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“Nao é sobre ter todas as pessoas do mundo pra si

E sobre saber que em algum lugar, alguém zela por ti

E sobre cantar e poder escutar mais do que a propria voz
E sobre dancar na chuva de vida que cai sobre nds

E saber se sentir infinito

Num universo tao vasto e bonito, é saber sonhar
Entdo fazer valer a pena

Cada verso daquele poema sobre acreditar

N&o é sobre chegar no topo do mundo e saber que venceu
E sobre escalar e sentir que o caminho te fortaleceu

E sobre ser abrigo e também ter morada em outros coragées
E assim ter amigos contigo em todas as situacdes

A gente ndo pode ter tudo

Qual seria a graca do mundo se fosse assim?

Por isso eu prefiro sorrisos

E os presentes que a vida trouxe para perto de mim

N&o é sobre tudo que o seu dinheiro é capaz de comprar

E sim sobre cada momento, sorriso a se compartilhar

Também néo é sobre correr contra 0 tempo pra ter sempre mais
Porque quando menos se espera, a vida ja ficou pra tras

Segura teu filho no colo

Sorria e abraca os teus pais enquanto estao aqui
Que a vida é trem bala, parceiro

E a gente é s6 passageiro prestes a partir’

Trem bala - Ana Vilela
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OLIVEIRA, G. Z. S. Sintese verde de nanoparticulas de prata utilizando extrato aquoso e
metabdlito secundario (quercetina) das folhas de Pterodon emarginatus (sucupira branca)
direcionadas para aplicagdes biomédicas e agricolas. 2018. 220 f. Tese de doutorado - Programa
de Pés-Graduacdo em Nanociéncia e Nanobiotecnologia, Instituto de Ciéncias Bioldgicas,
Universidade de Brasilia - UnB, Brasilia-DF, 2018.

RESUMO

A necessidade da utilizacdo de métodos mais sustentaveis que visassem reduzir os potenciais efeitos
deletérios sobre a saude dos organismos vivos e meio ambiente fez com que a busca por rotas
alternativas para producdo de nanoparticulas de prata (AgNPs) se tornasse uma crescente nos
Gltimos anos. Além disso, os estudos envolvendo avaliagbes de suas atividades biol6gicas vém
representando uma forte linha de pesquisa em nanotecnologia, em virtude das suas aplica¢cbes
representarem estratégias Uteis na prevengdo, no tratamento e no controle de diversas patologias de
importancia biomédica e agricola. Assim sendo, o objetivo desta Tese é investigar o potencial de
extratos aquosos das folhas de Pterodon emarginatus (sucupira branca) na formacdo de
nanoparticulas de prata (NpSB) e nos seus potenciais efeitos citotéxicos, antioxidantes, hemaliticos,
antibacterianos e nematotéxicos; além de também verificar o potencial de um metabolito secundario
presente nas folhas de P. emarginatus (quercetina) na sintese de AgNPs (NpQ) para fins
nematotéxicos e analisar os efeitos desses nanossistemas no desenvolvimento de plantas modelo
Arabidopsis thaliana. Para isso, 0s extratos aquosos das folhas de sucupira branca nas
concentracdes finais equivalentes de 10, 20 e 40 mg de folhas congeladas/mL foram adicionados as
solucdes aquosas de nitrato de prata para concentracao final de 1 mM para producdo de NpSB. As
reacBes foram incubadas a 75°C por 150 min e monitoradas a cada 30 min por espectroscopia de
absorcdo em 425 nm. Enquanto que para producdo de NpQ, as solu¢des aquosas de quercetina nas
concentracdes finais de 5, 10 e 20 uM foram adicionadas as solu¢des aquosas de nitrato de prata na
concentracao final de 1 mM. As reagfes foram submetidas & 75°C por 15 min e monitoradas por
espectroscopia de absor¢cdo em 425 nm. Assim, foi verificado que os extratos das folhas coletadas
nas duas estacdes (verdo e inverno) exibiram ag¢fes redutoras dos ions de prata satisfatorias, tendo a
concentracdo de 20 mg/mL melhor capacidade de induzir o processo de formagdo de AgNPs com
consideravel estabilidade coloidal. As estag6es de coleta das folhas de P. emarginatus interferiram na
sintese e no rendimento das NpSBs e também nos seus diametros hidrodinamicos e potenciais Zeta.
Entretanto, essas particulas apresentaram dimensdes secas, perfis de massa molecular e padrées de
cristalinidade dos &atomos similares. Além disso, foi averiguado que as NpSBs apresentaram
atividades citotdxicas expressivas sobre linhagens de melanoma murino (B16F10), atividade
antioxidante marcante na remoc¢édo de radicais hidroxilas, efeito hemolitico insignificante, efeito
antibacteriano frente as cepas Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis e Escherichia coli,
e efeito nematotoxico em Meloidogyne incognita. No que se referem as NpQs foi verificado que as
solugbes aquosas de quercetina apresentaram potencial para rapida formacéo de AgNPs, sendo o
rendimento mais alto utilizando a concentracéo de quercetina de 20 pM (NpQ 20). De acordo com
DLS, as NpQ 20 apresentaram diametros hidrodinamicos de 29,06 nm (Z-Average), indice de
polidispersividade de 0,561 e potencial Zeta de -23,7 mV. Além disso, as NpQ 20 demonstraram
ainda atividades nematotoxicas in vitro e em solo contendo A. thaliana infestadas por M. incognita,
ndo comprometendo as etapas do ciclo celular, a germinacdo de sementes e o desenvolvimento
desse modelo vegetal. Em suma, a partir desses resultados é possivel inferir que os extratos aquosos
das folhas de P. emarginatus e as solu¢cdes aquosas de quercetina apresentaram capacidades
formadoras de AgNPs satisfatdrias, que por sua vez demostraram potenciais biomédicos e agricolas.
Além disso, foi possivel revelar que alguns pardmetros das NpSBs sdo moduldveis por aspectos
sazonais da P. emarginatus e apresentando assim novos potencias biolégicos para esta espécie de
planta da biodiversidade brasileira.

Palavras-chaves: Antibacteriano; Antioxidante; Arabidopsis thaliana; Citotoxicidade; Divisdo celular;
Fabaceae; Flavonoide; Germinagdo; Hemolitico; Meloidogyne incognita; Nanobiotecnologia;
Nanoparticulas metalicas; Nematoide de no de raiz; Plantulas; Quimica verde; Sazonalidade.
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ABSTRACT

The need to use more sustainable methods to reduce the potential deleterious effects on the health of
living organisms and the environment has made the search for alternative routes for the production of
silver nanoparticles (AgNPs) a growing trend in recent years. In addition, studies involving evaluations
of its biological activities have represented a strong line of research in nanotechnology, since its
applications represent useful strategies in prevention, treatment, and control of several pathologies of
biomedical and agricultural importance. Therefore, the aim of this thesis is to investigate the potential
of aqueous extracts of leaves from Pterodon emarginatus (sucupira branca) in formation of silver
nanoparticles (NpSB) and its potential cytotoxic, antioxidant, hemolytic, antibacterial, and nematotoxic
effects; as well as to verify the potential of a secondary metabolite present in leaves of P. emarginatus
(quercetin) in the synthesis of AgNPs (NpQ) for nematotoxic purposes and to analyze the effects of
these nanosystems on development of Arabidopsis thaliana plants. For this, aqueous extracts of
sucupira branca leaves at equivalent final concentrations of 10, 20, and 40 mg of frozen leaves/mL
were added to agueous solutions of silver nitrate to a final concentration of 1 mM for NpSB production.
Reactions were incubated at 75°C for 150 min and monitored every 30 min by absorption
spectroscopy at 425 nm. While for NpQ production, aqueous solutions of quercetin at final
concentrations of 5, 10, and 20 uM were added to the aqueous solutions of silver nitrate at the final
concentration of 1 mM. The reactions were submitted to 75°C for 15 min and monitored by absorption
spectroscopy at 425 nm. Thus, it was verified that extracts of leaves collected in the two seasons
(summer and winter) exhibited satisfactory silver ion reducing actions, and the concentration of 20
mg/mL was better able to induce the formation process of AgNPs with considerable colloidal stability.
P. emarginatus leaf collection stations interfered in synthesis and yield of NpSBs and also in their
hydrodynamic and potential Zeta diameters. However, these particles had similar dry dimensions,
molecular mass profiles, and crystallinity atom patterns. In addition, it was found that the NpSBs
showed significant cytotoxic activities on murine melanoma (B16F10) lines, marked antioxidant activity
in removal of hydroxyl radicals, insignificant hemolytic effect, antibacterial effect against strains
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis and Escherichia coli, and effect nematotoxic in
Meloidogyne incognita. Regarding NpQs, it was verified that aqueous quercetin solutions showed
potential for rapid formation of AgNPs, with the highest yield using quercetin concentration of 20 yM
(NpQ 20). According to DLS, NpQ 20 presented hydrodynamic diameters of 29.06 nm (Z-Average),
polydispersity index of 0.561 and Zeta potential of -23.7 mV. In addition, NpQ 20 also demonstrated
nematotoxic activities in vitro and in soil containing A. thaliana infested by M. incognita, without
compromising the stages of cell cycle, seed germination, and development of this plant model. In
summary, from these results it is possible to infer that the aqueous extracts of leaves from P.
emarginatus and aqueous solutions of quercetin showed satisfactory AgNPs forming capacities, which
in turn demonstrated biomedical and agricultural potentials. In addition, it was possible to reveal that
some parameters of NpSBs are tunable by seasonal aspects of P. emarginatus and thus presenting
new biological capabilities for this species of Brazilian biodiversity plant.

Keywords: Antibacterial, Antioxidant; Arabidopsis thaliana; Cell division; Cytotoxicity; Fabacea;
Flavonoid; Germination; Green chemistry; Hemolytic; Meloidogyne incognita; Metal nanoparticles;
Nanobiotechnology; Nematotoxic; Root-knot nematodes; Seasonality; Seedlings.
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superficie — Lote 2.
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Tabela 1I-2: Concentragfes inibitérias minimas (CIM) e concentra¢des bactericidas minimas (CBM)
das NpSB-Verao e NpSB-Inverno frente aos crescimentos das bactérias S. aureus, S. epidermidis e
E. coli
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Tabela llI-1: Analises por espalhamento de luz dindmico (DLS) e potencial Zeta de superficie das
NpQs e de seus respectivos controles.
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APRESENTACAO DA TESE

A presente tese intitulada “Sintese verde de nanoparticulas de prata utilizando
extrato aquoso e metabdlito secundario (quercetina) das folhas de Pterodon
emarginatus (sucupira branca) direcionadas para aplicacdes biomédicas e agricolas”
esta distribuida em trés capitulos, em que o 1° capitulo envolve investigacbes a
respeito da “Sintese de nanoparticulas de prata utilizando extratos aquosos das
folnas de Pterodon emarginatus (sucupira branca)”, enquanto que o 2° capitulo
relata as “Atividades bioldgicas in vitro de nanoparticulas de prata sintetizadas com
extratos aquosos das folhas de P. emarginatus (sucupira branca)” e por fim o 3°
capitulo discorreu sobre a “Avaliacdo do potencial nematotoxico de nanoparticulas
de prata sintetizadas com o metabdlito secundario (quercetina) encontrado em

folhas de Pterodon emarginatus (sucupira branca)”.



SUMARIO

e 1 11V P 08
AB STRA CT ..ttt ettt e e et e e e e e e ettt et e e e e e et e e e ee e e e e e a b e e e e e e e nnrrrreeeeeaaas 09
LISTA DE FIGURAS . ...ttt et e e e et e e e et e e e et e e e e e e ananaeees 10
LISTA DE TABELAS . ...ttt e e e e e st ae e e e e e et eeeeeanes 13
LISTA DE ABREVIATURAS, SIMBOLOS E SIGLAS......coiiieeeeeeeeeeee e, 14
APRESENTAGCAO DA TESE ... .ciiiiteieeeeeeeete et ettt enetestesaesaeasenes e e 16
1. REFERENCIAL TEORICO.... ..ottt 19
3 I A =T T o1 o) (= ox (o] (o o | - V0SSP 19
1.2 NanopartiCulas d@ Prata............oocuuueeiieiiiiiiiiie e e e e e 20
1.3 Sintese verde para producao de nanoparticulas de prata...........ccc.cooevvvvvvnnnnnn.. 25
1.4 Pterodon emarginatus (sucupira branca) ..........ccccceevvviviiiiiiiiiii e 29
T O 10 1= (o= (] F= VPSP PPPPRRRRUPPPIR 33
1.6 Aplica¢gBes das nanoparticulas de prata em areas biomédicas......................... 37
1.6.1 Atividade CitotOXiCa € MEeIANOMA.........ccceiiiiiiiiiiiiiiiie e 39
1.6.2 Atividades antioxidante € hemOltiCa.........cceveeeeeeeiiii e 41
1.7 Aplicacdes da nanotecnologia em areas agricolas............ccccvvvvvvevviviiiiiiiiieeeeeeeens 44
1.7.1 Controle de fitonematoides por recursos Nanotecnol0giCosS...........c..uueveeeerrnnnnn 45
1.7.2 Atividade nematotoxica e Meloidogyne incognita (nematoide de galha)............ 47
P2 L0 S N | [ N I 53
3. OBUIETIVOS. ...ttt ettt e e e e st e e e e e et e e e e e s s tee e e e e e annbeeeeeaeeaens 57
3.1 ODJELIVO GEIAL.....cco it a7
3.2 ObjetivoS ESPECITICOS. ...uuuuiiiiiiii it e 57

CAPITULO I: Sintese de nanoparticulas de prata utilizando extratos aquosos
das folhas de Pterodon emarginatus (sucupira branca)

[ ST] 11 Lo TP 59
O [ g1 o To (¥ Tox= Lo T PP TP PP PRPPRRY 60
2. Objetivos do Capitulo L.......ccci oo e 62
I Y Eo N (T E= ISR\, =30 Yo o L 63
4, RESUIAA0OS € QISCUSSAD.......cuuniiiiriiieiitieeeeiei e e e et e e et e e e e e e e e eabeeesaaaeereaaeeesaeessd 69
LT O o [ox 11 17- Vo TR . 97

CAPITULO II: Atividades bioldgicas in vitro de nanoparticulas de prata
sintetizadas com extratos aquosos das folhas de P. emarginatus (sucupira

branca)

=TS U 110 98
3 11 (0T [0 o= To TS USSP 99
2. Objetivos do Capitulo Tl ........eoiieiieiee e e 101
3. MaAterial € METOUOS. .......cieeiiiiiee et e e e e e e e e e s e e e e e e e eaaas 102
4, RESUIAAOS € QISCUSSAD......cuuuieiiriiieeiiiieee et eee e e et e e e e aae e e e e e e e st e e e eeaeeesneeresaaeees 107
LT O 0] (111 13- T J 129

CAPITULO llI: Avaliacdo do potencial nematotéxico de nanoparticulas de
prata sintetizadas com o metabdlito secundario (quercetina) encontrado em
folhas de Pterodon emarginatus (sucupira branca)

RESUMIO. ..ttt e e e ettt e e e e e e e e e e e e e aa e e e e e eanaa s 131
I {1 (0T [0 Tox= Lo TP UPUPRTR 132
P22 © ] o] =311V 0 3o [0 @1 o 11 F|To T | | 134

3. MALEIAl € MEBLOUOS. .. e e e e e 135



4. RESUIAAOS € QISCUSSA0. ... eu ettt 141

D CONCIUS A . e e e s 165
4. CONSIDERAGOES FINAIS.. ..ottt ettt sttt 166
5. CRONOGRAMA DE ATIVIDADES. ...t oottt eeee et eeeeeee e 167
6. PRODUCAO CIENTIFICA E TECNOLOGICA.......coiiiieeeeceee e, 168

REFERENCIAS. ... ettt ettt e, 171



1. REFERENCIAL TEORICO

1.1 Nanobiotecnologia

A nanobiotecnologia € um ramo da ciéncia e tecnologia que envolve diversas
areas do conhecimento, dentre elas a fisica, a quimica, a biologia, as ciéncias dos
materiais e a biotecnologia, que por sua vez estao inseridas diretamente nas etapas
de producdo, caracterizacdo e aplicacdo de nanoestruturas. Essas estruturas em
nanoescala recebem tal nomenclatura quando apresentam tamanhos menores do
que 100 nm em alguma de suas dimensdes, além de apresentarem também
propriedades fisicas, quimicas, elétricas, fotoeletroquimicas, magnéticas, mecéanicas,
Opticas e bioldgicas distintas dos materiais originais; 0 que as tornam promissoras
para as mais diversas aplicacbes e oportunidades de pesquisas novas. As
manifestacbes dessas propriedades encontram-se intimamente interligadas com os
tamanhos, as formas e os graus de dispersdes dos nanomateriais gerados (BHAT,
2003; MODY et al., 2010; FARAMARZI; SADIGHI, 2013).

Dentro desse cenario, diversos tipos de nanoestruturas estdo se destacando
pelas suas potenciais aplicagbes nas areas biomédicas e agricolas, em virtude de
suas propriedades diferenciais em relagdo aos materiais originais que possibilitam
diagnosticos, prevencdes e tratamentos de doencas humanas, como também
aprimoram a producado agricola que envolve desde melhoramento da qualidade da
agua, sementes e graos, armazenamento de vegetais, utilizacdo de nanopesticidas,
nanofertilizantes e testes de seguranca alimentar. Exemplos disso sdo os
dendrimeros, os fulerenos, os lipossomas, as micelas poliméricas, as nanoemulsdes,
as nanoparticulas metalicas, as nanoparticulas poliméricas e 0s nanotubos de
carbono (RIZZO et al., 2013; HUANG et al., 2015; PETERS et al., 2016).

No caso das nanoparticulas metalicas, elas se apresentam na forma de
suspensdes coloidais, aquosas ou ndo aquosas, que na maioria das vezes se
formaram por meio de processos de reducdo quimica de sais metalicos, contendo
precursores de metais como ouro, prata, paladio, platina e cobre, na presenca de
agentes redutores com citrato trissodico, borohidreto de sédio, acido ascoérbico ou
alcoois (POLTE et al., 2015).
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Muitas dessas nanoparticulas metélicas, como as de aluminio, titanio, zinco,
cobre, cobalto, indio, magnésio, silicio, zirconio, cromo, niquel, ouro, prata, paladio,
platina e manganés, apresentam, dentre outras diversas atividades, propriedades
antibioticas de amplo espectro em concentracdo muito baixas, intensa toxicidade
para bactérias, liberagédo de ions metalicos alta, auséncia de resisténcia bacteriana e
em sua maioria sem manifestar toxicidade para células humanas. Todos esses
fatores favorecem a vislumbracdo de uma vasta gama de aplicacGes antibacterianas
direcionadas para industria, praticas medicinais e agricultura (PALZA, 2015;
HOSEINZADEH et al., 2017; KOLLER et al., 2017).

1.2 Nanoparticulas de prata

De acordo com a etiologia da palavra nanoparticula, nano refere-se ao termo
bilionésimo, ou seja, a unidade 10° e particula remete a um agrupamento de 4tomos
(WILLIAMS, 2008). A proposta da producdo ou sintese de nanoparticulas é
proporcionar novas ou melhoradas propriedades de acordo com os seus tamanhos,
distribuicdo e morfologia (WILLEMS, 2005).

Entre as nanoparticulas metdlicas atualmente disponiveis, as nanoparticulas
de prata (AgNPs) destacam-se pela estabilidade quimica, condutividade elétrica,
reatividade alta em virtude de sua grande razao area de superficie/volume que
disponibiliza alta fracdo de atomos na superficie, toxicidade baixa para as células
humanas (ANTUNES et al., 2013; SOUZA et al., 2013), atividade antibiotica de largo
espectro frente a varios microrganismos como bactérias, fungos (ARAVINTHAN et
al., 2015), virus (SUJITHA et al., 2015) e protozoarios (KALANGI et al., 2016). Além
de apresentarem relevantes propriedades cataliticas (VIDHU; PHILIP, 2014)
Opticas, eletrbnicas, magnéticas (ABBASI et al., 2016), espectroscopia
raman intensificada pela superficie (SERS) (MEHERETU; CIALLA; POPP, 2014) e
fotossensibilizadoras (WEI et al., 2015).

As AgNPs também possuem a capacidade de absorver e espalhar luz com
exceléncia ja que elas apresentam os elétrons de conducdo contidos na superficie
da prata metalica oscilados ao interagirem com determinados comprimentos de luz,
e assim ocorrendo o conhecido fendmeno de ressonancia plasmonica de superficie
(RPS) (ABBASI et al., 2016). O comprimento de onda de luz absorvido ¢é interligado
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com os tamanhos das AgNPs, o que influencia diretamente nas coloracdes de suas
suspensdes (SHENASHEN; SAFTY; ELSHEHY, 2014).

Uma das primeiras aplicacbes das AgNPs na saude aconteceu por sua agcao
antibacteriana efetiva que possibilitou seu uso em revestimentos de proteses
Osseas, dispositivos cirdrgicos, catéteres, sistemas de infusdo e compdésitos
dentarios (AGNIHOTRI; MUKHERJI; MUKHERJI, 2013). Ademais, o0 aumento no
namero de pesquisas sobre as potencias aplicacbes das AgNPs levou a
identificacdo de varias atividades biologicas além da antibacteriana, a exemplo da
fungicida (AGHAMOOSA; SABOKBAR, 2014), larvicida (ELUMALAI et al., 2016),
antiangiogénica (BAHARARA et al., 2014), anti-inflamatéria (HEBEISH et al., 2014)
e antiproliferativa (DZIEDZIC et al., 2016).

Nos Estados Unidos da América (EUA), os efeitos antimicrobianos das AgNPs
ja sao reconhecidos desde 1954 para aplicacdbes em produtos, embora esses
nanossistemas estejam sendo utilizados ha mais de 150 anos, tendo inclusive
relatos que mencionam a utilizacdo da prata coloidal por antigos romanos e egipcios
(NOWACK et al., 2011). Em meados de 1800, a prata era utilizada para o tratamento
de Ulceras, mas com o advento da penicilina seu uso foi suprimido. No entanto, em
1960 esse composto voltou a ser empregado na forma de solucéo de AgNO3 (nitrato
de prata) e direcionado ao tratamento de feridas de queimaduras (KLASEN, 2000).
Considerando que a prata ainda € utilizada para combater infeccfes (p. ex.
bacterianas e fungicas) e com danos minimos aos organismos vivos, seu potencial
terapéutico incrivel instiga pesquisas de novas aplica¢des bioldgicas, principalmente
na forma de nanoparticulas (RAUWEL et al., 2015).

Os estados de oxidacdo da prata mais estaveis sdo Ag’ e Ag*, sendo que no
caso das sinteses de AgNPs varios sais de prata sollveis em agua podem ser
utilizados para fornecimento de ions de prata para sintese de AgNPs, mas em
meétodos quimicos do tipo bottom-up, 0 mais comumente empregado em publicacées
da &rea € o nitrato de prata (AgNO3) em concentracfes tipicamente variando de 0,1
a 10 mM, embora a concentragdo de 1 mM seja a mais comumente adotada
(SRIKAR et al., 2016).

A escolha da via de sintese € um fator muito importante a ser considerado,

uma vez que esta determina o tamanho e a forma das AgNPs, que podem ser
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esféricas, triangulares, hexagonais, octogonais, em hastes e em bastdes (HAIDER,;
KANG, 2015; ZHANG et al., 2016). Os tamanhos e as formas das AgNPs também
sao influenciados pela natureza do meio reacional, pH (potencial hidrogeniénico) e
temperatura da reacdo, bem como pelos seus agentes redutores e estabilizantes
(SHENASHEN; SAFTY; ELSHEHY, 2014; RAUWEL et al., 2015).

A revolucdo cientifica da nanotecnologia fez com que surgissem varias
estratégias para producdo de AgNPs, e para alcancar tais finalidades podem ser
empregados meétodos fisicos, quimicos ou biolégicos (SHENASHEN; SAFTY;
ELSHEHY, 2014).

Os métodos fisicos comumente estdo associados com uma abordagem top-
down (de cima para baixo) que tém como principio diminuir a massa de um material até
atingir propor¢cées menores, em um processo de desconstrucdo de amostra
macroestruturado para nanoestruturado (Figura 1) (POLTE et al., 2015). Dentre eles
tém os que aplicam técnicas de evaporacdo-condensacdo, ablacdo a laser
(ANBALAKAN; BANU, 2016), descarga por arco elétrico (TIEN et al., 2008), etc.
Esses métodos empregam energias fisicas (calor, energia elétrica, etc) e
apresentam as vantagens de nao utilizarem produtos quimicos toxicos, formarem
AgNPs com distribuicdo de tamanho estreita, terem um tempo de processamento
normalmente rdpido e serem eficazes em produzir AgNPs em pé (NATSUKI;
NATSUKI; HASHIMOTO, 2015). Por outro lado, suas principais desvantagens sdo a
taxa de rendimento pequena, o consumo de energia alto, o custo elevado
principalmente para investir em equipamentos e a contaminacdo ambiental por
liberar grande quantidade de subprodutos perigosos (THAKKAR; MHATRE;
PARIKH, 2010; TRAN; NGUYEN; LE, 2013; ABBASI et al., 2016).

Uma das principais técnicas fisicas para producdo de nanoparticulas
metdlicas é a evaporagdo-condensacao que traz como desvantagem a necessidade
de espaco e quantidade de energia grandes e exigir bastante tempo para
preparacao por utilizar um forno de tubo a pressdo atmosférica fazendo com que
precursores metalicos sejam vaporizados em um gas transportador a temperatura e
pressédo definidas (GE et al., 2014).

Por outro lado, os métodos quimicos representam uma abordagem bottom-up (de

baixo para cima) a qual é executada como estratégia que visa a interacdo e agregacao
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controlada de atomos metalicos e/ou moléculas para formagdo de nanoparticulas
(Figura 1) (POLTE et al. 2015). As técnicas quimicas sdo as mais comuns nas
sinteses de AgNPs, a exemplo das que utilizam de eletroquimica, pirolise,
irradiacdo e reducdo quimica por agentes redutores organicos e inorganicos
(ROLDAN; PELLEGRI; SANCTIS, 2013; HUANG et al., 2017a; REMYA et al., 2017).
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Figura 1: Abordagens top-down e bottom-up para formacdes de nanoparticulas (Fonte: PAREEK et
al., 2017 — adaptado).

Tais metodologias s&o as mais populares por produzirem estruturas menores,
mais homogéneas e com formas e tamanhos desejados ao reduzirem o0s sais
metalicos presentes em solucdes. Entretanto, seus preparos comumente envolvem
solventes e geram residuos reacionais (precursores quimicos e agentes redutores)
de toxicidade alta, assim como seus potencias de contaminac¢des, representam
alguns fatores que as tornam inadequadas para algumas aplica¢cdes biomédicas por
serem considerados danosos para 0s seres vivos e meio ambiente (THAKKAR;
MHATRE; PARIKH, 2010; RAUWEL et al., 2015). Além disso, muitas dessas rotas
quimicas utilizam solu¢des organicas ndo polares para formacao das particulas e
assim necessitam de etapas de purificacdo do produto reacional final (SHENASHEN,;
SAFTY; ELSHEHRY, 2014).

A reducdo quimica € o método quimico mais adotado para sintese metalica de
nanoparticulas por ter um custo baixo, requerer equipamentos simples e ter
rendimento alto (NATSUKI; NATSUKI; HASHIMOTO, 2015). Suas redugbes
acontecem por agentes redutores quimicos organicos e inorganicos (p. ex. citrato de
sédio, acido ascorbico, borohidreto de sédio, hidrogénio elementar, polidis, reagente
de Tollens, N,N-dimetilformamida e copolimeros de blocos de poli) em solucdes
aguosas ou nao aquosas (BAYAT; KHATIBZADEH, 2013). Nesses processos €

fundamental o uso produtos para estabilizar o crescimento das AgNPs e evitar as
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suas sedimentacdes, aglomeracdes ou perdas de suas propriedades superficiais,
mas tais elementos em grande escala poluem o meio ambiente (p.ex. tiofenol, a
tioureia, acetato de marcapto e PVP) (SINGH et al., 2016a).

Embora a producédo de AgNPs seja uma realidade, com diversos métodos de
preparo consagrados para sua producdo, o emprego de AgNPs ainda é limitado em
virtude da caréncia de métodos que possibilitem a obtencdo de estruturas com
tamanhos e formas homogéneos, e que ainda apresentem pouca ou nenhuma
toxicidade para a saude humana e impacto negativo ao meio ambiente (KULKARNI,
MUDDAPUR, 2014).

Assim, os chamados métodos bioldgicos de sintese de AgNPs, também
denominados sintese verde, oferecem muitas vantagens em relacdo aos demais
métodos convencionais, uma vez que esses nao necessitam de pressdes, energias
e temperaturas altas como condi¢bes primordiais para realizagdo dos processos
sintéticos, j& conterem agentes estabilizantes em suas composi¢cdes (BENELLI,
2016a), apresentarem a possibilidade de producéo de volumes em grandes escalas
(RAFIQUE et al., 2016) e ainda serem consideradas ecoamigaveis, sustentaveis,
limpos, simples, rapidos e econémicos (BENELLI, 2016Db).

De acordo com Anastas e Warner (2000), os principios da quimica verde sao
prevencdo, economia de atomos, uso de matéria prima renovavel, sinteses mais
seguras para 0s seres vivos e 0 meio ambiente, design visando eficiéncia energética
e produtos quimicos mais seguros (p. ex. solventes e substancias auxiliares),
minimizacdo da utilizacdo de derivados, opcao por reagentes cataliticos ao invés de
reagentes estequiométricos, geracdo de produtos quimicos que apOs exercerem sua
funcdo, venham a se degradar em produtos ndo nocivos para o meio ambiente e
seres vivos, desenvolvimento de tecnologia para analise em tempo real das
substancias para a prevencdo da poluicdo e elaboracdo de substancias mais
seguras para prevencao de acidentes quimicos. Com base na aplicacdo destes
principios que a sintese verde de AgNPs tem obtido muito destaque nos ultimos

anos.
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1.3 Sintese verde para producdo de nanoparticulas de prata

A sintese verde de nanoparticulas é uma vertente da quimica verde que alia a
nanotecnologia com a biotecnologia (NARAYANAN; SAKTHIVEL, 2010), ao visar a
substituicio de agentes redutores e estabilizadores toxicos por agentes
biorredutores e estabilizantes biol6gicos de ions de prata (p. ex. organismos inteiros
ou extratos de tecidos de plantas, algas, cogumelos, leveduras, bactérias, fungos e
virus); devido ao fato desses materiais conterem proteinas, enzimas, aminoacidos,
vitaminas, lipidios, carboidratos, acidos nucleicos e diversos metabdlitos secundarios
(p. ex. terpenoides, polifenois, flavanoides e saponinas) em suas composi¢coes que
poderdo atuar nos processos biossintéticos das AgNPs (DURAN et al., 2011;
LOGESWARI; SILAMBARASAN; ABRAHAM, 2013; SILVA et al., 2017).

A opcdo por essa abordagem de nanotecnologia sustentavel oferece
vantagens como a simplicidade de execucéo, a rapidez e o custo baixo; 0 que a
torna viavel, eficiente e rentavel para varios processos (DAS et al.,, 2013a). Além
disso, normalmente envolve um processo de etapa Unica com produtos
biocompativeis e ndo toxicos, concentracbes de ions prata baixas, condicdes
reativas brandas e o uso de compostos sollveis em agua. Por conseguinte, todos
estes fatores reduzem o risco de toxicidade para varios organismos vivos e para o
meio ambiente (KRUMOV et al., 2009; TAVAKOLI et al., 2013).

Dessa forma, a sintese verde também traz a tona a questdo ecoldgica de
combate a poluicdo ambiental por diminuir os subprodutos toxicos e poluentes das
reacbes, bem como oportuniza a exploracao da diversidade de fontes de matérias
primas existentes na natureza (RAUWEL et al., 2015), podendo beneficiar-se de
materiais renovaveis e ainda possibilitar um novo direcionamento para produtos e
subprodutos naturais detentores de eficiéncia energética alta que seriam
descartados no lixo (JAGTAP; BAPAT, 2013).

Contudo, mesmo em face de todos os beneficios da op¢éo por rotas verdes
para sintetizar AgNPs, algumas dificuldades sdo encontradas nesses processos,
como € o caso da tipica alta polidispersividade de tamanhos das particulas
produzidas, a dificuldade de obter taxas de rendimento das sinteses altas
(dependendo dos agentes redutores empregados) e o potencial de nucleacdo ser

dependente da concentracdo de macromoléculas dos organismos bioldgicos, que
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por sua vez variam conforme fatores biGticos e abidticos envolvidos
(TRAN; NGUYEN; LE, 2013; REMYA et al., 2017).

A condicdo essencial para que haja formacdo de AgNPs por uma rota de
sintese verde € gue a solucdo contendo ions prata esteja na presenca de trés
elementos importantes: solvente (preferencialmente 4gua), agente redutor biolégico
ecoamigavel e agente estabilizante ndo toxico (IRAVANI et al., 2014). E mesmo que
0S mecanismos moleculares envolvidos com a formacdo de AgNPs utilizando
materiais biolégicos ndo estejam completamente esclarecidos, varios relatos
sugerem que as biossinteses ocorram da seguinte forma: Primeiramente acontecem
interagdes eletrostaticas entre as cargas positivas dos fons prata (Ag’) e as cargas
negativas dos grupos carboxilicos de biomoléculas. Depois, a reducdo desses ions é
iniciada pelos componentes dos materiais bioldgicos, favorecendo a geracdo dos
ndcleos de prata metalica neutros (Ag°) que irdo se aglomerar e desencadear um
fendbmeno chamado nucleacdo, a continuacdo desse processo proporciona o
crescimento das AgNPs (Figura 2) (AKHTAR; PANWAR; YUN, 2013).
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Figura 2: Diagrama esquematico do mecanismo de sintese biogénica de nanoparticulas metalicas
(Fonte: AKHTAR; PANWAR; YUN, 2013 — Adaptado).

Posteriormente, as proprias moléculas bioldgicas contidas nos meios
reacionais recobrirdo as AgNPs, formando uma camada de cobertura, o que ir4
conferir estabilizacdo aos nanossistemas, fazendo com que, em geral, ndo haja a
necessidade da adicdo de compostos quimicos para manifestarem tais papéis
(SRIKAR et al.,, 2016). J4& nas sinteses quimicas convencionais sdo adicionadas
substancias como aminoéacidos, poliol, sacarose, dextrano e etc, para aumentar a
estabilidade dos nanossistemas gerados (KULKARNI; MUDDAPUR, 2014). Em
particular nas biossinteses de AgNPs utilizando extratos vegetais, 0s compostos

naturais fitoquimicos, como alcaloides, flavonoides e polifendis, presentes em
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extratos vegetais sdo tipicamente responsaveis pelos revestimentos e estabilizacdes
das AgNPs (MITTAL et al., 2015).

Os dois primeiros estagios do processo de sintese verde, nucleacdo e
crescimento, sdo determinantes dos tamanhos e das formas das AgNPs, e eles que
podem ser regulados por elementos reacionais como temperatura, pH, precursor
metélico, agente de reducéo e de estabilizacdo (CHEN; ZHANG, 2012; DANG et al.,
2012).

Segundo Ge e colaboradores (2014), os possiveis mecanismos de formacao
de sinteses bioldgicas, em particular aquelas promovidas por microrganismos, estdo
relacionados com reduc¢des enzimaticas e ndo enzimaticas. Os microrganismos que
possuem paredes celulares carregadas negativamente interagem eletrostaticamente
com o0s ions metalicos positivos, 0 que ocasiona bioreducdo dos ions metalicos e
posterior formacdo das AgNPs. As interacdes dos microrganismos com 0s ions prata
podem ser encaradas como um mecanismo de tentativa de defesa deles frente as
toxicidades dos metais (MUKHERJEE et al., 2001; TRAN; NGUYEN; LE, 2013).

Outro aspecto relevante € o de que as sinteses de AgNPs utilizando bactérias
e fungos, ou mesmo plantas, podem acontecer no interior ou exterior desses
organismos, pois eles produzem matérias inorganicas intra ou extracelularmente;
contudo, elas esbarram na dificuldade de processamento e ajustes de seus
tamanhos e formas, principalmente nas sinteses intracelulares (ABBASI et al.,
2016), bem como necessitam de ambientes com condicbes assépticas e
conhecimento sobre manuseios desses organismos (DEVI; JOSHI, 2015; SINGH et
al., 2015).

No caso dos procariotos, as vantagens de utiliza-los para sintetizar AgNPs
estdo nas simplicidades de obtencdo de suas biomassas e na facilidade de
manipulacdo genética para producdo de elementos especificos e mais almejados
para sintese (PANTIDOS; HORSFALL, 2014). Porém apresentam como
desvantagens a dificuldade de producdo em grande escala, taxa de sintese baixa,
bem como produzem nanoparticulas com tamanho e formas restritos, além de
apresentarem vias de producdo lentas e dificuldades na manutencdo dos
parametros das culturas que podem comprometer a reprodutibilidade das sintese de
AgNPs (RAFIQUE et al., 2016).
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Quanto aos fungos, ha alta secrecado de enzimas responsaveis pela reducéo
dos ions metalicos, apresenta capacidades de ligacdes e absorcdes intracelulares
elevadas e facilidade de manuseio. No entanto, sdo identificados diversos
inconvenientes na manipulacdo genética para expressdo aumentada de enzimas
associadas a sintese de AgNPs (RAUWEL et al., 2015).

Neste cenario, as plantas emergem como um recurso biolégico de destaque
em razdo de geralmente oferecerem menores riscos patogénicos para saude dos
manipuladores e dos consumidores, serem produtos comumente mais estaveis,
apresentarem menores desperdicios, propiciarem um ambiente de trabalho
higiénico, terem custos baixos e taxas de sinteses altas (BANERJEE et al., 2014;
MAKAROV et al., 2014). Outra vantagem para utilizacdo das AgNPs obtidas por
essas rotas de sintese é que dependendo do extrato vegetal utilizado e
consequentemente de seus principios ativos, estes podem agir de forma sinérgica
com as AgNPs, o que potencializa alguns efeitos biol6gicos (ARUNACHALAM et al.,
2015).

Entre as partes vegetais utilizadas, as folhas sdo a escolha mais realizada
para sintese de nanoparticulas, embora também se tenham registros de sintese com
raizes, flores, cascas, sementes, frutos e tubérculos (SILVA et al., 2017). Centenas
de exemplos disso podem ser encontrados em trabalhos que utilizaram de espécies
de plantas para produzir AgNPs, incluindo aqueles desenvolvidos no Laboratério de
Nanobiotecnologia (LNANO) da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia a
partir de extratos das folhas de llex paraguariensis (erva mate) (SILVEIRA et al.,
2018), das folhas de Annona muricata (graviola) (AVIDOS; BONATTO; SILVA,
2014), do fruto da Anacardium othonianum (castanha de caju) (BONATTO; SILVA,
2014), de frutos, sementes e folhas de Hancornia speciosa Gomes (magabeira)
(SILVA, 2014), de folhas de Brosimum gaudichaudii (mama-cadela) (ALBERNAZ,
2014) e do tubérculo de Curcuma longa (acafrdo) (OMBREDANE, 2016).

Tém-se também outros exemplos de nanossistemas produzidos de acordo
com as diretrizes de quimica verde que empregaram peptideos (MEDEIROS; SILVA,
2016), subprodutos de arroz (ALBERNAZ et al., 2015) e 6leo de ra (BONATTO,
JOANITTI; SILVA, 2018) para producdo de nanoparticulas de quitosana,

nanocristais de celulose e nanoemulséo, respectivamente.

28



Todavia, de modo geral, os desafios envolvidos nas sinteses verdes de
AgNPs séo a necessidade do conhecimento de seus mecanismos de formacgao e de
acao (celulares, bioquimicos e moleculares), desenvolvimento de estratégias para
degradacéo e dissolucdo das AgNPs formadas (SILVA et al., 2017), obtencéo de
tamanhos definidos, distribuicdo uniforme e homogénea (SHENASHEN; SAFTY;
ELSHEHY, 2014), reprodutibilidade, controle das condicbes de sintese,
regulamentacdo e previsibilidade dos riscos associados (SILVA; BONATTO;
POLEZ, 2016).

Além disso, também sdo relevantes o conhecimento de suas interagdes com
0s ambientes aquaticos, padroniza¢des das composi¢cdes quimicas dos metabdlitos
botanicos presentes nas plantas utilizadas para sintese de AgNPs, otimizacdo das
rotas de sintese verde para producdo em larga escala (BENELLI, 2016b),
aprimoramento do controle de liberacao de ions prata e a modulacédo da estabilidade
das AgNPs empregadas para os mais diversos fins (HAIDER; KANG, 2015).

Por fim, tendo em vista a grande biodiversidade de plantas existentes no
territorio brasileiro (BERLINCK et al., 2018), o Brasil se encontra em uma posicéo
privilegiada, por fornecer oportunidades aos pesquisadores de explorarem o0s
potenciais que seus diversos recursos biolégicos apresentam de reduzirem ions
prata e de estabilizarem AgNPs, bem como os mecanismo envolvidos nesses
processos. Como é o caso da Pterodon emarginatus, planta utilizada no presente

estudo.

1.4 Pterodon emarginatus (sucupira branca)

Pterodon emarginatus € uma arvore conhecida popularmente como sucupira
branca, faveiro, fava de sucupira, fava de Santo Inacio, sucupira verdadeira ou
sucupira lisa. Essa planta nativa ndo é considerada endémica no Brasil, mas tem
crescimento muito comum em regides do Cerrado, especialmente nos estados de
Goias, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul e Tocantins; além de ser encontrada em
areas de transigdo entre as florestas semideciduas de S&o Paulo e de Minas Gerais.
Além desses, também tem ocorréncia confirmada em alguns outros estados do
norte, nordeste, centro-oeste e sudeste (CRUZ et al., 2012; LIMA; LIMA, 2015).
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O género Pterodon pertence a familia Fabaceae (= Leguminosae) e
subfamilia Faboideae, estando representada por quatro espécies nativas no Brasil:
P. abruptus Benth, P. apparicioi Pedersoli, P. polygalaeflorus Benth e P. emarginatus
Vogel. Muitas vezes na literatura a P. emarginatus € chamada de P. pubescens, isso
porque Bentham, em 1862, classificou essa espécie como P. pubescens, mas
tempos depois Vogel demonstrou que P. emarginatus e P. pubescens
correspondiam a mesma espécie, entdo tornou oficial e unificada a nomenclatura P.
emarginatus Vogel (HANSEN; HARAGUCHI; ALONSO, 2010).

Ja com relacdo aos aspectos morfologicos, a P. emarginatus se caracteriza
por ter crescimento lento e atingir altura de 5 a 10 metros, tendo o tronco uma
circunferéncia de até 70 cm e casca cinza-amarelada, aspera, irregular e com
depressdes (Figura 3a). Os solos secos, arenosos e com teores de calcio elevados
propiciam o desenvolvimento dessa espécie que é considerada decidua (em
determinados periodos perde as folhas), ndo pioneira (ndo se desenvolve em
ambientes indspitos), helidfita (intolerante ao sombreamento) e xeréfita (adaptada a
climas semiaridos) (LORENZI, 2002; DUTRA et al., 2012a).

As arvores de P. emarginatus apresentam copa em formato piramidal com
folhas compostas, paripinadas, com apices emarginados-mucronados, margens
inteiras, nervagdo broquidédroma, face adaxial glabra e face abaxial pubescente
(FELFILI et al., 2002; SILVA JUNIOR, 2005). Suas flores rosadas ou arroxeadas
(Figura 3b) tém até 1 cm de diametro, estdo dispostas em cachos nos finais dos
ramos e possuem inflorescéncias no periodo de julho a outubro. J& o processo de
frutificacdo acontece tipicamente nos meses de junho a setembro, todavia os frutos
permanecem nas plantas por um maior periodo de ano, sendo que eles ficam
dispostos no apice dos ramos até a outra floracdo e tem seu amadurecimento
guando a planta fica quase sem nenhuma folha (LORENZI, 2008; SILVA JUNIOR,
2005; PIAUILINO, 2012).

Os frutos tém até 5 cm de comprimento, sdo secos, achatados, de formato
eliptico circunferenciado com uma ala membranacea e colora¢fes variando de bege
a marrom, cada um deles contendo uma semente de até 0,8 cm no seu interior
(Figura 3c). Essas estruturas favorecem suas dispersfes aéreas, sendo essa a
forma de propagacéo da espécie (FELFILI et al., 2002; LORENZI, 2002).
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A madeira amarelada da sucupira representa em madeireiras uma
importancia comercial historicamente elevada, devido a sua dureza alta e resisténcia
ao apodrecimento frente a umidade e contato de longa duracdo, caracteristicas
apropriadas para utilizacdo na indastria de moveis e construcdo civil e naval
(TAVARES et al., 2015). Para conservacdo da espécie, o corte de sucupira branca
em regides urbanas é proibido por lei, além de ser tida como Patrimdnio Ecolégico
no Distrito Federal por meio do tombamento determinado no Decreto N°. 14.738/93
(FELFILI et al., 2002).

Essa planta também pode ser adotada em projetos de paisagismo,
arborizacdo urbana e reflorestamento de areas degradadas e de preservagdo. Suas
partes mais utilizadas na medicina popular sdo as sementes e os frutos, embora
também se tenham registros do uso das folhas e das cascas. Essas partes vegetais
sdo coletadas em propriedades particulares e vendidas em feiras e mercados. Os
frutos inteiros, os Oleos dos frutos (Figura 3d) e as cascas séo as principais por¢des
comercializadas, no entanto, a maior quantidade é direcionada para farméacias de
manipulacdo a fim de elaborar extratos e produtos a base de sucupira (CAMILLO et
al. 2016).

Com relacdo aos efeitos farmacolégicos, existem varios relatos na literatura a
respeito das atividades biolégicas dos extratos de diferentes partes vegetais de P.
emarginatus. Este € o caso dos seus frutos que demonstraram beneficios em
tratamentos de inflamacdes, dores, artrite, reumatismo e diabetes. Também
apresentaram funcdo profilatica contra infeccbes por cercarias de Schistosoma
mansoni (KATZ et al, 1993; HANSEN; HARAGUCHI; ALONSO, 2010),
antibacteriana (SILVA et al., 2005), antimicobacteriana (MACHADO et al., 2015),
antifangica (ROQUE et al., 2015), antioxidante contra estresse oxidativo e
nitrosativo, hipolipemiante (PAULA et al., 2005; FORNO et al., 2016) e angiogénica
(ARAUJO, 2015). Além de apresentar atividades citotoxicas em linhagens celulares
neoplasicas de melanoma, mama, ovario, rim, pulmao, préstata, coélon, leucemia
(EUZEBIO et al., 2009) e glioblastoma (HANSEN et al., 2012).

Os potencias antitumorais também puderam ser evidenciados na utilizacdo de
suas sementes, que por sua vez proporcionaram fungdes antiproliferativas em

linhagens celulares de leucemia mieldide crénica (PEREIRA et al., 2011), cancer de
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prostata (SPINDOLA et al.,, 2009), glioma, melanoma, carcinoma do célon,
carcinoma do pulmé&o, cancer de mama e de ovario; também n&o demonstrou fortes
efeitos citotoxicos em células mononucleares de sangue periférico (DUTRA et al.,
2012b). As sementes apresentaram também propriedades antimicrobianas,
leishmanicida (DUTRA et al., 2009a), cicatrizante dérmica (DUTRA et al., 2009b),
antiulcerogénica, anti-inflamatéria (DUTRA et al.,, 2009c), antinociceptiva e
antioxidante (DUTRA, 2008). Aléem disso, também apresentaram toxicidade potente
qguando expostas aos crustaceos Artemia salina.

As investigacBes cientificas também evidenciaram propriedades biolégicas
semelhantes em outras partes vegetais da sucupira branca, a exemplo de suas
cascas que apontaram atividades anti-inflamatéria, analgésica (MORAES et al.,
2009; MORAES et al., 2012), antibactericida e antifungicida (BUSTAMANTE et al.,
2010); assim como também de folhas que indicaram efeitos antileishmanicidas
(SILVA et al., 2014a) e antibacterianos (SANTOS et al., 2010). Essas suas ultimas
partes citadas tém muito menos registros na literatura quando comparadas com 0s
frutos e sementes.

Com relacdo a toxicidade, Sant’/Ana e colaboradores (2012) registraram um
surto de intoxicacao bovina causada pela ingestao acidental de folhas e frutos de P.
emarginatus, sendo que tal situacdo culminou na morte dos animais que
manifestaram os sinais clinicos de ericamento de pélos, apatia, prostracao, tremores
musculares, ressecamentos, incoordenacao e decubito esternal prolongado.

Quanto ao perfil fitoquimico das folhas de P. emarginatus, os principais
componentes ja identificados no seu o6leo essencial foram nove hidrocarbonetos
sesquiterpénicos: y-muuroleno, biciclogermacreno, acifileno, p-elemeno, E-
cariofileno, a-humuleno, a-copaeno, allo-aromadendreno e d-cadineno. Ja no extrato
etandlico bruto foi constatada uma mistura de esterdides estigmasterol e 3-sitosterol
(SANTOS et al., 2010). Enquanto que Miranda e colaboradores (2014), além de
encontrarem os esteroides (B-sitosterol e estigmasterol) no extrato etandlico das
folnas também evidenciaram a presenca de compostos flavonoides (luteolina,
kaempferol, quercetina, (+)-catequina, quercetina-3-O- a -L-rhamnopiranosideo e

rutina), sesquiterpénicos (rel-23, 6B-epoxi-5B-hidroxi-isodaucano, oplopanona, 1 3,
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6a-diidroxi-4(15)-eudesmeno, oxido de cariofileno, a-cadinol e espatulenol), feofitina
(feofitina A) e acido p-hidroxibenzoico.

Estes resultados estdo em concordancia com Cruz (2016) que estudando as
classes de metabdlitos secundarios do extrato etandlico das folhas de P.
emarginatus evidenciaram esteroides, triterpenoides, fendis, taninos, depsidios e
depsidonas. Ja no extrato hidroetandlico, os principais constituientes encontrados
foram luteolina-7-O-rutinoside, C, O-glicosilflavonas e di-C-glicosilflavonas, além de
saponinas em niveis mais baixos (NEGRI; MATTEI; MENDES, 2014). Contudo, até o
momento ndo se tem relatos detalhando os componentes existentes no extrato
aguoso das folhas de P. emarginatus e também nao ha trabalhos publicados na

literatura cientifica de sua aplicacao para sintese de AgNPs.

Figura 3: Fotos de uma arvore de P. emarginatus (a), flores de P. eAmarginatus (b), frutos de sucupira
branca (c) e 6leo de sucupira branca (d) (Fonte: CAMILLO et al., 2016).

1.5 Quercetina

Os flavonoides sao compostos polifendlicos amplamente distribuidos na
natureza e bastante conhecidos por suas propriedades antioxidantes. Eles sé&o
agrupados segundo suas estruturas quimicas em: flavonas, isoflavonas, flavan-3-ol
e antocianidinas, e até o momento ja foram reconhecidos mais de 4000 flavonoides
(VERMA; TREHAN, 2013).
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Dentro desse contexto, tem-se a quercetina (3, 3’, 4’, 5, 7 pentahidroxiflavona)
como representante do grupo dos flavondis (MAALIK et al. 2014). Esse flavonoide
pode ser facilmente inserido na dieta humana, uma vez que esta presente em varias
espécies de plantas as quais incluem frutas, hortalicas, ervas e sementes, como
maca, limdo, nozes, horteld, coentro, cebola, salva e couve-flor. E importante
conhecer onde a quercetina pode ser encontrada, pois seu valor nutricional é
atingido essencialmente por meio da ingestdo diaria de alimentos, o que desperta
interesse na industria alimenticia, nutracéutica e farmacéutica (ISLAM et al., 2013;
KAUR, 2013; VERMA; TREHAN, 2013; BASHA et al., 2014).

Assim se realga a importancia dietética de quercetina para expressado de seus
efeitos antioxidantes, como também de seus efeitos antivirais, anticancerigenos,
antimicrobianos (bacteriostética), anti-inflamatérios, neuroprotetores,
cardioprotetores, hepatoprotetores, protetores do sistema reprodutivo e
antiobesidade (ALAM et al., 2014; MAALIK et al. 2014).

Muitas das propriedades terapéuticas da quercetina se devem a atividade
antioxidante em células, tecidos e 6rgaos, sendo um poderoso agente de eliminacao
de radicais livres, evitando estados de estresse oxidativo (KARUPPAGOUNDER et
al.,, 2013; SCHADICH et al., 2016). Como consequéncia, manifesta atividades
neuroprotetoras em lesdao por reperfusdo de isquemia cerebral (ANNAPURNA,;
ANSARI; MANJUNATH, 2013), doencas neurodegenerativas de idade avancada
(KARUPPAGOUNDER et al. 2013), doenca de Alzheimer (TANGSAENGVIT et al.,
2013) e agente antiestresse (TIWARI et al., 2015).

Essa molécula também tem o papel de agente antihipertensivo ao reduzir a
pressédo arterial por meio na inibicdo da enzima conversora de angiotensina, auxiliar
na prevencdo da aterosclerose (KAUR, 2013), melhorar desequilibrios
hemodinamicos e metabdlicos induzidos por alta ingestdo de sal (OLALEYE et al.,
2014) e regular fatores mediadores da pressao arterial, como adesdo vascular,
resisténcia vascular periférica e volume sanguineo total (MARUNAKA et al., 2017).

Essa propriedade de inibicdo da atividade enzimatica e da prevencdo da
acumulacdo de espécies reativas de oxigénio realizada pelos flavonoides, como a
quercetina, os tornam candidatos favoraveis para serem explorados também como

um novo género de drogas anticancerigenas, sendo que entre 0s tipos de
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flavonoides a estrutura dos flavonois é mais conveniente do que as flavonas em
relacdo a afinidade de ligacdo da catalase e demais enzimas. Alguns dos fatores
gue podem influenciar na ligacdo e na inibicdo € o numero de hidroxilas presentes
na estrutura (MAJUMDAR; DAS; SAHA, 2017).

Nesse contexto, a quercetina € reconhecida por ser um polifenol que
proporciona inibicdo do crescimento de muitos tipos de tumores com acgao
reconhecida em células neoplasicas de cabeca, de pescoco (CHANG et al., 2013) e
de préstata. Aléem de ndo apresentar toxicidade frente as células ndo neoplasicas
mesmo em grandes doses e manifestar relevantes efeitos quimioterapéuticos e
quimiopreventivos (YANG et al., 2015).

Esse flavonoide proporciona também inibicdo de enzimas que ativam agentes
cancerigenos e alteracdo dos caminhos de transducdo de sinal, ao interagir com
receptores de células regulatérias, apresentando potencial para tratamento do
cancer via antiangiogénese (BASHA et al., 2014).

Esse flavonoide natural também tem efeitos benéficos em o6rgdos como
pulmdes e figado, manifestando atividade pneumoprotetora contra fibrose pulmonar
(VERMA et al, 2013) e esteatohepatite (SURAPANENI et al, 2014),
respectivamente. Sua acdo hipoglicémica também tem consequéncia na
estabilizacdo da secrecao prolongada de insulina (MUKHOPADHYAY; PRAJAPATI,
2015).

Outra caracteristica da maioria dos flavonoides € a de serem agentes
quelantes de metais. Um exemplo € o complexo quercetina-térbio, este por sua vez
apresentou habilidade de doar atomos de hidrogénio que vieram a reagir com
radicais livres; no entanto, tal acdo quelante diminuiu o potencial redox do complexo
guercetina-metal (DOLATABADI et al., 2014). Outro modelo € o complexo
quercetina-magnésio, que apresentou atividade antioxidante aprimorada em relacdo
a quercetina livre (GHOSH et al., 2017). Tais complexos sdo considerados uma
classe de farmacos naturais que cada vez mais vém despertando interesse
farmacoldgico. fons metalicos como Fe?*, Co?*, Ni**, Cu®*" e Zn** podem formar
complexos com a quercetina, no entanto, & importante mencionar que suas
estabilidades sao estritamente dependentes dos ions metalicos utilizados (LIU;
GUO, 2015).

35



A quercetina apresenta caracteristicas intrinsecas de uma molécula com
propriedades adequadas para exercer papel de farmaco, como € o caso da baixa
toxicidade e da boa absortividade e afinidade de ligacdo com o receptor (ISLAM et
al., 2013). No entanto, alguns inconvenientes limitam as suas aplicacdes
terapéuticas, como € o caso da sua biodisponibilidade oral, solubilidade aquosa e
permeacdo baixas, digestdo gastrointestinal e metabolismo dentro do corpo rapidos
e taxa de metabolismo de primeira passagem alta (NAM et al., 2016).

Assim, diversos tipos de veiculos nanotecnolégicos vém se mostrando
promissores em contornar tais limitagdes, como € o caso da incorporacdo desse
flavonoide em nanoformulacdes de polimeros, lipossomas, quitosana e silica (NAM
et al., 2016). Outros transportadores nanoestruturados que também veicularam
guercetina apresentam origens lipidicas (HUANG et al.,, 2017b), poliméricas
biodegradaveis (MUKHOPADHYAY; PRAJAPATI, 2015) e metélicas (DAS et al.,
2013b).

Dessa maneira, a nanotecnologia surgiu como uma ferramenta para producao
de sistemas visando melhorar as propriedades da quercetina e conforme
mencionado por Hao e colaboradores (2017), o encapsulamento desse metabdlito
secundario em lipossomas revestidos de quitosana melhorou a protecdo do
flavonoide contra a degradacdo, aumentou sua biocompatibilidade, favoreceu sua
estabilidade de armazenamento e atividade antioxidante, bem como aumentou sua
dissolucdo. Outro caso € da quercetina encapsulada em nanoestruturas de beta-
lactoglobulina e alginato de sdédio que alcancou maior protecdo, com liberacao
sustentada no fluido intestinal, mas ndo no fluido géastrico, servindo de uma boa
oportunidade para incorporacdo no campo dos nutracéuticos (MIRPOOR et al.,
2017).

Podem ser destacados também como efeitos produzidos por nanoestruturas
contendo quercetina a manifestacdo de atividades antiproliferativas em diversos
tipos de células cancerigenas (NAM et al.,, 2016), atividade antiedematosa
(HADRICH et al., 2016), cicatrizacdo de feridas elevada, biocompatibilidade 6tima na
presenca de fibroblastos e excelente atividade bactericida, com possibilidade de
direcionamento para engenharia de tecidos (VEDAKUMARI et al., 2017). Além de
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também apresentar propriedades indicadoras de pH, serem altamente fluorescentes
e antioxidantes (PATRA et al., 2017).

Além da quercetina também se tém demais exemplos da utilizacdo de
metabdlicos isolados para producdo de nanossistemas, como é o caso da producao
de AgNPs a partir da reducdo de ions prata pelas moléculas de acido ascérbico
(vitamina C) (MATOS, 2016) e certamente o uso de quercetina como agente redutor
e/ou estabilizante de AgNPs constitui uma abordagem bastante promissora em

processos de sintese verde.

1.6 Aplicagdes das nanoparticulas de prata em areas biomédicas

Em relacdo aos campos de aplicacao para as AgNPs € importante considerar
gue de acordo com suas caracteristicas de tamanhos, formas, cargas e etc, sao
determinadas as aplicagcbes mais apropriadas, e portanto essa diversidade de
parametros € de grande interesse para industria (ABBASI et al., 2016).

Produtos contendo AgNPs estdo sendo bastante utilizados no setor comercial
de desodorantes, sabfes, detergentes, desinfeccdo de ambientes, sistemas
sanitarios, filtros de &gua, preservacdo e armazenamento de alimentos,
revestimentos téxteis (MANJUMEENA et al., 2014; BALLARIN et al., 2015; ABBASI
et al., 2016), cosméticos, tintas, mecanica, emissores de luz, indUstria quimica
(REMYA et al., 2017) e tratamentos de poluentes ambientais (propriedade catalitica)
(MATA; NAKKALA; SADRAS, 2015b).

Além disso, o uso de AgNPs é bem explorado na area de eletrbnica com
filmes eletrbnicos transparentes, condutores, fibras, eletrodos e peliculas finas
flexiveis com células solares (HAIDER; KANG, 2015); assim como também as
propriedades Opticas diferenciais das AgNPs permitem suas detec¢des em limites
muito baixos, por meio de varios métodos como colorimétrico e SERS, o que
oportuniza suas aplicacbes para deteccoes e imagens (SHENASHEN; SAFTY;
ELSHEHY, 2014).

No tocante as aplicagbes biomédicas, a estabilidade coloidal e a
biocompatibilidade nos ambientes biologicos sédo fatores importantes a serem
considerados (ZARSCHLER et al., 2016). J4 existem exemplos de aplicacbes das
AgNPs na ciéncia molecular (HAIDER; KANG, 2015), em medicac¢des locais
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especificas (GOYAL et al.,, 2016), sensores para diagnosticos de doencgas,
detectores de metais pesados e produtos quimicos e biolégicos (KIRUBAHARAN et
al., 2012; SHENASHEN; SAFTY; ELSHEHY, 2014; KAHN et al., 2015), entrega de
drogas (AUSTIN et al., 2014), radioterapia (WU et al., 2015) e catalisadores para
reducdo de corantes, como o azul de metileno (EDISON; SETHURAMAN, 2012).
Também ja foram comprovadas suas atividades antimicrobianas, antiparasitarias e
antifingicas contra uma vasta gama de microrganismos (SRIKAR et al., 2016).

Exemplos individuais sdo destacados nas atividades antiplasmodiais
(tratamento da malaria), antivirais com acdo na inibicdo do virus da dengue
(BENELLI, 2016b), HIV (human immunodeficiency virus), hepatite B e influenza (WEI
et al., 2015), assim como em revestimentos antibacterianos para aplicacdes clinicas
em curativos de feridas e queimaduras, catéteres, implantes cardiovasculares,
ortopédicos e compdésitos dentarios para prevencoes (HE et al., 2016).

Também podem ser encontradas AgNPs sintetizadas por rotas verdes que
apresentam atividades biolégicas marcantes, como os efeitos larvicidas frente as
larvas dos mosquitos vetores da malaria, dengue e encefalite japonesa
(GOVINDARAJAN et al., 2016), antiangiogénicos (BAHARARA et al.,, 2014) e
citotéxicos (KATHIRAVAN; RAVI; ASHOKKUMAR, 2014).

Embora seus mecanismos de agbes ainda n&o estejam complemente
esclarecidos, ja ha uma evolucdo nessa direcdo, pois alguns relatos na literatura
relacionam tais efeitos com a capacidade de liberacédo dos ions de prata, producéo
de radicais livres ou espécies reativas de oxigénio (EROSs), interacbes com lipideos,
proteinas e DNA que culminam em danos oxidativos nas membranas celulares,
organelas e nucleo, tendo consequéncias toxicas, inflamatorias e mortes celulares
por necrose ou apoptose (DURAN et al., 2016).

No entanto, mesmo frente aos benéficos ja atestados pela utilizacdo de
AgNPs, alguns inconvenientes foram evidenciados pelas suas exposicoes
excessivas, como descoloracdo da pele ou dos olhos (DRAKE; HAZELWOOD,
2005), danos as células epiteliais (STOEHR et al., 2011), danos ao DNA,
perturbacdes genéticas e alteracbes metabdlicas. A toxicidade das AgNPs esta

relacionada aos seus tamanhos, formas, frequéncias de exposi¢des, concentragoes,
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métodos de sinteses, agentes de coberturas, tipos celulares e organismos teste
(WEI et al., 2015; SILVA; LUQUENO; VALDEZ, 2016).

Assim, com o intuito de minimizar as chances de rea¢des imunes ou efeitos
colaterais adversos, diversos aspectos devem ser considerados em relacdo as suas
aplicacbes em pesquisas clinicas, como as fontes materiais utilizadas, métodos de
sintese  selecionados, estabilidade, liberacdo controlada, biodistribuicéo,
bioacumulacao, efeitos a curto e em longo prazo, toxicidade para 0s seres vivos e
meio ambiente (ZHANG et al., 2016).

1.6.1 Atividade citotéxica e melanoma

Uma das tematicas mais estudadas atualmente na chamada nanomedicina &
a eventual citotoxicidade das AgNPs (HAIDER; KANG, 2015). Sabe-se que varias
propriedades fisicas e quimicas desse nanomaterial influenciam nos seus potenciais
efeitos citotoxicos e demais atividades biologicas, tais como: tamanho, forma,
morfologia, composicéo, cobertura, estado de aglomeracéao, dissolucéo, reatividade,
taxa de liberacdo dos ions prata e tipo celular. E ainda que quanto menores as
particulas, maiores serdo suas areas superficiais relativas e também os seus
potenciais efeitos téxicos devido a reatividade aumentada (JOHNSTON et al., 2010;
PARK et al., 2011; POWERS et al.,, 2011; LOZA et al., 2014). Tais toxicidades
tornam as AgNPs promissoras no tratamento de canceres humanos (WEI et al.,
2015) e as suas respostas celulares frente as exposicées dependem, entre outros
fatores, da dose e do tempo de exposicdo (GAILLET; ROUANET, 2015).

As acles anticancerigenas das AgNPs muitas vezes sao atribuidas as suas
capacidades de comprometerem as membranas celulares, gerarem EROs e pela
acdo dos jons Ag’ deteriorarem as proteinas e o DNA. Assim, tém despertado
interesse em aplicacbes nos tratamentos de leucemia, carcinoma hepatocelular,
cancer de pulméo e carcinoma oral (WEI et al., 2015). Além desses, AgNPs tiveram
seus efeitos citotdxicos in vitro comprovados contra linhagens celulares de cancer de
c6lon humano COLO 205 (MATA; NAKKALA; SADRAS, 2015a), adenocarcinoma
humano HT-29 (ARUNACHALAM et al., 2015), cancer de mama humano (MCF 7)
(RAMAR et al., 2015) e melanoma (RIVERA et al., 2013).
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Além das AgNPs, alguns outros nanossistemas também tém desempenhado
atividades citotéxicas frente as linhagens celulares de melanoma, como
nanoparticulas de cobre (CHAKRABORTY; BASU, 2017) e de oxido de zinco
(ALARIFI et al., 2013). As atuacbes em casos de melanoma metastatico também
podem ser obtidas com as nanoconchas de ouro (BEAR et al., 2013), nanoparticulas
de gadolinio (KOTB et al., 2016) e de policaprolactona revestidas com quitosana
(NECKEL et al., 2015).

Os melanomas sdo tumores originados por proliferacbes e diferenciactes
malignas dos melandécitos que podem se manifestar em lesGes pigmentadas ou em
regides de pele normal. Os principais fatores de risco associados a essa neoplasia
S80 a exposicao excessiva ao sol, pele branca, fatores genéticos, histéria familiar de
cancer de pele, xeroderma pigmentoso e nhevos congénitos e displasicos
(CASTILHO; SOUSA; LEITE, 2010).

Ainda que esse tipo de cancer seja mais frequente em individuos adultos e
brancos, e embora seja o de menor incidéncia entre os canceres de pele, ele
merece atencao clinica especial pelo seu potencial agressivo elevado e metastatico,
0 que justifica sua letalidade alta. Além disso, é considerado o tumor de maior
evolucdo no nimero de registros das ultimas décadas (TROTTER et al., 2013).

Com relacdo a localizacao, além da pele, o melanoma pode surgir nas outras
mucosas, nos olhos e no sistema nervoso; podendo receber diferentes
classificacfes, dentre elas a de melanoma superficial, nodular, lentigo maligno e
acral lentiginoso (VOLKOVOVA et al., 2012).

A progressdo desse tumor acontece primeiramente de forma horizontal, ou
seja, espalhando-se superficialmente sobre a pele, tendo a possibilidade de atingir a
derme papilar superior. No entanto, a multiplicacdo desordenada dessas células
neoplasicas eleva o potencial invasivo da doenca para tecidos adjacentes,
propiciando a progressao vertical e aumentando as chances de metastases para os
ganglios linfaticos e demais 6rgdos (ALONSO et al., 2004; FAURI et al., 2010).

O prognostico dependerd do estagio de evolugdo da lesdo quando esta &
detectada, de modo que a probabilidade de sobrevivéncia dos pacientes na fase
precoce é superior a 90%, 60% no estagio Il e 10% no estagio lll, sendo até mesmo
fatal no estagio IV (MUELLER; BOSSERHOFF, 2009).
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Assim, 0 estagio evolutivo do melanoma, juntamente com o seu grau de
invaséo e subtipo tumoral sdo elementos imprescindiveis para a escolha terapéutica,
que por sua vez baseiam-se na remocao cirlrgica da area afetada e dos tecidos
circundantes, quimioterapia, radioterapia ou terapia biologica (imunoterapia). Tais
procedimentos podem ser adotados de forma isolada ou associados (GARBE et al.,
2010) e a nanotecnologia tem surgido como uma area promissora no que tange a

novas estratégias terapéuticas para melanomas.

1.6.2 Atividades antioxidante e hemolitica

O corpo humano produz defesas antioxidantes enzimaticas e ndo enzimaticas
capazes de neutralizar as ameacas de radicais livres e demais oxidantes, evitando o
estresse oxidativo (ALAM; BRISTI; RAFIQUZZAMAN, 2013). Entende-se por
estresse oxidativo a situacdo em que hd um desequilibrio entre a geracdo de
oxigénio e nitrogénio reativos e o potencial de defesa antioxidante. A impossibilidade
dos antioxidantes enddgenos em neutralizarem as EROs faz com que estas
danifiguem lipideos, proteinas e DNA, sendo que tais danos oxidativos podem estar
relacionados com inUmeras doencas cardiovasculares, neurodegenerativas,
neoplasicas e também com o envelhecimento (ALARCON; DENICOLA, 2013).

A ingestdo de alimentos com propriedades antioxidantes € muito importante
para promoc¢do da saude, principalmente os de origens naturais, como frutas e
vegetais. Exemplos de frutas conhecidas por serem fontes ricas em antioxidantes
sdo roma, manga, maca, laranja, batata, jabuticaba e jameldo (PARASHAR;
SHARMA; GARG, 2014). Algumas das classes de fitoquimicos encarregadas de
exercerem atividades antioxidantes s&o: diterpenos fendlicos (carnosol, acido
carnésico e rosmanol), flavonoides (quercetina, catequina, naringenina e
kaempferol), acidos fendlicos (acidos gélico, protocatecuico, caféico e rosmarinico),
pigmentos (antocianina e antocianidina) e 6leos volateis (eugenol, carvacrol, timol e
mentol) (BREWER, 2011).

Por outro lado, é possivel atestar também atividades antioxidantes elicitadas
por nanomateriais, como AgNPs (AZIZ et al., 2014), nanoparticulas de quitosana
recobertas com PLGA (acido latico-co-acido glicolico) (ALQAHTANI et al., 2015),
nanoparticulas de ouro (SATHISHKUMAR et al., 2016a) e nanoparticulas de 6xido
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de zinco (NETHRAVATHI et al., 2015), além de nanoemulsdes (HA et al., 2015) e de
lipossomas (FENG et al., 2016).

Os antioxidantes desempenham papel de agentes quelantes ao doarem ions
de hidrogénio para os radicais de oxigénio, proporcionando diminuicdo da oxidac&o
(PISOSCHI; POP, 2015). Ademais, a atividade antioxidante de um composto se d&
nao somente por sua capacidade em eliminar radicais livres e efeitos redutores,
como também por regular positivamente as defesas antioxidantes e as enzimas
desintoxicantes, modular a sinalizacdo das células redox e a expressao génica, além
de poder retardar, evitar ou suprimir a formacéo de radicais livres e o dano oxidativo.
No entanto, alguns fatores podem interferir na expressao dessa atividade, como
reatividade dos antioxidantes frente aos radicais livres, abundéancia de radicais livres
e liposolubilidade dos antioxidantes (ALARCON; DENICOLA, 2013).

Diversos métodos sdo adotados pra avaliar a atividade antioxidante, isso
acontece por meio de métodos quimicos, celulares e com organismos vivos (animais
e humanos). Os métodos in vitro com substancias quimicas, em geral, envolvem a
eliminacdo de radicais livres estaveis, reducdo de ions metalicos, métodos
competitivos e oxidacdo de LDL (lipoproteinas de baixa densidade). Exemplos disso
séo o0s ensaios para medir o potencial de eliminagdo de DPPH (2,2-difenil-1-picril-
hidrazila), H,O, (perdxido de hidrogénio), Oxido nitrico, peroxinitrito e radical
hidroxila; potencial de reducédo da oxidacao férrica e cuprica, fosfomolibdénio, acido
tiobarbitlrico, xantina oxidase; e atividade quelante de metais. Nos modelos com
organismos vivos (vertebrados), a medida normalmente ocorre com testes de
capacidade de reducdo férrica do plasma; estimativas de glutationa reduzida,
redutase, peroxidase, S-transferase, além de ensaios de dosagens de superdxido
dismutase, catalase e peroxidacao lipidica e LDL (lipoproteina de baixa intensidade)
(ALAM; BRISTI; RAFIQUZZAMAN, 2013).

Ensaios que avaliam a reducdo quimica de ions metalicos e consequentes
formacdes de nanoparticulas como indicativo de atividade antioxidante também
constituem uma opc¢ao analitica eficiente para amostras de extratos vegetais, ervas,
chas, polifendis e vitaminas; visto que ha uma correlacéo entre a capacidade de um
composto em doar hidrogénios ou elétrons, reduzindo de ions metalicos e a

intensidade da manifestacdo de bandas de absorcdo de RPS, caracteristicas de
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nanoparticulas formadas. Situacées atestadas por Ozyiirek e colaboradores (2012) e
Scampicchio e colaboradores (2006) ao observarem 0s maiores potenciais
antioxidante de compostos de reduzirem ions prata e ouro, respectivamente, nos
maiores rendimentos para formacao de nanoparticulas de prata e ouro.

Por outro lado, as avaliagdes das atividades antioxidantes celulares ocorrem
por meio de andlises das manifestacdes de enzimas antioxidantes e das inibicoes de
enzimas pro-oxidantes, assim como a ativacdo ou a supressao de fatores da
transcricdo redox (ROY et al., 2009; SONG et al., 2010).

Sob outra perspectiva, a avalicdo da atividade hemolitica constitui outro teste
muito importante de ser realizado, principalmente quando se almeja aplicacbes de
substancias e nanomateriais em praticas clinicas, pois a biocompatibilidade e a
menor manifestacdo de efeitos colaterais adversos sdo considerados elementos
relevantes para o0 sucesso da acdo terapéutica, sendo a hemdlise um dos
inconvenientes mais prejudiciais nesse sentido. A hemolise € um fenémeno
desencadeado pela interacdo de compostos com os eritrocitos, ocasionando danos
as suas membranas e consequente lise celular e liberacdo de hemoglobina. Uma de
suas implicacdes clinicas in vivo é a anemia, que uma vez estabelecida de forma
intensa pode ser fator de predisposicéo para patologias cardiacas, cardiovasculares
e pulmonares (JESWANI et al., 2015). Segundo Pavan e colaboradores (2014),
também ha uma forte ligacéo entre a atividade hemolitica e a inflamatéria.

Os mecanismos de hemodlise ndo estdo completamente esclarecido, até
porque pode ser desencadeado de diferentes maneiras, porém sabe-se que um dos
caminhos que levam as hemécias a entrarem em hemolise € o inchago osmatico,
caracterizado pelo aumento da permeabilidade das membranas a ions pequenos, o
gue ocasiona aumento de volume por influxo de agua em uma tentativa de equilibrar
a pressao osmotica celular, sucedendo para o rompimento fisico das hemacias
(LIJAKOVIC, 2015).

Algumas estratégias farmacotecnolégicas sao adotadas para evitar e/ou
reduzir que farmacos desencadeiem processos hemoliticos, como é o caso da
conjugacéao de polimeros (p. ex. peguilacéo), utilizacado de transportadores coloidais
(p. ex. micelas poliméricas) e hidrogeis, microencapsulagéo (p. ex. nanoemulsdes),

coadministracdo de agentes botanicos e modificacdo quimica-molecular dos
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farmacos. Dentre esses, na coadministracdo de agentes botanicos, as amostras
biol6gicas atuam de forma secundaria com a finalidade de proteger e fortalecer as
membranas eritrociticas (JESWANI et al.,, 2015). Extratos de plantas como
Clinacanthus nutans (PANNANGPETCH et al., 2007), Maytenus royleanus
(SHABBIR; KHAN; SAEED, 2013) e Psidium guajava (THEPHINLAP et al., 2013) ja
tiveram seus efeitos protetores de hemacias averiguados e por isso tém pesquisas
direcionadas para investigar os efeitos da coadministracdo de seus extratos com
compostos farmacoldgicos com potencial hemolitico. Em contrapartida, extratos
vegetais ricos em saponinas sdo desaconselhados, visto o potencial hemolitico
desse fitocomposto (AMINI et al., 2014).

Algumas nanoparticulas também apresentam expressivas atividades
hemoliticas, como as de 6xido de aluminio (VINARDELL et al., 2015) e a base de
albumina para entrega de fisetina (GHOSH et al., 2016). Ao tempo que nao foram
evidenciadas as mesmas rea¢cfes com nanoparticulas de PLGA (FORNAGUERA et
al., 2015) e dioxido de titanio (NATARAJ et al., 2014). Cho e colaboradores (2014)
verificaram que a capacidade hemolitica de nanoparticulas é associada aos seus
potenciais Zeta e ao seu estado de funcionalizagdo. Enquanto que Chen e
colaboradores (2015) e Raja e colaboradores (2016) relacionam a tendéncia em
lesionar células vermelhas aos tamanhos e as concentracfes dos nanossistemas,

respectivamente.

1.7 Aplicagdes da nanotecnologia em areas agricolas

As propriedades diferenciais dos nanossistemas também abrem um leque de
perspectivas para insercdo da nanotecnologia nas mais diversas areas da
agricultura, por proporcionar a melhora na producdo e no rendimento agricola
(HUANG et al., 2015) ao oportunizar o aperfeicoamento da qualidade e da
seguranca de alimentos e recursos naturais de modo sustentavel, diminuindo os
insumos agricolas, inserindo uma menor concentracdo de produtos quimicos no solo
e aumentando a oferta de nutrientes térreos. Além de ter como base minimizar os
danos aos solos, as aguas e saude dos manuseadores e futuros consumidores
(PRASAD et al., 2017).
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A inovagéo tecnologica da utilizagdo de nanomateriais na agricultura traz a
possibilidade de realizar o controle de pragas (p.ex. insetos e microrganismos) por
meio de nanopesticidas, viabiliza uma maior capacidade de absorver nutrientes com
os nanofertilizantes (CHHIPA, 2017), permite o diagnostico rapido de fitopatologias e
avalia o percentual de nutrientes, contaminantes e a qualidade do solo com
nanosensores e nanobiosensores (KUMAR; GULERIA; MEHTA, 2017); além de
serem utilizados em embalagens e rotulagem de alimentos
(BUMBUDSANPHAROKE; KO, 2015). Exemplos dos tipos de nanomateriais ja
empregados na agricultura sdo as nanoparticulas de ouro, ferro, prata, quitosana,
argila, oxido de zinco, dioxido de titanio, silica; os nanotubos de carbono; os
nanocompoésitos em geral; e diversas substancias nanoencapsuladas (PETERS et
al., 2016).

Ha também a importancia de se pesquisar a biodisponibilidade e a
durabilidade dos nanopesticidas e nanomateriais aplicaveis a agricultura de uma
maneira geral, suas toxicidades e seus efeitos sobre a salude humana e o meio
ambiente, para exploracdo desses recursos tecnolégicos de forma mais segura e
sustentavel (KAH; HOFMANN, 2014).

1.7.1 Controle de fitonematoides por recursos nanotecnol6gicos

Nesse contexto surgiu a possibilidade de utilizar recursos nanotecnoldgicos
para tentar minimizar os obstaculos advindos das escolhas terapéuticas empregadas
para controle de nematoides, visto que 0s métodos existentes ndo sao muito
eficientes. A utilizacdo de nanomateriais traria as vantagens de apresentarem
tamanhos pequenos, relacdo superficie/volume grande e proporcionarem uma
liberacao lenta, controlada e direcionada de ativos por um periodo mais prolongado.
Ja se tem a comprovacao que diversas nanoparticulas exibiram efeitos expressivos
contra fitopatologias provocadas por bactérias, fungos e nematoides (BHAU et al.,
2016; SANTIAGO; SILVA, 2017).

A proposta da inser¢éo da nanotecnologia no manejo de nematoides objetiva
proteger os agentes nematicidas da degradacdo e melhorar suas solubilidades,
permeabilidades e estabilidades, além de diminuir o uso indiscriminado de pesticidas

convencionais, pelo propésito de reduzir as doses de aplica¢des, o que minimiza 0s
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impactos sob o meio ambiente e a exposicdo humana, conferindo uma
administracdo mais segura (NURUZZAMAN et al, 2016). A aplicacdo desses
nanossistemas € considerada deveras promissora, uma vez que possibilita uma
permeacdo superior através da cuticula do fitoparasita com liberacdo lenta e
controlada de principios ativos nos alvos. Além disso, nanomateriais constituem uma
formidavel opgdo para o carreamento de pesticidas hidrofébicos e instaveis em
condicbes experimentais normais, dependendo dos materiais utilizados para
produzir as nanoparticulas (XU et al., 2014).

Alguns exemplos de substancias que tiveram sucesso para
nanoencapsulagao de substancias e no controle de pragas na agricultura sdo os
polimeros, silica porosa e argila (NURUZZAMAN et al., 2016), como € o caso das
nanoparticulas poliméricas fungicidas (XU et al., 2014) e as nanocapsulas
nematicidas contendo lansiumamida B contra Bursaphelenehus xylophilus e
Meloidogyne incognita (YIN et al., 2012); além das nanoparticulas de 6xido de
grafeno testadas contra M. incognita (GUROO et al., 2016).

A avaliacdo nematicida de nanossistemas contra Meloidogyne spp. também
foi realizada com nanoparticulas de 6xido de silicio (SiO,NP), que por sua vez ndo
apresentaram capacidade de promover a mortalidade de M. incognita juvenis de
segundo estagio (J2); com nanoparticulas de Oxido de titanio (TiO,NP) que se
mostraram ineficientes para esta atividade, sendo capazes de promover uma
mortalidade de J2 inferior a 5%; enquanto que AgNPs foram responsaveis pela
mortalidade de 100% dos individuos J2. Nos testes em solo contendo plantas de
tomate (Solanum lycopersicum) como modelo vegetal infectado, foi provado que
tanto AQNPs como as TiO,NP controlaram a infeccdo por M. incognita. Também
foram certificados efeitos toxicos dessas nanoparticulas em tomateiros ao
observarem diminuices de raizes, caules e pesos dessas plantas (ARDAKANI,
2013).

Esses resultados corroboram com aqueles obtidos por Cromwell e
colaboradores (2014) que comprovaram os efeitos de AgNPs, sintetizadas por via
guimica, de inativarem os J2 de M. incognita em 6h e apresentarem atividade
nematicida em solo, contendo dois tipos de gramineas (Cynodon dactylon e C.

transvaalensis) infectadas com M. graminis, ao diminuirem significativamente a
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quantidade de J2 e reduzirem a formacao de galhas, além de elevarem a qualidade
das gramineas e nado induzirem toxicidade para as plantas.

Nesse contexto, € importante destacar a importancia da utilizacdo de
tecnologia verde para producdo de sistemas nanométricos para controle de pragas
agricolas, uma vez que tal abordagem tem como proposta trazer uma contribuicdo
importante para reducéo de riscos ambientais e exposicdo humana (NURUZZAMAN
et al.,, 2016). De modo que as nanoparticulas metalicas sintetizadas por vias
biolégicas surgem como uma estratégia promissora para aplicacoes nematicidas,
como foi relatado por Nassar (2016) ao observar a atividade nematicida marcante de
AgNPs produzidas por extratos de Urtica urens contra ovos e larvas (J2) de M.
incognita.

As AgNPs produzidas a partir do extrato aquoso bruto da microalga verde
Parachlorella kessleri também se destacaram ao matarem 100% dos M. incognita J2
(HAMED et al., 2016). Em tratamentos de solo, esses efeitos foram perpetuados
com AgNPs sintetizadas com extratos de algas, Ulva lactuca e Turbinaria turbinata,
ao ser constatada diminuicdo das populagdes de M. javanica (J2) presentes em
berinjelas cultivadas em estufas. Além disso, os tratamentos propiciaram o melhor
crescimento e sem causar toxicidade para as plantas (ABDELLATIF; HAMOUDA,
ANSARY, 2016). Ademais, Sharaf e colaboradores (2016) relataram aumento das
concentracdes de clorofila em tomateiros infectados por M. incognita e tratados de
maneira eficaz com AgNPs biossintetizadas por Streptomyces cyanoalbus.

1.7.2 Atividade nematotdxica e Meloidogyne incognita (nematoide de galha)

A infeccdo por nematoides ataca em algum nivel praticamente todas as
espécies de plantas cultivadas, sendo hoje considerada a maior causa bidtica de
estresse vegetal e de perdas de colheitas. Nematoides estdo difundidos globalmente
e tém nas raizes os seus principais alvos, locais em que muitos deles desencadeiam
as formacdes de estruturas celulares complexas, denominadas de galhas, sendo
assim conhecidos por nematoides das galhas. No entanto, podem estar presentes
em diferentes partes das plantas (BIRD; KALOSHIAN, 2003; GAO et al., 2016).

S&0 organismos pequenos, transparentes e as fémeas adultas apresentam

formato de péra com a ponta um pouco retorcida, enquanto os machos adultos séo
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vermiformes (ONKENDI, 2012; SHAHAZAD; HUSSNAIN, 2013). Dentre os
nematoides de plantas (fitonematoides), o género Meloidogyne € o mais bem
sucedido fitoparasita de todo mundo. De acordo com a classificacdo taxonémica, 0s
nematoides de galhas pertencem ao Dominio Eukaryota, Reino Metazoa, Filo
Nematoda, Classe Chromadorea, Ordem Tylenchida, Superfamilia Tylenchoidea,
Familia Heteroderidae e Género Meloidogyne (ABAD et al., 2003).

Nematoides pertencentes ao género Meloidogyne tém como plantas
hospedeiras monocotiledéneas, dicotileddneas-lignosae, dicotiledéneas-herbaceas e
gimnospermas, contudo, os seus alvos sdo variaveis entre as diversas espécies do
género Meloidogyne (RATHORE; TIWARI, 2017). A espécie Meloidogyne incognita
parasita plantas cultivadas e até silvestres incluindo arvores frutiferas, cereais,
vegetais e flores ornamentais. Esse parasitismo interfere significativamente na
producdo de quiabo (MUKHTAR; HUSSAIN; KAYANI, 2017), cenoura (BONTEMPO
et al., 2017), tomate (SAAD et al., 2017), berinjela (HUSSAIN et al., 2015), algodé&o
(SILVA et al., 2014b), soja (ROCHA et al., 2015), beterraba (NAGDI; YOUSSEF,
2015), batata (HAMIDA et al.,, 2016), entre outras. Representa, assim, um dos
patbgenos mais danosos para a agricultura e a horticultura. Em relacdo aos
aspectos econdbmicos, as perdas anuais a nivel global em decorréncia dos
nematoides fitoparasitas sédo em torno de bilhdes de ddlares anuais (MENDY et al.,
2017).

Ademais foi documentado por Ntidi e colaboradores (2016) que ervas
daninhas presentes em estufas, campos e jardins também estdo servindo de
hospedeiras para M. incognita, e que uma vez constatada essa infeccdo é
necessario realizar sua pronta retirada.

No ciclo celular de M. incognita, apdés a eclosdo dos ovos, estes se
transformam no estadio de juvenis J2 (vermiforme) que tem predilecdo por adentrar
as suas zonas de alongamento das raizes ou as suas regides de emergéncias
laterais. Posteriormente, eles se movimentam entre as células em direcéo ao cilindro
vascular, desencadeando processos de hiperplasia e hipertrofia dessas células
vegetais, fendbmenos fundamentais para as organiza¢cdes dos sitios de alimentacéo e
as formacbOes de galhas. Os nematoides sdo dependentes dessas estruturas

formadas durante todas as etapas do seu desenvolvimento. Se por ventura o sitio de
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alimentacdo se tornar ndo funcional, o nematoide morrerd (BIRD, 2004; ESCOBAR
et al., 2015).

Nesse contexto, as células secretoras das glandulas de M. incognita exercem
a funcao importante de liberar proteinas efetoras nas plantas hospedeiras deixando-
as mais susceptiveis, sendo que tais proteinas facilitam o parasitismo e manipulam
diversos fatores vegetais (RUTTER et al.,, 2014), além da acdo enzimatica
degradante facilitar o acesso parasitario as paredes celulares das raizes dos
hospedeiros juntamente com a perfuracdo mecanica. A liberacdo dessas secrecoes
ocorre por meio do estilete (aparato bucal) e também estd correlacionada com a
inducdo da diferenciacdo das células de alimentacdo, também chamadas de células
gigantes (FAVERY et al., 2016).

As etapas seguintes sdo crucias na relacdo parasita-hospedeiro e estédo
relacionadas com transformacgdes drasticas. E quando ap0Os trés mudas eles se
transformam em adultos, e os machos saem das raizes, ao mesmo tempo que as
fémeas permanecem e produzem grandes massas de ovos que serdo depositados
fora do tecido radicular (NGUYEN et al., 2014). Esses parasitas se reproduzem por
partenogénese meidtica facultativa ou partenogénese mitética obrigatdria, o que
garante seu rapido aumento dos niveis populacionais (SERENO; DANCHIN, 2014),
além do seu tempo de geracédo ser inferior a 2 meses (GOVERSE et al., 2000).

Outro fato interessante sobre os estadios de vida do M. incognita é que em
cada fase eles produzem certos tipos metabdlitos. Os ovos realizam mais
abundantemente a glicélise e expressam grande quantidade de metabdlitos
associados ao metabolismo energético; nos J2 ha uma maior taxa metabdlica que
estd relacionada com a formacdo de tecido, mobilidade e neurotransmisséao;
engquanto que os estadios J3 e J4 apresentam perfis semelhantes com expressfes
de metabdlitos mais direcionados para 0 metabolismo de aminoacidos e do ciclo de
ureia. Ja nas fémeas os metabdlitos sé@o referentes a homeostase celular e sintese
de acidos nucléicos (SUBRAMANIAN et al., 2017).

O principal sintoma da patologia causada por M. incognita € a formacgéao de
galhas nas raizes de hospedeiros susceptiveis proporcionando danos a essas
estruturas vegetais. O resultado direto disso é o prejuizo na absorcao de nutrientes,

gue faz com que as plantas figuem desnutridas, fracas, com rendimento baixo,
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reducBes das biomassas e componentes bioativos de raizes e folhas, diminuicdo do
perfilhnamento, amarelecimento, murchamento e crescimento retardado. As plantas
mais jovens sao em geral mais vulneraveis que as mais velhas (SAIKIA; TIWARI,
PANDEY, 2013; KYNDT; FERNANDEZ; GHEYSEN, 2014; HUSSAIN et al., 2015;
SHARMA; SHARMA, 2015).

Além disso, as raizes das plantas danificadas pelos fitonematoides ficam mais
propensas ao acometimento por outras infeccfes secundarias como fusariose, que é
causada pelo fungo Fusarium oxysporum. Esse fato tem por consequéncia o
agravamento na saude das plantas e reducdo das suas tolerdncias ao estresse
ambiental (MEENA et al., 2015).

Uma postura fundamental para o éxito no manejo desses fitoparasitas é a sua
correta identificacdo. Exemplos de métodos direcionados para essa finalidade
analisam aspectos morfologicos, bioquimicos (p. ex. fendtipo de esterase) e
moleculares (p. ex. PCR - reacdo em cadeia da polimerase, com iniciadores
especificos de espécies) (AYDINLI; MENNAN, 2016); assim como investigar a
diversidade genética, os mecanismo de parasitismo, as agressividades e as
viruléncias das espécies de Meloidogyne presentes nas plantacées também séo de
suma importancia para o planejamento das abordagens de controle (ONKENDI et
al., 2014; MATTOS et al., 2016).

No Brasil, os esquemas geralmente adotados para manejo dessa parasitose
sdo: rotacdes de culturas, nematicidas quimicos, agentes bioldgicos, antagonistas
naturais e pousios. Nesse cenario visualiza-se gradativamente a substituicdo de
nematicidas quimicos por produtos biol6gicos, solarizacdo, cultivares resistentes
(geneticamente modificadas) e alteracdes organicas do solo (BARBARY et al., 2015;
NAGARAJU, 2016; BONTEMPO et al., 2017; MUKHTAR et al., 2017).

Todavia, existem teorias recentemente difundidas que acreditam que a néo
utilizacdo de nematicidas no campo resultard em mais perdas agricolas e um
exemplo de nematicida quimico € o brometo de metilo (ONKENDI et al., 2014). O
uso de nematicidas quimicos € o procedimento mais utilizado por oferecer solucao
rapida para o controle de nematoides, mas estes tém custos altos, ndo sao
ambientalmente amigaveis e tém acOes sobre microrganismos nao alvo, fauna e

flora existente ao redor, podendo também contaminar as aguas subterraneas e
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diminuir o 0zénio atmosférico. Assim, h& necessidade de novas medidas de controle
dessa parasitose e de investigacfes dos seus riscos ambientais e sanitarios
(PEREIRA et al., 2015). Para mais, os residuos dos pesticidas estdo relacionados
com neoplasias, patologias hepaticas, hipertenséo, etc, implicando em riscos para
saude dos agricultores e de consumidores dos produtos agricolas (MUKHTAR,;
KAYANI; HUSSAIN, 2013).

Uma abordagem que vem sendo estudada € a utilizacdo de fitonematicidas, ja
gue eles tém seus mecanismos de acfes nematicidas e/ou nematostaticos voltados
para suprimir as densidades populacionais dos nematoides baseado na quimiotaxia,
comprometimento da motilidade juvenil, inibicdo da eclosdo dos ovos e mortalidade
dos juvenis por paralisia (CABONI et al., 2015). Exemplos disso sdo extratos de
Armoracia rusticana (AISSANI et al.,, 2013), de Cannabis sativa (MUKHTAR,;
KAYANI; HUSSAIN, 2013), de Canavalia ensiformis (ROCHA et al., 2017) e dos
extratos das raizes e caules de Fumaria parviflora, sendo que as acdes nematicidas
desses Uultimos podem esta atribuidas as presencas de alcaloides, flavonoides,
glicosideos, taninos, saponinas, esteroides e fendis (NAZ et al., 2013).

Tém-se na literatura relatos de fitoquimicos naturais que atuam de forma
antagonista aos nematoides fitoparasitas. I1sso porque sdo compostos encontrados
em plantas contendo politienilos, isotiocianatos, glucosinolatos, glicosideos
cianogénicos, poliacetilenos, alcaldides, lipideos, terpenoides, sesquiterpenos,
diterpenos, quassinoides, esteroides, triterpenoides, fendlicos simples e complexos.
Podem ser identificados compostos antagonistas de nematoides também em algas e
fungos. Esses estudos revelam que o emprego de fitoquimicos na agricultura,
embora ndo seja muito rentavel, sinaliza um potencial promissor. Outra diferenca
entre os pesticidas fitoquimicos e os nematicidas quimicos tradicionais é que 0s
primeiros podem apresentar, em sua maioria, maior seguranga para 0 meio
ambiente e os seres humanos. A agéncia de protecdo ambiental dos EUA exige uma
guantidade menor de dados para registrar um pesticida fitoquimico tradicional e com
menores custos (JANG et al., 2016; CHITWOOD, 2002).

Por outro lado, agentes microbianos também sao escolhas mais seguras e
baratas para o controle bioldgico de nematoides, é o caso da ado¢ao dos microbios

rizosférico Bacillus megaterium, Glomus intraradices e Trichoderma harzianum
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(GUPTA et al.,, 2015); além do fungo Pochonia chlamydosporia (VIGGIANO;
FREITAS; LOPES, 2014) e biofertilizantes a base de bactérias fixadoras de
nitrogénio, fosfato e potassio (YOUSSEF; EISSA, 2014).

O emprego do manejo organico também € uma técnica de custo baixo que
acentua a proliferagdo de microrganismos que por sua vez agem como antagonistas
para os fitoparasitas, além da decomposicdo da matéria organica lenta propiciar o
depdsito de compostos especificos que tém efeitos nematicidas, o que leva a
protecdo dos cultivos e minimizacdo dos riscos ambientais (AKRAM et al., 2016;
ODEYEMI et al., 2016).

O cultivo de plantas geneticamente modificadas e resistentes também
constitui uma outra op¢do na tentativa de diminuir a reproducdo de nematoides e
suas densidades populacionais, sem ameacar 0 meio ambiente e o0s
agroecossistemas, oferecendo custos inferiores as demais medidas de controle
(HUSSAIN; MUKHTAR; KAYANI, 2014).

Entretanto, o aparecimento de variedades resistentes torna as diversas
medidas de controle ineficazes, o que coloca em risco a seguranca alimentar. Outro
problema é que muitos paises enfrentam a falta de recursos financeiros para tratar e
pesquisar novas formas de controle da parasitose (ONKENDI et al., 2014). Além
disso, 0 manejo desse género & extremamente dificil, sobretudo em virtude do
grande numero de hospedeiros possiveis, da taxa de reproducdo alta em curtos
periodos e da capacidade alta de se adaptarem a pressdo de selecdo e de

desenvolverem cultivares resistente (JIA et al., 2013).
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2. JUSTIFICATIVA

A valorizagdo de pesquisas envolvendo recursos naturais da rica
biodiversidade brasileira, representada nesse trabalho pelas folhas da arvore P.
emarginatus, amplia as informacgdes contidas na literatura sobre os diversos
potenciais para sintese de nanomateriais, proporcionando ainda mais
conhecimentos acerca das possiveis aplicag@es tecnoldgicas de modo sustentavel,
como € o caso da utilizagdo de plantas brasileiras em processos nanotecnolédgicos
de quimica verde. Ainda nessa vertente, a escolha de recursos biologicos, sejam
eles cultivados ou disponiveis na natureza, traz a tona também a questdo do
reaproveitamento de subprodutos na agroindustria, o que é algo muito positivo e
vidvel ambientalmente.

Sendo esse também um elemento norteador de uma das linhas de pesquisa
desenvolvidas no Laboratério de Nanobiotecnologia (LNANO) da Embrapa Recursos
Genéticos e Biotecnologia, que entre outras finalidades visa ao desenvolvimento e
realizacfes de testes bioldgicos de nanomateriais produzidos por vias ecoamigaveis,
almejando produzir pesquisa, desenvolvimento e inovacao com sustentabilidade nas
areas biomédicas e agricolas. O que muito se alinha com os objetivos da Embrapa,
ao utilizar de materiais e subprodutos disponiveis na agricultura e na biodiversidade
brasileira para pesquisa para geracdo de conhecimento e tecnologia que possa
resultar em inovacdes tecnoldgicas especialmente direcionadas para agropecuaria
brasileira.

Nesse contexto, essa pesquisa prioriza a utilizacao de matéria prima regional
como agente redutor de ions de prata e estabilizadores de AgNPs. Isto estabelece
um aspecto favoravel, ja& que Morzelle e colaboradores (2015) visualizam o bioma
Cerrado em uma colocacao privilegiada por ter em seu territorio uma imensa
quantidade de fontes biolégicas renovaveis com composi¢cdes metabdlicas diversas
e abundantes atribuidas as caracteristicas climaticas regionais peculiares.

Dito isso, o primeiro capitulo desta Tese teve como intuito avaliar os
potenciais que extratos aquosos das folhas de P. emarginatus apresentam em
produzir AGNPs (NpSB), bem como analisar a influéncia que variagbes sazonais
eventualmente provocariam no rendimento e nas caracteristicas desses

nanomateriais. Preocupacdo essa justificada considerando todas as variacdes
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climaticas e ambientais proprias da vegetacdo do Cerrado (KLINK; MACHADO,
2005), e ainda sabendo que tais fatores abioticos podem influenciar na presenca e
nas concentracbes de biomoléculas e fitoquimicos ativos, acarretando em
consequéncias sobre as biossinteses de AgNPs (MUKHERJEE; PATRA, 2017).
Ademais, o conhecimento da relacdo existente entre essas variaveis auxiliaria na
melhor compreenséo sobre as condi¢des 6timas de uso nanobiotecnolédgico para o
extrato aquoso de P. emarginatus, permitindo que esse possa ser explorado da
melhor maneira possivel e de acordo com as caracteristicas das AgNPs que se
deseja obter.

A escolha dessa planta se explica pelo fato dela ser uma representante da
biodiversidade brasileira com forte incidéncia no Cerrado, sendo protagonista
histérica de relatos na literatura a respeito dos seus inUmeros efeitos terapéuticos
em complicagdes clinicas como inflamacgBes, dores e neoplasias (HANSEN;
HARAGUCHI; ALONSO, 2010; DUTRA et al., 2012), além de demonstrarem acdes
antioxidantes (FORNO et al., 2016) e antimicrobianas contra bactérias (SILVA et al.,
2005) e fungos (ROQUE et al.,, 2015). Tais efeitos farmacol6gicos somados aos
conhecimentos dos principais componentes de suas folhas ja identificados:
hidrocarbonetos sesquiterpénicos (SANTOS et al., 2010), di-C-glicosilflavonas, C, O-
glicosilflavonas, luteolina-7-O-rutinoside, saponinas (NEGRI; MATTEI; MENDES,
2014), esteroides, feofitina e flavonoides (luteolina, kaempferol, quercetina, (+)-
catequina, quercetina-3-O-a-L-rhamnopiranosideo, rutina e acido p-hidroxibenzoico)
(MIRANDA et al., 2014); fizeram com que P. emarginatus fosse escolhida e utilizada
como organismo vegetal candidato para avaliacdo do seu potencial como agente
redutor de ions de prata e estabilizador de AgNPs recém formadas. Propdsito
pertinente, dado que até o momento ndo ha relatos sobre a sintese verde de AgNPs
a partir de extratos de P. emarginatus.

Assim, entre 0s metais nobres existentes, a prata recebe destaque por suas
propriedades diferenciadas, como estabilidade quimica, atividades cataliticas e
antibacterianas (ANDRADE et al., 2015), pouca ou nenhuma reacdo alérgica em
intervencdes terapéuticas (RAI et al., 2016) e ter custo baixo considerando as
concentracbes empregadas (CHENG et al.,, 2013). Esses beneficios podem ser

observados de forma intensificada nas AgNPs, nanomaterial escolhido para
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investigagcdo dessa Tese, posto que os seus tamanhos diminutos evidenciam suas
reatividades altas pela razdo area de superficie/volume grande que disponibilizam
alta fracdo de atomos na superficie, elevando a sensibilidade das interacdes. Além
do delas propiciarem uma maior transferéncia de elétrons entre as biomoléculas
(BONDARENKO et al., 2013), minimizando as chances de toxicidade sistémica e
promoverem uma liberagdo lenta e controlada de ions e ativos farmacologicos
(CHERUKURI et al., 2010).

As AgNPs manifestam também toxicidade baixa para as células humanas
(ANTUNES et al., 2013; SOUZA et al.,, 2013), bem como biocompatibilidade e
propriedades eletroquimicas e cataliticas unicas que favorecem suas aplicagfes
clinicas (LIU et al., 2014). Além disso, relatos mencionam as melhorias dos efeitos
antimicrobianos (p. ex. bactérias, fungos e nematoides) (AHN et al.,, 2014;
AGHAMOOSA,; SABOKBAR, 2014; GURUNATHAN et al., 2014) e citotoxicidade em
células neoplasicas (ZHANG; SHEN; GURUNATHAN, 2016) das AgNPs em relacao
aos ions prata.

Assim, os dados do segundo capitulo abrangem as investigacbes das
possiveis atividades citotoxicas (melanomas cutédneos e células ndo neoplasicas),
antioxidantes, hemoliticas, antibacterianas e nematotdxicas (M. incognita) das
NpSBs, mirando possiveis aplicacbes terapéuticas para patologias que
comprometem a saude de seres humanos e também, em outra vertente, que
acometem as plantas.

No que se refere as doengas humanas, h& necessidade real de novas
alternativas terapéuticas para o cancer de pele tipo melanoma, tendo em vista sua
gravidade e as opcdes de tratamento serem ineficientes, além de apresentarem
efeitos colaterais indesejaveis e comprometedores da adesdo do paciente
(NIKOLAOU et al., 2012). E ainda sabendo que em células neoplasicas ha um
desequilibrio oxidativo (ZHU et al., 2014), ensaios de atividades antioxidantes das
NpSBs se tornam bastante oportunos, assim como realizacdes de testes hemoliticos
para avaliacdo da possivel toxicidade em células vermelhas do sangue. Por outro
lado, posto que as AgNPs tém acOes bactericidas consagradas (FRANCI et al.,
2015), entdo também cabe uma verificacdo se as AgNPs sintetizadas a partir do

extrato de P. emarginatus seguem a mesma tendéncia.
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No caso das patologias que acometem as plantas, a fitopatologia denominada
Meloiginose é uma boa representante daguelas causadas por agentes da classe dos
fitoparasitas, por ser a maior causa bidtica de estresse vegetal e por ocasionar
perdas de colheitas, sendo o nematoide M. incognita o maior protagonista da
penetracdo de raizes de plantas, tendo como consequéncias a desnutricao,
murchamento, reducdo da biomassa, crescimento retardado e rendimento baixo de
vegetais, implicando em perdas econémicas de bilhdes de ddlares no setor agricola,
por atacar em algum nivel praticamente todas as espécies de plantas cultivadas
(HUSSAIN et al., 2015; GAO et al., 2016).

Por fim, o terceiro capitulo traz em voga uma questdo atual em quimica verde:
a possibilidade de realizar a sintese de AgNPs utilizando de um Unico agente redutor
e estabilizante, ao invés do uso de extratos complexos contendo mdultiplos
compostos. Essa abordagem tem o propésito de melhorar o rendimento da sintese,
aumentar sua reprodutibilidade, ter um maior controle sobre as condigbes
reacionais, entre outros. Nessa direcdo, esse capitulo teve a intencdo de avaliar a
capacidade de formacéo de AgNPs a partir da utilizacdo de quercetina. A escolha da
quercetina se deu em virtude de ser um dos metabdlitos secundarios previamente
identificados nas folhas de P. emarginatus (MIRANDA et al., 2014) e por ter sua
acdo antioxidante conhecida (WANG et al.,, 2016), o que permitiia o eventual
conhecimento do papel de pelo menos um dos metabdlitos secundarios da planta na
formacado de AgNPs.

Além disso, conhecer as propriedades fisicas e quimicas das AgNPs
formadas por solugbes de extratos e por solugcbes formadas por apenas um
metabdlito, serd muito importante para definicdo das melhores composicées dos
agentes redutores, considerando suas potencialidades na formacdo de AgNPs, bem
como seus efeitos possiveis biolégicos. E ainda, esse estudo abre também uma
perspectiva para a exploracdo futura de outros componentes dos extratos, 0s quais

podem estar associados no processo de sintese verde de AgNPs.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Investigar o potencial de extratos aquosos das folhas de P. emarginatus
(sucupira branca) na formacéo de AgNPs e nas expressbes dos potenciais efeitos
citotoxicos, antioxidantes, hemoliticos e nematotdxicos desses nanossistemas; bem
como verificar o potencial de um metabdlito secundario presente nas folhas de P.
emarginatus na sintese de AgNPs para fins fitonematotoxicos.

3.2 Objetivos especificos
o Sintetizar AgNPs (NpSBs) utilizando extratos aquosos das folhas de P.
emarginatus (sucupira branca) coletadas nas estacdes de verdo — chuvoso e de

inverno - seca no Cerrado (Goias) (Capitulo I);

o Caracterizar as NpSBs por meio de técnicas fisicas e quimicas baseadas em
analises de mudancas das coloracdes dos meios reacionais, espectrofotometria na
regido do visivel (Vis), espalhamento de luz dinamico (DLS), potencial Zeta,
microscopia eletrbnica de transmissdo (MET), microscopia de forca atémica (MFA),
espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR),
espectrometria de massa MALDI-TOF e difragcdo de raios-X (DRX) (Capitulo I);

o Avaliar a viabilidade de linhagens celulares de melanoma murino (B16F10),
fibroblasto murino (NIH 3T3) e queratinécito humano (HaCaT) frente as exposicoes

in vitro com as NpSBs (Capitulo Il);

o Investigar a capacidade antioxidante in vitro das NpSBs (Capitulo II);
. Averiguar o potencial hemolitico in vitro das NpSBs (Capitulo II);
o Analisar a atividade microbiolégica das NpSBs frente as bactérias

Staphylococcus aureus ATCC 29213, Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 e
Escherichia coli ATCC 25922 (Capitulo II);
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o Avaliar os efeitos nematotoxicos in vitro das NpSBs sobre a viabilidade de M.
incognita juvenis de segundo estadio (J2) (Capitulo II);

o Sintetizar AgNPs utilizando um metabdlito secundario (quercetina) encontrado
nas folhas de P. emarginatus — NpQ e realizar suas caracterizagbes por meio de
técnicas fisicas e quimicas baseadas em analises de mudancas das colora¢des dos
meios reacionais, espectroscopia UV-Vis, DLS e potencial Zeta (Capitulo I11);

o Avaliar os efeitos nematotoxicos in vitro e em solo das NpQ sobre a
viabilidade de M. incognita juvenis de segundo estagio (J2) e utilizando A. thaliana

como planta modelo in vivo para verificacao da eficacia de controle (Capitulo Ill);

o Analisar as morfologias dos M. incognita (J2) tratados in vitro com NpQ
(Capitulo 111);
o Verificar as influéncias das exposicdoes com NpQ sobre a germinacdo de

sementes de A. thaliana tipo selvagem (Col-0) e sobre o crescimento de suas
plantulas (Capitulo 111);

o Averiguar os niveis de ploidia dos nucleos das raizes expostas com NpQ e

crescidas in vitro e em solo (in vivo) (Capitulo 11I).
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RESUMO

A producdo de nanoparticulas metalicas por rotas de sintese verde consiste na
utilizacdo de extratos de tecidos de plantas ou de outros organismos vivos que
contém moléculas capazes de atuar como agentes redutores e estabilizantes desse
processo. Tendo em vista que fatores ambientais podem influenciar na
disponibilidade de metabdlitos secundarios nas plantas, o objetivo do presente
capitulo | foi avaliar o potencial dos extratos aquosos de folhas de Pterodon
emarginatus (sucupira branca) coletadas nas estacfes de verdo (chuvosa) e de
inverno (seca) em sintetizar nanoparticulas de prata (NpSBs). As folhas foram
coletadas para producdo de extratos aquosos (nas concentracdes finais
equivalentes de 10, 20 e 40 mg de folhas frescas/mL), que foram adicionadas as
solu¢cBes aquosas de nitrato de prata para concentracao final de 1 mM. As reacdes
foram incubadas a 75°C por 150 min e monitoradas a cada 30 min por
espectroscopia de absorcdo em 425 nm. Complementarmente, as amostras foram
caracterizadas por andlises de espalhamento de luz dindmico, potencial Zeta,
microscopia eletrbnica de transmisséo, microscopia de forca atbmica, espectrometria
de infravermelho com transformada de Fourier, espectrometria de massa MALDI-
TOF e difracdo de raios X. Ambos os extratos (verdo e inverno) exibiram acéo
redutora dos ions de prata satisfatoria, tendo a concentracdo de 20 mg/mL melhor
capacidade de induzir a formacdo de NpSBs com estabilidade coloidal consideravel.
As estacdes de coleta de folhas interferiram na sintese e no rendimento das NpSBs
e também nos seus diametros hidrodinAmicos e potenciais Zeta. Entretanto, as
particulas apresentaram dimensdes secas, perfis moleculares e padrdes de
cristalinidade dos atomos similares. Em suma, os resultados indicaram que alguns
parametros das NpSBs séo ajustaveis por aspectos sazonais das plantas e,
portanto, tais nanomateriais sdo propicios visando a avaliagdo futura de suas
aplicagbes em diversas areas.

Palavras-chaves: Fabaceae; Fatores ambientais; Nanoparticulas metalicas; Plantas
do Cerrado; Sintese verde.
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1. INTRODUCAO

A revolugdo cientifica da nanotecnologia tem levado ao desenvolvimento de
varias estratégias para a producdo de nanoparticulas de prata (AgNPs). Neste
cenario, as técnicas de quimica verde estdo sendo cada vez mais consolidadas
utilizando agentes biorredutores e estabilizantes biologicos (p.ex. organismos
inteiros ou extratos de tecidos de plantas, algas, cogumelos, leveduras, bactérias,
fungos e virus) de ions prata. Isso € devido ao fato desses recursos bioldgicos
compreenderem proteinas, enzimas, aminoacidos, vitaminas, lipideos, acidos
nucleicos e metabdlitos secundarios em suas composi¢cdes que podem atuar na
biossintese das AgNPs (DURAN et al., 2011; SRIVASTAVA et al., 2015).

A opcado por essa abordagem nanotecnoldgica sustentavel oferece diversas
vantagens, como simplicidade de realizacéo, rapidez e custo baixo, 0 que a torna
vidvel e rentavel para diversos processos. Além disso, normalmente envolve
processo de uma Unica etapa de execug¢do com produtos biocompativeis e néo
toxicos, concentracbes de ions prata baixas, condicdes reacionais brandas e
utilizacdo de compostos hidrossoluveis. Por conseguinte, todos esses fatores
reduzem o risco de toxicidade para varios organismos vivos e para 0 meio ambiente
(KRUMOV et al., 2009; TAVAKOLI et al., 2013).

Nesse contexto, em razao da rica biodiversidade brasileira, alguns estudos na
literatura relacionaram o uso de plantas endémicas do pais para a producdo de
AgNPs (GUIDELLI et al., 2011; RAO et al., 2013; ALBERNAZ, 2014; BONATTO;
SILVA, 2014). No entanto, ndo ha relatos publicados mencionando a utilizacdo de
extratos das folhas de Pterodon emarginatus (sucupira branca) para tal propadsito.
Esta planta é tipica do bioma Cerrado e de acordo com sua classificacdo taxonémica
pertence a familia Fabaceae (= Leguminosae) e a subfamilia Faboideae, que possui
quatro espécies nativas no Brasil: P. abruptus Benth, P. apparicioi Pedersoli, P.
polygalaeflorus Benth e P. emarginatus Vogel (CARVALHO, 2004).

No perfil fitoquimico das folhas de P. emarginatus, os principais componentes
ja identificados no 6leo essencial foram nove hidrocarbonetos sesquiterpénicos: y-
muuroleno, biciclogermacreno, acifileno, B-elemeno, E-cariofileno, a-humuleno, a-
copaeno, allo-aromadendreno e d-cadineno, na ordem de percentuais de teores. Por

outro lado, no extrato etandlico bruto foram constatados uma mistura de esterdides
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estigmasterol e [-sitosterol (SANTOS et al.,, 2010); enquanto que Miranda e
colaboradores (2014), além de encontrar os esteroides (B-sitosterol e estigmasterol)
no extrato etanodlico das folhas também evidenciaram a presenca de compostos
flavonoides (luteolina, kaempferol, quercetina, (+)-catequina, quercetina-3-O- a -L-
rhamnopiranosideo e rutina), sesquiterpénicos (rel-2[3,6B-epoxi-5B-hidroxi-
isodaucano, oplopanona, 1 ,6a-diidroxi-4(15)-eudesmeno, 6xido de cariofileno, a-
cadinol e espatulenol), feofitina (feofitina A) e acido p-hidroxibenzoico. Estes
resultados estdo em concordancia com Cruz (2016) que estudando as classes de
metabdlitos secundarios detectaram no extrato etandlico das folhas de P.
emarginatus evidenciou esteroides, triterpenoides, fendis, taninos, depsidios e
depsidonas. Ja no extrato hidroetandlico, os principais constituientes encontrados
foram luteolina-7-O-rutinoside, C,O-glicosilflavonas e di-C-glicosilflavonas, além de
saponinas em niveis mais baixos (NEGRI; MATTEI; MENDES, 2014). Todos estes
compostos tém potencial para contribuir com o objetivo de sintese de AgNPs.

Adicionalmente, tendo em vista que varios fatores ambientais como
sazonalidade, ciclo circadiano, temperatura e luminosidade podem influenciar na
disponibilidade de metabdlitos em plantas (SCOGNAMIGLIO et al., 2015), avaliar os
efeitos de alguns desses fatores na sintese de AgNPs é relevante para possivel
modulacdo de suas propriedades finais. Diversos elementos préprios das plantas
podem influenciar na capacidade de sinteses das AgNPs e suas caracteristicas,
como estacdo do ano que as plantas sédo coletadas, presenca de agentes bidticos
(SILVA et al., 2017), e variacdo genotipica da planta (KRISHNASWAMY; ORSAT,
2015). Ha também uma variacdo quantitativa e qualitativa de compostos biologicos
associados a fatores abidticos como estagio de desenvolvimento, maturacéo, idade,
disponibilidade de &gua, radiacdo UV, nutrientes do solo, altitude, composicéo
atmosférica e danos nos tecidos (GOBBO NETO; LOPES, 2007).

Assim, 0 objetivo deste capitulo | foi avaliar o potencial dos extratos aquosos
de folhas de P. emarginatus (sucupira branca) coletadas nas estacbes de verao
(chuvosa) e de inverno (seca) na reducdo de ions prata e estabilizacdo de AgNPs.
Sendo, portanto, um trabalho pioneiro na avaliacdo dos efeitos de fatores ambientais
na capacidade de sintese de AQNPs com extratos desta planta.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral do Capitulo |
Avaliar o potencial dos extratos aquosos das folhas de P. emarginatus
(sucupira branca), coletadas em duas esta¢des do ano, em reduzirem ions prata e

estabilizarem AgNPs formadas.

2.2 Objetivos especificos do Capitulo |
o Sintetizar AgNPs utilizando extratos aquosos das folhas de P. emarginatus

coletadas nas estacfes de verdo - chuvoso e de inverno - seca no Cerrado (Goias);

o Caracterizar as NpSBs por meio de técnicas fisicas e quimicas baseadas em
analises de mudancas das coloracdes dos meios reacionais, espectrofotometria na
regido do visivel (Vis), espalhamento de luz dindmico (DLS), potencial Zeta,
microscopia eletronica de transmissao (MET), microscopia de for¢ca atbmica (MFA),
espectrometria de infravermelno com transformada de Fourier (FTIR),

espectrometria de massa MALDI-TOF e difracao de raios X (DRX);
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Coleta do material biolégico

Ramos de P. emarginatus (Figura I-1) com folhas foram coletados e
investigados com autorizacdo de acesso ao patriménio genético (CGEN n.
02001.007580/2014-95) em uma propriedade particular no municipio de Colinas do
Sul-GO (14° N e 48° O) no inicio de janeiro e de setembro que correspondem as
estacdes de verdo e de inverno no hemisfério sul, nessa ordem. No bioma Cerrado,
esses periodos equivalem as estacbes chuvosa (meio) e seca (final),
respectivamente. Apds a coleta, as folhas foram acondicionadas a -20°C até serem

utilizadas para preparo dos extratos aquosos.

Fonte: Arquivo Pessoal
Figura I-1: Ramos de P. emarginatus (sucupira branca)

3.2 Determinacbes dos teores de umidade e de cinza das folhas de P.
emarginatus

Para determinar o teor de umidade das folhas de P. emarginatus foram
adotadas duas técnicas termogravimétricas: avaliacdo de umidade por exposi¢cdo a
radiacdo infravermelha e exposicdo ao aquecimento em estufa. Esses
procedimentos foram realizados no Laboratorio de Nanobiotecnologia - LNANO
(Embrapa Cenargen - Brasilia).

Na primeira técnica, foi colocado 1 g das folhas no equipamento de
infravermelho (Determinador de umidade por infravermelho, Quimis, Brasil); visto
que este permite a quantificacdo do percentual de agua (e demais solventes e
compostos volateis) liberada pelas folhas de forma gradual, uma vez que por meio
de tal método expds-se o material vegetal a ciclos de aquecimento médio de 50°C a
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cada 2 min. Dessa maneira, as massas das folhas foram registradas até 0 momento
gue atingiram valores constantes.

Ja na utilizacdo da estufa (Modelo Q819V2, Quimis, Brasil) a 110°C, 1 g das
folhas foram colocadas em um cadinho, que teve sua massa aferida previamente, e
em seguida este foi colocado na estufa por 2 h. Apds esse tempo a massa foi
registrada e o cadinho reconduzido para estufa até o alcance dos valores de massa
constante. Para determinacdo do percentual de umidade foi adotado o seguinte

calculo:

% umidade = 100 — (m’/m x 100); m’ = massa final e m = massa inicial

Com relacdo a determinacdo do teor de cinzas, as amostras retiradas da
estufa foram previamente pesadas e posteriormente conduzidas a um forno tipo
mufla (Modelo Q318M, Quimis, Brasil) a 550°C por 4 h. Apés esse periodo, a massa
foi novamente registrada. Para a determinacdo do teor de cinzas foi utilizada o

seguinte calculo:

% cinzas = (m’/m x 100); m’ = massa final e m = massa inicial

3.3 Preparacédo dos extratos aquosos das folhas de P. emarginatus

Antes de serem iniciadas as preparacdes dos extratos aquosos, as folhas
(Figura I-2) foram lavadas com agua destilada e depois com agua ultrapura (Milli-Q —
Tipo ), sendo por fim secas com papel toalha. A seguir, o referido material vegetal
foi cortado em pequenos fragmentos (aproximadamente 5 x 5 mm) e adicionado em
um béquer contendo agua ultrapura (Milli-Q — Tipo 1) em ebulicdo (propor¢do 1:5
m/v), atingindo uma concentracdo de 200 mg/mL (folhas brutas em agua). Essa
mistura foi entdo colocada sobre uma placa de aquecimento (modelo Q261, Quimis,
Brasil) por 2 min e posteriormente filtrada com papel de filtro para obtencdo do
extrato aquoso das folhas, sendo que a expressdo das concentracdes de extrato
utilizadas ao longo da Tese sempre foram apresentadas em funcéo do equivalente

ao peso das folhas utilizadas na preparacdo dos extratos.
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6cm . 1,6cm
Fonte: Arquivo Pessoal

Figura I-2: Folhas de P. emarginatus utilizadas para preparagéo dos extratos aquosos. Os Painéis A
e B sdo referentes as folhas coletadas nas estacdes de inverno-seca e de verdo-chuvoso,
respectivamente.

3.4 Sintese verde de AgNPs utilizando extratos agquosos das folhas de P.
emarginatus

Para o processo de formacdo das AgNPs sintetizadas com extratos aquosos
das folhas de P. emarginatus - NpSBs, solucdes aquosas de nitrato de prata
(concentracao final de 1 mM = ~170 pg/mL) foram adicionadas em tubos de ensaio
de vidro contendo extratos aquosos das folhas de P. emarginatus (concentracoes
finais de 10, 20 e 40 mg/mL de equivalente as folhas congeladas), na proporcao de
1:1 (v/v), atingindo um volume final de 30 mL. Posteriormente, as reagdes foram
incubadas a 75°C por 150 min em banho-maria (Modelo Q334M-24, Quimis, Brasil).

Ao longo desse periodo, as mudancas de coloracdes dos meios reacionais
foram monitoradas e as cinéticas de formacbes das NpSBs avaliadas com
espectrofotometro UV-Vis (Modelo Q898U, Quimis, Brasil) no comprimento de onda
de 425 nm. Complementarmente, ao término das reacfes foram realizadas leituras
espectrofotométricas (UV mini-1240, Shimadzu, Japao) nos comprimentos de onda
gue variam de 350 a 550 nm com intervalos de 10 nm para obter curvas de absorcéo
das amostras.

Em adicdo, para avaliar a reprodutibilidade dos processos de sintese das
NpSBs foi adotado o procedimento de producdo de diferentes lotes, seguindo os
mesmos critérios de sintese pré-estabelecidos. Todos esses procedimentos foram
realizados no Laboratério de Nanobiotecnologia (LNANO) e no Laboratério de
Espectrometria de Massa (LEM) da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia

(Cenargen) - Brasilia.

65



3.5 CaracterizacOes das AgNPs produzidas com extratos aguosos das folhas
de P. emarginatus

3.5.1 Espalhamento de luz dindmico (DLS) e potencial Zeta

O uso das técnicas de DLS e potencial Zeta permitiram a obtencdo dos
valores de diametro hidrodinamico, indice de polidispersividade (Pdl), potencial Zeta
e condutividade elétrica das NpSBs apdés a conclusdo das reacdes de sintese.
Ademais, a fim de monitorar a estabilidade coloidal das caracteristicas fisicas das
nanoparticulas no decorrer do tempo foram realizadas andlises idénticas apos 7
dias, 14 dias, 21 dias, 1 més, 2 meses, 3 meses, 4 meses, 5 meses e 6 meses apos
as reacdes de sinteses.

Para isso, 100 pL das amostras de NpSBs e 900 pL de agua ultrapura (Milli-
Q) foram adicionadas em uma cubeta (DTS 1070, Malvern, Reino Unido), que foi
entdo colocada no equipamento de DLS-Zeta (ZetaSizer Nano ZS, Malvern, Reino
Unido) disponivel no Laboratério de Nanobiotecnologia - LNANO (Embrapa
Cenargen - Brasilia). Seguidamente foram aplicados o0s seguintes critérios
operacionais: experimentos em triplicatas, tempo de estabilizacdo de 120 s antes
das medicOes, temperatura de 25°C, angulo de espalhamento fixado em 173° e

aquisi¢cbes autométicas (com relagdo ao numero e ao tempo de aquisicao).

3.5.2 Microscopia eletrénica de transmisséao (MET)

Inicialmente, 2 pL das amostras de NpSBs, diluidas com 4gua na proporcao
de 1/100, foram depositados sobre telas de cobre de 200 malhas (Electron
Microscopy Sciences, EUA) revestidas por uma camada fina de Formvar. Apds 12 h
de secagem em condi¢cdes ambientais (25°C), as amostras foram analisadas no
Laboratorio de Microscopia Eletrénica (Instituto de Ciéncias Biologicas da
Universidade de Brasilia - Campus Darcy Ribeiro) utilizando um microscépio
eletrbnico de transmissédo (JEM-1011, Jeol, Japao) operado a 100 KkV. As
fotomicrografias eletrbnicas foram obtidas de forma aleatdria com camera CCD -
charge-coupled device (Gatan Ultrascan, EUA) e os diametros das AgNPs foram

medidos com o auxilio do software Image-Pro Plus (Media Cybernetics, EUA).
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3.5.3 Microscopia de forca atobmica (MFA)

A fim de realizar esta andlise, 1 yL de cada amostra de NpSB foi depositado
sobre a superficie de mica muscovita recém clivada e montada no topo de um porta-
amostra metalico utilizando fita adesiva dupla-face. Ap0s secagem, as amostras
foram analisadas no Laboratério de Nanobiotecnologia - LNANO (Embrapa
Cenargen - Brasilia) em um microscépio de for¢ca atdbmica comercial (SPM 9600,
Shimadzu, Japéo) operado com ponteira cbnica de silicio com raio de curvatura
inferior a 10 nm e cantilever retangular com constante de mola em torno de 42 N/m e
operado a uma frequéncia de aproximadamente 260 kHz.

As imagens foram adquiridas de forma aleatoria selecionando uma éarea de
varredura de 10 um x 10 um, utilizando modo de operacdo dindmico com modo de
aquisicdo de altura e fase na frequéncia de varredura de 1 Hz e resolucdo de 512
linhas x 512 linhas. Em seguida, as imagens foram processadas utilizando o
software SPM Manager 3.0 offline (Shimadzu) e as curvas de distribuicdo de altura
das AgNPs foram elaboradas com o software Origin® 8 baseadas no parametro de

alturas médias obtidas.

3.5.4 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)
Para realizacdo dessas andlises, aproximadamente 1 mg das amostras
liofilizadas (NpSBs e seus controles) foi misturado com 100 mg de brometo de
potassio (KBr), previamente seco em micro-ondas. Posteriormente, para formacao
das pastilhas, essas amostras experimentais foram submetidas a uma prensa
hidraulica sob condi¢do de vacuo e pressédo controlada (10 toneladas). Em seguida,
as amostras foram direcionadas para analises em espectrofotometro FTIR (Vertex
70/70v, Bruker Optics, Alemanha), do Laboratério de Espectroscopia Optica
(Instituto de Fisica da Universidade de Brasilia - Campus Darcy Ribeiro), utilizando
regido de leitura com faixa de nimero de onda entre 400 e 4000 cm™ para obtencao

dos espectros no modo de porcentagem de transmisséao.

3.5.5 Espectrometria de massa MALDI-TOF
Sobre uma placa de MALDI-TOF de 96 spots (MSP96 Polished, Bruker

Daltonics, Alemanha) foi aplicado 0,5 pL de misturas de 1 pL de cada uma das
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amostras de NpSBs com 3 uL de matriz de &cido alfa-ciano-4-hidroxicinamico. A
identificacdo de compostos com m/z (massa-carga) 100-1000 foi realizada, em
triplicata, em espectrometro de massa MALDI-TOF (AutoFlex Speed, Bruker
Daltonics, Alemanha) disponivel no Laboratério de Espectrometria de Massa
(Embrapa Cenargen - Brasilia) operado em modo refletido-positivo, com 5.000
disparos de laser, intensidade do laser de 30-40% e calibrag&o externa utilizando os
principais ions da matriz (alfa-ciano-4-hidroxicinamico) como calibrantes internos.

Os programas FlexAnalysis 3.4 e MALDI Biotyper 3.1 foram empregados para
realizar as andlises espectrais e gerar um dendrograma baseado em distancias

Euclidianas, respectivamente.

3.5.6 Difracao de raios X (DRX)

As aquisi¢cOes dos difratogramas de raios X das amostras de NpSBs exigiram
etapas de liofilizagBes prévias. Em seguida, as amostras foram depositadas sobre a
superficie de um disco de vidro contendo uma camada fina de graxa de silicone,
necessaria para assegurar a fixacdo dos analitos. Subsequentemente, o disco foi
transportado ao difratbmetro de raios X (Miniflex600, Rigaku, Jap&o), disponivel no
Laboratorio de Instrumentacdo Analitica (Universidade de Brasilia - Campus
Ceilandia), para analise em uma faixa de 26 (graus) variando de 30 a 90° com um
passo de 0,05° e tempo de passo de 5° por min, utilizando radiagdo Cu-Ka (A =
1.541 A) e operado a 40 kV e 30 mA.

3.6 Analises estatisticas

O software Microsoft Office Excel 2010 foi utilizado para calcular os valores de
médias e desvios padrdes das médias dos dados. Enquanto que para as demais
andlises estatisticas foi aplicado o software Past (HAMMER; HARPER; RYAN,
2001), adotando como abordagem para analise de variancia o One-Way ANOVA
(One-way analysis of variance) seguido do Teste de Tukey com nivel de significancia
fixado em 5% (P < 0,05).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Testes termogravimétricos com as folhas de P. emarginatus

Nesse trabalho, as analises termogravimétricas foram realizadas com o
objetivo de se conhecer um pouco mais a respeito das caracteristicas
termoanaliticas das folhas de P. emarginatus utilizadas nesse estudo. Para isso,
foram realizadas avaliacdes dos teores de umidade e de cinza.

Assim, os resultados de secagem por infravermelho (50°C) apontaram que as
folnas coletadas no inverno-seco registraram percentual de umidade de 29,2%,
enquanto que as folhas coletadas no verdo-chuvoso foram de 58,2%. J& nos testes
utilizando estufa (110°C) foi observado que as folhas de inverno-seco apresentaram
valores de umidade de 39,5% e as folhas de verdo-chuvoso de 67,4%.

Com relacdo a perda de agua por secagem, foram observadas diferencas
entre os percentuais de umidade das folhas de sucupira coletadas no verdo e no
inverno, de modo que as folhas coletadas no verdo tiveram maiores teores de
umidade do que as folhas coletadas no inverno. Esse fato foi evidenciado pelas duas
metodologias trabalhadas, no entanto, os valores desse indice obtidos por estufa
foram superiores aos registrados pelo determinador de umidade por exposicdo ao
infravermelho visto que nesse Ultimo a temperatura empregada ndo chegou sequer a
ser aquela na qual a agua entraria em rapida vaporizacao.

Assim, essas diferencas de percentuais podem ser explicadas pelo fato de
gue a secagem de materiais vegetais utilizando estufa (110°C) promove a perda
hidrica (agua absorvida e adsorvida) juntamente com a remocdo de alguns
elementos volateis. Sendo, por isso, identificado um maior teor de umidade do que
nos resultados dos testes utilizando exposicées de pulsos de infravermelho, técnica
que ndao interfere na liberacdo de tais compostos volateis (CAMPOS; TILLMANN,
1996; SALES et al., 2013).

Quanto ao rendimento de matéria seca, foi observado que as folhas de P.
emarginatus coletadas no inverno-seco tiveram teores de cinzas de 1,7%, ao passo
gue as coletadas na estacao de verdo-chuvoso esse indice foi de 1,0%.

As informacgbes fornecidas por esses testes de comportamento térmico

permitiram também calcular as concentracdes de matéria seca (Cms) contidas nos
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extratos utilizados para sintetizar as NpSBs. Partindo do principio que a
concentragdo Umida das folhas foi de 200 mg/mL e tomando como base os teores
de umidade das folhas, foi possivel assumir que a Cms®"“™ dos extratos das folhas
de verdo-chuvoso é 65,2 mg/mL e dos extratos das folhas de inverno-seco é 121
mg/mL. A medida que utilizando a técnica de infravermelho, a Cms™¢™elh® hara os
extratos de verdo-chuvoso e inverno-seco fica de e 83,6 e 141,6 mg/mL mg/mL,
nessa ordem.

Essas diferencas de concentracdo de matéria seca podem refletir em uma
desigualdade nas concentracdes relativas e absolutas das classes de metabdlitos
secundérios dos perfis fitoquimicos das amostras vegetais estudadas, de modo que
posteriormente também podem estar relacionadas com as capacidades de sintese
das AgNPs, assim como suas caracteristicas fisicas. No entanto, para confirmacao
dessa hip6tese sdo necesséarias caracterizacdes qualitativas e quantitativas das
composicdes fitoquimicas.

Nessa mesma linha de raciocinio, Costa e Marenco (2007) relataram que
situacdes de suprimento hidrico distintas desencadeiam diferentes mecanismos para
acumulacdo de metabdlitos em plantas. Exemplo disso € a osmorregulacdo para
manter a turgescéncia das células guarda de plantas. Em casos de déficits hidricos,
as diminuicdes do potencial de pressdo e do potencial osmotico hidratado
acontecem para reduzir a perda de agua no interior celular, utilizando da diminui¢ao
da condutancia estomatica e tendo como consequéncia 0 armazenamento de
solutos.

De acordo com Gobbo Neto e Lopes (2007) varios fatores podem influenciar o
conteudo de metabdlitos secundarios das plantas medicinais, dentre eles € possivel
destacar: sazonalidade, ciclo circadiano, temperatura, luminosidade, disponibilidade
hidrica, radiacéo ultravioleta, nutrientes, altitude e poluicdo atmosférica. Além disso,
a idade e o estado de desenvolvimento das plantas também podem influenciar a
natureza dos constituintes ativos.

Isso reforca o fato da inconstancia das concentracdes dos metabdlitos
secundarios durante todo o tempo de vida da planta e seus efeitos diretos sobre
suas morfologias, fisiologias e metabolismos (GONDIM et al., 2010).
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4.2 Sinteses de AgNPs utilizando extratos aquosos das folhas de P.

emarginatus

4.2.1 Mudanca de coloragédo do meio reacional

Inicialmente foi realizado um ensaio para verificar o potencial do extrato
aguoso das folhas de P. emarginatus (coletadas no verdo) em reduzirem ions prata,
como base nas possiveis mudancas de coloracdes dos meios reacionais. Entéo foi
constatado que a adi¢do de solugcéao do extrato aquoso das folhas de P. emarginatus
na concentragdo de 20 mg/mL em solucao de nitrato de prata (concentracao final de
1 mM) induziu mudancgas de coloragdes nos meios reacionais, de amarelo claro para
marrom escuro, indicando a formacao de AgNPs durante os 150 min de reacao. Tais
transformacdes de cor foram observadas de forma analoga nas sinteses de NpSB-

Verdo e NpSB-Inverno, e podem ser exemplificada pelas NpSB-Verao na Figura I-3.
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Figura 1-3: Monitoramento da mudanca de coloragdo no meio reacional de sintese das AgNPs
produzidas com extratos aquosos das folhas de P. emarginatus coletadas na estacdo do veréo.
Nessa representacdo, 1 refere-se ao tubo contendo a reacd@o de sintese AgNPs a partir do extrato
aquoso de folhas de P. emarginatus a uma concentracdo de 20 mg/mL e nitrato de prata a uma
concentracdo final de 1 mM; 2 refere-se ao controle composto apenas de extrato aquoso de P.
emarginatus a uma concentracado de 20 mg/mL; e 3 ao controle com apenas solugdo de nitrato de
prata a uma concentragéo final de 1 mM.

Uma explicacdo para mudancas de intensidade das cores de forma graduais
e dependentes do tempo estd relacionada com a interacdo coletiva dos atomos
metélicos em um fenémeno de excitacdo de ressonancia plasmonica de superficie
(RPS) das AgNPs formadas que tem como consequéncia a promocdo de
modificagdes nas coloracdes das suspensdes durante o processo reacional (AHMED
et al., 2015). Esta mesma associacédo foi realizada por Ali e colaboradores (2015) e
Kathiravan e colaboradores (2015) ao observarem alteracdes de coloracdes dos

meios reacionais de sintese verde de AgNPs utilizando extratos aquosos das folhas
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de Eucalyptus globulus e Croton sparsiflorus morong, nessa ordem. Nesses meios,
as transformacg@es de cor também ocorreram de amarelo claro (inicio) para marrom
escuro (final), conforme foi evidenciado no presente estudo com extratos aquosos
das folhas de P. emarginatus.

E ainda discutindo a interpretacdo desse parametro de formacgédo de AgNPs é
importante mencionar o estudo de Pourmortazavi e colaboradores (2015) que
salientaram que as condicfes de sintese dos nanossistemas, como concentracao de
extrato, concentracdo de nitrato de prata, duracdo e temperatura do processo de
sintese, entre outras, sdo fatores que influenciam no tempo necesséario para que
ocorra a mudanca da coloracdo das suspensodes, bem como a intensidade dessas.

No entanto, mesmo esse processo quimico sendo bem tipico nas AgNPs
formadas, torna-se necessario realizar confirmacdes e complementacdes

quantitativas com leituras espectrofotométricas.

4.2.2 Cinética de formacao

A espectroscopia UV-Vis é uma técnica bastante utilizada para verificar a
formacao e estabilizacdo de AgNPs em suspensdes (SHARMA et al., 2014). Nesse
estudo, ela foi adotada tanto para atestar as sinteses de AgNPs como verificar as
suas cinéticas de formacdes.

Dessa maneira, as sinteses de AgNPs que empregaram 0s extratos aquosos
das folhas de P. emarginatus coletadas na estacdo do verdo (NpSB-Ver&o) estéo
representadas na Figura I-4. Esta aponta que entre as concentracdes de extratos
utilizadas (concentracdes finais de 10, 20 e 40 mg/mL de material fresco vegetal) a
de 40 mg/mL indicou maior potencial para reduzir os ions de prata, embora a
concentracdo intermediaria (20 mg/mL) também tenha apresentado valores de
intensidade bastante proximos.

Foi comprovado também que, entre os intervalos de tempo avaliados para
monitorar as formacdes de NpSB-Verdo, os maiores valores de absorbancia foram
alcancados rapidamente em 30 min; seguido por estabilizacdo da absorbéncia ao
longo dos 120 min subsequentes, 0 que sugere a maxima reducdo dos ions

presentes nas reacdes (Figura I1-4).

72



Por outro lado, na concentracdo de 10 mg/mL foi verificado que a
estabilizacdo do processo de sintese, por pelo menos dois pontos de leitura, ndo foi
alcancado nos 150 min de reacédo; ainda que ao final desse periodo fosse atestado
valor de absorbancia proximo aos das demais concentracfes investigadas (Figura I-
4).

25 25
#- NpSB(10) —@— NpSB(20) —@— NpSB(40) —@— Ext(10) —@— Ext(20) —@— Ext(40) —@— NpSB(10) @ Npsbi20) —8— NpSB(40) @ Ext(10) @ Ext{20) @ Ext(40)
- & AgNO: . . . ° e —e— AgNO,
L ]
© 2,0 ~ - - ° e © 504 ;
-] 5 /
— L] ~— /® * L 2 L : §
®
Tp] ° fe] ,ﬂf ;
o 154 o 154 / ]
<t <t / Pt
© o © / -
e - e
o Q /.
c 1,04 C 104 /
«0 «(Q /
L0
£ = /
o) Q
0 054 B 054
2 2 )
4 1/
00 / B 8 = ' ’ —— ' 8 0.0 ‘/ = | 9 — 8 |
! T T T T

T T T T T T T T
0 30 60 90 120 150 0 30 60 920 120 150

Tempo (minutos) Tempo (minutos)

Figura 1-4: Monitoramentos cinéticos das formacdes de NpSB-Verdo obtidos por analises
espectrofotométricas (425 nm) durante 150 min. A= Lote 1 e B= Lote 2. Nessas representacdes
gréficas, NpSB (10), NpSB (20) e NpSB (40) referem-se as AgNPs sintetizadas com os extratos
aguosos de folhas de P. emarginatus nas concentragfes de 10, 20 e 40 mg/mL, respectivamente.
Enquanto que Ext (10), Ext (20) e Ext (40) representam o0s extratos aquosos de P. emarginatus nas
concentracdes de 10, 20 e 40 mg/mL, respectivamente.

Ent&o, com base nas cinéticas de formagédo e nas analises de DLS e potencial
Zeta das NpSB-Verdo (tépico 4.3.1), os protocolos de sintese de AgNPs mais
promissores (sob o ponto de vista de intensidade de absorbancia) foram as que
continham extrato aquoso das folhas de P. emarginatus na concentracdo de 20
mg/mL. Por esse motivo, se optou por sua utilizacdo na sintese das NpSB-Inverno,
visto que na concentracdo de 40 mg/mL do extrato aquoso das folhas de P.
emarginatus, o potencial de formacéo das NpSB-Verao € semelhante ao das NpSB-
Verdo sintetizadas com extrato aquoso das folhas de P. emarginatus na
concentracdo de 20 mg/mL (Figura 1-4). Além disso, as NpSB-Verdo (40) tiveram
uma tendéncia maior a heterogeneidade de tamanhos (Pdl maior), resultados
obtidos por meio de analises de DLS imediatamente apds suas sinteses (Tabela I-1).

Song e Kim (2009) chamam atencdo também para o cuidado ao utilizar alta

concentracbes de agentes redutores em sinteses biologicas de AgNPs, pois esta
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situacao propicia a agregacao de AgNPs em consequéncia das interacfes entre as
moléculas adsorvidas nas superficies das AgNPs e o processo de reducdo
secundaria na superficie dos nucleos pré-formados.

Desse modo, foi verificado que de forma analoga as NpSB-Verado, as NpSB-
Inverno apresentaram sua maxima absorbancia em 30 min de reacdo, sendo
também evidenciada sua estabilizacdo ao longo do restante do tempo de reagéo

(Figura I-5).
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Figura I-5: Monitoramentos cinéticos das formacdes de NpSB-Inverno obtidos por andlises
espectrofotométricas (425 nm) durante 150 min. A=Lote 1 e B=Lote 2. Nessas representacdes
graficas, NpSB (20) referem-se as AgNPs sintetizadas com o extrato aquoso de folhas de P.
emarginatus na concentracdo de 20 mg/mL. Enquanto que Ext (20) representa o extrato aquoso de P.
emarginatus na concentragdo de 20 mg/mL.

No presente estudo, o tempo para reducéo dos ions prata é considerado curto
em comparacdo com varias rotas de sintese verde e até mesmo rotas de sintese
guimica convencionais de AgNPs, uma vez que Guzman e colaboradores (2012),
afirmam que processos de sintese de AgNPs envolvendo AgNO; e citrato de sédio
(NazCeHs0O7) necessitam de um periodo reacional de 24 h a 80°C. No entanto,
também existem trabalhos que relatam intervalos de tempo de sintese curtos, como
a utilizacdo de extratos das folhas de Solanum muricatum utilizando 90 s de
exposicao a radiacao de micro-ondas (GORDE et al 2016).

Ha outros processos que podem auxiliar na aceleracdo das reacles, por
exemplo, a submissédo das reacdes as altas temperaturas de sintese, autoclave,

ablacéo a laser, irradiacdo gama, irradiagédo de elétrons, redugdo quimica, métodos
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fotoquimicos e métodos bioldgicos sintéticos (HEBBALALU et al., 2013; IRAVANI et
al., 2014; VELUSAMY et al., 2015).

4.2.3 Curvas de absorcao espectrofotométricas

A realizacao de leituras espectrofotométricas na regido dos comprimentos de
onda do UV-Visivel € muito Gtil para atestar a formacao de nanoparticulas metélicas,
como é o caso das AgNPs. Isso porque essas nanoestruturas possuem elétrons
livres em abundancia, que por sua vez apresentam bandas de conducéo, que vibram
ao entrarem em ressonancia com determinados comprimentos de onda da luz, tendo
como consequéncia a manifestagcdo da banda de absor¢cdo de RPS (MULVANEY,
1996; KUISMA et al. 2015).

A Figura |-6 permite visualizar as bandas espectrais em torno dos
comprimentos de onda de 400-425 nm, confirmando a formagdo de NpSBs,
considerando que Bindhu e Umadevin (2015) citam que este tipo de nanoparticulas
metalicas exibe uma banda de absorcdo RPS forte na regido de 350 a 500 nm.
Achados anéalogos foram observados em sinteses de AgNPs utilizando extratos das
folhas de Malva parviflora (ZAYED; EISA; SHABAKA, 2012), de Fraxinus excelsior
(PARVEEN et al., 2016) e de Ipomoea eriocarpa (DAS et al., 2017) e que também

revelaram méaximos de RPS em torno de 425 nm.

——NpSB-Verao----- Ext-Verao

MNpSB-Inverno - - --- Ext-Inverno

350 I 460 I 450 I 500 I 550
Comprimento de onda (nm)
Figura 1-6: Curvas representativas das absor¢cGes espectrofotométricas das NpSBs e seus
respectivos controles. Nessa representacdo grafica, as NpSB-Verdo e NpSB-Inverno referem-se as
AgNPs sintetizadas com os extratos aquosos das folhas de P. emarginatus coletadas nas estacfes
de verdo e de inverno a uma concentracdo de 20 mg/mL, respectivamente. Assim como Ext-Ver&o e
Ext-Inverno referem-se aos extratos aquosos das folhas de P. emarginatus coletadas nas estacdes

de veréo e de inverno a uma concentragdo de 20 mg/mL, respectivamente.
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No entanto, em relacdo a influéncia sazonal, foi averiguado que as NpSB-
Verdo mostraram rendimentos ligeiramente mais elevados no processo de sintese,
uma vez que estas particulas apresentaram valores de absorbancia superiores aos

observados nas NpSB-Inverno.

4.3 Caracterizagdes das AgNPs produzidas com extratos aquosos das folhas

de P. emarginatus

4.3.1 Avaliacdo da cinética de estabilidade coloidal por meio de anélises de

espalhamento de luz dinamico (DLS) e potencial Zeta

o NpSB-Verédo - Analise imediatamente ap0s a sintese

No primeiro lote de producdo das NpSB-Verdo foi observado que as
suspensdes de NpSBs sintetizadas com as trés concentracdes de extratos das
folhas coletadas no verdo apresentaram diametros hidrodinamicos (diametro médio
das populacgdes - distribuicdo de classes e Z-Average) similares. De modo que as
NpSB-Verdo (10) e as NpSB-Verdo (40) apresentaram Z-Average de
aproximadamente 0,5% e 8% maiores que as NpSB-Verédo (20), respectivamente
(Tabela I-1).

Com essas trés concentragdes foram produzidas AgNPs com valores de Z-
Average de 66,58 a 72,16 nm (Tabela I-1). Em conformidade ao que também foi
possivel encontrar na literatura com as AgNPs biossintetizadas com extratos
aquosos das raizes de Cibotium barometz de Z-Average de 77,2 nm (WANG et al.,
2016).

J& em relacdo ao Pdl foram registrados valores distintos, em que as NpSB-
Verdo (10) e as NpSB-Verdo (40) apresentaram polidispersividades de
aproximadamente 23% menor e 56% maior que as NpSB-Verdo (20),
respectivamente (Tabela I-1). Tal tendéncia de aumento da heterogeneidade dos
tamanhos das AgNPs a medida que se aumenta as concentracdes dos extratos
bioredutores pode ser sustentado por Kirubha e colaboradores (2015) que
salientaram que as concentracfes de agentes redutores utilizadas nos meios
reacionais influenciam diretamente sobre os valores e a heterogeneidade da

distribuicdo de tamanho das AgNPs. Por outro lado, Augustine e colaboradores
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(2014) relataram que o aumento da heterogeneidade de tamanhos das AgNPs
produzidas com extratos das folhas de Piper nigram esta associado também ao
aumento da concentracdo da solucéo de nitrato de prata, assim como a tendéncia a
aglomeracoes e irregularidades de suas morfologias.

Por outro lado, a partir das informacdes obtidas pelos valores de potencial
Zeta foi verificado que as NpSB-Verdao apresentavam valores negativos bastante
semelhantes (NpSB-Verdo (10), (20) e (40): -31,2; -33,3 e -31,5 mV,
respectivamente) (Tabela I-1) e que se enquadravam na categoria de suspensao
coloidal com moderada estabilidade, de acordo com a American Society for Testing
and Materials (ASTM). Essa sociedade (ASTM) elaborou uma classificacdo dos
comportamentos de estabilidade coloidal considerando os valores de potencial Zeta:
entre 0 e £ 5 mV: coagulacéo rapida ou floculacdo; entre +10 e £30 mV: instabilidade
incipiente; entre +30 e +40 mV: estabilidade moderada; entre +40 e +60 mV: boa
estabilidade; e mais que 61 mV: excelente estabilidade (ASTM, 1985).

No entanto, € muito importante salientar que os valores de potenciais Zeta
sdo apenas um dos parametros para definicdo da estabilidade das suspensdes
coloidais de nanossistemas. Existem outros fatores que também estdo intimamente
relacionados com a questdo da avaliacao de estabilidade das AgNPs, como € o caso
do teor de liberacdo de Ag® por parte das AgNPs (SUN et al., 2014), a mudanca da
intensidade de pico de RPS (SHARMA et al.,, 2014) e o monitoramento de seus
tamanhos com o passar do tempo.

Ainda sobre esse parametro, foi evidenciado também que os potenciais Zeta
das NpSB-Verdo eram bastante semelhantes as dos seus extratos correspondentes,
0O que sugere gue o0s extratos devem estar diretamente envolvidos com o
recobrimento das AgNPs. Situacdo concordante ao demonstrado por Song e Kim
(2009), ao constatarem, por meio de andlises de MET, que é possivel observar uma
camada de cobertura fina sobre as AgNPs biossintetizadas utilizando extratos
vegetais e que tais compostos fitoquimicos podem esta relacionados a estabilidade
relevante das AgNPs.

Ademais, foi observado que as diferentes concentragcbes de extrato
apresentaram condutividades elétricas inferiores (Ext 10: 11,00 ps/cm; Ext (20):

19,47 ps/cm e Ext (40): 22,40 pys/cm) as de suas respectivas NpSB-Verdo (NpSB

77



(10): 19,87 ps/cm; NpSB (20): 25,27 ps/cm e NpSB (40): 41,07 ps/cm) na diluicao
avaliada (Tabela I-1). Isso pode ser justificado pelo fato dessas suspensdes de
AgNPs serem metélicas e estarem em nanoescala, o que confere maior nivel de
organizacdo e quantidade de elétrons livres e desemparelhados (HU; WU; CUI,
2011).

Tabela I-1: Analises por espalhamento de luz dinamico (DLS) e potencial Zeta das NpSB-Veréo e de
seus respectivos controles (Lote 1).

Amostras | Diametro Z-Average Pdl Potencial | Condutividade
(Lote 1) hidrodindmico (nm) Zeta elétrica (us/cm)
médio das (mV)

populacdes de
particulas (nm)
NpSB (10) 38,94 + 9,02 66,95 + 1,39 0,284 +0,035 | -31,2+0,8 19,87 + 4,79

NpSB (20) 36,86 + 8,62 66,58 + 1,63 0,370+0,014 | -33,3+2,7 25,27 + 0,06

NpSB (40) 31,88 £ 7,15 72,16 + 3,02 0,580+0,021 | -31,5+2,7 41,07 +0,11

Ext 10 87,21 +20,99 | 398,90+17,16 | 0,493+0,088 | -30,9+3,3 11,00 + 0,26
Ext 20 114,90+ 31,80 | 667,33 +21,00 | 0,564 +0,026 | -28,6 +1,2 19,47 + 0,06
Ext 40 58,46 £9,20e | 381,27+31,22 | 0,525+0,133 | -30,8+1,4 22,40 £ 5,37

100,98 + 28,69
Os valores representam a média + desvio padrdo da média das andlises obtidas em triplicata.

Em outro momento, partindo para as analises das NpSB-Verdo obtidas no
segundo lote de producdo foi verificado também que mesmo utilizando
concentracfes de extratos de P. emarginatus diferentes (10, 20 e 40 mg/mL), as
estruturas sintetizadas apresentaram caracteristicas fisicas bem semelhantes as
observadas no primeiro lote (Diametro hidrodindmico médio das populacbes de
particulas, Z-Average, Pdl, potencial Zeta), contudo com valores de potenciais Zeta
que permitem classifica-las como suspensdes nanométricas de instabilidade
incipiente, de acordo com ASTM (1985), uma vez que foram determinados 0s
valores de -28,0, -25,8 e -27,5 mV para as NpSB (10), (20) e (40), nessa ordem
(Tabela I-2).

As NpSB-Verdao do segundo lote produzidas com os extratos nas trés
concentragOes (Tabela I-2) tiveram Z-Average com valores de 50,02 a 58,68 nm.
Tais resultados sdo semelhantes aos encontrados por AgNPs sintetizadas com
extratos das folhas de Borago officinalis, que por sua vez apresentaram Z-Average
de 50,86 nm (SINGH; DU; Y1, 2017).
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Além disto, a tendéncia das diferencas dos valores de potencial Zeta e
condutividade elétrica entre as NpSBs e seus respectivos extratos foram observadas

de forma similar as NpSB-Verédo do Lote 1 (Tabela I-2).

Tabela I-2: Andlises por espalhamento de luz dindmico (DLS) e potencial Zeta das NpSB-Veréo e de
seus respectivos controles (Lote 2).

Amostras | Diametro Z-Average Pdl Potencial | Condutividade
(Lote 2) hidrodinadmico (nm) Zeta elétrica (us/cm)
médio das (mV)

populacdes de
particulas (nm)

NpSB (10) 37,19+ 8,49 58,68 + 1,09 0,269+0,064 | -280+1,9 2527 +1,93

NpSB (20) 34,76 + 3,87 52,08 + 0,65 0,285+0,002 | -258+2,8 31,23+ 0,23

NpSB (40) 27,26 + 6,15 50,02 + 0,58 0,259+0,003 | -27,5+2,0 49,80+ 0,17

Ext 10 3,89+3,56 e 340,37 +108,31 | 0,487 +0,068 | -254+1,8 14,43 + 0,23
45,29 + 16,49

Ext 20 2294+290e 404,00 +170,93 | 0,496 £0,165 | -25,7 + 3,2 19,13 £ 0,06
47,47 +11,31

Ext 40 36,45+ 11,73 308,37 +35,89 | 0,516+0,059 | -31,8+2,0 26,17 + 1,60

Os valores representam a meédia + desvio padrdo da média das andlises obtidas em triplicata.

o Monitoramento cinético da estabilidade coloidal das caracteristicas
fisicas das NpSB-Verao produzidas no Lote 1

Um dos apelos da utilizacao de sintese verde de AgNPs utilizando plantas é a
estabilidade boa que essa abordagem de sintese proporciona as AgNPs, isso
porque extratos vegetais apresentam os principais compostos fitoquimicos capazes
de propiciarem 0s seus recobrimentos e estabilizacbes (EDISON; SETHURAMAN,
2012). No entanto, essa estabilidade coloidal pode ser afetada por diversos fatores,
como pela quantidade de agentes redutores e espécies absorventes (MOSKOVITS;
VLCKOVA, 2005; PRATHNA et al., 2014).

Nesse estudo, sobre o monitoramento cinético da estabilidade das NpSB-
Veréo (20) do Lote 1 foram observados aumentos estatisticamente significativos de
8,0% e 12,1% nos diametros hidrodindmicos, de formas pontuais, no primeiro € no
segundo més apos a sintese, em relacdo as AgNPs recém sintetizadas. Por outro
lado, ndo foram identificadas alteracdes estatisticamente significativas nos valores
de Pdl e de potencial Zeta, o que indica que esses nanossistemas nao tenderam a
agregar mesmo apos cinco meses de producdo. Sinalizando estabilidade coloidal
adequada e condi¢cdes de homogeneidade boas (Tabela I-4).
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Tabela I-4: Monitoramento cinético da estabilidade coloidal das caracteristicas fisicas das NpSB-
Verdo (20) por meio de analises de espalhamento de luz dindmico (DLS) e potencial Zeta — Lote 1.

Intervalo de tempo Z-Average (nm) Pdl Potencial Zeta (mV)
Recém sintetizadas 66,58 + 1,63 0,370+ 0,014 -33,3+2,7
7 dias 62,20 + 0,78 0,356 £ 0,012 -36,8 + 4,7
14 dias 62,71 + 1,00 0,351 + 0,008 -36,2 + 3,2
21 dias 66,86 + 0,90 0,368 + 0,004 -29,6 £ 0,5
1 més 71,89 +0,93° 0,386 £ 0,011 -28,5+0,4
2 meses 74,63 +3,63° 0,350 + 0,006 -26,4+25
3 meses 69,31 +1,73 0,349 + 0,021 -:309+15
4 meses 66,25 + 0,45 0,332 £ 0,046 -29,6 + 3,4
5 meses 68,72 £ 1,20 0,398 + 0,059 -31,3+14

Os valores representam a média + desvio padrdo da média das anélises obtidas em triplicata. °P <
0,05 quando comparado com as AgNPs recém sintetizadas (One-Way ANOVA seguido do teste de
Tukey).

Tal tendéncia cinética também foi observada no monitoramento das NpSB-
Verdo (10), porém os aumentos das médias dos diametros hidrodindmicos (Z-
Average) foram de 14,6% e 24,5% no primeiro e no segundo més, nessa ordem
(Tabela 1-3). Segundo Prathna e colaboradores (2014), o aumento dos tamanhos
das AgNPs pode ser explicado em virtude do acréscimo de espécies absorventes

em suas superficies.

Tabela I-3: Monitoramento cinético da estabilidade coloidal das caracteristicas fisicas das NpSB-
Verdo (10) por meio de andlises de espalhamento de luz dindmico (DLS) e potencial Zeta — Lote 1.

Intervalo de tempo Z-Average (nm) Pdl Potencial Zeta (mV)
Recém sintetizadas 66,95 +1,39 0,284 + 0,035 -31,2+0,8
7 dias 70,14 +3,01 0,311 + 0,035 -30,6 + 3,1
14 dias 65,89 + 0,72 0,272 + 0,010 -32,7+0,6
21 dias 68,06 + 1,93 0,331 + 0,044 -27,8+2,1
1 més 76,71 +0,75° 0,350 + 0,006 -34,8+8,1
2 meses 83,37 +0,74° 0,348 + 0,009 -22,7+1,2
3 meses 69,32 + 0,25 0,263 + 0,003 -29,9+2,0

Os valores representam a média + desvio padrdo da média das analises obtidas em triplicata. °P <
0,05 quando comparado com as AgNPs recém sintetizadas (One-Way ANOVA seguido do teste de
Tukey).

Quanto as analises de NpSB-Verao (40), notou-se que somente apos trés
meses de sintese é que foram evidenciados aumentos estatisticamente significativos
de 45,1% dos diametros hidrodindmicos das AgNPs com relacdo as recém
sintetizadas (Tabela 1-5). Comparando esse resultado com os das demais NpSB-
Veréo (10) e (20), pode ser inferido que as concentragdes dos extratos bioredutores
sdo um dos fatores determinantes para estabilidade de um nanossistema
biossintetizado (KHATAMI et al., 2017).
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Por outro lado, foi observada uma diminuicdo momentanea e significativa da
heterogeneidade das NpSB-Verdo (40) de 25,5% apoOs 14 dias de sintese. Ja o
potencial Zeta novamente nao foi um parametro que sofreu variacées significativas

durante o periodo de monitoramento (Tabela I-5).

Tabela I-5: Monitoramento cinético da estabilidade coloidal das caracteristicas fisicas das NpSB-
Verédo (40) por meio de analises de espalhamento de luz dindmico (DLS) e potencial Zeta — Lote 1.

Intervalo de tempo Z-Average (nm) Pdl Potencial Zeta (mV)
Recém sintetizadas 72,16 + 3,02 0,580 + 0,021 -31,5+27
7 dias 71,28 +£2,10 0,534 + 0,028 -30,1+19
14 dias 66,62 + 1,92 0,432 +0,073° -352+1,0
21 dias 69,25+ 0,72 0,561 + 0,019 -325+4,0
1 més 88,04 + 16,12 0,550 + 0,025 -35,9+4,7
2 meses 88,24 + 4,91 0,543 + 0,006 -26,2 + 3,2
3 meses 104,72 + 14,64 ° 0,499 + 0,101 -32,1+24

Os valores representam a média + desvio padrdo da média das analises obtidas em triplicata. °P <
0,05 quando comparado com as AgNPs recém sintetizadas (One-Way ANOVA seguido do teste de
Tukey).

o Monitoramento cinético da estabilidade coloidal das caracteristicas
fisicas das NpSB-Verado produzidas no Lote 2

Foi observado que as NpSB-Verdo (10) do Lote 2 apresentaram aumentos
crescentes e estatisticamente significativos de diametros hidrodinamicos durante as
quatros primeiras semanas de monitoramento (7,3%, 13,3%, 13,9% e 19,8%,
respectivamente), assim como tiveram aumentos significativos nos valores de Pdl na
terceira e na quarta semana do monitoramento (38,3% e 33,8%, respectivamente)
(Tabela I-6). Ademais, foi percebido novamente que o tempo apds sintese nao teve
efeito estatisticamente significativo sobre os valores de potencias Zeta dessas
AgNPs em suspensdo aquosa, situacdo que se repetiu também nas NpSB-Verao
(20) (Tabela I-7) e NpSB-Verao (40) (Tabela I-8).

Tabela I-6: Monitoramento cinético da estabilidade coloidal das caracteristicas fisicas das NpSB-
Verao (10) por meio de andlises de espalhamento de luz dinamico (DLS) e potencial Zeta — Lote 2.

Intervalo de tempo Z-Average (nm) Pdl Potencial Zeta (mV)
Recém sintetizadas 58,68 + 1,09 0,269 + 0,006 -280+£19

7 dias 62,98 + 0,88° 0,280 + 0,006 -27,3+0,3

14 dias 66,49 + 0,31° 0,290 + 0,005 -299+1,1

21 dias 66,86 + 1,39° 0,372 +0,020° -27,2+ 4,3

1 més 70,33+ 0,84° 0,360 +0,014° -25,8 +1,6

Os valores representam a média + desvio padrdo da média das analises obtidas em triplicata. °P <
0,05 quando comparado com as AgNPs recém sintetizadas (One-Way ANOVA seguido do teste de

Tukey).
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Adiante foi verificado que da segunda semana até o sexto més, as NpSB-
Verdo (20) apresentaram valores de diametros hidrodinamicos estatisticamente
superiores aos dos diametros das AgNPs recém sintetizadas. No entanto, é
interessante destacar que essa situacdo nao ocorreu de forma crescente, uma vez
que logo apdés a segunda semana de sintese esses valores tenderam a
estabilizacdo, de modo que os aumentos desse parametro foram de 11%, 5,7%,
13,3%, 10,3% e 10,9% nos 14° dia, 21° dia, 1° més, 4° més e 6° més,
respectivamente, quando comparados ao dia da sintese. Sobre aos dados de PdI,
foi notado que as AgNPs tiveram dois momentos com diferengas estatisticamente
significativas (segunda e quarta semana) com aumentos de 38,9% e 40,3% dos
valores de Pdl, respectivamente, em comparacao aos valores iniciais; 0 que sugere
fenbmenos momentaneos de aglomeracdes, ja que os diametros hidrodinamicos

também aumentaram nessas ocasides (Tabela I-7).

Tabela I-7: Monitoramento cinético da estabilidade coloidal das caracteristicas fisicas das NpSB-
Verdo (20) por meio de andlises de espalhamento de luz dindmico (DLS) e potencial Zeta — Lote 2.

Intervalo de tempo Z-Average (nm) Pdl Potencial Zeta (mV)
Recém sintetizadas 52,08 + 0,65 0,285 + 0,002 -25,8 £ 2,82
7 dias 52,82 +£0,61 0,303 + 0,007 -24,1+28
14 dias 57,81 +0,69° 0,396 +0,007° -25,8+ 3,3
21 dias 55,03+ 1,10° 0,324 + 0,032 -26,9+0,7
1 més 59,03 +0,97° 0,400 + 0,007° -27,1+2.2
4 meses 57,45+ 1,72° 0,292 + 0,006 240+ 2,6
6 meses 57,77 +0,37° 0,324 + 0,044 -27,0+ 2,3

Os valores representam a média + desvio padrdo da média das analises obtidas em triplicata. °P <
0,05 quando comparado com as AgNPs recém sintetizadas (One-Way ANOVA seguido do teste de
Tukey).

Enquanto isso, no monitoramento da estabilidade das NpSB-Verdo (40)
durante um més, foi visualizado que apos a segunda semana de sintese ocorreram
aumentos estatisticamente significativos dos diametros hidrodinamicos e da
homogeneidade das particulas, indicando possivel aglomeracéo das estruturas com
o passar do tempo. De modo que nos 14° dia, 21° dia e 1° més apos as sinteses, 0s
aumentos de Z-Average foram de 11,6%, 9,5% e 39,1% e de Pdl foram de 27,4%,
27,0% e 34,4%, nessa ordem (Tabela I-8).
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Tabela I-8: Monitoramento cinético da estabilidade coloidal das caracteristicas fisicas das NpSB-
Verdo (40) por meio de analises de espalhamento de luz dindmico (DLS) e potencial Zeta — Lote 2.

Intervalo de tempo Z-Average (nm) Pdl Potencial Zeta (mV)
Recém sintetizadas 50,02 + 0,58 0,259 + 0,003 -275+2,0

7 dias 52,16 £ 0,23 0,290 + 0,029 274 +2,6

14 dias 55,82 +1,39° 0,330 + 0,006 ° 27,314

21 dias 54,80 +1,37° 0,329 +0,016° -24,8 + 6,7

1 més 69,56 + 1,00° 0,348 +0,039° -24,6 5,4

Os valores representam a média + desvio padrdo da média das analises obtidas em triplicata. °P <
0,05 quando comparado com as AgNPs recém sintetizadas (One-Way ANOVA seguido do teste de
Tukey).

Sendo assim, associando os resultados de DLS/potencial Zeta com as
cinéticas de formacédo das NpSBs € possivel dizer que a concentracao de extrato de
P. emarginatus de 20 mg/mL se mostrou mais apropriada para a sintese de AgNPs.
E ainda, realizando uma comparacéo entre os dois lotes de NpSB-Verao produzidos
foi verificado que as alteracdes dos valores de diametro hidrodinamico das AgNPs
do Lote 1 aconteceram de forma menos expressivas, além dessas apresentarem
uma menor variacdo entre os intervalos de monitoramento. Esses indicativos aliados
aos resultados de potenciais Zeta fez com que o Lote 1 fosse o escolhido para
continuidade dos testes de caracterizacdo e de atividade bioldgica in vitro.

Ainda nesse contexto, alguns possiveis motivos podem estar relacionados
com as diferencas dos resultados entre os lotes de producio de NpSB-Verdo. E
importante levar em consideracdo as complexas interagbes das biomoléculas com
0s ions metalicos, estas podem estar relacionadas com a disponibilidade de
biomoléculas presentes em cada parte vegetal retirada da planta e
consequentemente presentes nos extratos. Isto esta conectado com a constituicao
dos componentes biologicamente ativos, que por sua vez sédo presentes de forma
nao homogénea, mesmo em um mesmo ramo da planta, podem estes estarem em
diferentes combinacdes e concentracdes (SHANKAR et al., 2004; MAKAROV et al.,
2014).

o NpSB-Inverno - Anélises imediatamente ap0s a sintese

Conforme é possivel visualizar na Tabela 1-9, os dois lotes produziram
NpSBs-Inverno com diametros hidrodindmicos distintos entre si, sendo esse
parametro avaliado pelo diametro médio das populacdes (distribuicdo de classes) e

por Z-Average. Com relacdo ao Z-Average, o Lote 1 apresentou valores em média
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46,4% maiores do que os identificados no Lote 2, em que as NpSB-Inverno eram de
158,73 e 108,43 nm, respectivamente. Condi¢cdo concordante ao atestado por Song
e Kim (2009), quando utilizaram de concentracdes de extratos de folhas superiores a

10% e produziram particulas com tamanhos superior a 100 nm.

Tabela I-9: Analises por espalhamento de luz dindmico (DLS) e potencial Zeta das NpSB-Inverno e
de seus respectivos controles (Lotes 1 e 2).

L| Amostras Diametro Z-Average (nm) Pdl Potencial Condutividade
(0] hidrodinamico Zeta (mV) | elétrica (us/cm)
T médio das
E populacdes de
S particulas (nm)
1| NpSB (20) 54,78 £ 16,10 158,73 £9,91 0,674 +0,056 | -23,8+0,9 44,700
Ext 20 1278,94+357,52 2807,00 + 610,34 | 0,568 +0,247 | -23,5+1,0 36,50 £ 0,10
2| NpSB (20) 19,34 + 3,03 108,43 £ 0,91 0,372+0,012 | -239+0,5 45,63 £2,34
e
34,09 + 10,28
Ext 20 1375,61 £ 291,44 4229,33+738,83 0,475+0,152 | -20,8+0,5 35,93 £ 0,06
e
848,44 + 149,96

Os valores representam a média + desvio padrdo da média das andlises obtidas em triplicata.

Essa diferenca entre os lotes também foi observada nos valores de Pdl.
Contudo, no que tange os valores de potenciais Zeta, foi verificado que as NpSB-
Inverno dos dois lotes séo incluidas na categoria de suspensdes com instabilidade
incipiente, de acordo com os critérios da ASTM (1985). Foi observado também que
os valores de condutividade elétrica foram bastante semelhantes entre os lotes, mas
superiores as condutividades elétricas dos extratos, conforme também observado
entre os lotes das NpSB-Verao.

Analisando esses resultados € possivel verificar o comprometimento da
reprodutibilidade das caracteristicas fisicas e quimicas das NpSB-Inverno, sendo
gue tal tendéncia também foi observada por Silva (2015) ao sintetizar trés lotes de
nanoemulsdes de 6leo de canola e perceber que os didmetros hidrodinamicos dos
nanomateriais de dois lotes apresentaram diametros hidrodindmicos em uma Unica
populacao, enquanto que o outro lote apresentou duas subpopulacgées.

Essa situacdo demonstra que mesmo frente as expressivas vantagens de
sintetizar AgQNPs com extratos de plantas, esses processos tém como 0s principais
desafios da quimica verde, os controles dos tamanhos, das formas e das
homogeneidades dos nanossistemas biossintetizados em suspensdes; 0 que faz

com que elas enfrentem dificuldades tanto nas obtencbes de homogeneidade como
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nas reprodutibilidades de suas amostras (AKHTAR; PANWAR; YUN, 2013; SILVA et
al., 2017). A variedade dos tamanhos de AgNPs produzidas por rotas de sintese
verde se da pela enorme diversidade de fitoquimicos presentes nas fontes
bioldgicas, capazes de reduzir e estabilizar AQNPs (REMYA et al., 2017).

J& com relacdo as diferencas das caracteristicas fisicas e quimicas entre as
NpSB-Verdo e NpSB-Inverno, ha na literatura diversos fatores que sdo capazes de
justificarem tal acontecimento como é o caso de Ganaie e colaboradores (2014) que
salientaram que varios fatores abioticos podem influenciar na producéo qualitativa e
quantitativa de metabdlitos secundéarios e assim comprometerem a reprodutividade
das sinteses. Alguns elementos sdo capazes interferir sob os tamanhos, morfologias
e demais propriedades fisicas e quimicas das AgNPs biossintetizadas por extratos
vegetais, a exemplo das variacdes geograficas e sazonais (BORASE et al., 2014).

A sazonalidade pode ser um dos fatores abidticos que dificultam as
padronizacdes das matérias primas, podendo implicar em alteracbes fisicas e
guimicas dos componentes e também terem efeitos sobre as inconsisténcias da
reprodutibilidade (PATHAK; MANDAVGANE; KULKARNI, 2017). Inclusive, Daniel e
colaboradores (2013), relataram que varios parametros da arvore de Pterodon
emarginatus como altura, didmetro e volume cilindrico da copa podem ser
influenciados pelas propriedade e qualidades dos solos .

Além desses, 0 excesso de agua advindo de chuvas fortes pode provocar
estresse hidrico que pode vir a ter como consequéncias a inibicdo do crescimento da
maioria das plantas, alteracdes da capacidade fotossintética, das biomassas, das
estruturas celulares, dos estados nutricionais, entre outras variacbes morfoldgicas,
fisiol6gicas e bioquimicas (REZVANI; SOROOSHZADEH; FARHADI, 2012).

o Monitoramento cinético da estabilidade coloidal das NpSB-Inverno
produzidas nos dois lotes

Sobre monitoramento cinético da estabilidade coloidal das NpSB-Inverno,
somente no segundo e no quinto més apos a sintese das NpSB-Inverno do Lote 1 é
gue foram evidenciadas alteragfes estatisticamente significativas nos valores de Z-
Average e Pdl, com relacdo as NpSBs recém sintetizadas. De modo que as
diminuicdes de Z-Average foram de 34,6% e 67,6% e as de Pdl foram de 42,6% e
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65,1%, nos respectivos meses (Tabela 1-10). Tal situacdo fez com que apds
transcorridos cinco meses desde a sintese desse lote, as NpSBs passaram a
apresentar diametros menores e homogeneidades maiores. Fato justificado por
Cumberland e Lead (2013) que noticiaram que uma reducéo de tamanho das AgNPs

pode ser advinda da remocé&o das particulas por meio de sedimentacao.

Tabela 1-10: Monitoramento cinético da estabilidade coloidal das caracteristicas fisicas das NpSB-
Inverno (20) por meio de analises de espalhamento de luz dinamico (DLS) e potencial Zeta — Lote 1.

Intervalo de tempo Z-Average (hm) Pdl Potencial Zeta (mV)
Recém sintetizadas 158,73+ 9,91 0,674 + 0,056 -23,8+0,9
14 dias 165,77 +11,50 0,684 + 0,062 -236+15
1 més 169,07 + 11,66 0,709 + 0,041 -24,2+0,3
2 meses 103,87 +1,50° 0,387 +0,010° -22,3+£0,78
5 meses 81,43+ 1,62° 0,235 + 0,005 -22,6 0,2

Os valores representam a média + desvio padrdo da média das analises obtidas em triplicata. °P <
0,05 quando comparado com as AgNPs recém sintetizadas (One-Way ANOVA seguido do teste de
Tukey).

As NpSB-Inverno se mostraram mais estaveis do que outras AgNPs
biossintetizadas e que tém seus resultados retratadas na literatura, como é o caso
das AgNPs sintetizadas com extratos das folhas de Diopyros kaki (SONG; KIM,
2009), Alysicarpus monilifer (KASITHEVAR et al., 2017) e Mimusops elengi
(PRAKASH et al., 2013), que se apresentaram estaveis por 4 semanas. No entanto,
h& relatos de AgNPs biossintetizadas estaveis por apenas alguns dias, a exemplo
das AgNPs produzidas com extratos da fruta Crataegus douglasii que tiveram
estabilidades alteradas apos 5 dias de sinteses (MOGHADDAM; DABANLOU, 2014).

Ja os valores de potenciais Zeta nao foram alterados de forma significativas
durante os intervalos do monitoramento (Tabela 1-10), sendo que tal situacédo se
repetiu no Lote 2 das NpSB-Inverno. Entretanto, no Lote 2 de NpSB-Inverno (20) foi
observado um Unico intervalo de tempo no qual ocorreram alteracbes das
caracteristicas fisicas das AgNPs com relacdo aos seus valores iniciais. Isto
aconteceu apds dois meses da sintese, fazendo com que 0s nanossistemas
tivessem uma reducdo momentanea de 17,6% dos diametros hidrodinamicos e de
32,3% do PdI (Tabela I-11). Esses elementos aliados a ocorréncia de que as NpSB-
Inverno do Lote 2 apresentaram caracteristicas fisicas mais proximas das NpSB-
Verdo fizeram com que esse fosse escolhido para continuacdo dos testes de

caracterizacao e atividade biologica in vitro.
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Tabela I-11: Monitoramento cinético da estabilidade coloidal das caracteristicas fisicas das NpSB-
Inverno (20) por meio de andlises de espalhamento de luz dinAmico (DLS) e potencial Zeta — Lote 2.

Intervalo de tempo Z-Average (nm) Pdl Potencial Zeta (mV)
Recém sintetizadas 108,43 £ 0,91 0,372+ 0,012 -23,9+0,5
14 dias 105,83+ 1,78 0,364 £ 0,015 -22,0+0,7
1 més 107,30 £ 1,95 0,357 £ 0,008 -22,7+1,0
2 meses 92,61 +1,15° 0,252 + 0,007 ° -23,9+0,8
5 meses 110,30 + 1,56 0,339 + 0,007 -22,2+0,5 |

Os valores representam a média + desvio padrdo da média das andlises obtidas em triplicata. °P <
0,05 quando comparado com as AgNPs recém sintetizadas (One-Way ANOVA seguido do teste de
Tukey).

4.3.2 Microscopia eletronica de transmissao (MET)

A realizacdo de analises por MET sdo muito recorrentes em diversas areas
nanotecnoldgicas, uma vez que por meio desta técnica sdo obtidas imagens de
nanomateriais em duas dimensfes, condicdo esta que permite investigacbes de
morfologias e didmetros secos. No entanto, a sua utilizacdo tem demonstrado
sucesso também na avaliacdo temporal em processos de formacéo e degradacédo de
nanossistemas expostos a determinados meios, bem como em analises
ultraestruturais que buscam o entendimento dos seus mecanismos de interagdes
com estruturas celulares (EVANS et al., 2011).

No presente estudo, as imagens adquiridas por MET mostraram que as
NpSB-Verdo e NpSB-Inverno tiveram formas arredondadas com bordas lisas e
diametros secos de 33,20 + 4,85 nm (r’= 0,97) e 28,10 + 6,20 nm (r’= 0,96),
respectivamente (Figura I-7).

Existem varios relatos na literatura que corroboram com esse formato tipico
de AgNPs, como é o caso de Rao e Tang (2017) que por meio do uso de MET
atestaram formatos arredondados das AgNPs sintetizadas utilizando extratos foliares
de Eriobotrya japonica. A mesma evidéncia foi encontrada anteriormente por Ghaedi
e colaboradores (2015) ao utilizarem extratos foliares de Rosmarinus officinalis para
produzirem AgNPs arredondadas e de diametros secos médios de 29 nm, medidas
semelhantes as evidenciada no presente trabalho.

Por fim, € possivel inferir que quaisquer alteracdes dos perfis fitoquimicos
sucedidas de condi¢cdes ambientais sazonais (tipicas dos periodos de verdo e
inverno) ndo modificaram expressivamente o processo de formagdo ou as formas
das NpSBs.
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Figura I-7: Imagens obtidas por MET e histogramas da distribuicdo de classes de tamanhos dos
didmetros secos das NpSB-Veré&o (Paineis A) e das NpSB-Inverno (Paineis B).

4.3.3 Microscopia de forca atbmica (MFA)

A MFA é uma técnica que utiliza de uma sonda para realizar analises de
varreduras em superficies amostrais, e conforme o modo de aquisicdo escolhido &
possivel extrair informacdes de topografia, dureza, viscoelasticidade, textura, carga
de superficie e campo magnético (MULLER; DUFRENE, 2011). A MFA foi utilizada
no presente estudo para avaliar a morfologia, altura e possivel diferenca de
viscoelasticidade das amostras secas de NpSBs. Desse modo, foi verificado que as
NpSB-Verdo e as NpSB-Inverno apresentaram formatos esféricos, sem a presenca
de aglomerados e com alturas médias de 33,96 + 5,20 nm (r?=0,99) e 20,70 + 7,73

nm (r?=0,92), respectivamente (Figura I-8). Da mesma forma, Gaddam e
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colaboradores (2014), Ethiraj e colaboradores (2016), e Kumar e colaboradores
(2015) verificaram por MFA as formas esféricas de AgNPs sintetizadas com extratos
das folhas de Cassia alata, Alstonia scholaris e Morinda tinctoria, nessa ordem.

Sob outra perspectiva, diferencas de viscoelasticidade na composicdo das
NpSBs foram percebidas pelas imagens de fase, em que a parte interna se mostrou
contrastada em relacdo a superficie, situacdo ilustrada pela Figura I-9; o que
possibilita propor que moléculas do extrato possam estar recobrindo os nudcleos
metalicos e consequentemente contribuindo para a estabilidade dessas AgNPs.
Esse contexto também foi discutido por Kumar e colaboradores (2012) ao utilizarem
MFA para caracterizar ANPs produzidas utilizando extratos aquosos de Terminalia
chebula. Eles evidenciaram uma fina camada rodeando os nudcleos das AgNPs,

proporcionando uma cobertura que supostamente seria composta por materiais

organicos presentes no extrato que estariam atuando na estabilizacdo das AgNPs.
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Figura I-8: Imagens de MFA e histogramas de distribuicdo de classes de tamanhos das alturas secas
das NpSB-Veréo (Paineis A) e das NpSB-Inverno (Paineis B).
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Figura I-9: Imagem de MFA referente a informacao de viscoelasticidade das NpSB-Veréo.

4.3.4 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

As andlises qualitativas dos espectros de FTIR foram utilizadas para verificar
se entre os perfis espectrais das NpSBs e seus respectivos controles houveram
mudancas proporcionadas pelos comportamentos bioquimicos dos grupos
funcionais dos compostos existentes na superficie dessas AgNPs. Ajitha e
colaboradores (2015) destacam a importancia da caracterizacdo das AgNPs por
FTIR, visto que essa técnica tem por finalidade caracterizar e identificar quais 0s
possiveis grupos funcionais das biomoléculas presentes nos extratos das plantas
que podem estar envolvidos na formacdo (biorreducdo dos ions prata) e no
recobrimento das AgNPs.

Nesse contexto, segundo apresentado na Figura I-10, os perfis espectrais dos
extratos de P. emarginatus por FTIR revelam picos e bandas bastante semelhantes
entre si (com leve deslocamento), indicando as mesmas ligacdes e grupamentos
quimicos. No extrato das folhas coletadas na estacdo de verdo foram constatado
picos proeminentes na regido de 1626 e 1057 cm™, ao passo que no extrato de
inverno os picos foram na regido de 1628 e 1072 cm™. Os picos nas regides de 1626
e 1628 cm™ podem est4 atribuidos as vibracées das ligacdes do grupo funcional de
amida | (PRAKASH et al., 2013; BEATTIE et al., 2014), de piridina (BRATSKAYA et
al., 2014) ou de grupos carbonilas (1620-1636 cm™), provavelmente de polifenois
(KUMAR; YADAV; YADAYV, 2010).
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Sobre os picos em 1057 e 1072 cm™ (Figura 1-10), Cruz e colaboradores
(2010) afirmaram que tais numeros de onda sdo equivalentes a estiramentos
vibracionais de C-O-C e C-O em compostos fendlicos, os quais tém participacéo
bem documentada nos processos de biorreducdo em rotas de sintese verde. Ao
tempo que Tameme e colaboradores (2015) salientam que o pronunciamento dos
picos 1057 e 1072 cm™ sugerem ligagdes do tipo C-O, como ésteres, éteres, alcoois
ou acido carboxilico (TAMEME et al., 2015). Tal hipétese pode ser fortalecida pela
presenca de bandas largas em todas as amostras analisadas no comprimento de
onda de 3400 cm™, caracteristica de alcoois, reforcando de fato a ocorréncia de
acidos carboxilicos, pela comprovacdo anterior de carbonila. Contudo, tal banda
também pode ser indicativa de compostos fendlicos e até da propria agua, que pode
ter origem amostral ou do préprio KBr por ser altamente higroscopico.

Mohammadlou e colaboradores (2017) relataram por meio de estudos por
FTIR que os principais elementos redutores dos extratos foliares apresentam grupos
OH (flavonoides, éacido fendlico e acido cinamico), enquanto que 0s principais
compostos estabilizantes continham grupos C=C (monoterpenos e sesquiterpenos)
em suas estruturas quimicas. Corroborando com Panneerselvam e colaboradores
(2016) que mencionaram que nas AgNPs sintetizadas com extratos das folhas de
Pteridium aquilinum, as andlises de FTIR apontaram para possiveis presencas de
alcaldides, flavonoides, fendis, proteinas, carboidratos, saponinas, taninos e
glicosideos, os quais podem ser responsaveis pela reducédo e estabilizacéo.

Ja nos espectros das NpSB-Verdo e NpSB-Inverno foram observados os
mesmos picos identificados nos seus respectivos extratos, mas houve a ocorréncia
de um pico diferencial no nimero de onda de 1384 cm™. Esse pico também foi
detectado de forma expressiva no espectro da solucédo de nitrato de prata, que por
sua vez também exibiu um pico em 825 cm™, sendo este suprimido nas AgNPs
(Figura 1-10). Tais mudancas espectrais com supressao ou manifestacdo de picos
s&o sugestivas de biorreducdo da prata. O pico em 1384 cm™ na solucéo de nitrato
de prata é bem caracteristico de grupos nitro —NO, (1380-1300 cm™) (LOPES;
FASCIO, 2004). O seu aparecimento nas amostras de NpSBs sinaliza que 0s grupos
funcionais de algum metabolito dos extratos se associaram aos fons prata - Ag",

modificando o perfil de ligacGes e possivelmente promovendo a reducdo em Ag°.
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Todavia, é importante lembrar que como 0s extratos Sao compostos por
diversos componentes bioativos, ndo é possivel dizer ao certo quais os principios
ativos estdo relacionados diretamente com o processo de biorreducdo e
estabilizacdo das AgNPs. Para isso sdo necessarios estudos posteriores que

investiguem a natureza das moléculas dos extratos envolvidas nesses mecanismos.
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Figura I-10: Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) das NpSBs e seus
respectivos controles. Nessa representagdo, as NpSB-Verdo e NpSB-Inverno referem-se as AgNPs
sintetizadas com 0s extratos aquosos das folhas de P. emarginatus coletadas nas estacdes de verdo
e de inverno a uma concentracdo de 20 mg/mL, respectivamente. Assim como Ext-Verdo e Ext-
Inverno referem-se aos extratos aquosos das folhas de P. emarginatus coletadas nas estacfes de
verdo e de inverno a uma concentracdo de 20 mg/mL, respectivamente. AgQNO; refere-se ao material
obtido a partir liofilizagdo da solucdo aquosa de nitrato de prata a uma concentracdo de 1 mM.
4.3.5 Analises dos perfis moleculares por espectrometria de massa MALDI-TOF
A espectrometria de massa MALDI-TOF (do inglés Matrix Assisted Laser
Desorption lonization Time-of-Flight Mass Spectrometry) é uma técnica analitica que
ioniza as amostras, por meio de um feixe de laser de alta energia, proporcionando o
surgimento e a aceleracao de moléculas carregadas (ions) em um campo elétrico ou
magneético. Tal ambiente favorece a separacdo e posterior deteccdo desses ions
moleculares de acordo com sua razdo massa/carga. Esse método permite analises

de biomoléculas (p. ex. carboidratos, peptideos, proteinas e acidos nucléicos) e
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também de moléculas organicas grandes (p. ex. polimeros e dendrimeros)
(CAROLIS et al., 2014; LOU et al., 2015).

Assim, a espectrometria de massa MALDI-TOF foi escolhida com a intencao
de avaliar o possivel grau de similaridade dos perfis moleculares existente entre as
NpSBs e seus respectivos controles e para isso foi adotada a geracdo de
dendrograma dos espectros meédios utilizando o método Biotyper. Por definigcéo,
dendrograma (diagrama de arvore) € um tipo de sistematizacédo de dados que utiliza
de diagramas bidimensionais. Sua construcéo é realizada levando em consideracao
andlises estatisticas dos elementos obtidos, por meio de métodos quantitativos, que
resultam no agrupamento e na ordenacao hierarquica das informac6es de acordo
com as suas representacdes de similaridade (CHONG; LEE; LING, 2013).

As Figuras I-11a e I-11b expdem o0s espectros de massa, das suspensdes
aquosas das NpSBs e de seus controles, relativos aos ions compreendidos na faixa
m/z de 100 a 1000 como critérios de escolha; enquanto que o dendrograma
apresentado na Figura [-12 considerou a abundancia e a intensidade dos
componentes moleculares detectados por meio do método Biotyper. A partir disso,
foi constatado que os controles compostos apenas pelos extratos das folhas de P.
emarginatus coletadas no periodo de verdo e de inverno apresentaram maior
similaridade entre os materiais analisados, sendo que 0 mesmo ocorreu entre as
suspensdes aquosas de NpSB-Verdo e NpSB-Inverno.

Em geral, observou-se que 0s extratos tinham perfis de massas moleculares
diferentes das NpSBs independentemente da estacdo de coleta das suas folhas.
Isso pode ser explicado como uma consequéncia do processo de oxirreducao
visando a formacdo das AgNPs, no qual a transformacdo quimica de algumas
moléculas certamente ocorreu, alterando assim a presenca ou a abundancia dos
ions (Figura 1-11).

Da mesma forma, a caracterizacdo por MALDI das AgNPs biossintetizadas
com extratos aquosos de castanha de caju, revelou que as AgNPs e os seus
respectivos extratos sintetizadores pertencem a agrupamentos de perfis de massa
moleculares distintos (BONATTO; SILVA, 2014).

A solucao de nitrato de prata demonstrou maior paridade com os extratos do

gue com o0s nanossistemas (Figura 1-12), possivelmente porque o nitrato de prata em
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solucdo aquosa se dissocia, liberando ions de Ag* (massa molecular = 108) e NO*
(massa molecular = 62), ambos com m/z que ndo permitem serem identificados na
faixa molecular pesquisada. O que indica que muitos dos ions observados na Figura
I-11 sejam oriundos da ionizacdo da prépria matriz (alfa-ciano-4-hidroxicinamico)

utilizada em andlises por espectrometria de massa MALDI-TOF.
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Figura I-11: Perfis de massas moleculares obtidos por espectrometria de massa MALDI-TOF das
NpSBs e de seus respectivos controles. Nessas representacdes, NpSB-Verdo e NpSB-Inverno
referem-se as AgNPs sintetizadas com extratos das folhas de P. emarginatus coletadas nas estacdes
de verdo e de inverno a uma concentracdo de 20 mg/mL, respectivamente. Assim como Ext-Ver&o e
Ext-Inverno referem-se aos extratos aquosos das folhas de P. emarginatus coletadas nas estacdes
de veréo e de inverno a uma concentracdo de 20 mg/mL, respectivamente.
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Figura I-12: Dendrograma obtido por espectrometria de massa MALDI-TOF referente aos perfis de
similaridade molecular das NpSBs e de seus respectivos controles. Nessa representacdo, NpSB-
Verdo e NpSB-Inverno referem-se as AgNPs sintetizadas com extratos das folhas de P. emarginatus
coletadas nas estacdes de verdo e de inverno a uma concentracdo de 20 mg/mL, respectivamente.

Assim como Ext-Verdo e Ext-Inverno referem-se aos extratos aquosos das folhas de P. emarginatus
coletadas nas estacdes de verdo e de inverno a uma concentragdo de 20 mg/mL, respectivamente.

4.3.6 Avaliacéo da cristalinidade por difragao de raios X (DRX)

Devido a similaridade entre os perfis moleculares avaliados por
espectrometria de massa MALDI-TOF entre AgNPs produzidas com extratos de
folhas coletadas em diferentes épocas, foi importante avaliar a cristalinidade das
NpSBs por meio de analises de DRX, uma vez que esse método analitico é
apropriado para se conhecer a organizacdo geomeétrica dos a&tomos com base em
interpretacbes dos angulos de difracbes dos raios X emergentes. Isso permite a
elucidacdo das distancias entre os atomos e consequentemente suas disposi¢cdes
espaciais e nessa maneira é sabido que existem dois tipos de estruturas: amorfas e
cristalinas. As primeiras ndo possuem uma estruturacdo atdbmica definida, enquanto
gue as segundas dispdem de consideravel ordenacdo atbmica. O estudo desse
parametro é de grande relevancia, pois ele esta diretamente relacionado com as
propriedades dos materiais sélidos (MORAM; VICKERS, 2009).

Conforme ilustrado na Figura 1-13, os picos de difracdo atribuidos as reflexdes
dos planos (111), (200), (220) e (311) foram relacionados a prata com estrutura
cubica de fase centrada, tomando como referéncia o arquivo de comparacao padrao
JCPDS N° 04-0783 (Joint Committee on Powder Diffraction Standards) e puderam
ser observados nas amostras de NpSB-Verdo e NpSB-Inverno. De acordo com
Anthony e colaboradores (2014), a auséncia de picos de outras fases em amostras
de AgNPs indica alta pureza dos produtos sintetizados. Assim como Velmurugan e

colaboradores (2015), Dhand e colaboradores (2016) e Ronavari e colaboradores
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(2017) também relataram esse mesmo padrdo de cristalinidade para AgNPs
produzidas por rotas de sintese verde.

As constantes de rede, calculadas a partir de padrdes, foram de 4,083 A e
0,4081 A para as amostras de NpSB-Verdo e NpSB-Inverno, respectivamente.
Esses valores sdo muito analogos e consistentes com o valor padréo a = 4,086 A do
arquivo JCPDS N° 04-0783. Adicionalmente, o tamanho cristalino médio das AgNPs
foi calculado utilizando a férmula de Scherrer, tomando como base o pico de
difracdo mais intenso (111). Assim, foram identificados diametros médios de 10,9 e
10,4 nm para as amostras das NpSB-Verdo e NpSB-Inverno, respectivamente. Uma
vez que este é um calculo baseado na cristalinidade do nucleo das AgNPs, é
possivel que as diferencas quando comparadas com as medi¢cdes microscopicas e
por DLS estejam relacionadas com os meios distintos de avaliar as amostras e
consequentemente as diferencas nos padrées mensuraveis.

A determinacdo dos tamanhos das AgNPs é conexa com a técnica de
caraterizacdo utilizada para tal proposito. No presente estudo, os tamanhos das
NpSB determinados por DRX foram menores que os encontrados por DLS, MFA e
MET, corroborando com as pesquisas de Sujitha e Kannan (2013) ao constatarem
gue os tamanhos das AgNPs aumentam da seguinte forma: DLS > TEM > XRD. Isso
porque os valores atestados por DLS sé&o justificados em virtude das mensuracdes
dos tamanhos serem feitas com as NPs em meios aquosos, onde 0s seus nucleos
estdo envoltas por compostos biolégicos organicos ou ainda pelas forcas de
interacOes das AgNPs em suspenséo, a exemplo da for¢ca de van der Waals.

Por fim, todas essas evidéncias confirmam que o arcabouco atbmico das
NpSBs é equivalente ao de outras AgNPs. Ademais, € possivel deduzir que a
semelhanca entre os perfis espectrais das NpSBs observadas na Figura 1-13
demonstra que a época da coleta das folhas de P. emarginatus nao interferiu na

disposicéo atdbmica e consequente cristalinidade das AgNPs.
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Figura I-13: Difratogramas de raios X das NpSBs, estrelas - prata cubica Fm-3m, arquivo JCPDS N°
04-0783. Nessa representacdo, NpSB-Verdo e NpSB-Inverno referem-se as AgNPs sintetizadas com
extratos das folhas de P. emarginatus coletadas nas estacbes de verdo e de inverno a uma
concentracdo de 20 mg/mL, respectivamente.

5. CONCLUSAO

A diferenca sazonal do periodo de coleta das folhas de P. emarginatus
(sucupira branca) teve efeito sobre o rendimento do processo de sintese das AgNPs
e também nos seus diametros hidrodinamicos e potenciais Zeta. Entretanto, as
NpSBs tiveram dimensdes secas, perfis de massa molecular e padroes de
organizacdo geométrica dos atomos (cristalinidade) similares. Todas essas
evidéncias sinalizam as NpSBs como promissoras para aplicacbes em diversas
areas da nanobiotecnologia, considerando que elas tém propriedades relativamente
semelhantes, mesmo quando a coleta do material biolégico ocorre em estacbes
distintas. Além disso, foi possivel demonstrar que algumas propriedades podem ser
moduladas pela época de coleta das folhas em periodos climaticos distintos, sendo

uma caracteristica desejada ao selecionar AQNPs para algumas aplicacdes.
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Capitulo_1I: Atividades bioldgicas in vitro de nanoparticulas de prata
sintetizadas com extratos aquosos das folhas de P. emarginatus (sucupira
branca)
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RESUMO

Nos ultimos tempos vém se investigando cada vez mais a capacidade de nanoparticulas
de prata (AgNPs) produzidas por rotas verdes desempenharem atividades bioldgicas e
de terem suas aplicacBes nas mais diversas areas da medicina e da agricultura. As
AgNPs produzidas utilizando extratos de plantas estdo se destacando nesse meio, por
oferecerem menores riscos para saude dos manipuladores e dos consumidores, além
de serem produtos mais estaveis, apresentarem menores desperdicios e propiciarem
um ambiente de trabalho higiénico. Nesse sentido, esse capitulo Il tem como finalidade
avaliar as atividades citotdxicas, antioxidantes, hemoliticas, antibacterianas e
nematotoxicas das AgNPs sintetizadas com extratos aquosos das folhas de sucupira
branca (NpSBs) coletadas nos periodos de verdo e inverno. Para isso, foram utilizadas
linhagens celulares de melanoma murino (B16F10), fibroblasto murino (NIH 3T3) e
queratinécito humano (HaCaT) frente as exposicdes in vitro das NpSBs por 24 e 72h.
Enquanto que para investigar o potencial antioxidante in vitro foi analisada a capacidade
dos nanossistemas em impedir a degradacdo de 2-desoxirribose (2-DR). Nos ensaios
hemoliticos foram empregadas amostras de sangue bovino frescas, nas avaliagbes das
atividades antibacterianas das NpSB foram utilizadas cepas de Staphylococcus aureus
ATCC 29213, Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 e Escherichia coli ATCC 25922,
ao tempo que nos testes nematotoxicos foram utilizados nematoides M. incognita
juvenis de segundo estadio (J2). Assim, foi verificado que as NpSB-Verdo e as NpSB-
Inverno apresentaram acdo citotoxica expressiva sobre linhagens celulares de
melanomas, queratindcitos e fibroblastos. As NpSBs também apresentaram atividade
antioxidante marcante na remocdo de radicais hidroxilas e insignificante efeito
hemolitico. Além disso, foram evidenciadas atividades bactericidas e nematotoxicas
acentuadas. Tendo em vista os resultados apresentados, as NpSBs sinalizam potencial
terapéutico excelente para patologias neoplasicas, oxidantes, microbianas e causada
por fitonematoides, indicando também que sdo modelos promissores para investigacdes
em modelos in vivo.

Palavras-chaves: Antibacteriana; Antioxidante; Citotoxicidade; Fabaceae; Gram-
negativa; Gram-positiva; Hemolitico; Nanoparticulas metalicas; Nematoide de galha;
Sintese verde.

98



1 INTRODUCAO

Atualmente pesquisas em nanotecnologia estdo sendo direcionadas para
diversos campos de aplicagcdes, como na medicina (diagnoésticos, terapéutica e
entrega de farmacos: antimicrobianos, antioxidantes, anticancer, cardiovasculares,
entre outros), agricultura (producdo de pesticidas), na producdo de sensores,
indastria para producdo de itens de consumo (cosméticos, tintas, entre outros),
ciéncias ambientais, engenharia quimica, biotecnologia, eletrbnica e mecanica
(RAJESHKUMAR, 2016).

A utilizacdo da prata e de seus compostos ja é adotada na medicina ha mais
de mil anos como agentes antimicrobianos. No entanto, em virtude das resisténcias
emergentes dos microrganismos e das reducdes das eficiéncias dos antibidticos, as
propostas terapéuticas vém retomando a utilizacdo da prata, no entanto, atualmente
sob a forma de AgNPs (EBRAHIMINEZHAD et al., 2017).

As AgNPs despertaram grande interesse em vista de suas propriedades
fisicas, quimicas e bioldgicas diferencias, fatores que refletem em suas aplicacdes
nas mais diversas areas. Nesse sentido, estd havendo um grande crescimento dos
métodos de sintese verde que produzam nanossistemas de forma eficaz e que ao
mesmo tempo minimizem a geragdo de residuos nocivos para 0 meio ambiente e
para os seres vivos (MAKAROQV et al., 2014).

A Ultima década foi de intenso crescimento do numero de publicacGes sobre
sintese verde, onde podem ser encontradas mais de 100 fontes biolégicas diferentes
empregadas para biossintese de AgNPs (SRIKAR et al., 2016), como é o caso de
bactérias, fungos, algas e plantas (SINGH et al., 2016b).

Podem ser encontrados agentes redutores em diversos sistemas biolégicos
gue envolvem organismos vivos desde o reino Monera até os reinos Protista, Fungi
e Plantae. Também se tem exemplos de utilizacbes de membranas, virus de DNA e
diatomaceas. Entre as técnicas de sintese verde, as que empregam extratos de
plantas tém demonstrado formacdo rapida de AgNPs em comparacdo com 0sS
protocolos que utilizam bactérias e fungos, além das manipulagbes dos
fitoconstituintes envolverem uma Unica etapa de processamento e metodologias de

custos baixos, ndo patogénicas e ecoamigaveis (RAFIQUE et al., 2016).
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As AgNPs obtidas por rotas quimicas convencionais ja tiveram comprovados
seus efeitos citotoxicos, préinflamatorios e genotoxicos (SULIMAN et al., 2015). Os
efeitos citotoxicos de AgNPs ja foram avaliados em hepatécitos (VRCEK et al., 2016)
e linhagens celulares de melanoma cutaneo e fibroblastos dérmicos humanos
(PEREZ et al., 2017).

Exemplos de aplicagbes das AgNPs sintetizadas por métodos de quimica
verde sdo 0s seus empregos na obtencdo de bioimagens (SANKAR et al., 2017),
desenvolvimento de biossensores (LU et al., 2017) e atividades anticancer (CHUNG
et al., 2016); assim como atividades cataliticas, antibiofilmes bacterianos (HAMEDI
et 2017) e antioxidantes (RAJAKANNU et al., 2015). Além das atividades anticancer
in vitro contra a linhagem celular de cancer de mama humano (MCF
7) (JANNATHUL; LALITHA, 2015) e atividade antimicrobiana comprovadas com os
seguintes microrganismos: Vibrio parahaemolyticus, Staphylococcus aureus, Bacillus
cereus e Candida albicans (ARAVINTHAN et al.,, 2015) Streptococcus mutans,
Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae (RAMAR et al.,
2015) Pseudomonas fluorescence, Salmonella typhi, Shigella flexneri (MATA,
NAKKALA; SADRAS, 2015a), Pseudomonas aeruginosa e Salmonella entérica
(MARKUS et al., 2017).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral do capitulo Il
Avaliar as atividades biomédicas e agricolas in vitro das nanoparticulas de
prata sintetizadas com extrato aquoso das folhas de Pterodon emarginatus (sucupira

branca) (NpSB) coletadas nas estacdes de verao e de inverno.

2.2 Objetivos especificos do capitulo Il

o Analisar as viabilidades celulares de linhagens de melanoma murino
(B16F10), fibroblasto murino (NIH 3T3) e queratinécito humano (HaCaT) apés
exposicdes in vitro com NpSBs durante 24 e 72h;

o Investigar a capacidade antioxidante in vitro das NpSBs em impedirem a

degradacéo da 2-desoxirribose (2-DR);

o Averiguar o potencial hemolitico in vitro das NpSBs em amostras de sangue

bovino fresco;

o Analisar a atividade antibacteriana das NpSB frente as bactérias
Staphylococcus aureus ATCC 29213, Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 e
Escherichia coli ATCC 25922;

o Avaliar os efeitos nematotoxicos in vitro das NpSBs por meio de teste de

viabilidade com Meloidogyne incognita juvenis de segundo estagio (J2).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Amostras

As amostras experimentais adotadas para os testes desse capitulo foram as
mesmas sintetizadas e caracterizadas no capitulo I: NpSB-Verdo (20 mg/mL de
equivalente as folhas brutas em agua e 1 mM equivalente ao AgNOg3 livre), NpSB-
Inverno (20 mg/mL de equivalente as folhas brutas em agua e 1 mM equivalente ao
AgNOs livre), extratos das folhas de P. emarginatus coletadas no verédo e no inverno
— Ext-Ver e Ext-Inv (20 mg/mL de equivalente as folhas brutas em agua) e solucéo
aguosa de nitrato de prata — AQNO3 (1 mM).

Para estabelecimento das concentracdes a serem analisadas em cada teste,
tomou-se como referéncia que 1 mM de nitrato de prata equivale a 170 pg/mL.
Assim nas avaliagcbes das atividades citotOxicas, antioxidantes e hemoliticas as
amostras foram analisadas nas concentracdes de 16, 32 e 48 ug/mL, ao tempo que
nas avaliacdes das atividades bacterianas as concentracdes testadas foram de 500,
250, 125, 62,5, 31,25 e 15,62 pM. Por fim, nos ensaios nematotoxicos as
concentragdes examinadas foram de 0,16, 1,67 e 16,67 pM.

De acordo com as andlises de DLS realizadas no Capitulo | (Topico 4.3.1), as
NpSB-Verdo apresentaram diametros hidrodinamicos de 66,58 nm (Z-Average),
indice de polidispersividade de 0,370 e potencial Zeta de -33,3 mV (Tabela I-1).
Enquanto que as NpSB-Inverno apresentaram diametros hidrodinamicos de 108,43
nm (Z-Average), indice de polidispersividade de 0,372 e potencial Zeta de -23,9 mV
(Tabela 1-9).

3.2 Viabilidade celular por MTT

O principio desse teste se fundamenta na verificagdo da viabilidade celular
tomando como base a avaliacdo do metabolismo mitocondrial e levando em
consideracdo que em células viaveis as enzimas mitocondriais metabolizam MTT
(brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetraz6lio) o reduzindo em formazan,
gue por sua vez tem coloracdo roxa medida por espectrofotometria (STOCKERT et
al., 2012).
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As linhagens celulares utilizadas nesses experimentos foram de melanoma
murino (B16F10), fibroblasto murino (NIH-3T3) e queratindcito humano (HaCaT),
obtidas no Laborat6rio de Nanobiotecnologia (Instituto de Biologia) da Universidade
de Brasilia — Campus Darcy Ribeiro, local onde os ensaios também foram
realizados. Para a pratica desse teste foram estabelecidos os seguintes grupos
experimentais: NpSB-Verdo, NpSB-Inverno, Ext-Verdo, Ext-Inverno, ANO3; e agua
Milli-Q (veiculo diluente — controle negativo). Todos os grupos foram testados em
triplicata.

O procedimento comum a todas as linhagens celulares (mencionadas no
paragrafo acima) consistiu inicialmente na deposi¢édo das células em microplacas de
96 pocos (3.000 células/poco) e seus posteriores acondicionamentos em estufa
(37°C - 5% de COy) por 24 h.

Apds essa etapa de plaqueamento, as amostras dos grupos experimentais
foram diluidas em meio de cultura [meio de cultura Eagle modificado por Dulbecco -
DMEM, suplementado com 10% de soro fetal bovino (v/v) e 1% de antibiético
(Penicilina — Streptomicina, Life, EUA) (v/v)] para se obterem as concentracdes de
16, 32 e 48 pg/mL equivalente a concentracdo de AgNO;. Enquanto que a amostra
do controle negativo (veiculo diluente) foi preparada com &gua ultrapura em meio de
cultura completo adicionando-se volumes equivalentes aos volumes acrescentados
para 0s grupos experimentais. Terminadas as diluicbes, 200 uL dessas amostras
foram aplicadas nas microplacas contendo as células.

Apbs 24 e 72h de exposicdes aos grupos amostrais, os sobrenadantes das
culturas celulares foram removidos e 150 pL de solugédo de sal MTT (1 mg/mL)
diluida em DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino (v/v) e 1% de
antibiotico (Penicilina — Streptomicina, Life, EUA) (v/v) foram adicionados. A placa foi
novamente incubada por 2 h para metabolizacdo desse sal, e em seguida o meio foi
removido para entdo serem inseridos 150 pL de dimetilsulfoxido (DMSO). Esse
reagente tem por funcdo dissolver os cristais de formazan que podem ter sua
absorbancia medida no comprimento de onda de 595 nm.

Nesse teste, as maiores absorbancias refletem maiores viabilidades celulares,
assim para o calculo desse parametro assumiu-se que os valores de absorbancias

dos pocos com células expostas somente a &agua representavam 100% de
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viabilidade celular, e entdo por uma equacédo de regra de trés simples foram
encontrados os percentuais de viabilidades celulares dos demais grupos.

3.3 Potencial antioxidante

O potencial antioxidante foi investigado por meio de um ensaio in vitro que
avaliou o quao as NpSBs e respectivos extratos sdo capazes de impedir a
degradacéo da 2-desoxirribose (2-DR). De modo que em um primeiro momento, as
NpSBs (concentragdes finais de 16, 32 e 48 pg/mL equivalente ao nitrato de prata
livre) foram adicionadas em microtubos de polipropileno tipo Eppendorf com tampéao
fosfato de potassio a 20 mM (pH 7,2), 2-DR (concentracao final = 5 mM), H,0O,
(concentracao final = 100 uM) e sulfato ferroso (concentracao final = 50 uM).

ApoOs a adicdo desses reagentes foi cronometrado o tempo de reacédo de 10
minutos (24-25°C). Em seguida, foram acrescentados aos meios 500 pL de &cido
fosférico (4%) e 500 uL de acido tiobarbiturico (1% em 50 mM de NaOH), entdo os
microtubos foram incubados em banho maria (96°C) por 15 min. Depois desse
periodo, os microtubos foram retirados do banho-maria para que alcancasse
temperatura ambiente adequada para o inicio das leituras espectrofotométricas a
532 nm, comprimento de onda utilizado para medida do malonaldeido formado.
Todas as reacdes foram realizadas em triplicatas.

Para verificar a oxidacéo a Fe** interferente foram realizados experimentos a
parte com o mesmo racional descrito anteriormente, mas utilizando solucdo de
cloreto férrico (concentracdo final = 50 puM) como fonte de ions férricos. Tal
procedimento teve o intuito de eliminar a possivel interferéncia desses ions nos
resultados das reacbes de degradacdo da 2-DR. Para a diluicio desse sal foi
utilizada solucéo de acido cloridrico a 10 mM. Posteriormente, foram subtraidas as
absorbancias das reacdes realizadas com sulfato ferroso das reagdes utilizando

cloreto férrico.
3.4 Ensaio hemolitico

Para avaliacdes de possiveis efeitos citotoxicos das NpSBs sobre hemacias
foram realizados testes hemoliticos no Laboratorio de Prospeccdo de Compostos
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Bioativos (Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia - EMBRAPA) utilizando
sangue bovino fresco contendo anticoagulante EDTA.

Apés a constatacdo de que o sangue estava adequado para uso (ndo
coagulado e ndo hemolisado), iniciou-se o procedimento de lavagem. Para isso, este
foi conduzido para centrifuga (5810, Eppendorf, Alemanha) por 5 min a 1385 g.
Posteriormente, o soro foi retirado e volume igual de solug&o salina (0,9% - 25°C) foi
introduzida no tubo tipo Falcon contendo as hemacias. Esse material foi
homogeneizado com bastante cuidado e em seguida conduzido para uma nova
centrifugacédo. A lavagem do sangue foi repetida por trés vezes para adequado
isolamento do pool de heméacias.

Esse teste teve 0s seguintes grupos experimentais: NpSB-Verdo, NpSB-
Inverno, Ext-Verdo, Ext-Inverno e AgNO; (16, 32 e 48 pg/mL). Além de ter 4gua
ultrapura (Milli-Q) e Triton X-100 a 1%, como controles negativo e positivo,
respectivamente.

Os ensaios foram realizados em microplaca de 96 pocos com fundo chato,
onde foram adicionados 20 yL das amostras dos grupos experimentais juntamente
com 180 pL do material sanguineo lavado (8%). Em seguida, a mistura foi levada
para uma camara incubadora com agitacao orbital (MA 830, Marconi, Brasil) por 30
minutos a 31,2 g (37°C). Apos esse periodo, foi realizada centrifugacdo (1385 g -
4°C) da placa por 5 min.

Posteriormente, 100 puL do sobrenadante resultante foram transferidos para
outra microplaca de 96 pocos para serem realizadas leituras espectrofotométricas a
540 nm, comprimento de onda referente a determinagdo da hemoglobina presente

em solucéo, indice fundamental para quantificacao do percentual de hemdlise.

3.5 Atividade antibacteriana

Para a avaliacao da atividade antibacteriana das NpSBs foram utilizadas duas
linhagens bacterianas Gram-positivas Staphylococcus aureus ATCC 29213 e
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 e uma linhagem Gram-negativa
Escherichia coli ATCC 25922. Para tanto, inicialmente foram determinadas suas
Concentragdes Inibitorias Minimas (CIMs) pelo método de microdiluicdo em caldo,

conforme normas preconizadas pela CLSI (2012). De modo que apds semeio em
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agar Mueller-Hinton (Difco™) e incubagao em estufa bacteriologica a 37°C/24 h, as
colbnias isoladas foram suspensas em solucao salina estéril [NaCl 0,85% (p/v)], até
gue fossem obtidas absorbéancias nos intervalos de 0,08 a 0,1 sob o comprimento de
onda de 625 nm, o que corresponde a 0,5 na escala de McFarland
(aproximadamente 1-2 x 10® UFC/mL). A partir destas suspensdes bacterianas, os
in6culos foram confeccionados em caldo Mueller-Hinton (MH), de maneira que a
concentracdo bacteriana final fosse equivalente a 5 x 10° UFC/mL.

Cada estirpe bacteriana foi exposta a diluicbes seriadas de NpSB-Verao e
NpSB-Inverno com concentracdes variando de 500 a 15,62 uM de prata. O mesmo
procedimento foi realizado para os Ext-Verdo e Ext-Inverno (10 a 0,32 mg/mL).
Como controle positivo foi determinado a CIM do nitrato de prata — AgNO3 e dos
antibioticos padréo, efetivos contra as bactérias testadas: Oxacilina (S. epidermidis
ATCC 12228 e S. aureus ATCC 29213) e Meropenem (E. coli ATCC 25922). Além
disso, também foram realizados controles de esterilidade (caldo MH estéril) e de
crescimento (caldo MH inoculado). Ap6s a determinacdo de todos esses grupos,
prosseguiu-se a incubacdo a 37°C e apo6s 24 h o resultado foi verificado com a
adicdo de 10 pL de Azul de Resazurina (0,01%). A adicdo desse reagente
proporcionou mudanca de coloragdo de azul para rosa mediante o crescimento
microbiano.

ApoOs a avaliacdo do potencial antibacteriano, por meio do ensaio de CIM, foi
averiguado também o potencial bactericida dos grupos que apresentaram inibicdo do
crescimento bacteriano. Para isso, foi investigada a Concentracdo Bactericida
Minima (CBM). Nesse teste, uma aliquota de 10 uL do meio de cultura proveniente
dos pocos com concentracdo igual ou maior que a CIM foi inoculada em placas de
agar MH que seguiram para incubacgéao por 24h a 37°C em condicfes aerobicas. Por
fim, foi identificado o valor de CBM pela menor concentracdo capaz de inibir o
crescimento bacteriano sobre o agar. Os experimentos foram realizados em triplicata

e em condi¢cdes adequadas de assepsia e biosseguranca.

3.6 Ensaio nematotoxico
Para efetuacdo desse teste, 150 pL de suspensdo aquosa contendo 60

nematoides M. incognita juvenis de segundo estadio (J2) foram colocados em
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microtubos tipo Eppendorf juntamente com 150 pL das amostras experimentais. E
apos 48 h em repouso a temperatura ambiente (21-23°C), as amostras foram
depositadas em placa de Peters e levadas ao microscopio para quantificacdo do
percentual de nematoides moveis e paralisados.

Esse experimento teve como controles negativo e positivo a agua destilada e
o alcool 70%, respectivamente. Enquanto que as amostras (NpSB-Verdo, NpSB-
Inverno, Ext-Verdo, Ext-Inverno e AgNQO3) foram testadas em concentracdes finais
0,16, 1,67 e 16,67 uM (equivalente em AgNO3). Cada exposicao foi realizada em
triplicata.

3.7 Analises estatisticas

O software Microsoft Office Excel 2010 foi utilizado para calcular os valores
das médias e desvios padrdes dos dados. Enquanto que o software Past foi aplicado
para as demais andlises estatisticas (HAMMER; HARPER; RYAN, 2001), adotando
como abordagem de analise de variancia o One-Way ANOVA seguido do Teste de

Tukey com nivel de significancia fixado em 5% (P < 0.05).

4  RESULTADOS e DISCUSSAO

4.1 Viabilidade celular por MTT

No presente estudo, esse ensaio teve a finalidade de estimar o
comprometimento da viabilidade celular in vitro das NpSB-Verao, das NpSB-Inverno
e de seus respectivos controles, inicialmente em linhagens neoplasicas tipicas de
cancer de pele melanédmico (B16F10) e posteriormente em células ndo neoplasicas
(NIH 3T3 e HaCAT). As avaliacdes dos resultados ocorreram apds 24 h e 72 h do
inicio dos testes.

4.1.1Linhagem celular melanémica (B16F10)

Nos experimentos com as células B16F10 foi possivel averiguar que todos 0s
grupos testados tiveram reducgdes das viabilidades celulares em relacdo ao controle
negativo (agua). Além disso, todas as concentracdes dos extratos testadas diferiram

estatisticamente dos seus respectivos nanossistemas, seja nos intervalos de 24 h ou
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72 h, demonstrando que as NpSBs apresentaram maiores efeitos citotoxicos em
células B16F10 do que os extratos das folhas P. emarginatus (Figuras Il-1 e 1I-2).

Na Figura 1l-1, que faz mencéao a incubacdo por 24 h das células B16F10,
pode se depreender que na concentracdo de 16 pg/mL ndo foram evidenciadas
diferencas de efeitos citotoxicos entre as NpSB-Verdo e as NpSB-Inverno. No
entanto, quando ocorre o aumento da concentracdo para 32 pg/mL é possivel
perceber que ha uma diminuicdo acentuada da viabilidade das células B16F10, em
gue as NpSB-Veréo se tornam mais citotoxicas do que a NpSB-Inverno, tendo ainda
as NpSB-Verao efeito antiproliferativo in vitro comparado ao da solucdo de AgNOg,
na concentragdo correspondente. Adicionalmente, foi visto que o aumento das
concentracbes das NpSBs para 48 pg/mL ndo proporcionaram aumentos ou
diminuicbes estatisticos das viabilidades das células B16F10 com relacdo as

concentragdes anteriores (32 pug/mL) das NpSBs.
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Figura II-1: Viabilidades de linhagens celulares de melanoma murino (B16F10) ap6s exposicdo in
vitro com as NpSB-Ver&o, NpSB-Inverno e seus respectivos controles no intervalo de 24 h. Nessas
representacdes graficas, os valores representam as médias + desvios padrdes dos experimentos. a=
H,O (veiculo diluente), b= NpSB-Verédo (16 pg/mL), c= Ext-Verédo (16 pg/mL), d= NpSB-Inverno (16
pg/mL), e= Ext-Inverno (16 pg/mL), f= AgNO;3; (16 pg/mL), g= NpSB-Veréo (32 pg/mL), h= Ext-Veréo
(32 pg/mL), i= NpSB-Inverno (32 pg/mL), j= Ext-Inverno (32 pg/mL), I= AgNO; (32 pg/mL), m= NpSB-
Verdo (48 pg/mL), n= Ext-Verdo (48 pg/mL), o= NpSB-Inverno (48 pg/mL), p= Ext-Inverno (48 pg/mL)
e g= AgNO; (48 pg/mL) (One-Way ANOVA seguido do teste de Tukey, P<0,05).
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Outro exemplo de AgNPs biogénicas com efeito citotoxico em células
melandmicas pode ser citado por Mukherjee e colaboradores (2014) ao produzirem
AgNPs a partir de extratos das folhas de Olax scandens que por sua vez n&o
apresentaram toxicidade, por meio de teste MTT (24 h), para as linhagens de células
cancerosas como melanoma (B16), cancer de mama humano (MCF7) e cancer de
pulmé&o (A549). No entanto, as AQNPs manifestaram citotoxicidade frente as células
normais (células endoteliais da veia umbilical humana — HUVEC e células do
cardiomioblasto de rato - H9C2). Nas células melanbmicas, esses nanossistemas
biossintetizadas proporcionaram inibicdo da proliferacdo de células B16 de 35-90%
de modo dose dependente (3, 7,5, 15 e 30 uM). Nesse caso, a morte celular estava
relacionada com a elevacao da populacdo celular na fase sub-G1, que por sua vez
esta associada diretamente com a inducdo de apoptose.

Em complemento, Ahmed e colaboradores (2017) enfatizam que as
concentracbes de AgNPs sintetizadas por rotas de sintese verde necessarias para
exercer as inibicbes das células cancerosas de modo eficiente e com baixa
toxicidade para células normais sdo inferiores as das sintetizadas por vias
convencionais.

Em um segundo momento, analisando os experimentos realizados com um
tempo de incubagdo das células B16F10 com as NpSBs por 72 h foram observadas
reducdes adicionais das viabilidades celulares em todos os grupos avaliados em
comparacao com as células B16F10 incubadas com NpSBs por 24 h. Também foi
verificado que as NpSB-Verdo na concentracdo de 16 pg/mL promoveram perdas
das viabilidades das células B16F10 de forma mais significativas estatisticamente do
gue as incubadas com as NpSB-Inverno na mesma concentracéo (Figura Il-2).

Os aumentos das concentracdes para 32 pg/mL garantiram as continuidades
dos efeitos antiproliferativos fortes das NpSB-Verdo e das NpSB-Inverno frente as
células B16F10, sendo que as NpSB-Verdo tiveram atividades comparaveis as da
solucédo de AgNO3 (na concentracdo correspondente). Por fim, as NpSB-Veréo e as
NpSB-Inverno nas concentracoes de 48 pg/mL ndo modificaram estatisticamente os
efeitos antiproliferativos das células B16F10 em comparacdo aos efeitos citotoxicos
proporcionados pelas NpSB-Verdo e as NpSB-Inverno nas concentracdoes de 32

png/mL (Figura 11-2).
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Figura 1l-2: Viabilidades de linhagens celulares de melanoma murino (B16F10) apds exposicao in
vitro com as NpSB-Verdo, NpSB-Inverno e seus respectivos controles no intervalo de 72 h. Nessas
representacdes graficas, os valores representam as médias + desvios padrdes dos experimentos. a=
H,O (veiculo diluente), b= NpSB-Verao (16 pug/mL), c= Ext-Verdo (16 pg/mL), d= NpSB-Inverno (16
png/mL), e= Ext-Inverno (16 pg/mL), f= AgNO; (16 pg/mL), g= NpSB-Verado (32 pug/mL), h= Ext-Verao
(82 pug/mL), i= NpSB-Inverno (32 pg/mL), j= Ext-Inverno (32 pg/mL), I= AgNO3 (32 pug/mL), m= NpSB-
Verao (48 pg/mL), n= Ext-Verdo (48 pg/mL), o= NpSB-Inverno (48 ug/mL), p= Ext-Inverno (48 pug/mL)
e g= AgNOj3 (48 pg/mL) (One-Way ANOVA seguido do teste de Tukey, P<0,05).

Também com tempo de incubacdo de 72 h das linhagens celulares
melanémicas com AgNPs sintetizadas utilizando extrato aquoso do pé de ginseng
berry foi visto que o aumento da citotoxicidade aconteceu de forma dose dependente
(1, 10 e 100 pg/mL), além de serem antioxidantes. No entanto, as AgNPs
apresentaram menores toxicidades em relacdo as linhagens de fibroblasto dérmico
humano - HDF. Em contraste, as nanoparticulas de ouro ndo tiveram os mesmos
efeitos citotoxicos frente as células melanémicas (PEREZ et al., 2017).

Nesse contexto, alguns fatores podem influenciar nas toxicidades das AgNPs
frente as cancerosas e as células infecciosas, como € o caso dos tamanhos das
AgNPs, as menores manifestam maiores toxidades do que as maiores, e iSSO
acontece em virtude das suas areas de superficies maiores (KHATOON et al., 2015;
ZHANG et al., 2016). Alem disso, as citotoxicidades das AgNPs também estéo

associadas as oxidacGes da prata metalica em fons Ag*, sendo que quanto maiores
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as liberacgdes intracelulares dos ions Ag®, maiores as toxicidades para as células e
os sistemas biolégicos (YANG et al., 2012; GLIGA et al., 2014).

Embora a elucidacéo definitiva do mecanismo de acdo das AgNPs nédo seja
completamente esclarecida é sabido que as respostas celulares acontecem quando
0S nanossistemas entram em contato com as células ou depois de suas
internalizacgdes, ou ainda em virtude do mecanismo de captacdo (GOU; HAYDEN,;
GU, 2010). As AgNPs, uma vez em contato com as células, alteram a permeacao
das membranas celulares, fazendo com que ocorra a entrada de jons de Ca®, que
por sua vez ativam enzimas (p.ex. proteases e endonucleases), reduzem o0s
potenciais das membranas mitocondriais e provocam disfungcbes das membranas
mitocondriais (MOLINA et al., 2010; AKHTAR et al., 2015).

As AgNPs também manifestam seus efeitos citotoxicos por meio das
interacdes fisicas e quimicas ativas dos atomos de prata com os grupos funcionais
proteicos intracelulares e com as bases nitrogenadas e com os grupamentos fosfato
do DNA (SATYAVANI et al.,, 2011). Ademais, ha inducdo da condensacdo de
cromatina e/ou de fragmentacdo de DNA, anormalidades cromossémicas e
mutagenicidade (ZHANG et al., 2014; AKHTAR et al., 2015).

Essas consequéncias acontecem especialmente em células tumorais e em
menor extensdo nas células normais, pois as nanoparticulas metalicas tipicamente
induzem respostas diferentes nesses dois estados celulares (RIVERA et al., 2013).
Como por exemplo, elas podem induzir apoptose e autofagia em células cancerosas
em determinadas concentracfes que ndo sao toxicas para células ndo cancerosas
(AKHTAR et al., 2015).

J& sobre os mecanismos envolvidos nas terapias neoplasicas com AgNPs
biogénicas, Ovais e colaboradores (2016) relatam que esses processos culminam
em morte celular, com aprisionamento das células na fase Sub-G1, producdo de
EROs em células cancerosas, ativacédo da via apoptotica com regulacao positiva de
p53, inibicdo da permeabilidade vascular induzida por VEGF e proliferacao celular
por meio de vias dependentes de Src e PI3K / Akt. A liberacdo de ions prata leva a
morte celular e tal liberacdo acontece de forma mais favorecida em células
cancerosas devido aos seus ambientes mais acidos do que em células normais.

Assim, esses ambientes &cidos dos tumores propiciam a liberacdo de
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fitoconstituintes presentes nas superficies das AgNPs biogénicas, potencializando a
acao anticancer.

Os efeitos antiproliferativos das AgNPs biogénicas podem propiciar também
a maior permeacdo dos bioflavonoides contidos nas superficies das
nanoparticulas, o que pode desencadear maior propagacao do efeito citotdxico
(BANU et al., 2018).

4.1.2 Linhagem celular de fibroblastos (NIH-3T3)

Dando continuidade as avaliacdo de possiveis comprometimentos celulares
proporcionados pelas exposi¢cbes as NpSBs foram realizados também ensaios
utilizando fibroblastos, células mais abundantes nos tecidos conjutivos. Na intencéo
também de simular in vitro uma situacdo em que essas AgNPs ultrapassem o extrato
coérneo. Sendo assim, esse tipo de ensaio € sugestivo do nivel de nanotoxicidade
das AgNPs. Saez e colaboradores (2015) enfatizam a importancia de se realizarem
testes de biocompatibilidade das AgNPs com fibroblastos de pele, visto que seus
resultados garantiriam as utilizacbes de produtos de forma segura e com minima
toxicidade, principalmente em casos de aplicacfes cutaneas.

Assim, partindo para as anélises com as AgNPs foi constatado que as NpSB-
Verdo na concentragcdo de 16 pg/mL nao apresentaram comprometimento da
viabilidade celular de fibroblastos (NIH-3T3) de forma significativa em comparacéo
ao controle negativo (veiculo diluente - agua), situacdo distinta das NpSB-Inverno
que acarretaram em diminuicdo significativa da viabilidade dos fibroblastos na
mesma concentracéo (Figura 11-3). Segundo Foldbjerg e colaboradores (2011), esse
metal apresenta toxicidade baixa para as células animais saudaveis e potenciais
citotoxicos altos para controlar as células cancerosas. Cherukuri e colaboradores
(2010) mencionaram ainda o fato dos seus tamanhos reduzidos propiciarem
interagc6es mais efetivas com as biomoléculas celulares, minimizarem as chances de
toxicidade sistémica, além de promoverem uma liberacdo lenta e controlada dos
nanossistemas.

Os aumentos das concentracbes de NpSB-Verdao e NpSB-Inverno para 32 e
48 pg/mL ndo promoveram acréscimos estatisticamente significativos dos

comprometimentos celulares das NIH-3T3 em relacdo aos efeitos antiproliferativos
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das NpSB-Verdo e NpSB-Inverno na concentragcdo de 16 pg/mL, mantendo as
NpSB-Inverno em uma posicdo de maior promotor de citotoxicidade do que as
NpSB-Verdo, sendo aquelas comparaveis inclusive as solucdes de nitrato de prata
(Figura 11-3).
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Figura II-3: Viabilidades de linhagens celulares de fibroblastos (NIH 3T3) apds exposi¢éo in vitro com
as NpSB-Verdo, NpSB-Inverno e seus respectivos controles no intervalo de 24 h. Nessas
representacdes graficas, os valores representam as médias + desvios padrdes dos experimentos. a=
H,O (veiculo diluente), b= NpSB-Verao (16 pg/mL), c= Ext-Verdo (16 pg/mL), d= NpSB-Inverno (16
png/mL), e= Ext-Inverno (16 pg/mL), f= AgNO; (16 pg/mL), g= NpSB-Verdo (32 ug/mL), h= Ext-Verao
(82 pug/mL), i= NpSB-Inverno (32 pg/mL), j= Ext-Inverno (32 pg/mL), I= AgNO3 (32 pug/mL), m= NpSB-
Verao (48 pg/mL), n= Ext-Verdo (48 pg/mL), o= NpSB-Inverno (48 pug/mL), p= Ext-Inverno (48 pug/mL)
e g= AgNOj; (48 pg/mL) (One-Way ANOVA seguido do teste de Tukey, P<0,05).

Essa situacdo também foi verificada por Galandakova e colaboradores (2016),
ao identificarem uma toxicidade significativamente maior para as solucbes de prata
ibnica do que as AgNPs (sintetizadas quimicamente), isso em relacdo a duas
linhagens de fibroblastos dérmicos humanos normais (NHDF) e de queratinécitos
epidérmicos humanos normais (NHEK) durante 24 h de exposi¢cdo em ensaios de
MTT. Foi visto também que as AgNPs uma vez em contato com as células NIH 3T3
se localizaram em compartimentos endossémicos intracelulares (LEE et al., 2014Db),

enquanto que AgNPs incubadas por 24 h com fibroblastos gengivais humanos
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adentraram nas membranas celulares e se depositaram no interior de mitocondrias
(STEPNIAK et al., 2014).

Ja em relacdo as incubacdes por 24 h das células NIH-3T3 com o0s extratos
das folhas de P. emarginatus coletadas no verdao e no inverno foi verificado que
estes promoveram aumentos significativos das proliferagbes celulares em
comparacdo ao controle negativo (veiculo diluente - &gua), mesmo que esse
aumento ndo tenha acontecido de forma dose dependente (Figura II-3). Uma
hipétese para tal acontecimento ter ocorrido se encontra no fato de que nesses
extratos serem possiveis encontrar diversas fontes de energia que favorecem néo sé
a sobrevivéncia como a proliferagdo celular em microambientes como é o caso dos
pocos das placas, tendo o papel de suprimento energético, pelo quais os extratos
das folhas de P. emarginatus coletadas no veréo se destacam (Figura 11-3).

Ja quando as analises foram feitas com incuba¢des de NIH-3T3 com NpSBs
por 72 h se notaram decréscimos nas viabilidades celulares de todos os grupos
experimentais, de modo que 0s grupos expostos as NpSBs mantiveram, de certa
forma (Figura II-4), o mesmo padrao verificado no tempo de incubacédo de 24 h
(Figura II-3).
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Figura ll-4: Viabilidades de linhagens celulares de fibroblastos (NIH 3T3) apés exposicao in vitro com
as NpSB-Verdo, NpSB-Inverno e seus respectivos controles no intervalo de 72 h. Nessas
representacdes graficas, os valores representam as médias + desvios padrdes dos experimentos. a=
H,O (veiculo diluente), b= NpSB-Verdo (16 pg/mL), c= Ext-Verdo (16 pg/mL), d= NpSB-Inverno (16
pg/mL), e= Ext-Inverno (16 pg/mL), f= AgNO; (16 pg/mL), g= NpSB-Ver&o (32 pg/mL), h= Ext-Verdo
(32 pg/mL), i= NpSB-Inverno (32 pg/mL), j= Ext-Inverno (32 pg/mL), I= AgNO; (32 pg/mL), m= NpSB-
Verdo (48 pg/mL), n= Ext-Verdo (48 pg/mL), o= NpSB-Inverno (48 pg/mL), p= Ext-Inverno (48 pg/mL)
e g= AgNO3; (48 pg/mL) (One-Way ANOVA seguido do teste de Tukey, P<0,05).

4.1.3Linhagem celular de queratinécitos (HaCAT)

Os queratindcitos sdo as células epiteliais que estdo em abundéancia nos
tecidos epiteliais e constituem a primeira barreira para um medicamento ao entrar
em contato com a pele (RICE; MAURO, 2009). Assim, para finalizar essa etapa de
analises in vitro que estuda as consequéncias das NpSBs em contato com culturas
celulares foram realizados ensaios com queratinécitos (HaCAT). No entanto, nesse
ensaio foi adicionada uma concentracdo abaixo das comumente testadas, a de 8
pug/mL, em virtude da concentracdo de 16 pug/mL ter apresentado comprometimento
celular superior a 50%.

Assim, sobre os efeitos das NpSBs foi possivel concluir que na concentracao
de 8 pg/mL nédo foram observadas diferencgas significativas entre as NpSB-Verdo e
NpSB-Inverno. No entanto, as concentracées de 16 pg/mL de ambas as NpSBs

promoveram diminui¢des estatisticamente significativas das viabilidades das células
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HaCAT em relacdo aos efeitos provocados pelas NpSB-Verdo e NpSB-Inverno nas
concentragcbes de 8 pg/mL. Os aumentos das concentracdes (32 e 48 pug/mL) ndo

promoveram alteracdes estatisticamente significativas adicionais (Figura 1I-5).
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Figura II-5: Viabilidades de linhagens celulares de queratindcitos (HaCAT) ap6s exposi¢ao in vitro
com as NpSB-Verdo, NpSB-Inverno e seus respectivos controles no intervalo de 24 h. Nessas
representacdes graficas, os valores representam as médias + desvios padrdes dos experimentos. a=
H,O (veiculo diluente), b= NpSB-Verdo (8 pug/mL), c= Ext-Verdo (8 pg/mL), d= NpSB-Inverno (8
pg/mL), e= Ext-Inverno (8 pg/mL), f= AgNO3 (8 pg/mL), g= NpSB-Verdo (16 pg/mL), h= Ext-Verdo (16
pg/mL), i= NpSB-Inverno (16 pg/mL), j= Ext-Inverno (16 pg/mL), I= AgNO; (16 pg/mL), m= NpSB-
Verdo (32 pg/mL), n= Ext-Verdo (32 pg/mL), o= NpSB-Inverno (32 pg/mL), p= Ext-Inverno (32 pg/mL)
e = AgNO3; (32 pg/mL), r= NpSB-Verédo (48 pug/mL), s= Ext-Veréo (48 pg/mL), t= NpSB-Inverno (48
png/mL), u= Ext-Inverno (48 pg/mL) e v= AgNO; (48 pg/mL) (One-Way ANOVA seguido do teste de
Tukey, P<0,05).

Outros estudos com AgNPs também exploram atividades téxicas sobre
queratinécitos, como € o caso das AgNPs sintetizadas quimicamente e revestidas
com polivinilpirrolidona, que uma vez em contato com queratindcitos epidérmicos
humanos priméarios normais (NHEK) resultaram em reducdes de suas viabilidades
celulares e de seus potenciais proliferativos e migratérios. Corroborando também
com Szmyd e colaboradores (2013) que observaram reducdes de 30% da
viabilidade de queratinocitos em ensaios de MTT por um periodo de incubacéo de
24 h com as AgNPs. E ainda, Frankova e colaboradores (2016) revelaram que em
incubacbes de AgNPs por 24 h e 48 h com queratindcitos epidérmicos humanos
normais (NHEKS) e fibroblastos dérmicos humanos normais (NHDFs), os NHEKs

foram mais sensiveis do que as NHDFs em contato com AgNPs.
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Sobre os experimentos de incubacdo das HaCAT por 72 h com NpSB foi
verificado que na concentragdo de 8 pug/mL, as NpSB-Inverno se apresentaram de
forma mais citotoxica do que as NpSB-Verado (Figura 1I-6), situacdo ndo observada
no experimento de exposi¢ao por 24 h (Figura II-5). Com as demais concentracfes
de NpSBs foram percebidos padrdes similares aos observados na Figura -5, em
gue os aumentos das concentragcdes promoveram reducdes significativas das
viabilidades celulares, porém sem aumentos adicionais do comprometimento das
viabilidade de HaCAT quando a comparacao foi realizada entre as concentracfes de
16, 32 e 48 pg/mL.
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Figura 11-6: Viabilidades de linhagens celulares de queratindcitos (HaCAT) apOs exposi¢ao in vitro
com as NpSB-Verdo, NpSB-Inverno e seus respectivos controles no intervalo de 72 h. Nessas
representacdes graficas, os valores representam as médias + desvios padrdes dos experimentos. a=
H,O (veiculo diluente), b= NpSB-Verdo (8 pug/mL), c= Ext-Verdo (8 pg/mL), d= NpSB-Inverno (8
pg/mL), e= Ext-Inverno (8 pg/mL), f= AgNO3 (8 pg/mL), g= NpSB-Verdo (16 pg/mL), h= Ext-Verdo (16
png/mL), i= NpSB-Inverno (16 upg/mL), j= Ext-Inverno (16 pg/mL), I= AgNO; (16 pg/mL), m= NpSB-
Veréo (32 pg/mL), n= Ext-Verdo (32 pg/mL), o= NpSB-Inverno (32 pug/mL), p= Ext-Inverno (32 pg/mL)
e = AgNO3; (32 pg/mL), r= NpSB-Verao (48 pug/mL), s= Ext-Veréo (48 pg/mL), t= NpSB-Inverno (48
png/mL), u= Ext-Inverno (48 pg/mL) e v= AgNO; (48 pg/mL) (One-Way ANOVA seguido do teste de
Tukey, P<0,05).

4.2 Potencial antioxidante

O estresse oxidativo € apontado com a causa central de doencas cronicas
como canceres e patologias cardiovasculares (MATSUDA; SHIMOMURA, 2013).
Nesse contexto, as substancias antioxidantes podem prevenir doencas associadas

ao estresse oxidativo por sofrerem oxidacdes, neutralizando os radicais livres e
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protegerem as células dos seus efeitos danosos (XIA et al., 2006; RAHAL et al.,
2014).

Assim, foram realizados também experimentos para avaliar 0os potenciais
efeitos antioxidantes das NpSB-Verdo, das NpSB-Inverno e de seus respectivos
controles, por meio de andlises da atividade de degradacdo de uma aldopentose
conhecida por 2-desoxirribose (2-DR).

O ensaio que avalia a degradacéo da 2-DR € muito conhecido e utilizado para
investigar o potencial anti- ou pré-oxidante que compostos apresentam de
sequestrar radicais hidroxilas (-OH). A importancia de se avaliar a atividade de
sequestro de radicais hidroxilas se da pelo fato de eles serem uma das EROs mais
potentes, sendo capazes de interagir com acidos graxos poliinsaturados das
membranas, ocasionando danos as células (HUANG; ZHANG; CHEN, 2016).

O critério de andlise desse teste se baseia na medida de malonaldeido,
produto imediato da degradacdo da 2-DR (MATTOS et al., 2009). Isso porque 0s
radicais hidroxilas ao entrarem em contato com essa aldopentose induzem a
formacdo de malonaldeido, substancia que em meio &acido e sob aquecimento, se
condensa na presenca de &cido tiobarbiturico, levando a formacdo da sua forma
cromdgena que absorve radiagcdo em 532 nm. Para esse ensaio, o potencial
antioxidante de um composto estd na sua capacidade de remover os radicais
hidroxilas do meio reacional, impedindo assim sua interacdo com a 2-DR e
consequente formacao de malonaldeido (NASCIMENTO et al., 2014).

A importancia de se realizar ensaios como esse em um estudo que também
analisam efeitos antiproliferativos in vitro de uma substancia, encontra-se no fato de
gue é muito comum o estado oxidativo das células e dos tecidos envolvidos estarem
em desequilibrio em processos neoplasicos, de modo que esse estresse oxidativo
propicia a ativacdo de inUmeras cascatas envolvidas em processos fisiolégicos que
podem agravar a situacdo neoplasica (GUPTA et al., 2014).

Outros fatores que revelam as consequéncias diretas da elevacdo dos niveis
de EROs sobre os processos neoplasicos € que elas atuam regulando vias de
transducdo de sinais que irdo influenciar em varias etapas de transformacdo e
progressao tumoral, como por exemplo, a autossuficiéncia em sinais de crescimento,

ilimitado potencial de replicagéo, insensibilidade a sinais antiproliferativos, evaséao da
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apoptose, neo-angiogénese e metastase; uma vez que atua diretamente no ciclo
celular, envolvendo etapas de diferenciacao, transformacéo e sobrevivéncia celular.
Além de influenciar no metabolismo geral das células envolvidas e circulantes,
desencadeando também fendmenos inflamatorios (HANAHAN; WEINBERG, 2011;
SILVA; JASIULIONIS, 2014).

As NpSB-Verdo e as NpSB-Inverno revelaram uma redugdo significativa da
degradacdo da 2-desoxirribose, indicando forte capacidade sequestradora de
radicais hidroxilas por parte desses nanomateriais (Figura 1l-7). Analisando a relacéo
entre o aumento da concentragdo e o efeito inibitério que as NpSBs proporcionaram,
€ possivel inferir que as concentracdes apresentaram significativas e crescentes
acOes protetoras, em especial as concentracdes de 32 e 48 pug/mL que exibiram
essa atividade de forma mais marcante. Tal situacdo foi observada pelas NpSB-
Verdo e NpSB-Inverno, sem diferencas estatisticas significativas quando a
comparacdo € realizada entre 0s percentuais protetores, nas respectivas
concentracfes, embora seja observado que as NpSB-Verdo demonstraram maiores

valores do que as NpSB-Inverno (Figura I1-7).

| —#&— NpSB-Inverno —@— Ext-Inverno —&— NpSB-Verao —@— Ext-Verdo

% Atividade antioxidante

-
—_
|

I | | 1

Fe’'50uM 16 32 ) 48

Conc. equivalente de AgNOaJ' Conc. de extrato equivalente as NPsSB
Figura I1-7: Atividade antioxidante das NpSB-Ver&o, NpSB-Inverno e seus controles por meio dos
seus potenciais de degradacdo da 2 desoxirribose. Os valores representam as médias + desvios
padrdes dos experimentos. Nessas representacdes graficas, as letras mailsculas referem-se as
nanoparticulas, as letras mindsculas referem-se aos extratos, *= Fe** 50 uM, Letra a=concentracdo 16
png/mL, Letra b=concentracdo 32 ug/Ml e Letra c= concentracao 48 ug/mL (One-Way ANOVA seguido
do teste de Tukey, P<0,05).

119


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hanahan%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21376230
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Weinberg%20RA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21376230

Nas AgNPs produzidas com extratos aquosos das nozes de Areca catechu, a
capacidade de eliminacdo de radicais hidroxilas aumenta conforme a utilizacdo de
suas concentracdes mais elevadas (RAJAN; VILAS; PHILIP, 2015). Esse efeito de
dose dependéncia também pode ser observado nos experimentos que avaliaram as
atividades antioxidantes de AgNPs sintetizadas com extratos aquosos das folhas de
Elephantopus scaber (KHARAT; MENDHULKAR, 2016), Fraxinus Excelsior
(PARVEEN et al., 2016), Prunus japonica (SARAVANAKUMAR et al., 2017) e Cassia
tora (SARAVANAKUMAR et al., 2015).

As AgNPs sdo consideradas agentes antioxidantes 6timos e essa capacidade
€ proporcional as suas ac¢fes redutoras (transferéncia de elétrons ou hidrogénio)
(JENA et al., 2016). Alguns mecanismos de acdo antioxidantes sédo atribuidos as
AgNPs, como é caso dos grupos funcionais dos compostos fitoquimicos (compostos
fendlicos, fendis e flavonoides) existentes nos extratos vegetais e aderidos nos
revestimentos das superficies metdlicas e que apresentam func¢des eliminadoras de
radicais livres (RAFIE; HAMED, 2014; BHAKYA et al, 2016a; SHMGANI et al., 2017).
Segundo Inbathamizh e colaboradores (2013), nas AgNPs sintetizadas com extratos
das folhas de Morinda pubescens, o seu sucesso na eliminacdo de radicais
hidroxilicos pode estar conexo com os compostos fendélicos presentes.

A presenca da prata metdlica também eleva a atividade antioxidante
(PALANISAMY et al., 2017), assim como as dispersdes e a natureza cristalina das
AgNPs (BHAKYA et al., 2016b) também contribuem para essa atividade.
Adicionalmente, Rajan e colaboradores (2015), relataram que as AgNPs menores
demonstraram maiores atividades antioxidantes do que as maiores, iSSO porque
aguelas possuem maiores areas superficiais.

Em relacdo aos extratos foi visto que ambos exibiram atividades antioxidantes
semelhantes, embora tenham manifestado atividades sequestradoras inferiores as
das AgNPs nas concentragcbes correspondentes (Figura [I-7). Todavia, tal
capacidade protetora ndo pode ser desconsiderada, uma vez que esses também
sao partes componentes dos nanossistemas; sendo, portanto, importante a
participacdo dos extratos em uma formulacdo futura. Essa situacdo também foi
observada por Banerjee e Narendhirakannan (2011) quando atestaram que AgNPs

sintetizadas com extratos das sementes de Syzygium cumini apresentam potencial
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antioxidante superiores aos respectivos extratos. Da mesma forma que as AgNPs
biossintetizadas com os extratos aquosos das folhas de Iresine herbstii (DIPANKAR;
MURUGAN, 2012) e das pétalas de Calendula officinalis (FIERASCU et al., 2014).

Fazendo um confrontamento com os resultados dos testes de MTT, onde foi
percebido que a concentragdo das NpSBs mais adequada para se prosseguir seria a
de 32 pug/mL, foi averiguado por meio desse ensaio de degradacao da 2-DR que de
fato essa possa vir a ser uma boa escolha, uma vez que ela foi responsavel por
promover protecdo antioxidante de 47,9% (NpSB-Verao) e 43,7% (NpSB-Inverno),
respectivamente. Frente a isso, pode ser relacionado com a literatura que o efeito
anticancerigeno das AgNPs se da por meio de elimina¢gfes de radicais livres e que
substancias antioxidantes manifestam atividades inibitérias de crescimentos e
também apoptoticas em células cancerigenas, proporcionando um possivel
tratamento terapéutico sem efeitos colaterais. Tal resultado pode ser observado com
as AgNPs produzidas com extratos aquosos de folhas de Clerodendrum phlomidis
(SRIRANJANI et al., 2016). Nesse estudo, foi visto que as NpSBs produziram efeitos
antioxidantes e citotoxicos in vitro, de forma semelhante ao que também foi
encontrado como as AgNPs produzidas com extratos aguosos de Cymodocea
serrulata (CHANTHINI et al., 2015), Cleistanthus collinus (KANIPANDIAN et al.,
2014) e das algas Sargassum polycystum (PALANISAMY et al., 2017).

4.3 Ensaio hemolitico

O crescente avanco das pesquisas sobre as propriedades biomédicas de
nanossistemas tem aumentado as chances de suas aplicacbes na area clinica, e
para que cheguem nesse estagio de investigacdo, as realizacbes de testes
nanotoxicolégicos sdo necessarias para garantir a aplicacdo segura dos mesmos
(MARTINEZ; ALVES, 2013). Nesse contexto, os testes hemoliticos sdo essenciais
para avaliacdo da biocompatibilidade de materiais em globulos vermelhos, em
relacdo aos grupos controles, o que torna as suas utilizacdes nas mais varias areas
mais seguras (PAN et al., 2018). No caso das AgNPs, essa avaliacdo é bastante
pertinente em virtude das diversas possibilidades de destinagcbes e consequente

capacidade de entrarem em contato com o sangue (HUANG et al., 2016).
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Dessa forma, um dos testes de grande importancia a serem realizados é o
ensaio de hemolise in vitro, por esse permitir a avaliacdo, mesmo que de forma
preliminar, das possiveis consequéncias de uma eventual exposicdo das AgNPs na
corrente sanguinea; informacdo de muito relevancia, uma vez que o0 estado
hemolitico pode induzir quadros de anemias, toxicidade renal e hipertensdo, entre
outras patologias. E ponderoso ressaltar que as propriedades fisicas, quimicas e a
estabilidade fisioldgica dos nanossistemas podem influenciar no potencial hemolitico
das nanoformula¢gdes, de modo que os tamanhos, os métodos de sintese, a
capacidade de liberacdo dos ions prata, entre outras questdes, podem interferir no
percentual de hemdlise gerado em organismos (CHOI et al., 2011).

Com base nos resultados obtidos foi atestado que todos 0s grupos
apresentaram valores significativamente inferiores ao controle positivo (Triton 1%).
Vale salientar que esses grupos exibiram percentuais hemoliticos muito baixos, ndo
alcancando 5% de hemdlise nem mesmo nas maiores concentragfes testadas
(Figura 11-8). Assim, as NpSBs possivelmente podem ser consideradas seguras para
fins bioldgicos, posto que de acordo com a ISO/TR 7406, para um material biolégico
ser considerado seguro e hemocompativel precisa ter um percentual hemolitico
menor que 5% (REJINOLD et al., 2011; GHOSH et al., 2016). Percentual hemolitico
semelhante (5,6%) foi observado com as AgNPs sintetizadas utilizando extratos
alcoolicos das folhas de tulsi (KHATOON et al., 2015).
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Figura II-8: Avaliacdo do potencial hemolitico in vitro das NpSB-Verdo, NpSB-inverno e de seus
respectivos controles. Os valores representam as meédias + desvios padrdes dos experimentos.
Nessas representacdes graficas, C(-) = controle negativo (H,0O), C(+) = controle positivo (Triton 1%),
Simbolo ¥ = NpSB-Verdo, Simbolo * = Ext-Verdo, Simbolo * = NpSB-Inverno, Simbolo * = Ext-Inverno,
Simbolo ¥ = AgNO3;, a= 16 pg/mL, b= 32 pg/mL e c= 48 ug/mL (One-Way ANOVA seguido do teste de
Tukey, p<0,05).

Demais exemplos de AgNPs que ndo sdo hemoliticas podem ser encontradas
naquelas produzidas com o sumo da fruta Longan que demonstraram percentual
hemolitico inferior a 2% em glébulos vermelhos de rato Wistar albino (KHAN et al.,
2016). De modo semelhante, as AgNPs sintetizadas com extratos aquosos de
pétalas de Rosa damascena revelaram atividade hemolitica de 1,2-1,3% em
hemacias de rato Wistar albino (VENKATESAN et al., 2014).

Segundo Chen e colaboradores (2015), a citotoxicidade hemolitica das
AgNPs se da pela interacdo direta das particulas com as hemacias, o que ocasiona
estresse oxidativo, lesdo de membrana e consecutiva hemdélise. Além das AgNPs,
outras nanoparticulas metalicas como as de cobre e de ferro, sintetizadas com
extratos aquosos de tubérculo de Curcuma longa, manifestaram taxas de hemolise
inferiores a 1% nos gldébulos vermelhos de ratos (SANKAR et al., 2017).

De forma geral, foi observado também que ambas as nanoparticulas (NpSB-
Verdo e NpSB-Inverno) expressaram maiores potenciais hemoliticos do que seus
respectivos extratos. Mas quando a comparacdo foi realizada entre as
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concentracbes de NpSB-Verdo e NpSB-Inverno se evidenciou que ndo existiam
diferencas estatisticas significativas entre elas quanto as suas capacidades de
promoverem hemdlise. O mesmo foi observado entre os extratos das folhas de P.
emarginatus coletadas no verdo e no inverno (Figura II-8). Uma possivel explicacao
para a atividade hemolitica baixa pode estar relacionada com o fato dessas AgNPs
biosintetizadas apresentarem propriedades antioxidantes e compostos fitoquimicos
que fazem com que haja uma elevacdo da capacidade antioxidante plasmatica, o
gue deixa as membranas das hemacias menos propensas a oxidacdes, levando a
um aumento da resisténcia a hemolise (ZHU et al., 2002).

Também foi evidenciado que as elevagbes das concentracBes das
substancias proporcionaram aumentos hemoliticos, embora nem sempre essas
elevacbes fossem significativos entre as concentracdes (Figura 11-8). Este fato
corrobora os achados de Kim e Shin (2014) que mencionam que a capacidade
hemolitica de uma substancia é dependente das suas concentracdes, ou seja,
guanto maior a concentracdo, maior a percentual hemolitico. Ademais foi certificado
gue as particulas menores causam mais hemalise do que as maiores.

Sobre o mecanismo hemolitico in vivo, este ndo esta esclarecido, mas o que
se conhece a respeito aponta que uma substancia ao adentrar a via venosa é
prontamente recoberta pelos componentes sanguineos, o que possibilita o
reconhecimento por parte do sistema reticuloendotelial e dos macréfagos. De acordo
com a Asharani e colaboradores (2010), a hemdlise esta conectada com a acéo das
AgNPs, no entanto, Sopjani e colaboradores (2009), associa a capacidade de

liberacé@o de ions prata também com o potencial de induzir lise nos eritrocitos.

4.4 Atividade antibacteriana

Com relagdo as avaliacbes das atividades antibacterianas, foi visto que as
bactérias S. epidermidis (Gram positiva) e E. coli (Gram negativa) tiveram suas
concentracdes inibitérias de crescimento (CIMs) de 250 uM com as suspensodes de
NpSB-Verdo, 125 yM com as suspensdes de NpSB-Inverno e 62,5 pM com a
solugdo de AgNOs. Enquanto no teste realizado contra S. aureus foi observado que
nenhuma das concentracfes das suspensdes de NpSB-Verdo utilizadas nesse

ensaio foi suficiente para inibir o crescimento da cepa dessa espécie, ao tempo que
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a suspensao de NpSB-Inverno e a solugéo de AgNOj3 tiveram CIMs de 500 pM e 125
MM, respectivamente (Tabela 11-1).

A partir desse resultado, € possivel assumir que entre as bactérias Gram-
positivas, a cepa de S. epidermidis foi mais sensivel a acdo das NpSBs do que a
cepa de S. aureus (Tabela II-1). Situacdo também atestada por Arokiyaraj e
colaboradores (2014) ao averiguarem que os valores de CIMs das AgNPs
sintetizadas usando extratos aquosos de flores Chrysanthemum indicum foram
maiores para S. aureus (>25 ug/mL) do que as S. epidermidis (25 pug/mL).

E ainda, a bactéria Gram-negativa E. coli foi mais sensivel as acdes da
NpSBs do que as S. aureus (Tabela II-1). Nesse contexto, Tamboli e Lee (2013) e
Suganya e colaboradores (2015) explicam as diferencas existentes entre as
atividades das AgNPs frente as bactérias Gram-positivas e -negativas. 1sso porque
as Gram-positivas tém paredes celulares com camadas peptidoglicanas mais
espessas do que as Gram-negativas, assim em virtude da rigidez da estrutura, ha
maior dificuldade de penetracdo das AgNPs e consequente desnaturacao e morte.

Podem também ser encontrados na literatura exemplos de AgNPs com
atividade bacteriana contra S. epidermidis, S. aureus e E. coli, como € o0 caso das
AgNPs produzidas a partir de extratos aquosos das folhas de Solanum nigrum (JINU
et al., 2017) e Arbutus andrachne (ERDOGAN et al., 2016). Adicionalmente,
Mukherjee e colaboradores (2014) relataram que as AgNPs sintetizadas com
materiais bioldgicos manifestam maiores atividades bacterianas do que as AgNPs
sintetizadas quimicamente.

Entre as trés substancias testadas, a solucdo de AgNOj3; apresentou maior
potencial inibitério do que as NpSB-Verdo e NpSB-Inverno, mas quando a
comparacao foi realizada entre as AgNPs, as NpSB-Inverno foram mais potentes do

que as NpSB-Veréo (Tabela II-1).
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Tabela II-1: Concentracdes inibitérias minimas (CIM) e concentracdes bactericidas minimas (CBM)

das NpSB-Verdo e NpSB-Inverno frente aos crescimentos das bactérias S. aureus, S. epidermidis e

E. coli

CIM Verao Inverno CBM NPs NPs
Verao Inverno

NPs Ext NPs Ext AgNO;

S. aureus - - 500 uM - 125 M - > 500 uM
ATCC 29213

S. epidermidis 250 uM - 125 uM - 62,5 uM > 500 uM > 500 uM
ATCC 12228

E. coli ATCC 250 uM - 125 uM - 62,5 UM 250 uM 125 uM
25922

(-) ndo apresentou efeito inibitério

Algumas propostas sao levantadas para as potentes acdes bactericidas das
AgNPs, como é o caso delas estarem em escala nanométricas, ou seja, com uma
superficie de contato grande, o que propicia uma maior permeacao nas membranas
bacterianas (RAMESH; KOKILA; GEETHA, 2015). Além disso, a atragao
eletrostatica também pode ser considerada um fator auxiliar na atividade bactericida
das AgNPs, uma vez que os ions prata sdo carregados positivamente, enquanto as
células bacterianas sdo carregadas negativamente e tal situacdo favorece as
adsorcdes das particulas e as posteriores deformacdes das membranas e das
paredes celulares bacterianas (ZHOU et al., 2014).

Com relacdo a localizagcdo das AgNPs, ao entrarem em contato com as
bactérias podem se localizar nas superficies das membranas e/ou nos seus
interiores, podendo interagir com as mitocéndrias, bloquear a cadeia respiratoria e
inativar as replicacdes e as interacbes com proteinas contendo enxofre (como o
DNA). As AgNPs também liberam ions prata, propiciando a geracdo de radicais
livres e consequentemente de estresse oxidativo. Bem como podem resultar em
danos membranares com formacdo de poros, extravasamento do conteudo
intracelular, perda de viabilidade, lise e morte celular (KIM et al., 2011; SAHAYARAJ;
RAJESH, 2011; KHATOON; AHMAD; SARDAR, 2015).

Ja sobre os extratos das folhas de P. emarginatus coletadas no verdo e no

inverno, pode ser visualizado que ambas as amostras ndo apresentaram efeitos
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inibitérios frente as cepas S. aureus, S. epidermidis e E. coli (Tabela II-1). Estes
resultados estdo em concordancia ao que foi verificado com as AgNPs produzidas
utilizando folhas de Tinospora cordifolia, em cujas AgNPs demonstraram atividades
antibacterianas superiores aos seus extratos sintetizadores (SELVAM et al., 2017).
Foi verificado que tanto na cepa de S. aureus como na de S. epidermidis, as
concentracbes de NpSB-Verdo e NpSB-Inverno necessarias para exercerem 0S
efeitos bactericidas (CBM) foram maiores do que as concentracfes empregadas
para realizarem os efeitos inibitérios. J& em relacdo a E. coli foi visto que as
concentracbes de NpSB-Verdo e NpSB-Inverno responsaveis para exercerem 0S
efeitos bactericidas (CBM) sdo as mesmas para os efeitos inibitorios (Tabela IlI-1).

4.5 Ensaio nematotoxico

No que tange as avaliacbes biologicas direcionadas para aplicacbes
agricolas, essa sessao esta destinada para investigacdo da atividade nematicida de
NpSB-Verdo e NpSB-Inverno nas concentracdes de 0,16, 1,67 e 16,67 uM
(equivalente em AgNOg3), tendo alcool como controle positivo e agua como controle
negativo. Na Figura 11-9, as suspensdes de NpSB-Ver&o, NpSB-Inverno e a solugéo
de AgNOg3, nas concentracdes de 16,67 e 1,67 uM, resultaram em paralisacbes de
100% dos M. incognita juvenis de segundo estadio (J2), semelhante ao controle
positivo (alcool). Enquanto isso, na concentracdo de 0,16 UM, as suspensdes de
NpSB-Verdo, NpSB-Inverno e a solucdo de AgNO; proporcionaram paralisaces de
91,37 £ 6,03%; 86,78 £ 5,38% e 92,99 £+ 1,85% dos J2, respectivamente. Vale
salientar que esse estudo é pioneiro em demonstrar a atividade nematicida de
NpSBs contra M. incognita. Tais resultados demonstraram que as estratégias
nanotecnoldgicas envolvendo sinteses de AgNPs apresentam grande potencial para

aplicagbes nematicidas.
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Figura 11-9: Avaliacdo dos efeitos nematotoxicos in vitro das NpSBs e seus respectivos controles.
Nessa representacdo grafica, NpSB-Verao e NpSB-Inverno referem-se as AgNPs sintetizadas com
extratos aquosos das folhas de P. emarginatus coletadas nas estacbdes de verdo e de inverno,
respectivamente. Assim como Ext-Ver e Ext-Inv referem-se aos extratos aquosos das folhas de P.
emarginatus coletadas nas esta¢des de verdo e de inverno, respectivamente.

% Moveis
% Paralisados

Resultados semelhantes podem ser averiguados também em outras sinteses
biolégicas de nanoparticulas metalicas, a exemplo das AgNPs produzidas por
extratos das folhas de Urtica urens que demonstraram atividade nematicida
marcante contra ovos e larvas (J2) de M. incognita (NASSAR, 2016). Da mesma
forma que as AgNPs sintetizadas com os extratos aquosos das folhas de Tridax
procumbens que proporcionaram in vitro 100% da mortalidade de M. incognita e
91,5% de inibicdo da eclosdo de seus ovos (SUREGA, 2015). Pode ser encontrado
na literatura também que as AgNPs sintetizadas por via quimica inativaram 100%
dos J2 de M. incognita (CROMWELL et al., 2014). Além das AgNPs, ha outros
relatos de nanoformulacdes metalicas produzidas por rotas verdes que apresentam
capacidade para manejo de pragas envolvendo ouro, cobre e cadmio (BHAU et al.,
2016).

O mecanismo de acdo pelo qual as nanoparticulas agem sobre os
nematoides fitoparasitas M. incognita precisa ser estudado, mas acredita-se que
este possa acontecer por efeitos fisicos com o bloqueio das aberturas sensoriais e
das estruturas de alimentacdo, ou ainda por meio da toxicidade metabdlica direta
advinda da ingestdo de particulas (ARDAKANI, 2013). Em adi¢do, ha relatos que
frisam que o modo de acdo das AgNPs frente aos nematoides de raiz ndo é

especifico, e estdo relacionados com o blogueio e ao mau desempenho dos
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mecanismos celulares, a exemplo da permeabilidade & membrana, sintese de ATP e
resposta ao estresse oxidativo (ROH et al., 2009; LIM et al., 2012).

Em relacdo aos extratos das folhas de P. emarginatus coletadas no verao e
no inverno foi averiguado que estes apresentaram percentuais de paralisacdo de J2
semelhantes ao do controle negativo (Agua) em todas as concentracdes testadas, ou
seja, ndo manifestaram paralisacdes de J2 (0%) (Figura 11-9). Até 0 momento, ndo
h& evidéncias de que extratos das folhas de P. emarginatus em qualquer
concentracdo apresentem atividades nematicidas contra M. incognita. O que pode
ser encontrado na literatura a esse respeito foi documentado por Forno e
colaboradores (2016) ao descreverem que o0s Oleos das frutas secas de P.
emarginatus proporcionam ag¢ao antioxidante em Caenorhabditis elegans
(nematoides de vida livre — ndo patdgenos) proporcionando reducdo da producédo de
EROs e elevagdo dos niveis de enzimas antioxidantes. Tais resultados aumentaram
0 tempo de sobrevida dos nematoides, néo interferiram sobre suas capacidades
reprodutivas, protegeram o0s danos oxidativos e modularam os metabolismos

lipidicos.

5.  CONCLUSAO

A partir dos resultados apresentados é possivel inferir que as AgNPs
sintetizadas com extratos aquosos das folhas de P. emarginatus coletadas no veréo
e no inverno sao nanossistemas bastante promissores do ponto de vista terapéutico
e biotecnolégico por terem apresentado efeitos citotdéxicos expressivos sobre
linhagens celulares melandmicas (NpSB-Verdao e NpSB-Inverno: 16, 32 e 48 ug/mL
— 24 e 72h), fibroblastos (NpSB-Verao: 32 e 48 pg/mL — 24 e 72h e NpSB-Inverno:
16, 32 e 48 pg/mL — 24 e 72h) e queratindcitos (NpSB-Verédo: 16, 32 e 48 pug/mL —
24 e 72h e NpSB-Inverno: 8, 16, 32 e 48 ug/mL — 24 e 72h) n&o tiveram 0 mesmo
efeito. As NpSBs também demostraram atividade antioxidante marcante na remocao
de radicais hidroxilas, sem comprometer a viabilidade eritrocitica. Além disso, foram
evidenciadas acentuadas atividades bactericidas e nematotoxicas contra

Meloidogyne incognita juvenis de segundo estagio (J2).
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RESUMO

A meloidoginose é uma patologia causada pelo Meloidogyne incognita, um
nematoide que infesta as raizes de plantas produzindo galhas e causando perdas
econbmicas expressivas no setor agricola. A nanotecnologia apresenta-se como
estratégia Util para o controle desses fitoparasitas. Nesse sentido, o objetivo do
presente capitulo Il foi sintetizar AgNPs utilizando solu¢cbes aquosas de quercetina
(NpQ), metabdlito secundario encontrado em folhas de Pterodon emarginatus
(sucupira branca), visando avaliar os potenciais efeitos nematicidas in vitro e em
solo; além de analisar a agdo desses nanossistemas no desenvolvimento da planta
modelo Arabidopsis thaliana. Portanto, solu¢cdes aquosas de quercetina nas
concentracdes finais de 5, 10 e 20 uM foram adicionadas as solu¢Bes aquosas de
nitrato de prata na concentracao final de 1 mM. As reacfes foram submetidas a 75°C
por 15 min e monitoradas por espectroscopia de absorcdo em 425 nm. Assim, foi
verificado que a formacdo de NpQ aconteceu com um rendimento mais satisfatorio
utilizando a concentracédo de 20 uM de quercetina - NpQ (20), esses nanossistemas
apresentaram, de acordo com DLS, diametros hidrodindmicos de 29,06 nm (Z-
Average), indice de polidispersividade de 0,561 e potencial Zeta de -23, 7 mV. Foi
observado também que diluindo as NpQ (20) e NpQ (10) com agua na proporcéo de
1/500 e 1/5.000, respectivamente, estas promoveram a mortalidade in vitro de 100%
dos nematoides, ndo impediram a germinacdo das sementes de A. thaliana, bem
como nao influenciaram no crescimento de plantulas e na regulacédo de divisdes
celulares. Ademais foi atestado em experimentos em solo que a exposi¢cao durante 5
semanas (1 vez/semana) com NpQ (20) (1/500) resultou na manifestacao de efeitos
nematotéxico em A. thaliana infectadas por M. incognita, sem provocar
desregulacdes nas divisdes nucleares das células das raizes dessa planta. Portanto,
a partir desses resultados é possivel inferir que a quercetina apresenta satisfatoria
capacidade formadora de AgNPs, e por sua vez esses nanossistemas sinalizam
para relevante nematotoxicidade in vitro e em solo, sem comprometer o
desenvolvimento vegetal de A. thaliana.

Palavras-chave: Arabidopsis thaliana; Divisdo celular;, Fabaceae; Flavonoide;
Germinacédo; Meloidogyne incognita; Nanobiotecnologia; Nanoparticulas metalicas;
Nematoide de né de raiz; Nematotoxicidade; Plantulas; Sintese verde.
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1. INTRODUCAO

O nematoide das galhas, Meloidogyne incognita, esta entre uma das
principais pragas de importancia mundial devido as perdas agricolas
proporcionadas, aos efeitos no campo e as dificuldades de controle (PUERARI et al.,
2015; AYDINLI; MENNAN, 2016). Esses vermes sao endoparasitas sedentarios de
diversas raizes de plantas, como milho (PUERARI et al., 2015), cana-de-acucar
(CHAVES et al., 2016), quiabo (MUKHTAR; HUSSAIN; KAYANI, 2017), arroz
(NGUYEN et al., 2014), café (BARROS et al., 2014), ervas daninhas (NTIDI;
FOURIE; DANEEL, 2016), entre outras. As consequéncias fisioldgicas dessa
infestacdo sdo atraso na maturidade das plantas, quedas de suas partes vegetais,
reducdo do numero de frutos, dentre outros; o que implica em prejuizos econémicos
e elevacao dos custos de producédo (ONKENDI et al., 2014).

O ciclo de vida de M. incognita possui 0s seguintes estadios: ovo, J2, J3, J4 e
adulto fémea/macho. As fémeas eclodem os ovos nas proximidades das raizes,
estes se transformam em juvenis J2, etapa em que eles apresentam potencial
infeccioso para adentrarem as raizes e estabelecerem sitios de alimentacfes e ali
permanecem sedentarios, condicdo que se estende para as fases de juvenis J3 e
J4, para em seguida se transformarem em adultos machos e fémeas. Por fim,
somente as fémeas produzem e eclodem os ovos fora do tecido radicular
assumindo, portanto, papel de destaque visto que os machos ndo participam da
reproducdo (SUBRAMANIAN et al., 2017).

Esses tipos de parasitas ao colonizarem 0s vegetais tem como estratégia a
expressao de supressores imunes que irdo suplantar as defesas dos hospedeiros,
de maneira a modular as respostas defensivas das plantas (NGUYEN et al., 2014).
Assim, o sucesso dos cultivares ird depender de suas capacidades adaptativas
mesmo frente as infeccdes pelos nematoides (MUKHTAR; HUSSAIN; KAYANI,
2017). Uma das maneiras de disseminacdo da praga € por meio do plantio de
mudas infectadas (BARROS et al., 2014).

No Brasil, os recursos para controle de M. incognita consistem na rotacao de
culturas, pousio, solarizagcdo do solo, tratamento térmico, melhoria da estrutura do
solo e da fertilidade, manejo com matéria organica, introducdo de fungos e de

bactérias, controle biologico, plantio de cultivares resistentes e uso de nematicidas.
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Todavia, a diminuicdo de aplicagcbes de nematicidas quimicos em é&reas de
plantio € uma crescente, em razado da preocupagdo com a seguranca da saude
humana e preservacdo ambiental (AKHTAR; MALIK, 2000; BONTEMPO et al., 2014;
HUSSAIN; MUKHTAR; KAYANI, 2014; ONKENDI et al., 2014; VIGGIANO;
FREITAS; LOPES, 2014). H4 também a necessidade de uma colabora¢cdo mundial
envolvendo a participacédo de pesquisadores, agricultores, produtores e governantes
para a instalacdo e o cumprimento de medidas fitossanitarias que evitem a
introducéo de Meloidogyne spp., assim como sejam incorporadas tecnologias novas
as classicas para identificacdo e combate dessa parasitose (ONKENDI et al., 2014).

Nesse contexto, surgiu a possibilidade da utilizacdo de recursos
nanotecnoldgicos para minimizar os obstaculos advindos das escolhas terapéuticas
empregadas para controle de nematoides, visto que os métodos existentes ndo sao
muito eficientes. A utilizacdo de nanoestruturas traria como vantagens seus
tamanhos pequenos, grande relacdo area de superficie/volume e sua liberagéo
lenta, controlada e direcionada por periodos mais prolongados; trazendo assim uma
opcao para prevencao e tratamento de nematoides patogénicos, além de poder
proporcionar um monitoramento mais efetivo (BHAU et al., 2016).

A proposta da insercdo da nanotecnologia também tém como objetivos
diminuir o uso indiscriminado de pesticidas convencionais, reduzir as doses de
aplicacao, minimizar os impactos ao meio ambiente e a exposicdo humana, além de
proteger os agentes nematicidas da degradacdo, melhorar suas solubilidades,
permeabilidades e estabilidades. Os polimeros, silica porosa e argila sdo alguns
exemplos de materiais que tiveram sucesso na nanoencapsulacdo de pesticidas e
no controle de pragas na agricultura (NURUZZAMAN et al., 2016), como por
exemplo, as formulacbes de microcapsulas inseticidas (ZHANG et al.,, 2016),
nanoparticulas poliméricas fungicida (XU et al., 2014), nanocapsulas nematicidas
(YIN et al., 2012), entre outros.

E importante destacar a importancia da utilizacdo de tecnologia verde para
producdo de sistemas nanométricos para fins de controle de pragas agricolas, uma
vez que tais abordagens tém como proposta trazer uma contribuicdo importante para

reducdo de riscos ambientais e exposicdo humana (NURUZZAMAN et al., 2016).

133



Nesse cenério, as nanoparticulas metalicas obtidas por sintese verde surgem como

uma interessante possibilidade para avaliacdo de seus efeitos nematicidas.

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral do capitulo I

Avaliar o potencial nematotoxico de AgNPs sintetizadas com um metabdlito
secundério (quercetina) encontrado nas folhas de P. emarginatus, visando ao
controle do fitoparasita M. incognita e analise da acdo desses nanossistemas no

desenvolvimento de A. thaliana.

2.2 Objetivos especificos do capitulo I
o Sintetizar AgNPs utilizando um metabdlito secundario (quercetina) encontrado

nas folhas de Pterodon emarginatus - NpQ);

o Caracterizar as NpQ por meio de técnicas fisicas e quimicas baseadas em
analises de mudancas das coloracdes dos meios reacionais, espectrofotometria na

regiao do visivel (UV-Vis), espalhamento de luz dinamico (DLS) e potencial Zeta;

o Avaliar os efeitos nematotéxicos in vitro das NpQ sobre a viabilidade de M.

incognita juvenis de segundo estagio (J2);

o Analisar as morfologias dos M. incognita (J2) tratados com NpQ;

o Verificar as influéncias das exposicbes com NpQ sobre a germinacdo de

sementes de A. thaliana tipo selvagem (Col-0) e sobre o crescimento de plantulas;

o Averiguar os niveis de ploidia dos nucleos das raizes tratadas com NpQ e

crescidas in vitro e em solo;

o Avaliar os efeitos nematotéxicos das NpQ em solo utilizando A. thaliana como

planta modelo.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Preparacédo da solucéo aquosa de quercetina

Em um béquer, 3 mg de quercetina (massa molar. 302,236 g/mol), obtida
comercialmente (Sigma), foram adicionados a 50 mL de &gua ultrapura (Milli-Q),
atingindo uma concentracdo de 200 uM. ApdOs mistura, o recipiente foi direcionado
para uma placa de aquecimento com agitacdo magnética (Modelo 34532, Snijders,
Holanda) por aproximadamente 30 min, alcancando assim a solubilizacdo da

quercetina (Figura IlI-1).

Figura lll-1: Solugdo aquosa de quercetina na concentragdo de 200 uM.

3.2 Sinteses de nanoparticulas de prata utilizando solu¢cdes aquosas de
guercetina (NpQ)

No processo de formacdo das NpQ, solucbes aquosas de nitrato de prata
(concentracao final de 1 mM = ~ 170 pg/mL) foram adicionadas em tubos de ensaio
de vidro contendo solu¢cbes aquosas de quercetina com pH=11 (concentracdes finais
de 5, 10 e 20 uM), na proporcéo de 1:1 (v/v), de modo a se obter um volume final de
3 mL. Posteriormente, as rea¢cfes foram direcionadas ao banho-maria (GD 100,
Grant, Reino Unido) e submetidas a temperatura de 75°C por 15 min. Durante esse
periodo, as mudancas de colora¢cdes dos meios reacionais foram monitoradas e as
cinéticas de formacbes das NpQ foram avaliadas com espectrofotdmetro UV-Vis
(UVmc2, Safas Monaco, Ménaco) no comprimento de onda de 425 nm.

Ao término das reagbes também foram realizadas leituras
espectrofotométricas (UVmc2, Safas Monaco, Mbnaco) entre os comprimentos de
onda de 350 a 550 nm, com intervalos de 5 nm, para observar a possivel formacéo

da banda de ressonéancia plasménica superficial (RPS) das NpQ.
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Esses procedimentos foram realizados no Institut Sophia Agrobiotech (ISA),
INRA, UNS, CNRS, Sophia Antipolis, Franca; e também depois reproduzidos no

Laboratério de Nanobiotecnologia — LNANO (Embrapa Cenargen, Brasilia- DF).

3.3 Caracterizacdes das nanoparticulas de prata produzidas com solucdes
aguosas de quercetina (NpQ)

As caracterizacbes das NpQ foram realizadas no Laboratério de
Nanobiotecnologia — LNANO (Embrapa Cenargen, Brasilia- DF), onde foram
utilizadas andlises de espalhamento de luz dindmico (DLS) e potencial Zeta,
seguindo as mesmas metodologias descritas do Capitulo | (t6picos 3.5.1).

3.4 Atividades bioldgicas in vitro das NpQ

Esses experimentos foram realizados sob orientagdo da Dra. Janice de
Almeida Engler e co-orientacdo do Dr. Gilbert Engler durante um periodo com bolsa
do CNPqg de Doutorado Sanduiche em 2016 no “Institut Sophia Agrobiotech” (ISA),
INRA, UNS, CNRS, Sophia Antipolis, Franca.

3.4.1 Avaliacédo dos efeitos nematotoxicos in vitro das NpQ

Para preparo desse teste, 150 puL de suspensbes aquosas contendo 60
nematoides M. incognita juvenis de segundo estadio (J2) foram colocados em
microtubos tipo Eppendorf juntamente com 150 yL das amostras a serem testadas.
Nesse experimento foram estabelecidos o0s seguintes grupos testes: AgNPs
sintetizadas com solugdo aquosa de quercetina na concentragao final de 10 uM —
NpQ (10), AgNPs sintetizadas com solucdo aquosa de quercetina na concentracao
final de 20 uM — NpQ (20), solucdo aquosa de quercetina na concentracao final de
10 uM — Querc (10), solugcéo aquosa de quercetina na concentracéo final de 20 uM —
Querc (20) e solucédo aquosa de nitrato de prata na concentracao final de 1 mM —
AgNO3 (1 mM).

Todas essas amostras foram testadas com diluicdes aquosas de 1/500,
1/5.000 e 1/50.000. Além disso, foram utilizados alcool 70% e agua destilada como
controles positivo e negativo, respectivamente. Cada exposicao foi realizado em

triplicata. Apds 48 h em repouso a temperatura ambiente (21-23°C), as amostras
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foram depositadas em lamina de Peters e levadas ao microscopio para quantificacdo
do percentual de nematoides moveis e paralisados.

3.4.2 Anélises morfologicas dos M. incognita (J2) tratados com NpQ

Apo6s avaliacdes dos efeitos nematotoxicos in vitro (Topico 3.4.1) , 50 pL nas
amostras contendo M. incognita (J2) incubadas por 48 h com suspensdes de NpQ
(20) 1/500, Querc (20) 1/500 e AgNO3 1/500 foram colocadas em laminas de vidro e
recobertas por laminulas. Em seguida, foram direcionadas para visualizacdo em
microscopio de luz transmitida (Axioplan 2, Carl Zeiss, Alemanha) no modo DIC
(Differential interference contrast optics) com objetiva de 20x. O registro das
imagens dos nematoides foi realizado com uso de uma camera fotogréafica (Axiocam
ICc 1, Carl Zeiss, Alemanha) acoplada ao microscopio.

Esses experimentos foram realizados no Plateau de microscopie do Institut

Sophia Agrobiotech, Sophia Antipolis, Franca.

3.4.3 Teste de germinacdo de sementes e crescimento de plantulas de A.
thaliana expostas as NpQ

Com o intuito de investigar os efeitos das NpQ sobre a germinacdo das
sementes de Arabidopsis thaliana tipo selvagem (Col-0), estas foram depositadas
sobre placas contendo meio MS (Murasige e Skoog) a 1% de sacarose e logo
depois foram acondicionadas a 4°C (geladeira) por 48 h, tempo necessario para
sincronizar a germinacao das sementes.

Apbs esse periodo, as placas foram levadas ao fluxo laminar (Vertical tipo V,
ADS Laminaire, Franca) para receberem aplicacdes de 100 pL de cada grupo
amostral sobre as sementes. Nesse teste, foram utilizadas NpQ (10), Querc (10) e
AgNO3 (1 mM) diluidos com agua na proporcao de 1/5.000, bem como NpQ (20),
Querc (20) e AgNO3 (1 mM) diluidos com &gua na proporcao de 1/500. Também foi
estabelecido um grupo teste que teve administracdo somente de agua Milli-Q
(controle positivo). E importante observar que todas as amostras foram filtradas (filtro
de 0,45 um) antes do inicio dos testes.

As sementes presentes no meio MS receberam duas aplicacdes das grupos

amostrais: Depois da retirada da geladeira — inicio do teste (Dia 0) e sete dias apés
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o inicio do teste (Dia 7). Durante esse periodo, as placas permaneceram em sala de
cultivo vegetal in vitro (Dagard, Franca) com 8 h de iluminacéo artificial/dia a 20°C.

Em um segundo momento, com a finalidade de prosseguir com as
averiguacoes dos efeitos das NpQ sobre o desenvolvimento das A. thaliana, as
plantulas germinadas em meio MS (uma média de 19 plantulas) foram transferidas
para placas com meio de cultivo Knop, que por sua vez possui elementos em sua
constituicdo que favorecem o desenvolvimento de raizes. ApOs trés dias da
presenca das plantulas nesse meio foram retomados as exposi¢cdes com as NpQ e
seus respectivos controles.

Assim, as plantulas presentes no meio Knop receberam duas aplicagdes dos
grupos amostrais: apés 17 e 24 dias do inicio do teste (Dia 17 e 24). Durante esse
periodo, as placas permaneceram em sala de cultivo vegetal in vitro (Dagard,
Franca) com 8 h de iluminacéo artificial/dia a 20°C.

Os efeitos acumulativos das aplicagdes de NpQ e seus respectivos controles
sobre a germinagédo e o crescimento das plantulas de A. thaliana foram avaliados
por meio de registros de imagens das placas por camera fotografica e camera
acoplada (Axiocam ICc 1, Carl Zeiss, Alemanha) a lupa binocular (lente ocular de
10x e lente objetiva de 1,25x%). Para isso foram adotados os seguintes intervalos de
andlises: 7, 14, 24 e 31 dias ap6s o inicio do teste (Dias 7, 14, 24 e 31).

Esses experimentos foram realizados no setor de transgénese (Institut Sophia

Agrobiotech, INRA, Sophia Antipolis, Franca).

3.4.4 Andlises dos niveis de ploidia dos nucleos das raizes de A. thaliana
crescidas in vitro e tratadas com NpQ

Ao final do teste anterior (tépico 3.4.3), as raizes advindas do crescimento das
plantulas foram retiradas do meio Knop, lavadas em agua corrente e levemente
secas em papel toalha.

Posteriormente, as por¢cdes das raizes sem a presenca de galhas foram
colocadas em placa de Petri e 200 yL de tampao de isolamento de nucleos (45 mM
de MgCL; 6H,0, 30 mM de NazCgHs07, 20 mM MOPS pH 7,0 e 0,1% Triton X-100
(m/v)) foram adicionados em sua superficie e entdo, com o auxilio de uma lamina, foi

iniciada a fragmentagdo manual dessa estrutura vegetal por 2 min. Depois de 5 min
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de repouso, 100 pL de tampdo de isolamento de ndcleos foram acrescentados sobre
as raizes. Subsequentemente, todo o contetdo liquido da placa de Petri foi coletado
com uma pipeta e direcionado para filtracdo em uma tela de nylon de 50 pL (Partec
CellTrics®). Por fim, o filtrado foi colocado em um microtubo tipo Eppendorf e as
etapas de adicdo de tampéao e fragmentacao, descritas acima, foram mais uma vez
repetidas.

Os passos seguintes consistiram no acondicionamento das amostras em gelo,
acréscimo de 6 UL de iodeto de propidio (1 pg/mL) e analises em citdmetro de fluxo
(LSR Fortessa, BD Biosciences, Estados Unidos) sob as condicbes de laser de
excitacdo de 561 nm, filtro 6ptico BP 605/40 e detector de comprimento de luz 585 <
A < 625 nm (Figura 1ll-2). Esses experimentos foram realizados no Laboratoire de
Cytométrie en flux et tri cellulaire (Institut de Pharmacologie Moleculaire et Cellulaire,

Sophia Antipolis, Franca).

Figura lll-2: Citbmetro de fluxo utilizado para as andlises dos n
de A. thaliana crescidas in vitro e em solo.

iveis de ploidia dos nucleos das raizes

3.5 AvaliacGes das atividades biol6gicas em solo das NpQ

Nos testes de atividades biolégicas em solo foram utilizadas plantas A.
thaliana tipo selvagem (Col-0). No entanto, para obtencdo desse modelo vegetal
alguns procedimentos foram realizados antes do inicio dos experimentos.
Inicialmente, as sementes de A. thaliana foram colocadas em potes médios (4,5 x
4,5 x 5,0 cm) contendo uma mistura de terra e areia. Em seguida, esses potes foram
transportados para geladeira a 4°C, onde permaneceram por 2 dias, visando a

sincronizagao do crescimento das sementes.
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A seguir, os recipientes foram direcionados para sala de cultivo vegetal de dia
curto (8 h de iluminacéo artificial/dia & 21°C) para que houvesse a germinagdo das
sementes e crescimento das plantas. Depois de 15 dias, as plantas foram
transferidas individualmente para novos potes com as mesmas dimensdes dos
anteriores (1 planta/pote), o que propiciou o0 melhor crescimento.

Ap6s um més, cada planta teve sua raiz infectada com cerca de 500
nematoides (M. incognita) e foram direcionadas para sala de crescimento vegetal de
dia longo (Dagard, Franca) a 22°C e sob iluminacao artificial por 16 h/dia.

Decorridos 5 dias da infecgéao, foram estabelecidos quatro grupos amostrais
de exposicbes das plantas: NpQ (20), Querc (20), AgNO; (1 mM) e agua destilada.
Cada grupo contendo 10 plantas. Antes de ser administrada, cada amostra foi
diluida com agua na proporcdo 1/500. O cronograma de aplicacdo consistiu da
introducéo no solo de 300 pL de cada amostra, uma vez por semana durante 5
semanas. Registros fotograficos das plantas foram realizados no inicio e ao término
do periodo de tratamento. Esses procedimentos foram realizados no setor de
transgénese (ISA, Sophia Antipolis, Franca).

Por fim, ap6s 42 dias da infec¢do das plantas com os nematoides, as raizes
foram retiradas dos potes e lavadas cuidadosamente, estando, portanto, prontas
para os ensaios de avaliacdo do nivel de ploidia nuclear e teste de resisténcia.

3.5.1 Andlises dos niveis de ploidia dos nucleos das raizes de A. thaliana
crescidas em solo e tratadas com NpQ

Esse teste foi executado de maneira semelhante ao mencionado no tépico
3.4.4.

3.5.2 Avaliagdo nematotoxica em solo

ApGs lavagem, as raizes foram colocadas em placas de Petri e direcionadas
para lupa binocular. Esse ensaio teve como objetivo avaliar a atividade nematotoxica
o das NpQ em plantas A. thaliana infectadas com M. incognita por meio da
quantificacdo do numero total de galhas e do numero de galhas com massas de
ovos (Figura 111-3). Esses procedimentos foram realizados no ISA (Sophia Antipolis,

Franca).
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Figura llI-3: Raizes de A. thaliana infectadas por M. incognita na forma de galhas sem (a) e com (b)
massas de ovos. Escala 10,8 mm.

3.6 Analises estatisticas

Com a finalidade de calcular os valores de média e desvio padrao da média
dos dados foi utilizado o programa Microsoft Office Excel 2010. Enquanto que para
as demais analises estatisticas foi aplicado o programa estatistico Past (HAMMER,;
HARPER; RYAN, 2001), adotando como abordagem de analise de variancia o One-
Way ANOVA seguido do Teste de Tukey com nivel de significancia fixado em 5% (P
<0,05).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Sinteses de nanoparticulas de prata utilizando solucdes aquosas de
guercetina (NpQ)

Alguns componentes de extratos vegetais sdo elencados como responsaveis
pela reducdo dos ions de prata e pela estabilizacdo de AgNPs, € o caso dos
flavonoides, polissacarideos, taninos, glicosideos fendlicos, acgulcares redutores
(PEREZ et al., 2017), terpenoides (RAO et al., 2013), acidos fendlicos (YASIN; LIU;
YAO, 2013), polifendis, proteinas e saponinas (KUMAR et al., 2017); tendo inclusive
na literatura relatos a respeito de sinteses de AgNPs utilizando metabdlitos isolados,
a exemplo de acido tanico (AHMAD, 2014), acido galico (CASTANON et al., 2008),
acido fulvico (ADEGBOYEGA et al., 2013), polissacarideos (RAFIE; RAFIE;
ZAHRAN, 2013) e aminoéacidos (SHANKAR; RHIM, 2015).
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Dentre esses elementos, diversas evidéncias demonstram que flavonoides
encontrados em extratos de plantas sdo o0s principais compostos redutores
responsaveis pela formacdo de AgNPs (MITTAL et al.,, 2014; ZUAS; HAMIM,;
SAMPORA, 2014; SATHISHKUMAR et al., 2016b). Como € o caso da utilizacdo dos
flavonoides isolados: quercetina, dihidroquercetina, rutina e morina, dissolvidos em
etanol, para formacdo de AgNPs a temperatura ambiente (TERENTEVA et al.,
2015). A quercetina também foi citada como um elemento chave para reducdo do
nitrato de prata em reacdes envolvendo extratos das folhas de Acalypha indica para
sintetizar AgNPs (KRISHNARAJ et al., 2012a).

No presente estudo, as solucdes incolores de nitrato de prata (concentracao
final de 1 mM) ao entrarem em contato com as trés solu¢des aquosas e incolores de
guercetina (concentracdes finais de 5, 10 e 20 uM), induziram mudancas imediatas
nas tonalidades dos meios reacionais para amarronzado. A intensificacdo dessa
coloracdo aconteceu de acordo com o aumento da concentracdo de quercetina
(Figuras lll-4a e lll-4c). Apos 15 min de reacdo, foi observado também que a
suspensdao de NpQ (5) praticamente ndo teve alteracdo colorimétrica acentuada,
permanecendo amarronzada. Ao passo que a suspensdo de NpQ (10) assumiu
tonalidade castanho-amarelada, nuance que pode ser vista com mais intensidade na
suspensao de NpQ (20) (Figura lll-4c). Também pode ser notado que diferente dos
meios contendo AgNPs, as solugbes de quercetina e de nitrato de prata néo tiveram

alteracdes de suas coloragdes ao longo do periodo reacional (Figuras IlI-4b e 111-4d).

c D

[
)
3

AL

N5 N10 N20 Q5 Q10 Q20 AgNO3 N5 N10 N20 Q5 Q10 Q20 AgNO3

Figura llI-4: Mudancas de coloracdes dos meios reacionais de sintese de AgNPs produzidas com
solugdes aquosas de quercetina (NpQ). Os painéis A e B séo relativos ao inicio das reacdes e os
painéis C e D ao término das reacfes. Nas legendas, N5 referem-se as AgNPs sintetizadas com
solucdo aquosa de quercetina na concentracdo final de 5 uM, N10 as sintetizadas com solucao
aquosa de quercetina na concentracao final de 10 uM e N20 as solu¢des aquosas de quercetina na
concentracdo final de 20 puM. Assim como Q5, Q10 e Q20 representam as solu¢Bes aquosas de
quercetina nas concentracdes finais de 5, 10 e 20 uM, respectivamente.
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Tais transformacdes de cor dos meios reacionais sdo indicios de formacdes
de AgNPs rapidas. Uma explicacdo para esses dois fatores estarem relacionados
encontra-se no fato de que a excitacdo da RPS nas AgNPs é capaz de promover
modificacdes nas coloracdes das suspensdes durante o processo reacional de
sintese (SADEGHI; GHOLAMHOSEINPOOR, 2015).

A constatacéo de que a solucdo aquosa de quercetina age como um agente
redutor relevante de ions prata é suportada por Yuan e colaboradores (2016) que
destaca a capacidade da quercetina em doar elétrons ou atomos de hidrogénio dos
seus grupos hidroxilas livres, podendo facil e rapidamente reduzir os ions prata,
além de também poder atuar como elemento para evitar aglomeracdo das AgNPs.
Na Figura 1lI-5, Bose e Chatterjee (2016), propuseram um esguema reacional para

a reducéo dos ions de prata pela quercetina.

OH OH

(a)

OH O

Ag
Figura lllI-5: Esboco da reacdo de reducdo dos fons Ag”® (a) e recobrimento das AgNPs (b) por
quercetina (Fonte: BOSE; CHATTERJEE, 2016).

No tocante aos monitoramentos cinéticos de formacdes das AgNPs foi
possivel constatar que as NpQ atingiram a maxima intensidade de absorbancia,

indicativa de completa reducéo idnica, apos 10 min do inicio das reac¢des. Para mais,
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entre as concentracdes de quercetina empregadas no ensaio (concentracdes finais
de 5, 10 e 20 uM), a que apresentou maior potencial para reduzir os ions prata foi a
de 20 uM, seguida pela concentracao intermediaria de10 uM (Figura I11-6).

Esse tempo reacional de 10 min também foi observado por Raja e
colaboradores (2017) ao sintetizarem AgNPs com extrato das folhas de Calliandra
haematocephala a temperatura de 80°C; periodo de tempo curto em comparacao

com sinteses que podem necessitar de horas (KHAN et al., 2014; MIE et al., 2014).

0,4

—e— NpQ5 —&— NpQ10 —e— NpQ20

0,3 1
0,2+

0,14
T T T
5 10 15

Tempo ( minutos)

Figura I11-6: Monitoramentos cinéticos de formagfes das NpQ por leituras espectrofotométricas (425
nm) durante 15 min. Nessa representacao gréfica, NpQ (5) referem-se as AgNPs sintetizadas com
solucdo aquosa de quercetina na concentracao final de 5 uM, NpQ (10) as sintetizadas com solugéo
aquosa de quercetina na concentracao final de 10 uM e NpQ (20) as sintetizadas com solucéo
aquosa de quercetina na concentragdo final de 20 uM.

Absorbanciagos (u.a)

00

o -

A realizacdo de leituras espectrofotométricas e obtencdo de curvas de
absorcdo na regido do UV-Vis foi outro modo muito util para evidenciar a formacao
de AgNPs. Nesse trabalho, foi verificado que apenas 0os meios reacionais contendo
solugcdes de quercetina nas concentracoes finais de 10 e 20 uM e nitrato de prata
apresentaram bandas espectrais em torno dos comprimentos de onda de 400 a 425
nm (Figura I11-7), ratificando a presenca de AgNPs.

Esses resultados corroboram com relatos da literatura que documentaram
gque em AgNPs, a banda de RPS, geralmente, é detectada na regido de 350 a 500
nm (BINDHU; UMADEVI, 2015). Este fendmeno também foi descrito por
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Anandalakshmi e colaboradores (2016) ao postularem que a banda de absorgéo de
RPS se manifesta por meio de uma vibragdo conjunta dos elétrons das AgNPs ao
serem atingidos por determinados comprimentos de onda da luz.

E ainda, concatenando com a literatura, a banda evidenciada no presente
estudo (400 - 420 nm) foi semelhante & observada por Yuan e colaboradores (2017)
ao sintetizarem AgNPs com pico maximo de absorcdo em 420 nm. No entanto, a
referida reacdo aconteceu a partir da incubacdo da solucdo de AgNOs; com

guercetina dissolvida em DMSO (dimetilsulfoxido) por 1 h a 40°C.
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NpQS NpQ10 NpQ20

1,00 4

(u.a)
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Absorbancia

0,25

1 v T T T T
350 400 450 500 550
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Figura IlI-7: Curvas de absor¢cfes das AgNPs sintetizadas com solu¢gbes aquosas de quercetina
(NpQ). Nessa representacao gréafica, NpQ (5) referem-se as AgNPs sintetizadas com solugdo aquosa
de quercetina na concentracdo final de 5 pM, NpQ (10) as sintetizadas com solucdo aquosa de
guercetina na concentracao final de 10 pM e NpQ (20) as sintetizadas com solu¢do aquosa de
quercetina na concentracgédo final de 20 pM.

4.2 Caracterizacdes das nanoparticulas de prata produzidas com solucdes

aquosas de quercetina (NpQ)

4.2.1 Analises de espalhamento de luz dindmico (DLS) e potencial Zeta

A partir das analises por DLS foi observado que as suspensfes de NpQs
tiveram seus diametros hidrodindmicos (Z-Average) diminuidos a medida que a
concentragéo de quercetina foi aumentada no meio reacional, com as NpQ (5), NpQ

(10) e NpQ (20) apresentando diametros hidrodinamicos de 81,94 + 1,92 nm, 57,31
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+ 1,16 nm e 29,06 + 0,17 nm, respectivamente. Nesse contexto, os valores de Z-
Average das NpQ (5) e das NpQ (10) foram aproximadamente 182,0% e 97,2%
maiores em média que os valores das NpQ (20), respectivamente (Tabela IlI-1).
Enquanto que as AgNPs sintetizadas com solucdo de quercetina dissolvida em
DMSO (dimetilsulféxido), com tempo de reacdo de 40°C durante 1 h, apresentam
tamanho hidrodindmico médio de 20 nm (YUAN; PENG; GURUNATHAN, 2017).

Ja em relacdo ao Pdl foi identificado que as NpQ (5) e NpQ (10)
apresentaram polidispersidades semelhantes e inferiores aos valores das NpQ (20),
tendo as NpQ (5) e as NpQ (10) valores de PdIl aproximadamente 25,1% e 19,1%
menores em média do que os valores das NpQ (20); demonstrando que o aumento
da concentracéo da solucdo aquosa de quercetina no meio reacional promoveu uma
elevacdo da heterogeneidade dos tamanhos das AgNPs (Tabela IlI-1).

Por outro lado, a partir das informacdes obtidas pelos valores de potenciais
Zeta foi verificado que as NpQs analisadas no presente trabalho apresentaram-se
carregadas negativamente e com valores entre -23,7 e -29,5 mV (Tabela IlI-1), o que
as caracterizam como nanossistemas de instabilidade incipiente segundo a ASTM
(1985). Em adicdo, ndo foi possivel observar uma linearidade entre o aumento da
concentracéo da solugéo de quercetina no meio reacional e os valores de potenciais
Zeta, as NpQ (5) e as NpQ (10) apresentaram valores de potenciais Zeta
aproximadamente 24,5% e 41,3% maiores que as NpQ (20), respectivamente.

De acordo com Bollella e colaboradores (2017), a razdo das AgNPs
sintetizadas com quercetina serem carregadas negativamente pode estar vinculada
as moléculas de quercetina adsorvidas nas superficies das AgNPs. Esses
pesquisadores chegaram a essa conclusao ao sintetizarem AgNPs com solu¢des de
guercetina solubilizada em NaOH (temperatura ambiente e pH 7) com Z-Average de
10,06 £ 0,60 nm e potencial Zeta de -39 £ 1.3 mV.

Por fim, as NpQ (5) e NpQ (10) nas diluicdes investigadas apresentaram
capacidade de condutividades elétricas semelhantes e inferiores aos valores das
NpQ (20). Além disso, é possivel atestar que os valores de condutividade elétrica
das NpQs apresentam valores maiores que aqueles observados para as solugcdes de

quercetina (Tabela 11I-1). Além das NpQ (5) e as NpQ (10) apresentarem
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condutividades elétricas aproximadamente 43,9% e 44,6% menores que as NpQ

(20), respectivamente.

Tabela IlI-1: Andlises por espalhamento de luz dinamico (DLS) e potencial Zeta das NpQ e de seus
respectivos controles.

Amostras Z-Average (nm) Pdl Potencial Zeta Condutividade
(mV) elétrica (us/cm)
NpQ (5) 81,94 +£1,92 0,421 £ 0,027 -29,5+0,1 63,00 + 1,73
NpQ (10) 57,31+£1,16 0,454 + 0,007 -33,5+0,5 62,23 +2,0
NpQ (20) 29,06 £ 0,17 0,561 + 0,002 -23,7+£0,4 112,33 + 0,58
Querc (5) 225,63 + 42,96 0,430 £ 0,158 -16,5+1,8 51,43 + 0,06
Querc (10) 493,97 + 222,97 0,891 +£0,171 -4,7+£0,9 50,03 + 2,32
Querc (20) 188,90 + 48,18 0,409 £ 0,114 -9,3+5,3 44,50 + 1,73

Os valores representam a média = desvio padrdo da média das analises obtidas em triplicata.

Ao se realizar uma comparacao entre as caracteristicas fisicas (DLS) das
NpSB-Verao (20) e das NpSB-Inverno (20) (Capitulo 1) com as caracteristicas fisicas
(DLS) das NpQ (20), pode ser observado que as NpQ (20) apresentaram diametros
hidrodindmicos menores (29,06 nm - Z-Average) que as NpSB-Verao (20) (66,58 nm
- Z-Average) e que as NpSB-Inverno (20) (108,43 nm - Z-Average). Essa diferenca
de valores também foi observada em relacdo ao Pdl, em que as NpQ (20) (0,561)
apresentaram maior heterogeneidade nos tamanhos das nanoparticulas do que as
NpSB-Verao (0,370) e NpSB-Inverno (0,372). Por fim, quando se refere ao potencial
Zeta, as NpQ (20) (-23,7 mV) possuem valores semelhantes as NpSB-Inverno (-23,9
mV) e inferiores que as NpSB-Verao (-33,3 mV).

4.3 Atividades biolégicas in vitro das NpQ

4.3.1 Avaliacéo dos efeitos nematotéxicos in vitro das NpQ

Nesse experimento foram utilizadas NpQ (10), NpQ (20) e seus respectivos
controles, uma vez que as condi¢cdes empregadas em suas sinteses demonstraram
serem mais eficientes para formacGes de AgNPs. Assim foi possivel constatar que
na diluicdo de 1/500, as NpQ (10), NpQ (20) e AgNO3; apresentaram um potencial de
paralisar 100% dos M. incognita (J2) em relacdo controle negativo (C-= agua), dados
semelhantes ao efeito do controle positivo (C+= alcool 70%) (Figura 111-8).

Ja& observando os resultados obtidos para diluigdo 1/5.000 foi visto que as

NpQ (10) e AgNO3 continuaram apresentando potencial para paralisar 100% dos
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nematoides. Por outro lado, as NpQ (20) na mesma diluicho promoveram
paralisacdo de apenas aproximadamente 30% dos M. incognita (J2), efeito
estatisticamente inferior aos grupos NpQ (10) - 1/5.000, AgNO3 - 1/5.000 e NpQ (20)
— 1/500, no entanto, sua atividade paralisante de J2 continua sendo superior ao
grupo C- (Figura 111-8).

Por fim, quando se analisa os efeitos das NpQ (10), NpQ (20) e AgNOs,
diluidas em agua na proporcao de 1/50.000, foi notado que seus efeitos paralisaram
aproximadamente 22%, 17% e 15 % dos J2, respectivamente; de modo que a NpQ
(10) 1/50.000 apresentou resultado estatisticamente inferior a diluicdo de NpQ (10)
1/5.000 e as NpQ (20) 1/50.000 nao teve modificacdo estatisticamente significativa
em relacdo a NpQ (20) 1/5.000. J& a solucdo de AgNOg3 diluida a 1/50.000
demonstrou resposta estatisticamente inferior ao C+ e a AgNO3 - 1/5.000, mesmo
esta amostra ainda sendo estatisticamente superior ao C- (Figura III-8).

Assim, foi possivel inferir que as NpQ (10) e as NpQ (20), diluidas com agua
na proporcdo de 1/5.000 e 1/500, respectivamente, foram as diluicbes das
suspensdes de AgNPs mais adequadas para continuidade das investigacdes, pois
ambas promoveram a paralizagdo de 100% dos nematoides J2.

Sobre as trés diluicbes empregadas (1/500, 1/5.000 e 1/50.000), as solucdes
de Quer (10) e Querc (20) foram estatisticamente inferiores as suas respectivas NpQ
correspondentes, com excecdo da Quer (20) - 1/50.000 que ndo apresentou
diferenca estatistica com a NpQ (20) — 1/50.000 (Figura 111-8).

A referida inibicdo de 100% do J2 j& foi observada em estudo envolvendo
sinteses quimica (HASSAN, 2016) e bioldgica de AgNPs (SUREGA, 2015). No
entanto, a elucidacdo do mecanismo de acdo de AgNPs frente a M. incognita néo
estd completamente definida, porém ja se sabe que o modo de acdo das AgNPs
frente aos nematoides das galhas nao é especifico, podendo este também estar
relacionado aos de outros géneros de fitonematoides e de fungos fitoparasitas. De
maneira que este efeito esta associado a uma pausa ou a um mau funcionamento
dos mecanismos celulares, a exemplo da permeabilidade as membranas, da sintese
de ATP e das respostas ao estresse oxidativo (LIM et al., 2012; HAMED et al.,
2016).
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Figura IlI-8: Avaliacdo dos efeitos nematotéxicos in vitro das NpQ e seus respectivos controles.
Nessa representacado gréfica, as NpQ (10) e NpQ (20) referem-se as nanoparticulas sintetizadas com
solucdes aquosas de quercetina nas concentragdes finais de 10 uM e de 20 uM, respectivamente.
Assim como Querc (10) e Querc (20) representam as solu¢cdes aquosas de quercetina nas
concentragdes finais de 10 e 20 pM, respectivamente. E ainda, AQNO; representa solugdo aquosa de
nitrato de prata a 1 mM. Os valores representam as médias + desvios padrées dos experimentos.
a=controle negativo - agua (C), b=controle positivo — alcool 70% (C"), ¢, d, e, f, g: NpQ (10), Querc
(10), NpQ (20), Querc (20) e AgNO; (diluidos na propor¢éo de 1/500), c’, d’, €', f, g": NpQ (10), Querc
(10), NpQ (20), Querc (20) e AgNO; (diluidos na proporgdo de 1/5.000), c”, d”, e”, f’, g”: NpQ (10),
Querc (10), NpQ (20), Querc (20) e AgNOs; (diluidos na propor¢cdo de 1/50.000), respectivamente.
(One-Way ANOVA seguido do teste de Tukey, P<0,05).

1/50.000

4.3.2 Analises morfoldgicas dos M. incognita (J2) tratados com NpQ

Os J2 de M. incognita expostos a agua (controle) apresentaram formato
serpentiforme com preservacdo de suas estruturas internas, sendo visualizado o
tubo esofagico e demais o6rgdos (Figura l1lI-9a). Efeitos semelhantes foram
observados com a exposicdo a Querc (20) 1/500 (Figura 111-9c). Todavia, foi
observado que a exposi¢cdo com NpQ (20) 1/1500 além de proporcionar paralizacéao
dos M. incognita (J2) e comprometer completamente suas estruturas morfolégicas
internas, também pode ter tido efeito sobre a contracdo muscular da cauda desses
parasitas (Figura I11-9b). Ao mesmo tempo, a exposicao a solucdo de AgNO3 (1 mM)
diluida 1/500 resultou no dilaceramento dos 6rgaos dos nematoides, ndo sendo mais
possivel a distincdo de suas estruturas (Figura I11-9d).

Resultados semelhantes foram mencionados por Silva (2014) que observou
que tanto os J2 tratados com AgNPs sintetizadas por extrato das folhas de
Hancornia speciosa como os tratados com solugcdo de AgNO3; apresentavam
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morfologias esticadas e paralisadas; mas os J2 expostos somente a solugéo de
AgNO3 tiveram suas estruturas internas com pigmentacdes escuras, tal coloragao foi
intensificada conforme o aumento da concentracao de nitrato de prata.

J& Surega (2015) verificou outra modificacdo morfoldégica dos J2 de M.
incognita ao expo6-los as AgNPs biossintetizadas com extrato aquosos das folhas de
Tridax procumbens, que era a deformacdo de suas estruturas com rompimento de
suas paredes celulares e vazamento de fluidos corporais. A degradacdo de suas
paredes celulares dos J2 também foi atestada por Hassan e colaboradores (2016)
ao entrarem em contato com AgNPs sintetizadas por rota quimica, ao tempo que

nematicidas (fenamifos e oxamilo) provocaram paralizacéo dos J2.

Figura I11-9: Morfologias de M. incannita (J2) tratados por 48 h com H,O - controle (a), alcool 70% (b),
AgNPs sintetizadas com solucdo aquosa de quercetina - NpQ (c), solucdo aquosa de quercetina (d) e
solucado de nitrato de prata (e). Escala: ——8,5 mm.

4.3.3 Teste de germinacdo de sementes e crescimento de plantulas de A.
thaliana expostas as NpQ
Nesse teste foram realizadas aplicacdes de NpQ (10), Querc (10) e AgNOs;

(diluidos com &agua na proporcédo de 1/5.000) e NpQ (20), Querc (20) e AgNO3
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(diluidos com agua na proporgéo de 1/500). Os resultados da primeira aplicacdo das
amostras sobre as sementes de A. thaliana (Col-0) em meio MS puderam ser
observadas no sétimo dia do inicio do teste (Dia 7). Esses indicaram que as
amostras nao influenciaram a capacidade de germinacdo quando comparado com o
grupo que recebeu apenas administracdo de agua (controle) (Figuras 1ll-10a e IlI-
10b).

A

Querc (10)

NgQ (20)

Querc (20)  AgNO;(1/5.000) AgNO; (1/500)

Querc (20) AgNO; (1/5.000) AgNO; (1/500)

Figura IlI-10: Germinacdo de Arabidopsis thaliana sob diferentes exposi¢cdes. Imagens das plantulas
obtidas por registros fotograficos - Painel A (Escala : 30 mm) e por lupa binocular - Painel B
(Escala : 0,8 mm). O teste de germinagéo foi observado apds sete dias das primeiras aplicagfes
das amostras em sementes de A. thaliana tipo selvagem (Col-0) semeadas em meio MS (Dia 7).
Nessa representacdo, as NpQ (10) e NpQ (20) referem-se as AgNPs sintetizadas com solucdes
aquosas de quercetina nas concentracdes finais de 10 uM e de 20 UM, respectivamente. Assim como
Querc (10) e Querc (20) representam as solu¢des aquosas de quercetina nas concentracdes finais de
10 e 20 uM, respectivamente.

J& os efeitos acumulativos da primeira e da segunda aplicagbes dos grupos
amostrais foram observados no décimo quarto dia do inicio do teste (Dia 14). Esse
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foi 0 momento experimental que confirmou que nenhum dos grupos testes adotados
nesse experimento interferiram sobre o processo de desenvolvimento das plantulas,

sendo semelhante ao do controle (H,O) (Figuras llI-11a e IlI-11b).

Querc (10)

Querc (20)  AgNO;(1/5.000) AgNO; (1/500)

P

! -l - [ | :
Querc (20) AgNO; (1/5.000) AgNO; (1/500)
Figura lll-11:Germinacao de Arabidopsis thaliana sob diferentes exposi¢cdes. Imagens das plantulas

obtidas por registros fotogréficos - Painel A (Escala : 30 mm) e por lupa binocular - Painel B
(Escala = 0,8 mm). O teste de germinacao foi observado apds sete dias das segundas aplicagbes
dos grupos amostrais em sementes de A. thaliana tipo selvagem (Col-0) semeadas em meio MS (Dia
14). Nessa representacéo, as NpQ (10) e NpQ (20) referem-se as nanoparticulas sintetizadas com
solucdes aquosas de quercetina nas concentra¢gdes finais de 10 uM e de 20 uM, respectivamente.
Assim como Querc (10) e Querc (20) representam as solu¢cdes aquosas de quercetina nas
concentracdes finais de 10 e 20 UM, respectivamente.

De modo semelhante, Lee e colaboradores (2012) mostraram que aplicacbes
de AgNPs (20, 40 and 80 nm) néo interferiram na germinagdo das sementes de A.
thaliana tipo selvagem (Col-0) em condi¢bes hidropbnicas, assim como Qian e

colaboradores (2013) notaram que as AgNPs (10 nm) ndo comprometem a
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germinacao das sementes de A. thaliana, embora tivessem efeito inibitério sobre o
crescimento de suas raizes em meio MS. Outros relatos também atestaram que
tratamentos com AgNPs ndo impediram a germinacdo de sementes de abobrinha
(Cucurbita pepo) (STAMPOULIS; SINHA; WHITE, 2009) e de rabanete (Raphanus
sativus) (MENA et al., 2016). Em contrapartida, as AgNPs melhoram a germinacéo
das sementes de melancia e de abobrinha em comparacdo aos controles néo
tratados (ALMUTAIRI; ALHARBI, 2015). Da mesma forma que AgNPs
biossintetizadas com extrato das cascas de Boswellia ovalifoliolata favoreceram a
germinacao de sementes e o crescimento de mudas de B. ovalifoliolata, assim como
auxiliaram na penetracdo de agua e de nutrientes (SAVITHRAMMA; ANKANNA,;
BHUMI, 2012).

Ja segundo Thuesombat e colaboradores (2014), a diminui¢cdo da germinacao
e consequente crescimento das mudas de arroz (Oryza sativa) ocorreu conforme o
aumento do tamanho e da concentragcdo de AgNPs (diametro: 20, 30-60, 70-120 nm;
e 0,1, 1, 10, 100 e 1000 mg/L). Esses autores também realcaram que as AgNPs de
menores diametros favoreceram maior absorcéo e retencéo radicular.

Correlacionando aos resultados, o presente experimento sinaliza que as
NpQs uma vez aplicadas em meio MS néo influenciariam no desenvolvimento das A.
thaliana, mas a partir dos demais exemplos mencionados pode se inferir que o0s
efeitos das AgNPs sobre a germinacdo pode ser influenciados pelo tamanhos,
concentracdes ou tipos de espécies vegetais. Amooaghaie e colaboradores (2015)
observaram outros aspectos na influéncia das AgNPs sobre as germinacgbes de
sementes ao comparar os efeitos fitotoxicos da AgNPs sintetizadas por rota verde
(com extrato das folhas de Nigella sativa) e por rota quimica (borohidreto de s6dio —
citrato de sodio) sobre a germinacdo de sementes e crescimento das plantulas de
seis plantas diferentes (lolium, trigo, feijao, ervilha, alface e canola).

Nesse estudo, as AgNPs sintetizadas por rota verde demonstraram ser mais
seguras do que as produzidas por rota quimica, visto que seus valores de IC50
(concentrag@es inibitorias de 50%) sdo maiores para a germinacdo de sementes e
também, para o comprimento das raizes e dos caules. Essa maior seguranca pode
ser atribuida ao fato das AgNPs biossintetizadas terem uma cobertura organica que

reduz a toxicidade. No entanto, 0 aumento da concentracdo prejudica os parametros
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acima citados. Esse estudo também menciona que as diferencas de fitotoxicidade
sdo atribuidas aos modos de preparo das AgNPs e ndo as suas diferencas de
didmetros.

Ja com relacéo aos efeitos das primeiras aplicacdes de NpQ e seus controles
sobre o crescimento da raiz das plantulas em meio Knop, observacdes foram
efetuadas no vigésimo quarto dia do inicio do teste (Dia 24) quando as amostras
apresentaram padrfes de crescimento semelhantes (Figura l1ll-12a). Pode ser
observado também que as raizes das plantulas apresentaram o desenvolvimento
radicular normal (Figura I11-12b).

Em adicéo, observacdes e registros de imagens feitos no trigésimo primeiro
dia do inicio do teste constataram a continuidade do desenvolvimento normal das
plantulas com integridade de suas estruturas aéreas e radiculares (Figura Ill-13a e
13b). Da mesma forma, AgNPs sintetizadas com extrato aquoso das folhas de
Acalypha indica ndo comprometeram a germinacao e o desenvolvimento normal das
raizes de Bacopa monnieri em comparacdo com o controle (KRISHNARAJ et al.,
2012b).
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AgNO3 (1/500
Figura 111-12: Plantulas de Arabidopsis thaliana sob diferentes exposi¢Bes. Imagens obtidas por
registros fotogréaficos - Painel A (Escala : 30 mm) e por lupa binocular - Painel B (Escala
: 0,8 mm) apos sete dias das primeiras aplicagdes dos grupos amostrais em plantulas de A. thaliana
crescendo em meio Knop (Dia 24). Nessa representacdo, as NpQ (10) e NpQ (20) referem-se as
AgNPs sintetizadas com solu¢des aquosas de quercetina nas concentracdes finais de 10 uM e de 20
UM, respectivamente. Assim como Querc (10) e Querc (20) representam as solu¢bes aquosas de
quercetina nas concentracdes finais de 10 e 20 uM, respectivamente.
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Figura 111-13: Plantulas de Arabidopsis thaliana sob diferentes exposi¢cdes. Imagens obtidas por
registros fotograficos - Painel A (Escala : 30 mm) e por lupa binocular - Painel B (Escala
: 0,8 mm) apods sete dias das segundas aplicacdes dos grupos amostrais em plantulas de A.
thaliana crescendo em meio Knop (Dia 31). Nessa representacao, as NpQ (10) e NpQ (20) referem-se
as AgNPs sintetizadas com solugdes aquosas de quercetina nas concentracgdes finais de 10 uM e de
20 uM, respectivamente. Assim como Querc (10) e Querc (20) representam as solu¢des aquosas de
quercetina nas concentracdes finais de 10 e 20 uM, respectivamente.
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Por outro lado, Mishra e Singh (2015) elencaram que AgNPs biossintetizadas
aumentaram o crescimento de plantas, além de controlarem algumas fitopatologias,
sendo portanto uma importante estratégia agricola. As AgNPs também melhoram o
crescimento das raizes de Brassica juncea, por meio da modulacdo do estado
antioxidante das mudas (SHARMA et al., 2012).

No presente estudo ndo foi possivel constatar diferencas no desenvolvimento
das raizes de A. thaliana tratadas com as NpQs e suas respectivas solucbes de
AgNO3 . Ja Vannini e colaboradores (2013) constataram que os tratamentos das
raizes de Eruca sativa com AgNPs e AgNOs; provocaram aumentos nos
comprimentos das raizes dessas espécies, mas que as reacbes proteicas
provocadas por esses dois tratamentos, durante 5 dias, sdo distintas. De forma
semelhante, Wang e colaboradores (2013) verificaram que as concentracdes de
AgNPs de 0,01, 0,1 e 1 mg/L tiveram efeitos estimulantes sobre o crescimento
radicular em A. thaliana, contudo concentracdes altas como 100 mg/L, tiveram
efeitos inibitorios.

Similarmente, AgNPs com concentracées acima de 300 mg/L impediram o
alongamento das raizes de A. thaliana e as expansdes de suas folhas (SOSAN et
al., 2016). AgNPs também diminuiram os comprimentos das raizes e dos caules de
trigo, de forma dependente da dose (DIMKPA et al., 2013). Todavia, os efeitos
toxicos das AgNPs sobre as plantas dependem de suas espécies, das
concentracbes, das composi¢des, dos tamanhos, das formas e dos modos de
aplicacoes das AgNPs (SIDDIQUI et al., 2015).

Quanto ao deslocamento dentro das plantas, Bao e colaboradores (2016)
identificaram que as AgNPs (10 nm - 0,02 mg/L) em tecidos vegetais de A. thaliana
(crescidas em meio MS) se concentram principalmente nos apoplastos dos tecidos
radiculares (espaco intercelular); e que uma vez no interior das plantas, as AgNPs
estavam presentes na forma de agregados e/ou individualizadas de modo intacto.

4.3.4 Andlises dos niveis de ploidia dos nucleos das raizes de A. thaliana
crescidas in vitro e tratadas com NpQ
A citometria de fluxo € considerada uma opc¢ado quantitativa para o

fornecimento de informacdes a respeito da contagem e da classificacao celular. Tais
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suspensdes celulares em fluxo sao previamente coradas com um fluorocromo como
iodeto de propidio, o que permite suas identificacdes conforme as intensidades de
fluorescéncias emitidas ao serem alcancadas por feixes de luz de comprimentos de
ondas determinados (CUI et al., 2015).

Essa é uma técnica simples, rapida, barata e precisa que propicia
conhecimentos sobre medidas fisicas e quimicas de organelas, cromossomos,
nacleos e células, sendo bem adotada para analises de plantas em processos de
melhoramentos genéticos (CAMPOS, 2007). Dessa maneira, sua utilizacdo permite
que sejam feitas avaliagbes dos niveis de ploidias, dos conteddos de DNA
nucleares, de ciclos de endorreduplicacbes celulares, andlises e separacdes dos
nameros de cromossomos (ORZECHOWSKA et al.,, 2013; SAINI et al., 2017),
estimativa do tamanho do genoma, determinacdo do sexo numa fase prévia do
crescimento e andlises de genotoxicidade (LOUREIRO; SANTOS, 2004).

No presente estudo, a citometria de fluxo foi utilizada para avaliar o nivel de
ploidia dos nucleos das raizes de A. thaliana crescidas in vitro e tratadas com NpQ e
seus demais controles. Assim, a partir dos resultados apresentados na Figura 111-14,
€ possivel concluir que todos os grupos testados apresentaram o mesmo padréo de
ploidia nuclear, isto €, o mesmo conteudo de ADN (acido desoxirribonucleico)
presente nos nucleos das células das raizes. O padréo foi semelhante ao controle
tratado com agua (H.0).

Com isso, fica certificado que as exposi¢cdes com diferentes concentracdes de
NpQ (10), NpQ (20) e seus controles ndo somente néo interferiram na germinacgao e
no crescimento das plantulas de A. thaliana, como também na sintese de ADN
(medido por citometria de fluxo) ocorrendo normalmente nas raizes de A. thaliana
crescidas in vitro.

De acordo com Howard e Pelc (1986), o ciclo celular contém quatro etapas:
uma fase de sintese de ADN denominada de “S” e outra fase “M” que é a mitose.
Essas duas fases sao intercaladas por dois intervalos denominados G; (gap 1) e G»
(gap 2). Na fase S ocorre a duplicacdo do material nuclear, de modo que na fase G,
o conteudo de ADN apresente-se no nivel 4C necessario para a mitose
subsequente. Uma vez entdo que o nucleo passe da mitose, este possui o conteudo

2C (C: conteudo de um conjunto haploide de cromossomas) de ADN, e nesse
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momento o nucleo apresenta duas cépias de cada gene, sendo assim a célula
diploide. Cada célula se divide, culminando na formacdo de duas células filhas que
possuem um conteudo 2C cada. Posteriormente, é frequente em células vegetais a
mudanca do ciclo mitético para o ciclo da endorreduplicacdo, quando o ADN replica
sem divisdo nuclear aumentando assim sua ploidia. Essas células apresentam o
contetdo de ADN que passa de 2C para 4C, 8C, 16C... dependendo da ploidia da
célula.

No caso das A. thaliana ecotipo Columbia, suas células diploides (2n)
possuem 10 cromossomos (LERMONTOVA et al, 2006) e consoante ao
documentado por Asberg e colaboradores (2015), as células das A. thaliana
apresentaram conteudos celulares variando de 2C a 32C, corroborando com células
das raizes das A. thaliana examinadas nesse estudo, sendo a maior parte das
células estdo diploides (2C) e tetraploides (4C) (Figura IlI-14). De acordo com Fleury
e colaboradores (2007), os niveis de ploidia representadas pelos contelidos de DNA
(2C, 4C...) refletem as transicOes das fases G1 e G2 ao longo da diviséo ciclo celular
mitotica.

Resumindo, € possivel observar que os contetdos nucleares das células das
raizes de A. thaliana, independente das administracbes dos grupos amostrais
adotadas nesse teste, apresentaram replicacdo de ADN como normalmente
observado em células vegetais. O ciclo celular ndo foi afetado pelas exposi¢cdes dos
grupos amostrais confirmando as observacfes morfolégicas do crescimento normal
das plantas e suas raizes. Essa observacao € de grande importancia considerando-
se a potencial aplicacdo das AgNPs sintetizadas com solu¢cdes aquosas de
qguercetina no solo para o controle de nematoides de plantas de interesse

agrondémico.
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Figura llI-14: Avaliacdo dos niveis de ploidia dos nucleos de células de raizes de A. thaliana
crescidas in vitro apds exposicdes com NpQ e seus respectivos controles. Nessa representacao
grafica, as NpQ (10) e NpQ (20) referem-se as AgNPs sintetizadas com solugbes aquosas de
quercetina nas concentracdes finais de 10 uM e de 20 pM, respectivamente. Assim como Quer (10) e
Quer (20) representam as solu¢des aquosas de quercetina nas concentragdes finais de 10 e 20 uM,
respectivamente.

4.4 AvaliacOes das atividades biolégicas em solo das NpQ

4.4.1 Andlises dos niveis de ploidia dos nucleos das raizes de A. thaliana
crescidas em solo

A Figura llI-15 ilustra as plantas no inicio (Painel 1) e ao término (Painel 2) do
periodo do tratamento de cinco semanas, sendo que essas tiveram seus
crescimentos normais quando comparado com 0 grupo que recebeu aplicacbes
somente de agua (controle) e portanto sendo provavel que as mudancas
morfolégicas verificadas sejam referentes a passagem dos 42 dias de tratamento.

Essa situacdo foi encontrada também por Lee e colaboradores (2014a) ao
realizarem irrigagao regular de 75 pg/L de AgNPs (20 nm) em A. thaliana e nao
atestarem alteracbes evidentes nas morfologias das plantas. Contudo, nesse
experimento as AgNPs provocaram toxicidade reprodutiva no referido modelo
vegetal. Foi também verificado em relagdo ao transporte desse nanossistema nas A.
thaliana, que nos sete dias depois do plantio das espécies vegetais e aplicacdo das
AgNPs, que essas nanoparticulas localizaram-se nas superficies das raizes

primarias e depois se inseriram em suas extremidades. E assim, 14 dias depois do
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plantio, as AgNPs progressivamente se deslocaram para as raizes primarias, laterais
e células ciliadas das raizes. Apos 17 dias do plantio foi observado AgNPs no tecido
vascular, xilema e floema, com potencial para se direcionar para todas as partes da
planta. Sendo, por fim, averiguado que as AgNPs também podem se acumular de
forma intensa nos estdmatos e nos sulcos das paredes celulares das células dos
pavimentos adjacentes.

Em referéncia a outras plantas, foi verificado por Cromwell e colaboradores
(2014) que a aplicacdo de AgNPs elevaram a qualidade das gramineas e nao
induziram fitotoxicidade. De forma semelhante, os tratamentos de AgNPs em
berinelas propiciaram o melhor crescimento dessas planta sem causar fitotoxicidade
(ABDELLATIF; HAMOUDA; ANSARY, 2016).

Figura lllI-15: Plantas infectadas com M. incognita antes (Painel 1) e depois (Painel 2) de cinco
semanas de tratamentos. Nessa representacdo, (a) refere-se a exposi¢do com agua (controle), (b) a
exposicdo com NpQ (20) 1/500, (c) a exposi¢cdo com Querc (20) 1/500 e (d) a exposicdo com AgNO;
(1 mM) 1/500. Escala : 55 mm.

Dando continuidade, ao término dos tratamentos, as raizes dessas plantas
foram lavadas para serem realizadas analises dos niveis de ploidia dos nucleos das
raizes, sem a presenca de galhas. Na Figura IlI-16 pode ser visualizado que tanto as
aplicacdes de NpQ (20) 1/500 como as de seus respectivos controles resultaram na
expressdo de padrdes de ploidia similares entre si e também em relagédo ao controle
(H20), indicando que n&o ocorreram alteragcbes nas etapas de suas divisdes
celulares em raz&o dos tratamentos.

Além disso, pode ser observado que tal resultado é representativo de células
gue apresentam o conteido em ADN diploide, uma vez que a maioria (~60%) dos
nacleos celulares estdo com 2C (C: conteudo de um conjunto haploide de

cromossomas), ou seja, com duas copias de cada gene. De maneira analoga, Fleury
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e colaboradores (2007) retrataram que em A. thaliana tipo selvagem, os percentuais
de células em 2C e 4C sao de 66,2% e 33,8%, respectivamente. E ainda, Hemerly e
colaboradores (1992) descrevem que 0s nucleos que estdo em 2C representam as
fases GO-G1, ao tempo que as 4C remetem a fase G2, sinalizando que a maioria

das células examinadas nesse estudo estavam nas fases GO-G1.
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Figura llI-16: Avaliacdo dos niveis de ploidia dos ndcleos contidos nas raizes de A. thaliana crescidas
em solo apos receberem exposicdes com NpQ e seus respectivos controles. Nessa representacéo
gréfica, as NpQ (20) referem-se as AgNPs sintetizadas com solugdo aquosa de quercetina na
concentracdo final de 20 pM e Querc (20) representam a solucdo aquosa de quercetina na
concentracao final de 20 pM.

4.4.2 Avaliagcdo nematotoxica em solo

Por meio da execucdo desse ensaio, frequentemente chamado de teste de
resisténcia (Figura 111-17) foi possivel visualizar que o indice de galhas e nimero de
galhas com massa de ovos manifestados pelas plantas tratadas com NpQ (20) 1/500
foi inferior ao encontrado no grupo das plantas tratadas somente com agua
(controle). Este fato sugere um efeito nematotéxico desses nanossistemas contra M.
incognita também em solo, por promover o atraso no desenvolvimento das galhas, o
que pode favorecer a continuidade do desenvolvimento das plantas infectadas por
esses fitoparasitas, impedindo que essas venham a adoecer ou morrer em virtude
dos sintomas advindos pela parasitose.

Em relagdo a outros modelos vegetais, a atividade nematicida de AgNPs

(sintese quimica) em solo contendo dois tipos de gramineas (Cynodon dactylon e C.
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transvaalensis) infectadas com Meloidogyne graminis foi revelada pela diminuicdo
significativa da quantidade de J2 e reducdo da formacao de galhas (CROMWELL et
al., 2014). Ja sobre as AgNPs produzidas por rota de sintese verde, Abdelmoneim e
Massoud (2016) verificaram que ao realizar uma pré-exposicédo de 40 min de AgNPs
biossintetizadas por Pseudomonas aeruginosa (18,9 a 23,4 nm), nas concentracfes
de 200 e 250 pg/mL, com suspensdes de J2 e depois exporem o0s J2 em solos
contendo mudas de tomates, houve reducdo da quantidade de J2 no solo (40 e
56%) e dentro das raizes de tomate (30 e 44%). Além de haver a diminuicdo do
nameros de galhas (46 e 68%) e da massa de ovos/g de raiz (50 e 76%) em
comparagao com o controle.

Além das AgNPs, ha também relatos na literatura de outras nanoformulacdes
metalicas produzidas por rotas de sintese verde que apresentam capacidade para
manejo de pragas envolvendo Au, Cu e Cd. Algumas caracteristicas das
nanoestruturas podem esta associadas aos seus beneficios para a prevencao e o
tratamento de nematoides patogénicos, como € o0 caso dos seus tamanhos
pequenos, relacdo area de superficie/volume alta e sua liberacdo lenta, controlada e
direcionada por periodos mais prolongados. O fato das estruturas estarem em
escala nanométricas também favorece a distribuicdo e a cobertura das plantas
(BHAU et al., 2016; NASSAR, 2016).

Lee e colaboradores (2012) verificaram que utilizando AgNPs, estabilizadas
com citrato, em A. thaliana ocorreram maiores teores de acumulagdo de prata do
gue nas plantas que foram expostas a solu¢cées AgNO3;. A sequéncia de acumulacéo
das AgNPs se deu na seguinte ordem: células de fronteira, coifa, iniciacdes de
columela e columela, sendo possivel identificar que os transportes das AgNPs nos
sistemas vasculares acontecem apoplasticamente (entre 0s espacos intercelulares)
e ficam agregadas em plasmodesmos. Segundo as avaliagdes ultraestruturais por
MET de Mazumdar e Ahmed (2011), as AgNPs (25 nm), ao penetrarem as células
das raizes de Oryza sativa, danificam as paredes celulares e os vacuolos. A
capacidade de absorcao e de transporte das AgNPs depende do tamanho, da forma,
da composicdo quimica e da anatomia da planta (NAIR et al., 2010).

Além desses fatores, a absorcao e toxicidade das AgNPs estdo associadas a

natureza, funcionalizagdo e agregacdo, além de condigcbes experimentais como
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tempo de reacdo, temperatura, espécies das plantas e métodos de exposicao
(suspensdes celulares / mudas / sementes) (NOWACK; BUCHELI, 2007; MA et al.,
2010; AMOOAGHAIE; SAERI; AZIZl, 2015), demostrando que tais efeitos né&o
podem ser atribuidos somente ha liberacéo de ions prata.

No presente estudo, a diminuicdo do numero de galhas e massa de ovos
depositados pelas fémeas (indicativo de reproducdo) durante as andlises também
foram observadas nas plantas tratadas com solucdo de AgNO3; (1 mM) 1/500. No
entanto, as plantas tratadas com solucédo aquosa de Querc (20) 1/500 apresentaram
indice de galhas e numero de galhas com massa de ovos semelhantes em
comparacao ao grupo que teve aplicacbes somente de agua (Figura IlI-17). Esse
resultado indica que as solu¢cdes de quercetina testadas nesse trabalho néo tiveram
atividade nematotdxica em solo, corroborando com o que ja foi evidenciado no teste

de atividade nematotoxica in vitro (Figura 11-8).
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Figura 1ll-17: Avaliacdo nematotoxica em solo das NpQ (20) 1/500 e seus respectivos controles em
raizes de A. thaliana infectadas com M. incognita. Nessa representacgdo grafica, as NpQ (20) referem-
se as AgNPs sintetizadas com solugédo aquosa de quercetina na concentracao final de 20 uM e Querc
(20) representam a solucdo aquosa de quercetina na concentracdo final de 20 uM. Os valores
representam as médias + desvios padrées dos experimentos. *P < 0,05 quando comparado com o
grupo que recebeu aplicacdo de H,0, °p < 0,05 guando comparado com o grupo que recebeu
aplicacdo de NpQ (20) e °P < 0,05 quando comparado com o grupo que recebeu aplicacdo de Querc
(20) (One-Way ANOVA seguido do teste de Tukey).
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5. CONCLUSAO

A partir desses resultados é possivel depreender que solugBes aquosas de
qguercetina apresentaram potenciais formadores de AgNPs rapidos e satisfatérios,
sobretudo as NpQ (20) que apresentaram diametros hidrodindmicos de 29,06 nm (Z-
Average), indice de polidispersividade de 0,561 e potencial Zeta de -23, 7 mV. Esses
nanossistemas demonstraram capacidade nematotoxica in vitro de paralisar 100%
dos M. incognita (J2), além de comprometerem completamente suas estruturas
morfologicas internas. Ademais manifestaram atividade nematotoxica em solo
contendo A. thaliana infectadas por M. incognita, ao diminuirem seus indices de
galhas e os numeros de galhas com massa de ovos. Além disso, as NpQ (20) néo
comprometeram as etapas do ciclo celular, as germinac¢des de suas sementes e 0s
desenvolvimentos das plantulas de A. thaliana. Esses achados conceituam a
abordagem como uma opcéo potencial para manejo e prevencao de fitonematoides
do género Meloidogyne.
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4, CONSIDERAQ@ES FINAIS

Por fim, a partir dos estudos realizados nessa Tese pode ser inferido que P.
emarginatus € uma planta representante da biodiversidade brasileira com potencial
de utilizacdo em nanotecnologia verde para producdo de AgNPs. Além disso, a
presente Tese apresentou a importancia do conhecimento das influéncias que os
fatores ambientais podem expressar sobre os metabdlitos presentes em plantas e
consequentemente seus papeis nas formacgdes e nos rendimentos de producédo das
AgNPs. Uma vez que foi demostrado no presente estudo que a diferenca sazonal na
coleta das folhas de P. emarginatus (sucupira branca) teve efeito sobre o rendimento
do processo de sintese de AgNPs e de algumas propriedades fisicas e quimicas.

Tal descoberta serve de alerta para a importancia da continuidade das
analises de demais fatores e condicbes ambientais associados as plantas que estéo
sendo utilizadas para produgdo de nanomateriais, pois essas respostas trazem
compreensdes a respeito dos mecanismos de formagédo das AgNPs, o que propicia
uma melhor modulagéo das caracteristicas que se deseja obter.

Além disso, os resultados aqui expostos também revelaram os potenciais
terapéuticos das AgNPs sintetizadas com extratos das folhas de P. emarginatus nas
manifestacdes de efeitos citotdxicos, antioxidantes, ndo hemoliticos e nematotoxicos
in vitro, sem comprometimento do funcionamento de células normais. Tais
evidéncias despertam o interesse de pesquisas desses efeitos em modelos in vivo.
Além disso, também abrem prerrogativas para investigacbes em demais areas da
nanobiotecnologia, considerando que as NpSBs tém propriedades relativamente
semelhantes mesmo quando a coleta de material biolégico ocorre em épocas
distintas do ano.

Por fim, por meio desse estudo foi demostrado ainda a relagcdo de um dos
metabolitos presentes nas folhas da referida planta no sucesso da sintese de
AgNPs, apontando a importancia do prosseguimento de pesquisas sobre os demais
componentes foliares que podem atuar na formacdo de nanomateriais preparados
por rotas de sintese verde. Isto € possivel uma vez que solu¢cdes aquosas de
quercetina apresentaram acdes formadoras de AgNPs rapidas e satisfatérias,
indicando esse nanossistema como potencial agente de controle para

meloidoginoses que acometem plantas de grande importancia agricola.
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