garantir relativa consisténcia
(adaptado de Maceo 2009); esse ensaio foi delineado de modo a ndo necessitar
da producédo de réplicas para cada amostra, uma vez que a reprodutibilidade
quanto a coleta das impressdes latentes foi definida em estudos anteriores
(Barros et al. 2013).

3.6. Revelagao das impressoes digitais latentes em superficie porosa

A fim de demonstrar a viabilidade das impressdes produzidas, conforme
descrito acima, as hemipartes direitas das impressdes foram utilizadas como
controle positivo, sendo reveladas com solugéo de ninidrina, por aspersao (Tritech
Forensics®, LC-NIN-8, USA). Elegeu-se a ninidrina como revelador para controle
positivo (Dominick et al. 2009), uma vez que se trata de reagente comumente
empregado no Laboratério de Exames Papiloscépicos do Instituto de Identificagédo
da Policia Civil do Distrito Federal (II-PCDF) para revelagdo em superficies
porosas (figura 5). Além disso, essa escolha alinha-se a um dos provaveis
mecanismos de acdo das AgNP que € a interagdo eletrostatica com os
constituintes de carga positiva das impressdes, presentes nos grupamentos

amina dos aminoacidos e proteinas.
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Figura 5. (A) Partes circulares do suporte poroso
obtidas da hemiparte esquerda de impresséo digital
reveladas com as amostras de nanoparticulas; (B)
S ; Hemiparte direita utilizada como controle positivo,
et “ ‘ revelada por aspersdo com solugdo de ninidrina.

‘ T Imagens obtidas com Camera Nikon D60® sem
- s ampliagao.

&
A B

|

Mesmo com o emprego desse método, que produziu impressdes
eminentemente sebaceas, houve revelagao do controle com ninidrina (que revela
impressdes eminentemente apdécrinas). Isso ocorreu porque as impressdes sao
emulsbes de constituintes oleosos e aquosos, dado o esfregaco desenvolvido
anteriormente a sua producdo, o qual carreou tanto suor quanto sebo e
componentes exdgenos.

Da regido central da hemiparte esquerda dos suportes contendo as
impressodes, foram obtidas duas pequenas partes circulares para imersao nos
sistemas nanoparticulados (figura 5); ao todo, foram utilizados 14 (quatorze)
fragmentos circulares de papel contendo parte da impressao latente aposta. Os
fragmentos de papel foram imersos nas suspensbes de nanoparticulas
produzidas com emprego de agente redutor (AgNP-NaBH,) nas concentracdes de
0,5 ou 1 mg/mL ou pela sintese verde (AgNP-CG) nas concentracgdes 1, 2, 3, 4 ou
5 mg/mL; foram imersos 2 (dois) fragmentos por cada concentragéo.

Para cada um dos sistemas nanoparticulados, utilizaram-se dois ensaios
diferentes: 1) 30 minutos de imersdao dos suportes na suspensdo de

nanoparticulas e secagem a temperatura ambiente; 2) 30 minutos de imerséo dos
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suportes na suspensdo de nanoparticulas, seguida de lavagem em agua

deionizada por um minuto e secagem a temperatura ambiente (Tabela 2; figura 6).

Tabela 2. Procedimentos empregados nos experimentos de revelacdo de impressdes
latentes em suporte poroso com diferentes concentracbes de AQNP-NaBH, e AgNP-CG.

Concentragao Secagem a
Suspensao de Imersao em NP Imersao em
i da amostra de } 25°C
nanoparticulas por 30 min agua por 1 min
NP (mg/mL)
Sim - Sim
0,5
Sim Sim Sim
AgNP-NaBH,
Sim - Sim
1,0
Sim Sim Sim
Sim - Sim
1,0
Sim Sim Sim
Sim - Sim
2,0
Sim Sim Sim
AgNP-CG 30 Sim - Sim
’ Sim Sim Sim
Sim - Sim
4,0
Sim Sim Sim
Sim - Sim
5,0
Sim Sim Sim
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Figura 6. Representacdo esquematica dos procedimentos empregados na revelagdo de
impressdes latentes em suporte poroso. (A) 1°. 30 minutos de imersdo dos suportes na
suspensdo de nanoparticulas; 2°. secagem a * 25°C; 3° registro fotografico das
impressdes reveladas. (B) 1°. 30 minutos de imersao dos suportes na suspensao de
nanoparticulas; 2°. lavagem em agua deionizada por um minuto; 3°. secagem a * 25°C;
4° registro fotografico.

ApOs secagem, os suportes para o0s quais houve revelagdo foram
fotografados com fonte de luz mével indireta de cor branca, em modo de cena
automatico (figura 6). A cémera permaneceu fixa no suporte da mesa de
fotografia, distante treze centimetros da superficie em que foi disposto o suporte
primario, conforme protocolo do Laboratério de Processamento de Imagens
Papiloscopicas do II-PCDF (Camera Nikon D60®, Objetiva Nikon Micro Nikkor 60
mm 1:2.8D, resolugdo de 5.6 megapixels). As impressdes reveladas foram

fotografadas 10 min apds a secagem. A fim de melhorar o contraste, equalizagao
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de cores, nitidez e brilho das imagens, foi utilizado o software Adobe Photoshop
CSs5.

O resultado da revelagdo foi visualizado também por Microscopia
Eletronica de Varredura (MEV) (Microscépio Jeol, modelo 7001F), em aumento de
dezesseis vezes, sem metalizagao posterior ao tratamento.

Apenas as amostras que produziram algum grau de revelagdo visual

foram selecionadas para os estudos de toxicidade.

3.7. Producao e revelagdao das impressoes digitais latentes em superficie
nao porosa

A producdo de impressdes em laminulas de vidro seguiu 0 mesmo
procedimento empregado para superficie porosa. Quanto a revelagdo, somente
foram testadas as amostras para as quais houve resultado positivo no suporte
poroso, e sem restricdo de volume da suspensdo. Assim, foram testadas apenas
as amostras AgNP-CG 3 mg/mL e AgNP-CG 5 mg/mL.

As laminulas foram imersas por 15 min nas suspensdes de amostras e,
em seguida, por 5 min em agua deionizada (figura 7). Apds secagem a
temperatura ambiente, o resultado foi visualizado por MEV (Microscopio Jeol,
modelo 7001F), em aumento de dezesseis vezes. Ndo houve metalizagdo
posterior ao tratamento, de modo a evitar resultados falsos positivos que
pudessem ser erroneamente atribuidos as amostras, ja que o metal contido nos
sistemas nanoparticulados, nos casos de revelagao, seria suficiente para permitir

visualizagdo ao MEV.

12 2° 3° 4° MEV

Amostra

Secagem
TA

Figura 7. Representacao esquematica dos procedimentos empregados na revelagéo de
impressodes latentes em laminulas de vidro. (1°) 15 minutos de imersao dos suportes na
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suspensao de nanoparticulas; (2°) lavagem em agua deionizada por 5 minutos; (3°)
secagem a temperatura ambiente; (4°) visualizacao e registro fotografico por microscopia
eletrénica de varredura (MEV).

3.8. Avaliagao de citoxicidade das nanoparticulas

3.8.1. Avaliagao de toxicidade in vitro

Por uma questao ética, somente as amostras para quais houve resultado
satisfatorio na revelagdo em suporte primario de caracteristica porosa foram
submetidas ao teste de citotoxicidade. Ent&do, decidiu-se avaliar a citotoxicidade
das amostras em células de camundongos, em detrimento de células humanas,
como as obtidas de sangue, por questdes de facilidade operacional. Os
macrofagos peritoneais de camundongos sdo mais estaveis em cultura, enquanto
as células humanas sanguineas sao obtidas por processo custoso e demorado.

Para avaliar o efeito das nanoparticulas em células de mamiferos, foram
utilizados camundongos da linhagem Swiss (n=3), ndo isogénicos, provenientes
do alojamento de animais da Faculdade de Medicina da Universidade de Brasilia.
Durante a fase experimental, os animais foram mantidos a temperatura ambiente
(£ 25 °C), ciclo claro/escuro de 12 horas e alimentados com rac&o balanceada e
agua potavel ad libitum. Os critérios adotados para a experimentagcdao e
manutencdo dos animais seguiram rigorosamente as normas estabelecidas pelo
Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA).

A células peritoneais de camundongos Swiss foram obtidas pela lavagem
da cavidade peritoneal com 10 mL de solugéo Salina Fosfato Tamponada (PBS) a
4°C e pH 7,2. Depois de centrifugado a 400 x g, por 10 min, um pool de células foi
suspenso em meio RPMI 1640 estéril, pH 7,2, a 4°C, suplementado (20 mM de
meio Hepes, 2 mM de glutamina e 2,5 mg/dL de gentamicina) (Sigma-Aldrich, St
Louis, USA) e quantificadas em hematocitdbmetro com solugdo de nigrosina
(0,05% em STF, pH 7,2); a viabilidade foi superior a 95% (Ponte et al. 2012).

O método para avaliar possivel efeito toxico das nanoparticulas (AgNP-
CG e AgNP-NaBH,) baseou-se na sua influéncia sobre a capacidade de células
metabolicamente ativas de reduzir o sal tetrazolium amarelo de MTT (3-[4,5-
dimetiltiazol-2-yl]-2,5-difenil tetrazolium brometo) a cristais de formazan de cor

arroxeada. Quanto maior a formagdo de formazan, maior a capacidade de
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reducdo das células e, consequentemente, menor a toxicidade conferida pelas
NP. As células peritoneais foram depositadas em placas de 96 pocgos (2x105
células/pogo) em triplicata, com diferentes diluigdes das suspensdes de
nanoparticulas (0, 10%, 25% e 50%), em meio RPMI. Em seguida, as células
foram incubadas por uma hora a 37°C com 5% de CO; em ar e, entdo, foram
acrescidos 10 yL de MTT (5 mg/mL) e realizada nova incubag¢ao por mais quatro
horas. Decorrido esse tempo, os pogos receberam aliquotas de 50 uL de dodecil
sulfato de sédio (10%) para a liberagdo dos cristais de formazan. Os valores das
absorbancias foram obtidos em espectrofotdmetro com leitor de microplacas e
fitro de 570 nm (SpectraMax® Plus384) e os resultados, expressos em
percentagem, considerando o controle (pogos sem adigdo de nanoparticulas, ou
seja, meio de cultura contendo apenas células) como tendo 100% de redugao do
MTT (Klckelhaus et al. 2011).

3.8.2. Avaliagao de toxicidade in vivo

As AgNP para as quais houve revelagdo em papel foram testadas também
quanto a toxicidade in vivo por via topica, em teste autodirigido, pela aplicagao
dessas formulagdes sobre a pele do dorso da m&o esquerda do condutor do
ensaio, sem luva. A regido foi observada até uma hora apdés a secagem das

amostras na pele, bem como foi feito acompanhamento diario durante sete dias.

3.9. Analise estatistica

Para analisar os resultados quantitativos da morfometria das
nanoparticulas e dos ensaios de citoxicidade, foram aplicados testes estatisticos.
A normalidade das variaveis foi analisada pelo teste de Kolmogorov-Smirnov e a
igualdade das variancias, pelo teste de Bartlett; o teste de Tukey foi empregado
para detectar valores discrepantes. Multiplas comparacdes foram feitas pelo teste
de ANOVA ou Kruskal-Wallis, para valores paramétricos ou nao paramétricos,
respectivamente. Para a comparacado entre dois grupos dependentes, foram
utilizados o teste t-pareado, para distribuicdes paramétricas, ou Wilcoxon, para as
nao parameétricas. Para avaliar se havia proporcionalidade entre aumento da
concentracdo de goma do cajueiro e do didmetro das nanoparticulas, foi feita
regressao linear. As analises e representagcdes graficas foram realizadas
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empregando-se o programa Prism® Software Package 5.0 (GraphPad, USA);

diferencas de p<0,05 foram consideradas significantes.



4. RESULTADOS
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4.1. Caracterizagao morfolégica das nanoparticulas

Para a caracterizagdo das nanoparticulas, foram coletadas imagens por
microscopia eletrénica de transmissédo e, posteriormente, tomadas as medidas

dos diametros de 370,0 + 260,7 nanoparticulas por tratamento.

Os resultados mostraram que, para as amostras sintetizadas com agente
redutor (NaBH,), as medianas dos diametros das nanoparticulas foram de 5,5 nm
e 7,0 nm, respectivamente, para as concentragdes de 0,5 mg/mL e 1,0 mg/mL,
independentemente da concentragcdo de goma do cajueiro, que permaneceu
constante (Tabela 3; figuras 8 e 9) (Wilcoxon, p=0,037). Para a sintese verde, o
diametro das nanoparticulas variou de 4,5 nm para a menor concentragdo de
goma do cajueiro (1,0 mg/mL) a 6,5 nm para a maior concentragao (5,0 mg/mL)
(Tabela 3; figuras 8 e 9). Os resultados mostraram também que o aumento do
diametro das nanoparticulas €& diretamente proporcional ao aumento da

concentracéo de goma de cajueiro (Regressao linear, p=0,038; r=0,093).

Tabela 3. Medianas dos didmetros das nanoparticulas para as amostras sintetizadas com
agente redutor (AgNP-NaBH,) e para as amostras obtidas por sintese verde (AgNP-CG).

AgNP-NaBH, AgNP-CG

Concentracdao de NaBH,
ou goma do cajueiro 0,5 1,0 1,0 2,0 3,0 4,0 5,0

(mg/mL)

Mediana do diametro
das nanoparticulas 3,5 7,0 4,5 5,0 6,0 55 6,5

(nm)
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Figura 8. Distribuicdo do diametro das nanoparticulas. Amostras sintetizadas com agente
redutor (NaBH,) nas concentragcbes de 0,5 mg/mL ou 1,0 mg/mL e amostras obtidas por
sintese verde (estabilizadas apenas com goma do cajueiro) nas concentracbes de 1,0
mg/mL, 2,0 mg/mL, 3,0 mg/mL, 4,0 mg/mL ou 5,0 mg/mL. Os didmetros das
nanoparticulas aumentaram com a maior concentragdo de borohidreto de sdédio
(Wilcoxon, p=0,037) ou relagdo diretamente proporcional entre o didmetro das
nanoparticulas e o aumento da concentracdo de goma de cajueiro (Regressao linear,
p=0,038). Estao representadas as medianas, quartis, valores maximos e minimos.

Observa-se, na Figura 9, que as nanoparticulas exibem formato quase-
esférico e distribuicdo homogénea, porém, com alguns pontos de agregacao de
nanoparticulas, especialmente entre as maiores. Além disso, observou-se que a
sintese com a maior concentracdo de borohidreto de sédio (AgNP-NaBH4 1,0
mg/mL) gerou nanoparticulas maiores do que aquelas com a maior concentragao
da goma de cajueiro pela via de sintese verde (AgNP-CG 5,0 mg/mL) (Teste t,
0=0,019).
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Figura 9. Eletromicrografias de transmissao das nanoparticulas obtidas das amostras
sintetizadas com (A) 0,5 mg/mL ou (B) 1,0 mg/mL de agente redutor (AgNP-NaBH,) e
obtidas pela sintese verde (AgNP-CG) com diferentes concentragbes da goma do
cajueiro (C) 1,0 mg/mL, (D) 2,0 mg/mL, (E) 3,0 mg/mL, (F) 4,0 mg/mL ou (G) 5,0 mg/mL.
Escala de 50 nm.

Ressalta-se que estudos acerca da sintese e caracterizagdo de AgNP-CG
com controle de pH e temperatura estdo sendo realizados (dados n&o

publicados). A Figura 10 ilustra o aspecto dessas novas NP obtidas.
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Figura 10. Eletromicrografias de transmissdo de novas amostras de nanoparticulas
obtidas com diferentes concentracbes da goma do cajueiro (AgNP-CG) (A; escala de 1
pm); (B; escala de 100 nm).

4.2. Revelagcao de impressoes digitais latentes
A. Sintese com redutor

Conforme demonstrado na tabela 4, dentre as suspensdes sintetizadas
com borohidreto de soédio, somente a de menor concentragdo desse redutor
promoveu revelacdo de impressdes digitais no papel branco empregado nos
experimentos. Ressalta-se que o tratamento com ou sem posterior imersdo em
agua deionizada mostrou-se revelador. Os resultados encontram-se nas

fotografias A e B da Figura 11.

Tabela 4. Resultado dos testes de revelacdo em papel sulfite branco para as amostras
sintetizadas com agente redutor (AgNP-NaBH,) ou para as amostras obtidas pela rota de

sintese verde (AgNP-CG), com ou sem posterior imersao em agua ultrapura.

Concentracao da } Revelacao apés 30’
3 Revelacéo apos 30’
Nanoparticula amostra de NP em AgNP e 1’ em
em AgNP
(mg/mL) dgua
0,5 Sim Sim
AgNP-NaBH,
1,0 Nao Nao
1,0 Né&o Sim
2,0 Né&o Sim
AgNP-CG 3,0 N3o Sim
4,0 Sim Sim
5,0 Sim Néo
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Figura 11. Fotografias da revelacdo de impressdes digitais em papel sulfite branco. (A)
imersdo em suspensédo de AgNP-NaBH, 0,5 mg/mL; (B) imersdo em suspensao de
AgNP-NaBH, 0,5 mg/mL com posterior lavagem em agua deionizada; (C) imersdo em
suspensdao de AgNP-CG 1,0 mg/mL com posterior lavagem em &gua deionizada; (D)
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imersdo em suspensao de AgNP-CG 2,0 mg/mL com posterior lavagem em agua
deionizada; (E) imersdo em suspensido de AgNP-CG 3,0 mg/mL com posterior lavagem
em agua deionizada; (F) imersdo em suspensao de AgNP-CG 4,0 mg/mL; (G) imerséo
em suspensao de AgNP-CG 4,0 mg/mL com posterior lavagem em agua deionizada; (H)
imersdo em suspensao de AgNP-CG 5,0 mg/mL. As imagens foram obtidas com Camera
Nikon D60® sem ampliacao.

B. Sintese verde

Para as amostras obtidas por sintese verde, todas foram capazes de
revelar as impressdes no suporte primario poroso, conforme tabela 4 e fotografias
C, D, E, F, G e Hda figura 11. Entretanto, para as amostras AgQNP-CG 1, 2 ou 3
mg/mL, os resultados da revelagdo somente foram positivos nos tratamentos com
posterior imersdo em agua deionizada (fotos C, D e E da figura 11). Ao contrario,
no caso da suspensao de AgNP-CG 5 mg/mL, somente o tratamento sem
lavagem posterior em agua deionizada mostrou revelagdo em papel (foto H, figura
11). Ja para a amostra AgNP-CG 4 mg/mL, houve revelagao para os tratamentos
com ou sem posterior banho em agua deionizada (fotos F e G, figura 11).
Entretanto, as impressdes digitais produzidas e reveladas em papel ndo foram
passiveis de visualizagao por MEV. Por esse método, visualizou-se apenas a

estrutura da malha do papel sulfite alcalino branco utilizado nos experimentos de

revelagao (figura 12).

Figura 12. Eletromicrografias obtidas por microscopia eletrbnica de varredura da
estrutura do papel sulfite branco empregado nos experimentos de revelagdo de
impressodes digitais. Escala: A— 1mm, B — 100 ym, C — 10 uym.

A revelagao com AgNP-CG 3 mg/L e AgNP-CG 5 mg/L em laminulas de
vidro demonstrou a capacidade de revelagdo de impressdes digitais também em
superficie de caracteristica ndo porosa (figura 13). Nesse caso, o0 método de

visualizagao por MEV foi adequado.
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Figura 13 Eletromicrografias obtidas por microscopia eletrbnica de varredura da
revelacdo de impressdes digitais em laminulas de vidro com diferentes amostras de
nanoparticulas. (A) AQNP-CG 3 mg/mL e (B) AgNP-CG 5 mg/mL. Aumento de 16x e 15x,
respectivamente.

Destaca-se que testes de revelagcdo com novas amostras de AgNP vém
sendo desenvolvidos, tendo sido obtidos resultados satisfatorios de revelagdo em

papel pardo (dados nao publicados), conforme ilustrado na Figura 14.

Figura 14. Novas amostras de AgNP-CG (A);
resultado positivo de revelagdo de impressées
digitais em papel pardo (B).

4.3. Avaliagao de citoxicidade

4.3.1. Avaliacao de toxicidade in vitro

A fim de verificar se o tratamento com as nanoparticulas influencia a
viabilidade celular, as células peritoneais obtidas dos camundongos foram

incubadas com as amostras, em diferentes diluicbes e, entdo, o percentual de
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reducdo do sal de MTT foi estimado a partir de resultados em absorbancia por

espectroscopia no comprimento de onda de 570 nm.

A. Sintese com redutor
(meio RPMI

nanoparticulas; 99,8%) os resultados mostraram que a menor diluicdo (10%) da

Quando comparado ao controle sem adicdo de
suspensao de nanoparticulas sintetizada com 0,5 mg/mL de borohidreto de sédio
(104,6%) nédo afetou a viabilidade de células peritoneais (Teste t pareado,
p=0,477). Entretanto, para as diluicdes de 25% e 50% dessa amostra, observou-
se que a atividade metabdlica das células foi diminuida em relagdo ao controle
(99,8%) para 42,2% ou 25,5%, respectivamente (Teste t pareado, p<0,05) (Tabela
5; figura 15).

Tabela 5. Percentual de reducdo do MTT por macréfagos peritoneais de camundongos
Swiss (n=8) apds incubacao com diluigbes de 10%, 25% e 50% de amostra de AgNP-
NaBH,4 0,5 mg/mL ou de suspensdes de nanoparticulas sintetizadas com 2, 3 ou 4 mg/mL
de goma de cajueiro.

Mediana do % de redugdo do MTT
Concentragao
Teste estatistico e valor de p
Nanoparticula da amostra
(mg/mL) RPMI
(CTRL) 10% 25% 50%
104,6 2.2 25,5
AgNP-NaBH, 0,5 99,8 T pareado t pareado, t pareado
p>0,05 p<0,0001 p=0,022
51,1 2,3 0,9
2,0 t pareado, Wilcoxon t pareado,
99,6 p<0,001 p=0,0078 p<0,0001
14,9 1,6 1,1
AgNP-CG 3,0 t pareado, Wilcoxon t pareado,
99,6 p<0,001 p=0,0313 p<0,0001
24,4 12,0 4,2
4,0 t pareado, t pareado, t pareado,
99,6 p=0,003 p<0,0001 p<0,0001
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Figura 15. Percentual de redugdo do MTT por macréfagos peritoneais de camundongos
Swiss (n=8) apods incubacado com diluicées de 10%, 25% ou 50% de amostra de AgNP-
NaBH; 0,5 mg/mL. A amostra, nas diluicdes 25% ou 50%, reduziu a viabilidade dos
macrofagos quando comparado ao controle (meio RPMI) (teste t pareado, p=0,022 e
p<0,0001, respectivamente). A menor diluicdo de AgNP-NaBH, (10%) ndo afetou o
percentual de macréfagos viaveis na comparagdo com o controle (p>0,05). Estado
representadas as medianas, quartis, valores maximos € minimos.

B. Sintese verde

Em comparagdo com o controle (meio sem adicdo de nanoparticulas;
99,6% de redugéo), os resultados mostraram que, para as amostras sintetizadas
com diferentes concentracbes de goma do cajueiro (2, 3 ou 4 mg/mL), todas as
diluicdes diminuiram o percentual de redugcdo do MTT, conforme demonstrado na

tabela 5 e Figura 16.
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Figura 16. Percentual de redugdo do MTT por macréfagos peritoneais de camundongos
Swiss (n=8) apds incubagao com dilui¢des seriadas de 10%, 25% ou 50% da suspenséao
de nanoparticulas sintetizadas com 2 (A), 3 (B) ou 4 (C) mg/mL de goma de cajueiro. As
trés amostras, nas diferentes diluicdes, causaram reducdo no percentual de reducéo do
MTT (p<0,05). Estao representadas as medianas, quartis, valores maximos € minimos.

4.3.2. Avaliagao de toxicidade in vivo

ApOss observacao da pele até completa secagem das amostras, bem como
durante os sete dias subsequentes ao teste, nao foi visualizada nenhuma injuria a

epiderme.



5. DISCUSSAO
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5.1. Caracterizagao morfolégica das nanoparticulas

Uma das principais dificuldades na realizacdo do experimento de sintese
de nanoparticulas metalicas é a obtencdo de suspensdes coloidais estaveis, ja
que essas espécies possuem alta energia superficial, favorecendo
termodinamicamente a imediata agregacao para a formacao de ligagdes metal-
metal. Para evitar a agregacgao, a preparagéo de sistemas coloidais geralmente é
efetuada em presenca de estabilizantes, que se adsorvem as superficies das
nanoparticulas, formando uma camada auto-organizada. Alguns dos
estabilizantes mais eficazes sdo os poliméricos, como os polissacarideos da
goma do cajueiro, que possuem em sua estrutura sitios basicos de Lewis com alta
afinidade pelas nanoparticulas, assim como cadeias organicas longas, capazes
de exercer efeito de impedimento estérico, evitando agregacéo (Melo Junior et al.
2012). Com isso, apenas as camadas difusas das NP se sobrepéem,
preservando-se a camada de Stern e a superficie da particula, evitando-se o
contato intimo entre elas (Berni Neto 2010).

O procedimento de sintese empregado neste trabalho possibilitou a
obtencdo de suspensdes coloidais de nanoparticulas de prata de coloragao
amarela bastante estavel. A estabilidade do sistema provém do fato de que as
nanoparticulas formadas permanecem em suspensao € nao se agregam para a
formacgao de particulas maiores, durante certo periodo de tempo (Melo Junior et
al. 2012).

O polimero extraido do cajueiro apresenta as propriedades desejaveis de
atoxicidade e biodegradabilidade, além de grupos para formacgdo de pontes de
hidrogénio (-OH, -COOH), de onde se obtém fortes cargas anidnicas
(Mohammadi-Samani et al. 2005), assim como caracteristicas cinéticas
farovaveis, como a capacidade de intumescimento. Essa capacidade de absorver
liguido aquoso e intumescer-se € de extrema importancia, pois afeta tanto as
propriedades de adesdo como de aprisionamento de metais em sua matriz.
Quanto maior o indice de intumescimento, mais dificil € para o metal desligar-se
da rede polimérica, devido a espessa camada gelatinosa que recobre a superficie

nanometalica, o que leva ao aumento do tempo de residéncia do metal na
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estrutura da nanoparticula (Sartori et al. 2011). Além de estabilizar o sistema, o
mesmo principio € responsavel por evitar a liberacdo da prata da matriz
polimérica apos o processo de revelagdo, mantendo-a aderida as cristas de
friccdo pela agdo da goma do cajueiro.

Depois de isolada, a resina passa por um processo de purificagdo, que
consiste na transformacdo dos grupamentos acido do material isolado para a
forma carboxilato (Melo Junior et al. 2012). Qualquer impureza pode servir como
sitio de nucleagao e promover a agregagao das NP. Eletrolitos presentes no meio,
ou mesmo excesso de ions Ag® podem reagir com os ions boroidreto em excesso
adsorvidos nas nanoparticulas, desestabilizando a suspensao coloidal. Dai a
importancia da utilizagdo de agua ultrapura em todo o processo, da sintese a
revelagao das impressdes digitais (Caruso 2004).

Mais precisamente, para as nanoparticulas, existe um gap entre a banda
de valéncia e a banda de conducao, diferente da estrutura de bandas do material
em escala macroscoépica. Essa mudancga de caracteristica de metal para isolante
€ observada se as particulas metalicas se tornam pequenas o suficiente para que
efeitos de quantizagdo ocorram. A energia da radiagdo eletromagnética
necessaria para promover elétrons da banda de valéncia para a banda de
condugado torna-se maior, ou seja, desloca-se para valores menores de
comprimento de onda. O excesso de ions Ag® conduz a um aumento de tamanho
dessas nanoparticulas, consequentemente, para valores maiores de comprimento
de onda. Esse efeito € conhecido como efeito de confinamento quantico e é
responsavel pela mudanga de cor do sistema, como observado na coloragao
amarela das nanoparticulas de prata, diferente da cor prateada observada quando
esse metal possui dimensdes macroscopicas. A diversidade de cores observada
para esses materiais esta relacionada as oscilagbes dos elétrons de conducao,
em ressonancia com a luz incidente, denominada ressonancia dos plasmons de
superficie (RPS) (Solomon et al. 2007). Assim, os comportamentos otico,
eletrébnico e magnético das nanoparticulas metalicas e semicondutoras s&o
estritamente dependentes do seu tamanho e formato (Rao et al. 2002; Liz-Marzan
2004).
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Os espectros de absorcéo de luz visivel sdo diferentes para as moléculas
que se encontram nas formas agregadas daqueles vistos para os mondmeros,
uma vez que a agregacao altera significativamente os niveis de energia para as
transicdes eletronicas. Com o aumento do tamanho das particulas, a banda de
plasmon de superficie torna-se mais larga e desloca-se para comprimentos de
onda maiores. Além disso, uma nova banda, mais alargada, surge em
comprimentos de onda maiores. Quanto maior a agregacao das AgNP e, portanto,
maior o seu tamanho, essa segunda banda se torna cada vez mais larga e com o
maximo de absorcdo deslocado para maiores comprimentos de onda. Muitas
nanoparticulas que apresentam anisotropia de forma geram duas bandas de
plasmons diferentes, as quais sao relacionadas as oscilagdes transversais e
longitudinais dos elétrons. A oscilacdo longitudinal & bastante sensivel as razbes
entre as dimensdes das particulas, de modo que pequenas variagdes da
geometria esférica podem produzir mudangas expressivas nas cores (Melo Junior
et al. 2012).

Esses sao os efeitos atuantes nos coldides formados que previnem a
agregacao das nanoparticulas. Para melhorar a estabilidade frente a este
fendmeno, o contato entre as particulas deve ser minimizado ao maximo. Logo, o
polimero do cajueiro atua como estabilizante, ao associar o efeito estérico e o
efeito eletrostatico, fendbmeno conhecido por estabilizagao eletroestérica (Caruso
2004; Goodwin 2004; Berni Neto, 2010), ao passo que o borohidreto de sodio
atua como estabilizante apenas por repulsdo eletrostatica. Na sintese por via
umida, com a concentracao fixa de goma do cajueiro, o tamanho das NP foi
dependente da concentracdo de NaBH, utilizada. Ja na sintese verde, o aumento
da concentragédo de goma do cajueiro levou ao aumento do tamanho das AgNP.
Provavelmente isso se deu em virtude de que maior concentragdo de agente
estabilizante causa o aumento na nucleacio da prata durante a sintese, podendo
progredir para maior agregacao.

As nanoparticulas objeto desse estudo exibem formato quase esférico,
didametros menores que os descritos na literatura para MMD e algumas

abordagens de Desposi¢dao de metal unico (SMD) (Durussel et al. 2009; Stauffer
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et al. 2007; Becue et al. 2007), bem como distribuicdo predominantemente
homogénea, porém, com alguns pontos de agregagao de nanoparticulas. Uma
vez que particulas pequenas em suspensdo oferecem uma grande area
superficial para adsorgao, esse fato se constitui em uma vantagem tanto para a
formacdo das AgNP, quanto para a manutencdo da estabilidade do sistema
(Becue et al. 2007).

5.2. Revelagao de impressoes digitais latentes

A fim de atestar a viabilidade da impressao digital escolhida para o estudo,
foram feitos controles com laminulas de vidro, nas quais impressdes foram
reveladas com as amostras AgNP-CG 3mg/L e AgNP-CG 5mg/L e visualizadas
por MEV. Esse teste também teve o intuito de verificar a hipétese de que as
nanoparticulas revelariam também em superficie lisa, uma vez que os métodos
reveladores para suportes porosos, tais como MMD, SMD e suas modificagbes
revelam também em superficie lisa (Durussel et al. 2009; Stauffer et al. 2007,
Becue et al. 2007; Sametband et al. 2007).

Além disso, a escolha de apenas um doador para a produgdo das
impressdes latentes, sempre do mesmo dedo, baseou-se na premissa de limitar
ao maximo o numero de variaveis, de modo semelhante ao estudo de Stauffer et
al. (2007).

As interagdes envolvidas na fabricagcao do papel sdo de origem coloidal, ja
que sao superficiais e atuam em grandes areas especificas. A acessibilidade de
moléculas as superficies internas das fibras constituintes do papel ocorre nos
espacos vazios entre as microfibrilas elementares, desde que o tamanho dos
compostos penetrantes seja superior ao dos espacgos acessiveis. A dimensao, o
formato e a area superficial, assim como a estereoquimica tanto das fibras do
papel, quanto das moléculas, influenciam sua penetracdo nos capilares e
reentrancias da matriz do papel (Scott 1996).

As fibras celulésicas (figura 17) geram cargas eletrostaticas negativas em
meio aquoso, tendendo a atrair e reter particulas carregadas positivamente, por

atracado eletrostatica. Essas cargas podem ser originadas da dissociagdo das
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carboxilas superficiais e dos grupos acidos sulfénicos da polpa, bem como da
adsorgao de substancias como hemiceluloses, lignina dissolvida, agentes de

retencéo e amido catiénico presentes no meio (Scott 1996).

OH

OH
HO

HO OH

Figura 17. Representacao da estrutura quimica da celulose. Fonte: Wang e Uchiyama
(2013).

As forcas de van der Waals causam atragcao de moléculas ndo carregadas
eletrostaticamente, sendo efetivas somente quando proximas a fibra do papel
(processos de adsorgéo). A afinidade de moléculas pela celulose por meio dessa
atracdo é favorecida por uma estrutura larga e plana da molécula (Ojala 1999;
Lewis 1996; Scott 1996), o que explica o fato de a goma do cajueiro ndo adsorver
ao papel, ja que nado houve formacgao de coloragdo de fundo nos fragmentos de
papel com impressdes reveladas no presente estudo.

A celulose possui uma multiplicidade de grupos hidroxila, dos quais parte
esta envolvida em ligagdes de hidrogénio intra ou intermoleculares nas regides
amorfas e cristalinas das fibras. Entretanto, parte deles é capaz de participar de
ligacbes de hidrogénio com o oxigénio ou o nitrogénio de radicais polares de
outras moléculas (Krisemann 1971), tais como o polimero obtido do cajueiro.

Nos processos de polpagcdo, branqueamento ou mesmo durante a
estocagem, quando entra em contato com energia radiante, a celulose pode ser
oxidada. Esse processo se da nas cadeias de celulose e hemicelulose na forma
aberta, que é mais reativa. Os atomos 1, 2, 3 e 6 das unidades de anidroglicose
podem ser oxidados para grupos carboxilicos, os quais representam 0s grupos
funcionais ionizaveis que ocorrem nas fibras (Mambrim Filho e Manieri 2001; Silva

et al. 2004; McDonough 1996; Rapson e Hakim 1957). No caso dos papéis
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alcalinos, como o empregado no presente estudo, o pH alcalino na faixa de 7 a 8
desloca o equilibrio para a formagcdo de grupos carboxilicos (COO’), em
detrimento de carboxilas protonadas (COOH), conferindo as fibras carga de
superficie mais negativa. Pode, ainda, haver a formagao de cetonas e aldeidos
(Rapson e Hakim 1957).

O papel alcalino branco empregado nos estudos € composto de amido
catibnico, agente de colagem alcalina (dimero de alquil ceteno), carbonato de
calcio precipitado e agente de retencao sulfato de aluminio (Alx(SQO4)3).

Embora na polpa ocorram mais grupos hidroxilicos que carboxilicos, esses
ultimos podem governar as cargas aniénicas da superficie das fibras, participando
como sitios de retengao de aditivos catidnicos. Isso explica o porqué de nao haver
desenvolvimento de background no processo de revelagdo das impressodes
estudadas, ja que nao haveria interacao eletrostatica entre as AQNP-CG ou AgNP-
NaBH,, que possuem carga negativa, com a superficie do papel alcalino, que
também possui carga anidnica, dada a presenga de grupamentos carboxila. Os
grupos hidroxila, em razao de sua grande quantidade, também conferem cargas
negativas ao sistema, apesar de ndao serem os maiores fornecedores da carga
negativa da superficie das fibras celulésicas, por apresentarem baixo grau de
dissociacao. Desse modo, AgNP-CG e AgNP-NaBH; possuem pouca afinidade
por papéis de polpa branqueada e polpa contendo lignina (Scott 1996; Holmberg
1999; Marton 1980).

Sabe-se que moléculas hidrofébicas tém maior afinidade pela fibra
celulésica, por interagao aos grupos hidroxila (Tsatsaroni e Liakopulou-Kyriakides
1995). Esse fator também explica a baixa afinidade da CG pelo papel, ja que o
polimero do cajueiro, bem como as NP formadas, apresentam carater hidrofilico.

Quanto as laminulas de vidro, que apresentam carater levemente basico,
esse fator possivelmente explica a ndo interagdao com as AgNP estudadas, pela
repulséo eletrostatica gerada.

No presente trabalho, os parametros de temperatura e pH de sintese nao
foram controlados, o que pode ter influenciado os processos de revelagdao. A

formulagdo AgNP-NaBH; 1,0 mg/mL nao foi capaz de produzir revelagao em



45

papel, pois pode ter havido diferenca na producédo das impressoes, apesar do N-
de-1 usado para aumentar a confiabilidade. Além disso, pode também ter sido
prejudicada pelo fato de o estabilizante em maior concentracédo ter levado ao
aumento no diametro das AgNP e, portanto, a diminuicdo da superficie de contato
para interagcdo com os componentes das impressodes latentes.

Ademais, o aumento da estabilidade na AgNP leva a um aumento no indice
de adesividade, fazendo com que as espécies de prata reduzida sejam mais
fortemente aprisionadas no interior da nanoestrutura e nao voltem a oxidar no
meio. Espera-se que esse maior aprisionamento da prata seja devido, ainda, a um
maior efeito de estabilizacdo eletroestérica na situagao em estudo. Desse modo,
parece haver uma menor disponibilidade do metal em relagdo a area total a ser
revelada, quando comparado a AgNP de mesma natureza, mas com menor
concentracado do agente redutor/estabilizante (CG ou NaBHy).

De acordo com Wilson et al. (2007), os reveladores fisicos de prata
revelam por meio da reacdo Ag* + Fe** <> Ag + Fe*, que ocorre nos sitios de
nucleacdo contidos na fragdo nao hidrossoluvel dos componentes das
impressdes. O carbonato de calcio (CaCOj3;) presente no papel como aditivo
(alcalinizante) pode ser o responsavel pelo background observado nesse tipo de
revelagdo. Logo, deve ser neutralizado antes da etapa do AgPD, ou os ions de
prata reagirdo com CaCOg, formando 6xido de prata (Ag20), composto que leva
ao escurecimento do papel. A neutralizacdo, entretanto, ndo deve ser feita com
espécies que contenham cloretos (CI'), que podem ficar remanescentes no papel
e reagir com a prata iénica do revelador fisico, formando cloreto de prata e, assim,
escurecendo todo o papel. Nesse caso, o tratamento acido prévio recomendado é
com acido malico e a lavagem do papel em agua entre o tratamento acido e o
AgPD é contra-indicado. Entretanto, no presente estudo com AgNP-CG e AgNP-
NaBH,, a lavagem em agua foi eficiente em alguns casos, provavelmente devido
ao carreamento das nanoparticulas nao ligadas as impressdes, minimizando a
coloragao de fundo.

Destaca-se que o método MMD atua basicamente por duas etapas.

Inicialmente, por interacdo eletrostatica (deposicao eletrolitica) do ouro coloidal
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(pela carga negativa conferida por ions citrato adsorvidos) com os componentes
da impressao latente que adquirem carga positiva em baixos valores de pH (entre
2,5 e 2,8), ou seja, os grupamentos amina dos aminoacidos e proteinas presentes
na impressao. A formacgao desse depdsito metalico de ouro sobre a superficie das
cristas da impressdo latente catalisa a deposicdo nao eletrolitica de prata
(deposicdo metalica auto-catalitica) a partir do revelador fisico (segunda etapa).
Ou seja, fornece sitios de nucleagdo para a prata, amplificando, assim, a
revelagao das impressdes (Choi et al. 2008).

Acredita-se que os sistemas utilizados no presente trabalho atuem na
revelagao pelo mesmo mecanismo de agao do ouro coloidal. Ou seja, em meio
acido, as proteinas das impressodes latentes tomam carga positiva, possibilitando
interagdo com as cargas negativas do revelador (AgNP-CG ou AgNP-NaBH,). A
carga negativa dessas AgNP foi verificada por meio do potencial zeta das
nanoparticulas (Holmberg et al. 2002; Lee 2008; Shaw 2003), que precisa ser
maior ou superior (em modulo) a energia cinética fornecida pelo movimento
browniano para evitar a ocorréncia de agregacao (Caruso 2004; Goodwin 2004).
Destaca-se que, para obter revelacdo ainda mais satisfatoria, deve-se proceder a
ajustes finos de pH e temperatura de sintese, o que nao foi feito para as NP
objeto deste estudo, mas que ja estdo sendo controlados na producédo de novas
amostras (dados nao publicados).

O método proposto por Schnetz e Margot (2001) difere daquele proposto
por Saunders e colaboradores, essencialmente pela substituicdo do sistema
redox. Enquanto neste o sistema é baseado em sistema ferroso/férrico, naquele,
baseia-se em solucdo de hidroquinona. A estabilidade dessa suspensao se deve a
presenca de ions citrato adsorvidos as superficies das nanoparticulas. A formagao
da suspensao de ouro coloidal envolve a reducéo de Au®** para Au® pela agdo do
citrato de sddio como agente redutor, resultando na formagado de nanoparticulas
com tamanho definido pela concentracao de citrato de sddio presente no meio. Os
ions Au®" sdo introduzidos ao meio reacional a partir do acido tetraclorodaurico,
que é a forma acida do cloreto de ouro (lll) (Melo Junior et al. 2012; Choi et al.
2008).
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As nanoparticulas estudadas, por serem estabilizadas por polissacarideos
do cajueiro e apresentarem carga negativa, nao interagem com as estruturas do
papel por forgas eletrostaticas, visto haver repulsdo pelas cargas da celulose
aniénica no papel utilizado. Com isso, a coloragdo de fundo € minimizada e as
AgNP-CG ou AgNP-NaBH, interagem majoritariamente com os constituintes das
impressdes digitais. Ressalta-se que uma nova abordagem relativa a
funcionalizagdo desses nanocompdésitos pode ser benéfica, por meio da insergéo
de grupamentos hidrofébicos que interajam com os compostos de carater
sebaceo, apolar ou hidrofébico das impressdes latentes.

A remocao de ramificacbes ou sitios de hidratacdo, a introducado de
substituintes hidrofobicos e a formacédo de ligagbes cruzadas sdo exemplos
classicos de modificagdo quimica a que os polissacarideos podem ser
submetidos. Alguns dos processos utilizados para esse fim resultam na obtengao
de um derivado com caracteristicas de gel, cuja estrutura & caracterizada pela
presenca de ligagdes cruzadas entre as cadeias do polimero (reticulagbes), as
quais evitam a dissolugao do polimero hidrofilico (Silva et al. 2006).

Artificio semelhante foi demonstrado em estudos de Sametband et al.
(2007), nos quais se procedeu a funcionalizagado do polimero da nanoparticula, no
caso o PVA, mediante o acoplamento de cadeia de octadecanotiol (AuNP-C18), a
fim de permitir maior interacédo hidrofébica com os constituintes das impressées.

Outras abordagens possiveis incluem a sintese de hidrogéis a partir da
complexacao polieletrolitica, na qual o polication e o polianion utilizados podem
ser a quitosana e a goma de cajueiro modificada por carboximetilagdo, conforme
descrito por Silva et al. (2004) e Maciel (2005).

Embora todas as amostras tenham possibilitado a revelacdo de
impressdes em papel, as de menor didametro geraram linhas visualmente mais
finas, provavelmente devido a uma maior area superficial de contato com os

residuos das cristas de fricgao.
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5.3. Avaliacao de citoxicidade
5.3.1. Avaliacao de toxicidade in vivo

Assim como ocorreu nos ensaios de revelacdo, houve limitacdo de
quantidade de amostras para o teste de toxicidade in vitro. Devido ao fato de que
somente as amostras que se mostrassem reveladoras seriam experimentadas
quando a citotoxicidade, todas as amostras, a excegao de AgNP-NaBH; 1,0
mg/mL, deveriam ser submetidas ao teste. Entretanto, as amostras AgNP-CG 1,0
e 5,0 mg/mL nao foram testadas, por ndo haver volume suficiente para este ultimo
estudo.

Entre os sistemas nanoestruturados testados, somente AgNP-NaBH4 0,5
mg/mL a diluicdo de 10% foi atdxica. Entretanto, as diluicbes de 25 e 50% de
AgNP-NaBH; 0,5 mg/mL foram téxicas. Ou seja, somente quando pequena
quantidade de borohidreto de sédio foi testada ndo se observou toxicidade, fato
que sugere a necessidade de se utilizar na formulagdo baixa quantidade desse
agente redutor. Quanto a CG, trata-se de polimero atéxico e redutor brando,
conforme explanado anteriormente. Logo, a toxicidade encontrada para as AgNP
avaliadas parece ser inerente a prata, ja que nas amostras obtidas por sintese
ecolégica houve citotoxicidade. Acredita-se que isso ocorra porque, ao
adentrarem os fagocitos, os polissacarideos das nanoparticulas séao
metabolizados, expondo a toxicidade da prata.

Considerando-se que somente AgNP-NaBH,4 0,5 mg/mL (diluicdo de 10%)
foi atdxica, possivelmente, uma abordagem de diminuigdo da concentracdo dos
agentes redutores empregados, seja NaBH; ou CG, resultaria em menor
toxicidade, por haver menor formacdo de prata nanoparticulada. Observou-se
tendéncia ao aumento do didmetro das AgNP com o aumento da concentragéo do
estabilizante (NaBH4 ou CG), levando a um aumento na redugao e nucleagao de
prata durante a sintese, o que pode ser o fator causador da maior toxicidade das

AgNP com maior concentragao de estabilizante/redutor.
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5.3.2. Avaliacao de toxicidade in vivo

Apesar dos achados obtidos no teste de toxicidade in vitro, pode-se
concluir que as formulagdes propostas neste estudo nido oferecem risco
ocupacional por via de exposigao topica, visto que o condutor do ensaio, apds
inspecao visual e pesquisa de dados na literatura sobre toxicidade de AgNP, CG e
NaBH4, realizou teste autodirigido pela aplicagdo dessas formulagdes sobre a
pele. Apds observacao durante sete dias, nao foi visualizada nenhuma injuria a
epiderme, sugerindo que as amostras estudadas sao seguras em nivel
ocupacional por exposicdo topica. Isso pode ser corroborado por estudos
envolvendo a aplicacdo de compostos de prata no tratamento de queimaduras,
como a sulfadiazina de prata. O uso desse composto é seguro por essa via de
administracao (lto et al. 2015; Genuino et al. 2014).

A exposicao por ingestdao de prata, entretanto, pode levar ao quadro de
Argyria generalizada, na qual ocorre uma pigmentagdo acinzentada da pele,
devido a um aumento no nivel sérico de prata e deposicédo de particulas na pele e
seus anexos. Ressalta-se que as formulagdes propostas sdo seguras nesse
aspecto, uma vez que a quantidade minima de prata capaz de causar Argyria
sistémica é 4 a 5 gramas (Brandt et al. 2005). Esse valor somente seria atingido
com exposigao a volumes extraordinariamente elevados das amostras.

Esses dados, em conjunto, sugerem que as amostras estudadas sao
seguras em nivel ocupacional por exposi¢ao tépica. Isso ndo exclui, porém, o uso

de equipamentos de proteg¢ao nas atividades laborais.
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Em conjunto, os resultados obtidos nesse estudo permitem as seguintes

conclusoes:

— As nanoparticulas utilizadas nesse estudo apresentaram formato esférico
e, quanto ao tamanho, os resultados mostraram que foi diretamente
proporcional ao aumento na concentragao do estabilizante.

— As formulagbdes de nanoparticulas sintetizadas com borohidreto de sddio
(AgNP-NaBH4) e por sintese verde (AgNP-CG) foram capazes de revelar
impressdes digitais latentes apostas sobre papel alcalino branco mediante
imersao unica (AgNP-NaBH,4 0,5 mg/mL; AgNP-CG 4 ou 5 mg/mL) ou com
posterior imersdo em agua (AgNP-NaBH4 0,5 mg/mL; AgNP-CG 1, 2, 3, ou
4 mg/mL).

— A revelacado das impressodes latentes aposta em papel alcalino branco foi
visualizada por observacgao visual, mas ndo por microscopia eletronica de
varredura.

— A revelagdo das impressodes latentes aposta em laminulas de vidro foi
visualizada por microscopia eletrénica de varredura.

— Dentre as nanoparticulas avaliadas nos ensaios de toxicidade in vitro,
apenas a menor concentragao, via sintese com borohidreto de sodio
(AgNP-NaBH,4 0,5 mg/mL), ndo afetou o percentual de redugdo do MTT das
células peritoneais, enquanto que as demais (AgNP-CG 2, 3, 4 mg/mL)
reduziram esse percentual, quando comparados ao controle.

— As diferentes suspensdes de nanoparticulas (AgNP-NaBH; 0,5 ou 1
mg/mL; AgNP-CG 1, 2, 3, 4 ou 5 mg/mL) n&o apresentaram toxicidade

tdpica visual ao longo de uma semana de observacao.

Os resultados obtidos nesse estudo demonstraram potencial
biotecnoldgico dos sistemas nanoparticulados como agentes reveladores de
impressdes digitais latentes sobre superficie porosa e para aplicagao

ocupacionalmente segura aos peritos.
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Uma vez que, nesse estudo, ndo foi possivel realizar os testes de
revelagdo de impressdes digitais em superficie lisa para todas as amostras,
estudos posteriores serao propostos, de modo a ampliar os testes em laminulas
de vidro para todas as nanoparticulas. Do mesmo modo, pretende-se verificar
toxicidade (MTT) para todas as concentracbes de amostras para as quais se
obteve revelacido de impressoes.

Outra limitacdo acerca dos métodos na presente pesquisa se deu com
relacdo a nao aplicagdo de escala de padronizagdo para quantificar a revelagao
das impressdes nas fotografias. Para tanto, propde-se a utilizagdo da escala NIST
(National Institute of Standards and Technology) em estudos futuros.

A fim de obter resultados que contemplem maior numero de variaveis,
estudos devem ser executados ampliando-se o numero de doadores e tempos de
revelagcdo apds a producdo das impressdes. Além disso, pretende-se dar
continuidade a estudos de sintese, caracterizacao e revelagdo de nanoparticulas,
com controle das variaveis pH e temperatura, de modo a direcionar a sintese para
menores tamanhos de NP e com formatos quase-esféricos, a fim de favorecer o
contato com os componentes das impressdes latentes e tornar o coldide mais
estavel.

Outra abordagem que se planeja instituir trata-se da funcionalizagdo das
AgNP-CG, para conferir caracteristica hidrofébica, de modo a possibilitar

interacdes também com os componentes sebaceos das impressodes latentes.
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Anexo A — Autorizagdo do Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos
CEP/FM/UnB

UNIVERSIDADE DE BRASILIA

FACULDADE DE MEDICINA
Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos

ANALISE DE PROJETO DE PESQUISA

Registro de Projeto: CEP-FM 011/2011.

Titulo: “Avaliagdo de citotoxicidade e efeitos na revelagdo de impressdes papilares latentes, de
nanoparticulas de prata estabilizadas com élcool polivinilico, quitosana e polissacarideos isolados da
goma de cajueiro: perspectivas na papiloscopia forense”.

Pesquisador Responsavel: Bruna Ester Ferreira de Faria.

Documentos analisados: Folha de rosto, carta de encaminhamento, declaragdo de responsabilidade,
protocolo de pesquisa, termo de consentimento livre e esclarecido, cronograma, bibliografia pertinente
e curriculo (s) de pesquisador (es).

Data de entrega: 25/02/2011.

Parecer do (a) relator (a)

(X)) Aprovagio

() Nio aprovacio.

Data da primeira analise pelo CEP-FM/UNB: 08/04/2011.

Data do parecer final do projeto pelo CEP-FM/UNB: 25/05/2011.

PARECER

Com base na Resolugdo CNS/MS n® 196/96 e resolugdes posteriores, que regulamentam a matéria, o
Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina da Universidade de Brasilia decidiu
APROVAR, na reunifo ordinaria de 25/05/2011, conforme parecer do (a) relator (a) o projeto de
pesquisa acima especificado, quanto aos seus aspectos éticos.
1. Modificagdes no protocolo devem ser submetidas ao CEP, assim como a notificagdo imediata
de eventos adversos graves;
2. O (s) pesquisador (es) deve (m) apresentar relatérios periédicos do andamento da pesquisa ao

CEP-FM, sendo o 1° previsto para 30 de novembro de 2011.

Brasilia, 26 de Maio de 2011.

,ng”‘ﬁ

ine Maria de Olierra Atve,
(oordesadora do Comité de Etica bm Pesquisa
Paculdade de Medicina-UnB

Campus Universitario Darcy Ribeiro, Asa Norte, Brasilia, DF — CEP 70910-900

TelafanalFav: (R1\ 2207 227R
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Anexo B — Autorizagdo do Comité de Etica no Uso de Animais CEUA/FM/UnB

e Do b
Faculdade de Medicina H

i ' Universidade de Brasilia
& Comissiio de Etica no Uso de Animais - CEUA/FM

Brasilia, 29 de margo de 2011

DECLARACAO

Declaramos que o projeto intitulado “Avaliacao de Citotoxicidade e Efeitos na Revelagao de Impressoes Papilares
Latentes, de Nanoparticulas de Prata Estabilizadas com Alcool Polivinilico, Quitosana e Polissacarideos Isolados da Goma
de Cajueiro: perspectivas na papiloscopia forense™, UnBDoc 20636/2011, sob responsabilidade da Profa. Selma Aparecida

Souza Kuckelhaus, foi avaliado e aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA-FM) da Faculdade de

P
Y

Medicina da Universidade de Brasilia. #

Prof, Dr. Céiio; Eduardo Gaio V. dos Santos
N Co( denador do CEUA-FM

3

Campus Universitdrio Darcy Ribeiro, Asa Norte Prédio FM/FS CEP: 70.910-900



