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RESUMO

A sintese verde € um método eficiente e frequentemente estudado na area da
nanobiotecnologia, por nao utilizarem reagentes e solventes que apresentem
toxicidade, ampliando a sua aplicacdo no desenvolvimento de nanoparticulas
metalicas. Devido a citotoxicidade dos farmacos, atualmente o grande desafio é
entregar o agente terapéutico diretamente em seu sitio de acao, promovendo uma
melhor efetividade com minimos efeitos colaterais. Muitas terapias direcionadas
estdo em desenvolvimento para abordar a resisténcia a mdltiplos farmacos. O
objetivo do presente trabalho foi sintetizar, caracterizar e avaliar a atividade biologica
das AgNPs e AuNPs, vetorizadas, a partir do extrato da Annona muricata L. As
AgNPs foram obtidas por fotorreducéo, a partir do extrato da polpa, semente e folhas
de A. muricata, com exposicao a luz artificial e também na sua auséncia. As AuNPs
foram obtidas a partir do extrato da polpa de A. muricata. As AgNPs e AuNPs
obtidas com o extrato aquoso da polpa de A. muricata foram vetorizadas com o
acido félico. No processo de caracterizacdo, foram avaliados o tamanho das
particulas, o indice de polidispersdo, potencial zeta, assim como aspectos
morfologicos. Além disso, foi analisada a estabilidade e a atividade antimicrobiana
das AgNPs e AuNPs, vetorizadas e nao-vetorizadas. A atividade larvicida foi
realizada com as AgNPs preparadas com o extrato aquoso da polpa da A. muricata.
Foi determinada a toxicidade das AgNPs e AuNPs, vetorizadas e nao vetorizadas
frente & Artemia salina e aos eritrocitos. Os extratos aquosos da polpa, das
sementes e das folhas de A. muricata foram eficientes para a sintese de AgNPs. As
AgNPs apresentaram atividade antimicrobiana, contra cepas de bactérias gram
positivas e gram negativas e contra leveduras. A preparacdo de AgNPs, obtidas sem
a exposicao a luz artificial, apresentou caracteristicas mais adequadas, quanto ao
tamanho, indice de polidispersdo, potencial zeta e estabilidade. Na avaliacédo
cromatografica qualitativa, foi determinada a presenca de acetogeninas anonaceas,
como a annonacina. O extrato aquoso da polpa de A. muricata também demonstrou
eficacia na sintese das AuNPs. As AuNPs obtidas apresentaram tamanho, potencial
zeta e PDI adequados, além de boa estabilidade no periodo avaliado. AuNPs
apresentaram atividade antimicrobiana contra cepas de E.coli, S.aureus e E.
faecalis. As AgNPs preparadas com o extrato da polpa da A. muricata demonstraram
baixa toxicidade frente as larvas de Plutella xylostella. A vetorizacdo das AgNPs e
AuNPs com &cido félico foi obtida com sucesso, mantendo a estabilidade e
apresentando pequena alteragdo quanto as caracteristicas fisico-quimicas e
morfologicas, comparadas as AgNPs e AuNPs sem a vetorizacdo. A atividade
antimicrobiana de ambas as nanoparticulas vetorizadas foi maior comparadas as
nanoparticulas sem a vetorizacdo. A avaliacdo da toxicidade das AgNPs e AuNPs,
com e sem a vetorizacdo do acido félico, frente a Artemia salina, apresentou 6timos
resultados, sendo favoravel a sua utilizagdo em sistemas biologicos. A avaliacdo
hemolitica, demonstrou biocompatibilidade das AgNPs e AuNPs, vetorizadas e néo-
vetorizadas com &cido folico. Sendo assim as AgNPs e AuNPs , vetorizadas ou nao,
poderao ser utilizados nos sistema biologicos, desenvolvidas com potencial atividade
antimicrobiana.

Palavras-chave: Nanoparticulas de prata, Nanoparticulas de ouro, Atividade
antimicrobiana, Biocompatibilidade, &cido félico, Annona muricata



ABSTRACT

Green synthesis is an efficient method and is frequently studied in the area of
nanobiotechnology, as it does not use reagents and solvents that present toxicity,
expanding its application in the development of metallic nanoparticles. Due to the
cytotoxicity of drugs, currently the major challenge is to deliver the therapeutic
agent directly to its site of action, promoting better effectiveness with minimal
side effects. Many targeted therapies are under development to address
resistance to multiple drugs. The objective of the present work was to synthesize
and characterize the vectorized AgNPs and AuNPs, from the extract of Annona
muricata L. and with potential antitumor activity. AgNPs were obtained by
photoreduction, from the extract of the pulp, seed and leaves of A. muricata, with
exposure to artificial light and also in its absence. AUNPs were obtained from A.
muricata pulp extract. The AgNPs and AuNPs obtained with the aqueous extract
of the A. muricata pulp were vectorized with folic acid. In the characterization
process, particle size, polydispersity index, zeta potential, as well as
morphological aspects were evaluated. In addition, vectorized and non-
vectorized AgNPs and AuNPs stability and antimicrobial activity were analyzed.
Larvicidal activity was performed with AQNPs prepared with the aqueous extract
of the A. muricata pulp. The toxicity of AgNPs and AuNPs, both vectorized and
non-vectorized, against Artemia salina and erythrocytes was determined. The
agueous extracts of the pulp, seeds and leaves of A. muricata were efficient for
the synthesis of AgNPs. AgNPs showed antimicrobial activity, against strains of
gram positive and gram negative bacteria and against yeasts. The preparation of
AgNPs, obtained without exposure to artificial light, presented more adequate
characteristics, in terms of size, polydispersity index, zeta potential and stability.
Gas Chromatography and Mass Analyzer determined the presence of
anonymous acetogenins, such as annonacin, with potential antitumor activity.
The aqueous extract of A. muricata pulp also demonstrated efficacy in the
synthesis of AuNPs. The AuNPs obtained showed adequate size, zeta potential
and PDI, in addition to good stability in the evaluated period. AUNPs showed
antimicrobial activity against strains of Escherichia coli, Staphylococcus aureus
and E. faecalis AgNPs prepared with A. muricata pulp extract showed low
mortality compared to Plutella xylostella larvae, proving to be of low toxicity. The
vectorization of AgNPs and AuNPs with folic acid was successfully achieved,
maintaining stability and showing little change in terms of physicochemical and
morphological characteristics, compared to AgNPs and AuNPs without
vectorization. The antimicrobial activity of both vectorized nanoparticles was
greater compared to nanoparticles without vectoring. The evaluation of the
toxicity of AgNPs and AuNPs, with and without folic acid vectoring, against
Artemia salina, showed excellent results, favoring its use in biological systems.
The hemolytic evaluation showed biocompatibility of AgNPs and AuNPs,
vectorized and non-vectorized. Thus, AgNPs and AuNPs, vectored or not, can be
used in biological systems, developed with potential antimicrobial.

Keywords: Silver nanoparticles, Gold nanoparticles, Antimicrobial activity,
Biocompatibility, Folic acid, Annona muricata
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1 INTRODUCAO

A nanotecnologia trouxe grandes possibilidades de controle e de manipulacao
de estruturas a nivel molecular impactando de forma decisiva nas ciéncias
farmacéuticas e consequentemente na medicina, trazendo a cada dia avangos na
tecnologia diagndstica e producdo de medicamentos (NADAROGLU; GUNGOR,;
INCE, 2017).

A nanomedicina busca o desenvolvimento de farmacos encapsulados em
sistemas nanométricos que permitem uma melhor eficdcia. Isto inclui farmacos
conhecidos, proteinas, enzimas e anticorpos que tém sua eficiéncia clinica
prejudicada devido a baixa meia-vida ou alta toxicidade (SINGH et al., 2016).

A formacgéo de ligagbes estaveis, a variabilidade de tamanho e forma, alta
capacidade de encapsulacao e a conveniéncia de se ligar a substancias hidrofilicas
e hidrofébicas fazem das nanoparticulas uma plataforma favoravel para a liberacao
controlada de farmacos (YETISGIN et al., 2020).

As propriedades fisicas de nanoparticulas menores de 100 nm garantem a
estas aplicacdes biomédicas com potenciais singulares. Desta forma, estes sistemas
sdo muito atrativos para o desenvolvimento de medicamentos empregados no
tratamento do céancer, de problemas do coracdo, dos pulmdes, do sangue, bem
como de doencas inflamatorias e infecciosas (McMILLAN, 2011).

Apesar dos grandes avancgos alcancados na tecnologia de desenvolvimento
de medicamentos, ainda deparam-se com as limitagdes no tratamento de diversas
doencas como o cancer, devido aos efeitos colaterais decorrentes do uso da
terapéutica convencional, paralelamente a isso, enfrentam-se 0s problemas de
multirresisténcia aos farmacos, que se observa tanto para 0s quimioterapicos,
guanto para os antibioticos (GOTTESMAN et al., 2009).

Este panorama constitui um verdadeiro desafio cientifico-tecnoldgico e de
inovacdo com intensa busca por tratamentos mais eficazes e com menores efeitos
adversos (JABIR et al., 2012).

Indmeros estudos buscando novas estratégias para o desenvolvimento de
novos sistemas de liberacdo de farmacos tém sido realizados. No que se refere a
nanoparticulas, dois fatores sao primordiais: o controle do tamanho das particulas e

as propriedades de superficie, que garantem a liberacdo controlada do agente
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farmacologicamente ativo no sitio especifico de acgdo. Contendo essas
caracteristicas, as nanoparticulas podem penetrar facilmente nas células e
apresentar alta reatividade com outros sistemas bioldgicos, tais quais 0s
microrganismos (RANGHAR et al., 2014).

Desta forma, além dos vérios beneficios terapéuticos, estes sistemas de
liberacdo nanoparticulados podem também ser U(teis para superar casos de
resisténcia a multiplos farmacos pelas células cancerosas (JABIR et al., 2012) e
pelos microrganismos.

Outra melhoria surgiu com o desenvolvimento de sistemas de liberagdao de
agentes terapéuticos com vetorizacdo, os quais sdo aplicados em diversos campos,
desde a gquimioterapia a terapia genética. Esses nanossistemas séo dirigidos a um
alvo e permitem um tratamento especifico no local, possibilitando transportar,
simultaneamente, dosagens mais elevadas dos agentes biologicamente ativos, com
reducdo significativa dos efeitos secundarios comparando-se ao tratamento
convencional (CECILIO, 2014).

A producdo de nanoparticulas metalicas, com o intuito de atender essas
demandas terapéuticas, foi otimizada com a proposta de sintese verde, que com
certeza tornou-se uma tecnologia valiosa para a producdo de nanoparticulas de
tamanho e formas controladas, utilizando fontes bioldgicas, como plantas e
microrganismos e sem a utilizacdo de materiais téxicos ao ser humano e ao meio
ambiente (PILENI, 2000).

Dessa forma, a planta escolhida para a producdo das nanoparticulas
metalicas € a Annona muricata L.. Conhecida como gravioleira e empregada na
medicina popular para o tratamento de varias infeccfes, apresentando atividade
antiinflamatéria, antiparasitaria, antibacteriana, além de demonstrar ser
potencialmente eficaz no tratamento do cancer (ALFAIA; ALMEIDA, 2016).

E importante salientar o desenvolvimento das nanoparticulas metélicas, de
ouro e de prata, a partir da sintese verde, utilizando-se extratos aquosos de A.
muricata, sem a utilizacdo de solventes e outras substancias quimicas redutoras,
sendo obtidas de duas maneiras, sem a utilizacdo da luz artificial e também em sua
presenca, de forma a controlar sua obtencdo. Aléem disso, as nanoparticulas
metalicas obtidas pelo método de sintese verde foram vetorizadas, surgindo assim
um sistema que apresentara maior biodisponibilidade em aplicacées bioldgicas e

futuramente podera ser utilizado em terapia antimicrobiana.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver e caracterizar AgNPs e AuNPs, a partir da sintese verde,
promovida pelo extrato de A. muricata Linnaeus (Annonaceae), vetorizadas e avaliar

atividade antimicrobiana e de toxicidade.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Sintetizar AQNPs por meio da reducédo da prata pelo extrato da folha, da
semente e/ou da polpa de A. muricata, com e sem a exposi¢ao a luz artificial;

e Sintetizar AUNPs por meio da reducdo do ouro pelo extrato da polpa de A.
muricata;

e Sintetizar AUNPs com citrato de sédio;

e Caracterizar as AgNPs e as AuNPs obtidas quanto as caracteristicas fisico-
guimicas e morfoldgicas;

e Realizar a vetorizacdo com acido félico das AgNPs e AuNPs, obtidas com o
extrato aquoso da polpa de A. muricata;

e Caracterizar as AQNPsAF e AUNPsAF vetorizadas com &cido félico, quanto as
caracteristicas fisico- quimicas e morfolégicas;

e Determinar a estabilidade das AgNPs, obtidas com o extrato aquoso da polpa,
folhnas e sementes da A. muricata, com e sem a utilizacdo da luz artificial e
das AuNPs, obtidas pelo extrato aquoso da polpa da A. muricata,

e Determinar a estabilidade das AgNPsSAF e AuNPsAF obtidas com o extrato
aguoso da polpa da A. muricata,

e Avaliar a atividade antimicrobiana do extrato aguoso da polpa, folhas e
sementes de A. muricata;

e Avaliar a atividade antimicrobiana das AgNPs obtidas com o extrato aquoso
da polpa, folhas e sementes de A. muricata, com e sem a utilizagcdo da luz
artificial e das AuNPs obtidas com o extrato aquoso da polpa da A. muricata;

e Determinar a atividade larvicida das AgNPs obtidas com o extrato aquoso da

polpa de A. muricata frente as larvas de Plutella xylostella Linnaeus;
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Avaliar a atividade antimicrobiana das AgNPs e AuNPs, obtidas com o extrato
aguoso da polpa de A. muricata e vetorizadas;

Determinar a toxicidade sobre os eritrcitos das AgNPs e AuNPs, obtidas a
partir do extrato aquoso da polpa de A. muricata, na presenca e auséncia da
vetorizacao;

Avaliar a toxicidade das AgNPs e AuNPs, obtidas a partir do extrato aquoso
da polpa de A. muricata, na presenca e auséncia da vetorizacéo, frente aos
nauplios de Artemia salina;
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 SISTEMAS NANOCARREADORES

A nanotecnologia farmacéutica € a area das ciéncias farmacéuticas envolvida
no desenvolvimento, caracterizacdo e aplicacao de sistemas terapéuticos em escala
nanométrica ou micrométrica. Estudos de tais sistemas tém sido realizados
ativamente no mundo com o propoésito de direcionar e controlar a liberacdo de
farmacos (SAKATA et al., 2007).

Os nanossistemas oferecem diversas vantagens, como a protecdo do
farmaco no sistema terapéutico contra possiveis instabilidades no organismo,
promovendo manutencdo de niveis plasmaticos em concentracdo constante. Além
disso, ha um aumento da eficacia terapéutica e liberacdo progressiva e controlada
do farmaco pelo condicionamento a estimulos do meio em que se encontram
(PIMENTEL et al., 2007).

A diminuicdo expressiva da toxicidade pela reducdo de picos plasmaticos de
concentracdo maxima e a diminuicdo da instabilidade e decomposicao de farmacos
sensiveis também deve ser considerada. A possibilidade de direcionamento a alvos
especificos (sitio-especificidade), a incorporacdo tanto de substancias hidrofilicas
quanto lipofilicas nos dispositivos e a diminuicdo da dose terapéutica e do niumero
de administracdes complementam as principais vantagens desses sistemas (ALVES;
MARTINS; SANTANA, 2008).

Embora essas vantagens sejam significativas, alguns inconvenientes
plausiveis ndo podem ser ignorados, como por exemplo, uma possivel toxicidade,
auséncia de biocompatibilidade dos materiais utilizados e o elevado custo de
obtencdo dos nanossistemas comparados com as formulagbes farmacéuticas
convencionais (DUNNE et al., 2003; TAO; DESAI, 2003).

Nos ultimos anos, numerosos estudos demonstraram que a distribuicdo de
um farmaco no organismo pode ser modificada pelo uso de nanossistemas tais
como lipossomas, nanoparticulas ou microparticulas. Estes carreadores podem
proteger o principio ativo da degradacdo e/ou inativacdo; melhoram a
biodisponibilidade por aumento da penetragéo celular e proporcionam a liberagéo do
farmaco no sitio de acédo desejado, eliminando ou minimizando os efeitos colaterais
da terapéutica convencional (PEZZINI; FERRAZ; SILVA, 2007).
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O desenvolvimento de formas farmacéuticas de liberagdo controlada por
micro e nanossistemas podera permitir um melhor controle na cinética de liberacéo
do farmaco, resultando em niveis plasmaticos terapéuticos, com menores efeitos
toxicos, o que pode repercutir na melhoria da qualidade de vida de milhdes de
pacientes, além do impulso técnico, cientifico e financeiro, potencialmente adquiridos
(PIMENTEL et al., 2007).

A vetorizacdo das nanoparticulas pode ser ativa e passiva, além de direcionar
o sistema a um tipo celular especifico, podem se ligar aos receptores das superficies
das células. Essa ligacdo interfere na transducéo de sinais, regulando a expressao
de proto-oncogenes e alterando os mecanismos de proliferacdo celular. A
combinacdo da vetorizagcdo passiva com a ativa potencializara a acdo desses
nanocarreadores, direcionando as particulas ao sitio de acdo. Essa é a nova
tendéncia das pesquisas que envolvem o tratamento de tumores e nanoparticulas
(OLIVEIRA et al., 2012).

A preocupacao com o sucesso dos tratamentos efetuados com farmacos de
caracteristicas particulares, como toxicidade elevada, faixa terapéutica estreita,
metabolizacdo rapida, ou que necessitam ser empregados em esquemas
terapéuticos de longa duracdo, levou os pesquisadores da &rea farmacéutica a
buscarem novas alternativas de administracdo, além daquelas consideradas
convencionais. O controle da liberacdo de substancias ativas em sitios de acao
especificos, por meio da utilizacdo de formas farmacéuticas capazes de permitir a
otimizacdo da velocidade de liberacdo e do regime posolégico, € uma area de
pesquisa intensiva nos ultimos anos (MAINARDES, 2007).

As nanoparticulas recobertas com polietilenoglicol (PEG) sdo uma alternativa
de vetorizacdo as células tumorais. Essa camada protetora limita assim o
reconhecimento e a liberacdo dos macrofagos e outras proteinas opsonizantes,
permanecendo na circulagdo durante um tempo maior (HUANG, 2014).

3.2 NANOPARTICULAS METALICAS

O desenvolvimento da nanobiotecnologia dispde de técnicas ambientalmente
benignas na biossintese de nanomateriais. Microrganismos, plantas e fungos podem
ser usados como agentes biodegradaveis. A sintese verde € um método simples e

rapido no desenvolvimento das nanoparticulas metélicas, sendo uma abordagem
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ecologicamente correta, econdmica e reproduzivel (NADAROGLU; GUNGOR; INCE,
2017; PRASANNARAJ; VENKATACHALAM, 2017).

A engenharia verde de nanoparticulas metalicas € uma tecnologia valiosa
para a producdo de nanoparticulas de tamanho e formas controladas, utilizando
fontes bioldgicas (PILENI, 2000).

As biomoléculas de plantas sdo responsaveis pela reducdo, sintese e
estabilizacdo dos ions metélicos, sendo, portanto, muito utilizados na sintese de
AgNPs (SANTHOSH; RAGAVENDRAN; NATARAJAN, 2015).

Atualmente, materiais em nanoescala s&o utilizados em aplicacdes
farmacéuticas e no campo da biomedicina (KUPPUSAMY et al., 2016).

Como a maioria dos métodos ndo biologicos utilizam para a sintese de
nanoparticulas metdlicas substancias quimicas potencialmente perigosas, a sintese
verde de nanoparticulas metédlicas usando extrato de plantas, tem recebido grande
atencdo, por ser um protocolo de etapa Unica com disponibilidade de grande
guantidade, ecologicamente correto e de baixo custo que nao envolve produtos
guimicos téxicos (ARUNACHALA; ANNAMALAI; HARI, 2013).

Nanoparticulas metélicas estdo sendo utilizadas no campo biomédico para
fins como protecdo de microrganismos prejudiciais, bioimagem, transporte de
farmacos, tratamento de céancer, diagnoéstico médico, atividade antimicrobiana,
antioxidante, antimetastase, biocompatibilidade e estabilidade (SINGH et al., 2016).

O desenvolvimento de AuNPs utilizando extratos naturais € relevante,
principalmente relacionado a questdes ambientais (SILVA; LACERDA; JUNIOR,
2005). Diversos estudos apresentam a utilizacdo da atividade redutora de matérias
vegetais na sintese de nanoparticulas metélicas (ISAAC; SAKTHIVEL; MURTHY,
2013).

Portanto, devido ao potencial das nanoparticulas de metais nobres, como as
AgNPs e AuNPs tém grande interesse devido a sua confiabilidade em relacéo a
sintese econdbmica e propriedades terapéuticas amplas, como antimicrobiana,
antioxidante e atividade anticancerigena (YU, 2000).

AgNPs tém um grande potencial particularmente na terapia do cancer devido
ao seu papel seletivo na ruptura da cadeia respiratoria mitocondrial por AgNPs
levando a producéo de mais espécies reativas de oxigénio e interrupcdo da sintese

de ATP, que por sua vez causam danos ao DNA (KEKI et al., 2000).
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As AgNPs podem exercer atividade antibacteriana por trés mecanismos
diferentes. A liberacdo de ions Ag®, os quais podem se ligar a grupamentos tidis (-
SH), desestabilizando a estrutura de proteinas e enzimas da membrana celular. A
adsorcdo das AgNPs na membrana celular bacteriana podem formar poros,
extravasamento do conteldo citoplasmatico e consequentemente morte celular. A
producéo de espécies reativas de oxigénio pode desestabilizar a estrutura do DNA e
desnaturacao de proteinas (MARAMBIO-JONES; HOEK, 2010).

3.3 Annona muricata L.

Annona muricata é conhecida como Soursop (Inglés), Graviola (Portugués),
Guanabana (espanhol latino-americano), Omusitafeli /Ekitafeli (Uganda), além de
outras denominacgfes indigenas locais. Esta planta € uma espécie do género
Annona, que compreende mais de 70 espécies, sendo a A. muricata (Figura 1), a
mais amplamente cultivada (PINTO et al., 2005).

A A. muricata é uma espécie cultivada em regides tropicais das Américas,
apresenta uma nova classe de fitoquimicos, as acetogeninas anonaceas, que entre
outras atividades tem demonstrado ser antitumoral, pesticida, inseticida,
antibacteriana, antiparasitaria e imunossupressora. Além das acetogeninas, foram
encontrados duzentos e doze compostos, como alcaloides, fendis e outros
compostos na espécie de A. muricata (AGU et al., 2018; CORIA-TELEZ et al., 2016).

Figura 1- Folhas e fruto da A. muricata

Fonte: SIAGRO EXPORT, 2017.
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3.3.1 Acetogeninas

As acetogeninas sao caracterizadas por uma longa cadeia alifatica de 35-38
carbonos ligados a um anel gama-lactona, com um ou dois tetrahidrofuranos (THF)
localizados ao longo da cadeia de hidrocarbonetos e um determinado numero de
grupos de oxigénio (hidroxila, acetoxilas, cetonas, epoOxi). As acetogeninas séo
lineares e podem ter um ou dois grupos epoéxi. Podem ainda apresentar dupla e
tripla ligacdes, e anéis THP (tetrahidropirano) (AGU et al., 2018; MELOT et al., 2009)
LANDOLT et al., 1995; BERMEJO et al., 2005).

As acetogeninas sao consideradas o0s principais compostos bioativos da
familia  Annonaceae. Sua estrutura geral estd na Figura 2. Alguns estudos
mostraram que as acetogeninas apresentam maior citotoxicidade, comparada aos
alcaloides e a rotenona, um agente citotoxico (GAVAMUKULYA; WAMUNYOKOLI;,
EL-SHEMY, 2017).

Figura 2 — Estrutura geral das acetogeninas

Fonte: BERMEJO et al., 2005

3.3.2 Alcaloides

Os alcaloides s&o compostos que ocorrem naturalmente e apresentam
atomos de nitrogénio. Os mais abundantes em folhas de A. muricata sdo anonaine,
xylopine, isolaureline, coclaurine, também sdo encontrados em raizes, caules e
frutos (FOFANA et al., 2012).

Estudos anteriores mostraram que os alcaloides isolados das espécies
Annona possuem afinidade para os receptores serotoninérgicos 5-HTia in vitro e
participam da biossintese de dopamina. Assim, foi proposto que alcaloides derivados
da Annona poderiam induzir efeitos antidepressivos e atividade citotoxica (HASRAT
et al., 1997).
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Efeitos neurotoxicos também foram relatados para alguns alcaloides, e
sugerem que a morte neuronal ocorre por apoptose (MATSUSHIGE et al., 2012).

Sete alcaloides isoquinolinas, incluindo reticulina, coclaurina, coreximina,
aterosperminina, stepharine, anomurina e anomuricina foram isoladas das folhas,
raizes e cascas do caule da A. muricata. O 6leo essencial da polpa da fruta fresca
da A. muricata contém 2-hexenoicoéster metilico acido (23,9%), éster etilico do
acido 2-hexendico (8,6%), éster metilico do &cido 2-octendico (5,4%), 2-
butendicoéster metilico acido (2,4%), B-cariofileno (12,7%), 1,8 cineol (9,9%), linalol
(7,8%), a-terpineol (2,8%), lialilpropionato (2,2%) e calarence (2,2%) (PIEME et al.,
2014).

3.3.3 Compostos Fendlicos

Trinta e sete compostos fendlicos aproximadamente foram relatados fazer
parte da composicdo da A. muricata. Os importantes compostos fendlicos
encontrado em folhas incluem quercetina, catequina, acido gélico, argentinina e
acido clorogénico (NAWWAR, 2012).

A presenca de flavonoides e antioxidantes lipofilicos compostos como
tocoferdis e tocotriendis podem estar presentes na polpa. A maioria dos fendis é
solivel em &agua, sendo o uso medicinal mais comum, a infusdo aquosa. Os
compostos fenodlicos sdo considerados os principais fitoquimicos responsaveis pela
atividade antioxidante (CORREA-GORDILLO et al., 2012).

3.3.4 Outros Compostos

Vitaminas, carotenoides, amidas e ciclopeptideos também foram identificados
em A. muricata. Vitaminas e carotenoides foram encontrados em folhas, sementes e
polpa da fruta. A presenca da amida N-p-coumaroil tiramina e ciclopeptideos foram
relatados nas sementes e mostrou ter efeitos anti-inflamatérios e anti-tumorais
(ROGER et al., 2015).

Por outro lado, aproximadamente 37 compostos volateis foram identificados
na polpa da fruta de A. muricata, e a maioria desses compostos s&o ésteres

aromaticos e alifaticos. Além disso, 80 compostos presentes em 0leos essenciais,
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principalmente derivados de sesquiterpenos, foram identificados na folha
(GAVAMUKULYA; WAMUNYOKOLI; EL-SHEMY, 2017).

3.3.5 Atividade Antimicrobiana

A bioatividade antimicrobiana de extratos de A. muricata é atribuida aos
flavonoides, esteréides e alcaloides presentes nos extratos vegetais (RADJI;
KURNIATI; KIRANASARI, 2015; SANTHOSH; YUVARAJAN; NATARAJAN, 2015).

O mecanismo de acdo é provavelmente devido a um sinergismo entre estes
compostos. Alguns alcaloides tém a capacidade de se ligar ao DNA de
microrganismos e inibir a sintese de RNA (RADJI; KURNIATI; KIRANASARI, 2015),
e demonstraram atividade antimicrobiana por inibicdo da glicosidase (MOHANTY et
al., 2008).

Também foi relatado que flavondides atuam inibindo a membrana
citoplasmatica e sintese de DNA, como exemplo, a quercetina que se liga a
subunidade GyrB da DNA girase de Escherichia coli e inibe a atividade enziméatica
ATPésica. O fenilfenol liga-se a proteinas de membrana ou o hidrogénio com
proteinas vitais, como enzimas microbianas, alterando suas funcbes (RADJI;
KURNIATI; KIRANASARI, 2015).

3.3.6 Atividade Antitumoral

A atividade antitumoral esta relacionada com a presenca de acetogeninas
(LIU et al., 2007), compostos caracteristicos das Annonaceae, que exercem
citotoxicidade seletiva sobre células tumorais, sem afetar as células normais
(COLMAN-SAIZARBITORIA et al., 2009).

O mecanismo de citotoxicidade esta relacionado com a inibicdo potente do
complexo mitocondrial (complexo 1), bloqueando a fosforilagdo oxidativa, limitando o
nivel de ATP a nivel celular (Figura 3). As acetogeninas ainda inibem a NADH
oxidase, que estd presente nas membranas plasmaticas das células cancerosas
(YUAN et al., 2003; AGU et al., 2018).

A seletividade das acetogeninas para ceélulas tumorais pode ser explicada
tanto pelas atividades superiores da NADH oxidase que é peculiar as células



29

tumorais, bem como o aumento da demanda de ATP devido ao seu crescimento
descontrolado (GUPTA et al., 2012).

A acdo das acetogeninas também esta relacionada com o crescimento
endotelial vascular, diminuindo assim o crescimento dos vasos proximo as células,
assim ha diminuicdo do fornecimento de glicose e consequentemente a diminui¢ao
da formacdo de ATP, necessario ao crescimento das células cancerosas.
(MOGHADAMTOUSI; ROUHOLLAHI; KARIMIAN, 2015).

Figura 3 - Mecanismo de citotoxicidade das acetogeninas no bloqueio do complexo mitocondrial
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Fonte: (COLMAN-SAIZARBITORIA et al., 2009).

Em torno de 2% das células cancerosas, pode desenvolver uma bomba de
glicoproteina-P, causando assim a resisténcia das células cancerosas aos agentes
quimioterapicos, os chamados tumores resistentes a multiplos medicamentos (Figura
4) (OBERLIES; CHANG; MCLAUGHLIN, 1997).

A resisténcia a multiplas drogas (MDR) é um caso de resisténcia adquirida,
observada em células tumorais, in vivo e in vitro, que consiste na auséncia de
resposta aos quimioterapicos, tanto aquele que foi utilizado inicialmente, quanto a
outros empregados como alternativa. Este fato esta relacionado a amplificacao
génica e/ou ao aumento da expressdo de algumas proteinas pertencentes a
superfamilia ABC (ATP-binding cassette). O resultado da expressdo do gene mdrl

em mamiferos € a glicoproteina-P, que utilizando a energia proveniente da hidrélise
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do ATP, promove o efluxo do quimioterdpico (HUBER; MARUIAMA; ALMEIDA,
2010).

Alguns autores, como Collnot et al. (2007), propuseram que as acetogeninas
realizam inibicAo competitiva com o substrato, alteracdo na fluidez da membrana e
inibicdo da bomba de glicoproteina-P, diminuindo assim essa resisténcia aos
antitumorais. Outra atividade € a reversdo das fases do ciclo celular, diminuindo o
processo de mitose.

O estudo de Liu e colaboradores (2007) relatou a atividade antitumoral das
acetogeninas contra a linhagem celular do tumor pancreatico humano (PACA-2),
adenocarcinoma da prostata humana (PC-3), carcinoma pulmonar humano (A-549),
além de exibir citotoxicidade contra o carcinoma hepatocelular (Hep G2) (LIU et al.,
2007).

Figura 4 - Resisténcia adquirida a multiplas drogas
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Fonte: (HUBER; MARUIAMA; ALMEIDA; 2010).

3.4 ACIDO FOLICO

O é&cido folico € uma importante vitamina do complexo B que atua na
biossintese de aminoacidos, nucleotideos, DNA, RNA e outras vitaminas. A sua
estrutura estd demonstrada na Figura 5. A importancia do acido félico na preparacao
de sistemas de liberacdo de farmacos € como agente seletivo no tratamento do
cancer, ja que as ceélulas cancerigenas possuem sitios de interacdo com grupos
folato (PAL et al., 2019).

E uma pequena molécula capaz de ligar-se a receptores de folatos expressos

mais vezes em células de tumores epiteliais do que em tecidos normais (TIAN et al.,
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2011). O acido folico € um forte candidato no direcionamento de farmacos, pois
interage em receptores que estao superexpressos nas células cancerosas humanas

e sdo importantes para a internalizacdo e o desenvolvimento das células (NGUYEN
et al., 2019).

Figura 5 - Estrutura molecular &cido félico
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As nanoparticulas com sistemas de direcionamento a um alvo mostram
acumulo mais rapido e maior concentragdo em tumores, quando comparadas com
sistemas nao direcionados. A utilizacdo de folatos como ligante alvo, apresentou
esse acumulo sobre os tumores (WANGA; THANOU, 2010).

Uma forma esquematica da estrutura da nanoparticula metélica obtida atraves
da reducdo do extrato de plantas e com vetorizacdo do acido fdlico esta
demonstrada na Figura 6.

Figura 6 - Vetoriza¢@o das nanoparticulas metélicas com o acido félico
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Fonte: adaptado de BRANDT (2019).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL

e Frutos e folhas A. muricata obtidas do Mercado Municipal Curitiba- Parana.

e Cepas bacterianas (ATCC) Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis,
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Proteus mirabilis, Enterobacter
cloacae, Klebsiella pneumoniae e cepas fungicas de Candida albicans.

e NAauplios de Artemia salina.

e Larvas de Plutella xylostella L.

e Sangue de carneiro.

4.2 EQUIPAMENTOS

e Balanca semi-analitica de prato unico (SHIMADZU. Modelo UX420H, Quioto,
Japao);

e Lavadora Ultrassonica (MAXICLEAN, modelo USC-16002, SP - Brasil);

e Ultraturrax (IKA. Modelo T18 Basic, Campinas (Cambui) — SP - Brasil);

e Estufa (QUIMIS, modelo Q316M4, Diadema - SP - Brasil);

e pH metro (HANNA, modelo HI 221, S&o Paulo, Brasil);

o Espectrofotbmetro de Absorcdo Atébmica (VARIAN AA240FS, Mulgrave,
Victoria 3170, Austrélia);

¢ Difratbmetro de raios X (RIGAKU, modelo Ultima IV, Quioto, Japao);

e Espectrofotometro infravermelho com transformada de Fourier (SHIMADZU,
modelo IR PRESTIGE 21, Quioto, Jap&o);

e Espectrofotdmetro UV-Vis (NIR VARIAN CARY 50, Estados Unidos);

e Ultrafreezer (NUAIRE, modelo GLACIER -86°C, Plymouth, USA)

e Liofilizador (TERRONI, modelo LD1500A, Séao Paulo, Brasil);

e Sistema ultrapurificador de agua (MILLIPORE, Bedford, MA, Estados Unidos);

e Sistema de Osmose reversa (QUIMIS, Diadema - SP - Brasil);

e Analisador de potencial zeta, peso molecular e tamanho de particula
ZETASIZER NANO SERIES (MALVERN, modelo NANO ZS90, Reino Unido);
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e Metalizador (QUORUM TECHNOLOGIES, modelo SC7620 Mini Sputter
Coater, Londres, Reino Unido);

e Microscopio eletrénico de varredura com emissdo de campo FEG-SEM
(TESCAN, modelo MYRAS3, Republica Tcheca).

4.3 REAGENTES E SOLVENTES

e Nitrato de Prata 99,8% (BIOTEC®, S&o Paulo, Brasil);

e Agua purificada Milli-Q (MILLIPORE®, Bedford, MA, Estados Unidos);

e Brometo de potassio grau FTIR, >99% (SIGMA-ALDRICH®), St. Louis, MO,
Estados Unidos).

e Acido tetracloroaurico.

e Citrato de sédio dihidratado (Sigma—Aldrich®, Missouri, EUA).

e Acido félico Florien®.
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4.4 DESENHO EXPERIMENTAL

- Preparagao Preparacéo Preparacéo
Avaliagdo
sromatoarafica Extrato polpa A. extrato folhas A. extrato sementes
¢ muricata muricata A muricata

&

Sintese AUNPS
Atividade Caracterizach -
Lanvicida aracterizagdo - Avaliagio
morfolégica e de Estabilidacle antimicrobiana
superficie
Y 1

AgNPsAF AuNPsAF

Sintese Sintese Sintese Sintese Sintese Sintese Sintese AUNPs
AgNPsPcl AgNPsPs| AgNPsFl AgNPsFsl AgNPsScl AgNPsSsl| citrato 1%

- Caracterizacao
i Atividade N o
Toxicidade frente a o morfoldgica e de Estabilidade

Avaliagdo

A. salina hemolitica antimicrobiana

superficie

Fonte: a autora, 2020.

4.5 METODOS

4.5.1 Preparacao Do Extrato Aquoso Da Polpa De A. muricata

O extrato aquoso da polpa de A. muricata foi preparado na concentracao de
10%, 10g em 100 mL de agua ultrapurificada, a partir do método de turboextracéo.
Foi utilizado o ultraturrax® IKA a 10.000 RPM para sua homogeinizacéo. O extrato foi

filtrado em papel de filtro Whatmann® ntimero 1.
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4.5.2 Preparagéo Do Extrato Aquoso Das Sementes De A. muricata

As sementes de A. muricata obtidas do fruto fresco foram secas em estufa a
37°C durante 48 horas. ApOs a secagem as sementes foram maceradas em gral.
Foi, entdo, realizada a decocgédo utilizando-se o extrato a 10%, 10g em 100 mL de
agua ultrapurificada, a 100°C durante 10min. O extrato foi filtrado em papel de filtro

Whatmann® ntimero 1.

4.5.3 Preparacéao Do Extrato Aquoso Das Folhas De A. muricata

O extrato das folhas secas foi preparado por meio de infusdo durante 30 min,
10 g de folhas secas com 100 mL de &gua destilada. O extrato foi filtrado em papel

de filtro Whatmann® nimero 1.
4.5.4 Sintese Das AgNPs A Partir Da A. muricata Sem Exposicdo A Luz Artificial

As AgNPs foram sintetizadas utilizando-se 1 mL de extrato aguoso da polpa
ou 1 mL extrato aquoso das folhas ou 1 mL extrato de sementes, para 9 mL de
solucédo aquosa de AgNO3; a 1mM. Foi realizada inspecao visual para a deteccédo da
mudanca de coloracdo e consequente formacdo das AgNPs. A formacdo foi

posteriormente confirmada por leitura em espectroscopia de UV-Vis.
4.5.5 Sintese Das AgNPs A Partir Da A. muricata E Fotorreducéo

As AgNPs obtidas pelos extratos aquosos de A. muricata, conforme citado
anteriormente, foram expostas a luz artificial, promovida pela lampada SOLAR
ULTRA TROPIC® 4000K- LT 24WT5HQ 549NM (made in Germany for JBL), em um
intervalo de tempo de 5 a 60 minutos, com avaliacdo visual e por espectroscopia de

UV-Vis a cada 5 minutos.
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4.5.6 Sintese Das AuNPs A Partir Do Extrato Aquoso Da Polpa Da A. muricata

As AuNPs foram sintetizadas como descrito por Turkevich et al. (1951), a
partir de reducdo quimica do precursor metalico acido tetracloroaurico (HAuCl,), com
algumas modificacoes.

Inicialmente, 2,5 mL do extrato aquoso da polpa de A. muricata foram
transferidos para um béquer e a solucédo aquecida até 80°C, sob agitacdo a 700 rpm.
Adicionou-se rapidamente 50 pL de solugdo 5 mM de HAUCI,. A solugéo foi mantida
sob agitacao e aquecimento por 5 minutos.

Decorrido esse tempo, 0 aquecimento do sistema foi suspenso e feita a
avaliacdo visual e por espectroscopia de UV-Vis para verificar a formacdo das
AuNPs.

4.5.7 Sintese Das AuNPs A Partir Do Citrato De Sédio

Uma solucdo padrdo de citrato de sodio (10mg.mL-1) foi preparada
dissolvendo-se 1 g de citrato de sddio em baldo volumétrico de 100 mL. Baseando-
se no método desenvolvido por Turkevich et al. (1951), 2,5 mL da solucéo de citrato
de sodio foram transferidos para um béquer, a solucéo foi aquecida até 80°C e sob
agitacao a 700 rpm. Adicionou-se rapidamente 50 pL de solu¢cdo 5 mM de HAuUCl,. A
solucdo foi mantida sob agitacdo e aquecimento por aproximadamente 3 min.
Decorrido esse tempo, 0 aquecimento do sistema foi suspenso e a formacéo das

AuNPs avaliada.

4.5.8 Vetorizacdo Das AgNPs E AuNPs Com Acido Folico

As AgNPs e AuNPs foram vetorizadas com &cido félico. Foi preparada uma
solucéo de acido folico a 1%. A quantia de acido folico a ser adicionada foi calculada
na proporcdo de 1:1 de massa molar para a prata e ouro. O acido félico foi
adicionado a suspensdo de AgNPs e a suspensdo de AuNPs. A vetorizacdo
somente foi realizada com as AgNPs e AuNPs obtidas do extrato aquoso da polpa

da A. muricata.
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4.5.9 Caracterizacdo Morfologica Das AgNPs, AuNPs, AgNPsAF E AUNPsAF

4.5.9.1 Espectroscopia UV-Vis das AgNPs, AgNPsAF, AuNPs e AuNPsAF

A formacdo das AgNPs, AgNPsAF, AuNPs e AuUNPsAF foi monitorada
utilizando o Espectrofotdmetro de UV-Vis (Shimadzu® UV Spectrophotometer, model
UV-1800), na faixa de comprimento de onda de 200 a 800 nm.

As medidas foram realizadas nos diferentes intervalos de tempo em que as

nanoparticulas foram sintetizadas.

4.5.9.2 Espectrometria de difracédo a laser e potencial zeta

O tamanho das particulas e o potencial zeta foram determinados por
espalhamento de luz dindmico, ap6s o preparo de uma suspensdo das
nanoparticulas (1:10, v/v) em agua ultrapura. As medidas, em triplicata, foram
realizadas utilizando o equipamento Zetasizer Nano series ZS90 (MALVERN
INSTRUMENTS®, Worcestershire, Reino Unido).

4.5.9.3 Avaliacdo morfologica e de superficie

A andlise morfolégica das nanoparticulas produzidas foi realizada em
microscopio eletrénico de varredura por emissdo de campo FEG (TESCAN®, modelo
Mira 3, Brno, Republica Tcheca). As amostras foram submetidas a metalizacdo com
ouro em metalizador IC-50 lon Coater (SHIMADZU®, Quioto, Japdo). Para a
obtencao das eletromicrografias, foi empregada voltagem de aceleracao de 15 kV e

utilizado software especifico (Electron Optical Design).

4.5.9.4 Espectroscopia de Infravermelho por Transformada em Fourier (FTIR)

As nanoparticulas foram analisadas por espectroscopia na regido do
infravermelho, utilizando pastilhas de brometo de potassio (KBr), empregando 4 mg
de cada amostra e 196 mg de KBr grau espectroscopico (2%, m/m), no equipamento
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IR Prestige 21 (SHIMADZU®, Quito, Jap&o), na faixa de 4000-400 cm™, com

resolucdo de 4 cm™ e 32 scan.min™.

4.5.9.5 Espectroscopia de raios X por disperséo de energia (EDS)

A técnica de EDS foi realizada no microscopio eletrénico de varredura por
emissdo de campo FEG (TESCAN®, modelo Mira 3, Brno, Republica Tcheca), sem a
metalizacdo das amostras. E uma anélise elementar, pois uma vez que o feixe de
elétrons é incidido, os elétrons e ions mais externos mudam de nivel energético, no
entanto ao retornarem, ha a liberacao de energia que podera ser mensurada através
do detector. Os elétrons de cada atomo possuem energias distintas, possibilitando

dessa forma determinar quais sdo 0s elementos quimicos presentes na amostra.

4.5.9.6 Avaliacdo cromatografica qualitativa do extrato aquoso da polpa da A.

muricata

CG-EM Perkin possui uma alta eficiéncia, permitindo a definicdo e a
quantificacdo claras de picos cromatograficos estreitos, oferecendo dados
extremamente precisos, independentemente da quantidade de amostras que
estejam sendo executadas. Modelo: Cromatégrafo a Gas: Clarus® SQ8C. Analisador
de massa: Clarus® SQ8C / Perkin Elme.

Parametros de operacdo: Obtencdo dos espectros em modo scan ES+,
temperatura do gas de 350°C, vazdo do géas: (L/h) 650, tensdo capilar 3,5 kV e
fragmentador 40 V. O intervalo de razdo massa e carga (m/z) 150 a 1000.

Foi realizada a pesquisa de acetogeninas anonaceas no extrato aquoso da

polpa da A. muricata.

4.6 ESTUDOS DE ESTABILIDADE DAS NANOPARTICULAS

As amostras foram armazenadas sob refrigeracdo a 4°C e avaliadas por
espectroscopia UV-Vis, a cada 30 dias. A avaliagdo da estabilidade para as AgNPs,

AuNPs, AgNPsAF e AuNPsAF foi realizada até o periodo de 12 meses.
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4.7 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DOS EXTRATOS E DAS AgNPsPcl, AgNPsPslI,
AgNPsFcl, AgNPsFsl, AgNPsScl, ANPsSsI, AgNPsAF, AuNPs e AUNPsAF

A atividade antimicrobiana foi realizada com as AgNPs preparadas com o
extrato aquoso da polpa, sementes e folhas de A. muricata, todas obtidas com a
presenca da luz artificial e também em sua auséncia. As AgNPsAF, AuNPs e
AuNPSsAF testadas, foram obtidas com o extrato aquoso da polpa da A. muricata.

Todos os ensaios foram realizados em triplicata utilizando bactérias
relevantes na area da saude, com potencial para causar patologias, usando cepas
de Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Proteus mirabilis, Enterobacter cloacae, Klebsiella pneumoniae e as
leveduras Candida albicans.

O teste de microdiluicdo em caldo foi realizado em placas de 96 pocos de
acordo com o protocolo M7-A6 do NCCLS (2004) adaptado, utilizando caldo BHI
(brain heart infusion).

Foi utilizado inicialmente, 100 puL da suspensdo de AgNPs e AgNPsAF e
realizadas diluicbes seriadas, para obtencéo de concentracoes finais de 5.4 pg/mL;
2.7 pg/mL; 1.35 pg/mL; 0.675 pg/mL, levando em consideragdo a concentragao de
prata utilizada no preparo das nanoparticulas. O mesmo procedimento foi utilizado
para as AuUNPs e AuUNPsAF, e as concentracdes finais foram: 9.8 pg/mL; 4.9 ug/mL;
2.45 pug/mL e 1.225 ug/mL, levando em consideracdo a concentracdo de ouro
utilizada no preparo das nanoparticulas.

Em seguida, foram adicionados a cada poco da microplaca, 10 pyL da
suspensdao de microrganismos inoculada em salina com concentracdo final de
aproximadamente 1x10°> UFC/mL. As placas foram incubadas a 35°C por 24 horas.
Para confirmacdo de microrganismos vidveis em concentragfes ndo inibitérias,
foram utilizados 15 pL do corante TCC (2,3,5 cloreto de trifeniltetrazdlio) a 1% e
aguardado 30 minutos em estufa a 35°C. Dessa forma foi determinada a
Concentracgao inibitéria minima (CIM).

A concentracao bactericida minima (CBM) foi obtida semeando aliquotas dos
pocos que nao apresentaram coloracao pelo corante em agar Mueller-Hilton. Apos a
semeadura, as placas foram incubadas a 37°C por 24 horas para visualizacdo do

crescimento ou nao.
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4.8 ATIVIDADE LARVICIDA DAS AgNPs PREPARADAS COM O EXTRATO
AQUOSO DA POLPA DA A. muricata

4.8.1 Criacao Dos Insetos

O experimento foi realizado no laboratério de Farmacognosia da Universidade
Estadual de Ponta Grossa em Ponta Grossa—PR, em sala climatizada sob condicdes
controladas de temperatura (25°C = 1°C) e umidade (74% =+ 5%).

Os insetos conhecidos como tragca-das-cruciferas, a Plutella xylostella, sdo
provenientes do laboratorio de farmacognosia da Universidade Estadual de Ponta
Grossa, sendo as larvas colocadas em recipientes plasticos e alimentadas
diariamente com couve até que atingissem a fase pupal.

Em seguida, as pupas foram transferidas para gaiolas de plastico
transparente até que alcancassem a fase adulta. No interior de cada gaiola foram
colocados discos de couves medindo aproximadamente 8 centimetros de diametro
sob papel filtro umedecido com agua destilada para que ocorra a oviposicado das
fémeas, além de um algoddo embebido com solucdo de mel diluido em agua. Os
discos foram trocados diariamente e colocados em recipientes plasticos até a
eclosao das larvas.

4.8.2 Preparacao Dos Discos Pelo Método De Imerséo E Contato Direto

Os discos de Brassica oleracea var. acephala (L.) (couve), foram cortados
medindo aproximadamente 8 centimetros e imersos em cada amostra de AgNPs
contendo extrato puro e extrato diluido a 10% da polpa de A. muricata, extrato da
polpa, AgNO3 e agua destilada, como controle negativo até o total preenchimento da
folha. Na sequéncia, foram adicionadas 10 larvas de segundo instar em cada disco e
colocados em placas de Petri sobre papel filtro umedecido com agua destilada para
entdo serem identificadas, vedadas e acondicionadas sob temperatura e umidade
controladas.

No método do contato direto, 10 larvas de segundo instar foram colocadas em
cada disco de couve e na sequéncia, cada larva recebeu, com o auxilio de uma
pipeta semiautoméatica, 10 yL de cada amostra e dos controles. Os discos foram

colocados em placas de Petri sobre papel filtro umedecido com agua destilada, as
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placas foram identificadas, vedadas e acondicionadas sob temperatura e umidade
controladas.

4.8.3 Avaliacdo Das AgNPs De A. muricata Na Biologia de P. xylostella Pelo Método

De Contato Direto

Para a avaliacdo das AgNPs contendo o extrato da polpa de A. muricata, as
larvas foram avaliadas através de leituras, na qual a primeira leitura foi realizada
48 horas ap0s a montagem do experimento e as demais leituras foram feitas
diariamente até que as larvas atingissem a fase pupal ou morressem.

As larvas que atingiam a fase pupal eram entdo confinadas em tubos de
ensaio vedados, para posterior avaliacdo da viabilidade da fase pupal até a fase
adulta durante um periodo de 7 dias ap0és a transformacéo da pupa.

Para o experimento foram utilizados as AgNPs contendo extrato puro e
extrato diluido a 10% da polpa de A. muricata, extrato da polpa, ANO3 e agua
destilada, como controle negativo. O delineamento experimental utilizado para os
tratamentos foi inteiramente casualizado, constituido de quatro repeticbes com 10
larvas em cada. O experimento foi realizado com o intuito de se analisar a possivel
atividade larvicida das AgNPs contendo o extrato do fruto de A. muricata, além de
analisar a eficiéncia de um método diferente de aplicacdo, nesse caso, o de contato

direto.

4.9 TESTES DE TOXICIDADE COM NAUPLIOS DE A. salina

Para os testes de toxicidade frente a A. salina foi utilizada a metodologia de
Meyer e colaboradores (1982) adaptada. Preparou-se uma solucéo salina, utilizando
o sal marinho na concentracao de 3,3%. Os ovos de A. salina foram colocados para
eclodir na solucdo salina, por 48 horas, com aeracdo constante e temperatura
controlada de 25 °C em um aquario para ecloséo.

ApOs 48 horas da eclosdo dos ovos, cinco larvas de A. salina foram
transferidas com uma micropipeta para tubos de ensaio contendo a solugcao salina e
amostras a serem testadas em diferentes concentragdes 200 pl/mL, 100 ul/mL, 50

pl/mL e 25 pl/mL. O teste foi acompanhado do controle negativo e realizado em
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triplicata. As amostras testadas foram: AgNPs com e sem acido félico, AUNPs com e

sem acido folico, extrato da polpa da A. muricata, AQNO3 e AuCly,

4.10 ATIVIDADE HEMOLITICA

A atividade hemolitica foi realizada conforme Aslam et al. (2012). Para a
obtencdo da solucdo de hemacias foi preparada uma suspensdo de sangue de
carneiro desfibrinado Newprov® a 5% em tampéo fosfato 7,4.

Posteriormente, foram preparadas as diluicbes das AgNPs, AgNPsAF,
AuNPs, AuNPsAF e do extrato da polpa, em solucédo tampéao 7,4. O controle positivo
foi preparado com agua destilada a 10% e o controle negativo somente a solucao de
eritrocitos a 5%.

As andlises foram realizadas em triplicata, as amostras foram incubadas em
banho-maria, durante 24 horas a 37°C. Apos esse periodo, foram centrifugadas em
centrifuga HERMLE® labortechnik GmbH, modelo Z 326 K, a 4000 rpm. A leitura do
sobrenadante foi realizada no leitor de placas BIOTEK® Synergy Hlhybrid reader, a
540 nm. As leituras das absorbancias foram registradas e o percentual de hemolise

(A%) calculado de acordo com Rasool et al. (2015):

A% — Absa — Absg X 100
Absc — Absg

Sendo: Abs A — absorbancia da amostra; Abs B — absorbancia do branco; Abs C — absorbancia do
controle.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 SINTESE DAS AgNPs A PARTIR DA A. muricata

Foi possivel observar a formacao das AgNPs pelo método de sintese verde,
com a reducdo da prata ibnica pelos extratos das folhas, polpa e sementes de A.
muricata, sem a utilizacdo de nenhuma fonte de luz, conforme pode ser observado
na Figura 7.

A formacdo das AgNPs, decorrente da reagdo de redugcdo completa do
AgNOg3, foi confirmada pela mudanca de coloracdo de amarelo claro para marrom.
Pode-se observar uma diferenca de tonalidade entre as amostras obtidas com o
extrato da polpa (Figura 7a), das sementes (Figura 7b) e das folhas (Figura 7c). A
mudanca de coloragdo de amarelo claro para marrom ocorreu apds 9 horas de

reacao.

Figura 7- (a) AgNPs preparadas com extrato das polpa de A. muricata; (b) AgNPs preparadas com
extrato das sementes de A. muricata; (c) AQNPs preparadas com extrato das folhas de A. muricata

Fonte: a autora, 2018.

A mudanca de cor observada na reacao se deve a excitacdo da superficie de
ressonancia de plasmon (SPR) na reducdo do AgNOs*. Essas Bandas SPR passam
por mudanca de coloracdo, de vermelha a azul, dependendo do tamanho e forma
das nanoparticulas (TANG et al., 2013).

A nucleacéo das particulas e seu crescimento estdo intimamente ligados ao
agente redutor e as condi¢cOes da reacgdo. Agentes fortemente redutores como o
borohidreto de sédio induzem a formacdo de centros de nucleacdo que crescem
formando pequenos clusters cujo tamanho final depende do agente estabilizador. O

efeito estabilizador é devido a carga elétrica conferida as nanoparticulas pela
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adsorcao de ions dos sais utilizados. Podem ser observadas algumas desvantagens,
como a existéncia de impurezas residuais derivadas da oxidagado das espécies e dos
ions dos sais empregados (SOLOMON et al., 2007).

5.2 SINTESE DAS AgNPs A PARTIR DA A. muricata E FOTORREDUCAO

A aplicagdo da luz artificial na sintese das AgNPs se mostrou eficaz,
reduzindo drasticamente o tempo para a formagao das AgNPs. Pode-se observar na
Figura 8 a mudanca de coloracdo para marrom intenso apdés 60 minutos de
exposicao, tanto para as AgNPs sintetizadas com o extrato da polpa, quanto para os

extratos da semente e da folha, o que demonstra uma grande otimizacao da sintese.

Figura 8 - (a) AgNPs preparadas com extrato das polpa de A. muricata com exposicéo a luz artificial;
(b) AgNPs preparadas com extrato das sementes de A. muricata com exposi¢ao a luz artificial; (c)
AgNPs preparadas com extrato das folhas de A. muricata com exposic¢ao a luz artificial
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Fonte: a autora, 2018.

Os resultados da absor¢do UV-Visivel mostraram diferencas na intensidade
da cor, com intervalos de tempo aumentados e isso pode ser devido a produgéo das
nanoparticulas (SHRIVASTAVA, 2010).



45

5.3 CARACTERIZACAO MORFOLOGICA DAS AgNPs

5.3.1 Espectroscopia UV-Vis Das AgNPs

A Figura 9 apresenta os espectros de UV-Vis das AgNPs obtidas com o
extrato da polpa, extrato das folhas e extrato das sementes, sem exposi¢do a luz
artificial, sendo os picos maximos de absorcdo observados em 444 nm, 437 nm e

424 nm, respectivamente.

Figura 9— Espectros de UV-Vis das AgNPs preparadas com extrato da polpa, extrato das folhas e
com o extrato das sementes de A. muricata, sem a exposi¢do a luz artificial
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Fonte: a autora, 2018.

Os espectros de UV-Vis obtidos apds a exposicao a luz artificial, nos tempos
de 5 a 70 minutos estdo apresentados nas Figuras 10, 11 e 12. As AgNPs
preparadas com extrato da polpa de A. muricata expostas a luz artificial,
apresentaram pico maximo em 428 nm, ap0s 70 minutos exposicao (Figura 10),

sendo que o inicio da formacédo de AgNPs se inicia ja aos 5 minutos de exposi¢ao.
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Figura 10 — Espectros de UV-Vis das AgNPs preparadas com extrato da polpa de A. muricata com
exposicdo a luz artificial nos tempos de 5 a 70 minutos
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Fonte: a autora, 2018.

As AgNPs preparadas com extrato das sementes de A. muricata expostas a
luz artificial, apresentaram pico maximo em 442 nm, apés 70 minutos de exposi¢ao
(Figura 11), pode-se observar o inicio de formacdo de AgNPs em 5 minutos de

exposicao.

Figura 11 — Espectro de UV-Vis das AgNPs preparadas com extrato da semente de A. muricata com
exposi¢do a luz artificial nos tempos de 5 a 70 minutos
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Fonte: a autora, 2018.
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A Figura 12 mostra a formacao das AgNPs obtidas pelo extrato das folhas de
A. muricata. O pico maximo de absorcdo ocorreu em 435 nm em 70 minutos,
entretanto, o inicio da reacdo de deu a partir de 30 minutos, mais lenta que os
demais extratos, o que pode ser indicativo de menor concentracdo de agentes

redutores do que os demais extratos.

Figura 12 — Espectro de UV-Vis das AgNPs preparadas com extrato das folhas de A. muricata com
exposicdo a luz artificial nos tempos de 5 a 70 minutos
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Fonte: a autora, 2018.

A medida da espectroscopia no UV-Vis baseia-se no fendmeno de
ressonancia da banda plasmoénica, observado em nanoparticulas metalicas
(NOGUEZ, 2007). E a excitacdo coletiva de elétrons na interface entre um condutor
e um isolante (BERNI, 2010). A ressonancia plasmonica de superficie para a prata
ocorre em comprimento de onda entre 400 e 500 nm (ASHRAF, 2016), o que é
condizente com os resultados obtidos neste trabalho, onde se observou a formacéao
das AgNPs na faixa de 428 a 442 nm.

O tamanho e o formato das nanoparticulas sdo os principais fatores que
determinam a faixa espectral de absorcao, isto €, onde ocorre a ressonancia. Outros
fatores que interferem s@o a densidade eletrdnica, massa efetiva e a interagdo com

seus estabilizadores e com 0 meio em que se encontram (SOLOMON et al., 2007).
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A presenca da banda de plasmon, com comprimento de onda maximo de
440 nm, é indicativo da forma esférica das nanoparticulas e de tamanho reduzido
(CARDOSO et al., 2014).

A correlacdo do tamanho das nanoparticulas e o comprimento de onda é
apresentada por Solomon et al. (2007). O comprimento de onda das nanoparticulas
de prata obtidas varia de 428 a 442 nm. A espectroscopia de 420 a 435 nm esti
relacionada com nanoparticulas de 35 a 50 nm e de 438 a 450 nm, o tamanho deve
estar entre 60 a 80 nm.

De acordo com Brause et al. (2002), o espectro de absorcdo Optica das
nanoparticulas metalicas desloca para picos de absorcdo maiores quando as
particulas aumentam de tamanho.

Outro fator a ser analisado é o tamanho da banda de plasmon formado pelas
AgNPs produzidas. Quanto maior o tamanho da particula, a banda de plasmon
torna-se mais larga e atinge picos de absor¢céo maiores (MELO, 2012).

Os resultados obtidos neste trabalho indicam a formacdo de AgNPs com

tamanhos homogéneos.

5.3.2 Determinagdo De Diametro Médio, indice De Polidisperséo, Potencial Zeta

A Tabela 1 mostra os resultados do diametro médio, potencial zeta, indice de
polidispersao, bem como o tamanho das particulas obtido pelas imagens de FEG e o
pico maximo de absorcédo das AgNPs na espectrometria de UV-Vis.

As nanoparticulas que apresentaram o menor didametro médio e menor
tamanho observado no FEG, foram as AgNPs obtidas com extrato de polpa de A.
muricata sem exposicdo a luz artificial. Estas mesmas particulas apresentaram o
melhor PDI, além de um potencial zeta de — 29.6 mV, o que indica uma boa
estabilidade.

Comparando com o tamanho médio das nanoparticulas obtido pelas medidas
realizadas nas fotomicrografias por FEG, pode-se observar diferenca no diametro
médio obtido por dispersao da luz, em especial nas AgNPs obtidas com o extrato de
folna de A. muricata com exposicdo a luz artificial e nas AgNPs obtidas com o
extrato da semente da A. muricata sem exposicdo a luz, o que se deve,

provavelmente, a presenca de aglomerados de AgNPs que determinam uma
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distorcdo nos valores na analise por dispersdo da luz (Zetasizer), j& que esta ndo
expressa o tamanho da nanoparticula isolada.

Tabela 1 - Diametro hidrodinamico (Z-average), Potencial Zeta (PZ), indice de polidispersédo (PDI) e
Didmetro FEG e UV da AgNPs preparadas com extrato da polpa, das folhas e das sementes da A.
muricata com e sem exposicao a luz artificial

DM (nm+DP) PZ (mVzDP) PDI FEG(nm+DP)
AgNPsPcl 87 +10.74 -30.3+85 049+0.17 48 +8.7
AgNPsPs| 515+ 1456 -29.6+53 0.25+0.18 31 +0.54
AgNPsFcl 194 +17.32 -335+57 0.7 40.15 46 +4.1
AgNPsFsl 62 + 1925 -27.2+0.8 0.6 +0.05 60 +2.0
AgNPsScl 60 + 18.34 -382+25 0.29+024 54 +1.52
AgNPsSsl 205 + 2831 -28+4.9 056 +0.10 47 +1.53

Pcl- extrato de polpa de A. muricata e exposicao a luz; Psl- extrato de polpa de A. muricata sem
exposi¢do a luz; Fcl - extrato de folha de A. muricata e exposi¢éo a luz; Fsl - extrato de folha de A.
muricata sem exposi¢éo a luz; Scl - extrato de semente de A. muricata com exposic¢éo a luz; Ssl -
extrato de semente de A. muricata sem exposicao a luz. AgNPs - nanoparticulas de prata.

Fonte: a autora, 2018.

No presente estudo, o PZ da AgNPs produzidas foi negativo e variou entre 27
e 38 mV, o que indica que as particulas tendem a ser estaveis. De acordo com
Neves et al. (2013), valores de potencial zeta préximo a 30 mV apresentam maior
estabilidade, enquanto quando os valores se encontram mais proximo de 5 mV,
ocorre a diminuicao da repulsao eletrostatica entre as particulas e maior agregacao,
consequentemente, as particulas tendem a ser menos estaveis.

O estudo realizado por Paosen et al. (2017), utilizando extratos de plantas na
preparacdo de AgNPs, apresentou valores de PZ negativo em torno de 27 mV,
demostrando estabilidade das AgNPs.

Avaliando a carga de superficie das AgNPs, pode-se sugerir que a nucleacao
da prata reduzida (Ag®) ocorreu por biorreducdo. Assim, é possivel que a Ag® esteja
no interior das particulas, enquanto que componentes dos extratos estejam na
periferia das AgNPs. Isso porque o0 potencial Zeta das AgNPs apresentou carga
negativa em todas as concentracdes de extrato (AKHTAR; PANWAR; YUN, 2013;
MITTAL; CHRISTI; BANERJEE, 2013).

As AgNPs preparadas com extrato da polpa de A. muricata sem exposicao a

luz artificial apresentou o melhor PDI, mostrando que essas AgNPs se apresentam
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monodispersas, da mesma forma que as AgNPs preparadas com extrato das
sementes de A. muricata com exposicao a luz artificial. Em contrapartida, as AgNPs
preparadas com extrato das folhas de A. muricata com ou sem exposicdo a luz
artificial, apresentaram um PDI acima de 0,5, o que sugere a heterogeneidade das
particulas formadas.

O pH da suspensao de AgNPs obtidas com o extrato da polpa e das AgNPs
obtidas com o extrato da semente de A. muricata, foi de 5, enquanto o pH das
AgNPs preparadas com o extrato das folhas foi 6. Nao houve diferenca de pH das
suspensdes de AgNPs obtidas por fotorreducéao.

O pH da solucao é levemente acido, efeito da hidrélise do AgNO3, em baixa
concentracdo e grande volume. Estudos mostram a partir de imagens de
microscopia de transmissdo que as nanoparticulas obtidas em meio mais acido sdo
menores do que as obtidas em meio alcalino (CHAUDHURI; PARIA, 2019).

5.3.3 Avaliacao Morfologica E De Superficie Por Microscopio Eletrénico De
Varredura Por Emissdo De Campo FEG

Todas as AgNPs produzidas apresentaram formato esférico, o que esta de
acordo com os resultados da espectroscopia de UV-Vis das AgNPs, onde os picos
de absorcao foram entre 424 e 444 nm, indicando a formac&o de AgNPs esféricas.

As AgNPs obtidas com o extrato da polpa de A. muricata e com a exposicao a
luz artificial, apresentaram tamanho maior, 60 nm, comparadas as AgNPs obtidas
com extrato da polpa de A. muricata sem a exposicao a luz artificial, onde o tamanho
médio foi de 31 nm. Na imagem é possivel observar, ainda, AgNPs aglomeradas
(Figura 13).
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Figura 13 - Fotomicrografias das (a) AgNPs sintetizadas a partir do extrato da polpa de A. muricata
com exposicao a luz artificial e de (b) AgNPs obtidas com extrato da polpa de A. muricata sem a
exposicao a luz artificial
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Fonte: a autora, 2018.

As AgNPs obtidas com extrato das sementes de A. muricata, com e sem
exposi¢do a luz artificial, apresentaram tamanho semelhante. A média de tamanho
para as preparacdes que foram expostas a luz artificial foi de 54 nm e para as
AgNPs que nédo foram expostas a luz artificial foi de 47 nm. Também podem ser
observadas AgNPs aglomeradas (Figura 14).

De forma similar, as AgNPs obtidas com extrato das folhas de A. muricata,
com e sem exposicdo a luz artificial, apresentaram meédia de 54 nm e aglomerados

de nanoparticulas (Figura 15).
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Figura 14 - Fotomicrografias das (a) AgNPs sintetizadas a partir do extrato das sementes de A.
muricata com exposicdo a luz artificial e de (b) AgNPs obtidas com extrato das sementes de A.
muricata sem a exposic¢ao a luz artificial.
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Fonte: a autora, 2018.

Figura 15 - Fotomicrografias das (a) AgNPs sintetizadas a partir do extrato das folhas de A. muricata
com exposicao a luz artificial e de (b) AgNPs obtidas com extrato das folhas de A. muricata sem a

exposi¢éo a luz artificial.
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Fonte: a autora, 2018.
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Haldar et al. (2013), utilizando extrato da polpa de Pinus roxburghii Sarg.,
obteve AgNPs com caracteristicas morfolégicas e tamanho médio de 20 a 53 nm

semelhantes as obtidas no presente trabalho.

5.3.4 Espectroscopia De Infravermelho Por Transformada em Fourier (FTIR)

A andlise do FTIR permite caracterizar os grupos funcionais envolvidos na
sintese de AgNPs.

Na Figura 16 pode-se observar bandas em 3457cm™, correspondentes aos
grupos (O-H) provenientes dos fendis e alcodis, presentes nos flavondides, os quais
aparecem na faixa de 3500 cm™ e 3200 cm™. Uma banda na regido de 1646 cm™,
referente ao estiramento do grupo funcional (C=0) ligado aos anéis arométicos das
acetogeninas, observados na faixa de 1680 a 1620 cm™ (PRETSCH; BUHLMANN;
AFFOLTER, 2009).

Os resultados do presente estudo foram semelhantes aos encontrados por
Dubey; Lahtinenb e Sillanpa (2010), que realizou a prepara¢do de nanoparticulas de
prata e ouro utilizando o extrato de planta Tanacetum vulgare L.

Esses resultados indicam que o grupo carbonila das acetogeninas esta
adsorvido fortemente aos metais, indicando a interagdo com a Ag, formando uma
camada protetora ao seu redor. Isto comprova a presenca de polifendis, que confere
energia livre para reduzir os ions de prata para AgNPs (SUKIRTHA, 2012).
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Figura 16 - Espectros de FTIR: a) Extrato polpa, AGNPsPs|, AgNPsPcl; b) Extrato folhas, AgNPsFsl,

AgNPsFcl c) Extrato sementes, AgNPsSsl, SQNPScl
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Fonte: a autora, 2018.

5.3.5 Espectroscopia De Raios X Por Disperséo De Energia (EDS)

O espectro dispersivo de energia revelou a presenca de prata como elemento

da preparacdo. Todas as amostras de AgNPs analisadas mostram um pico de

by

absorcdo oOptica a 3 keV devido a ressonancia plasmonica da superficie,

comprovando a presenca do elemento Ag.
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Na Figura 17, no entanto, outros elementos aparecem, devido a composi¢ao
do extrato, como carbono e oxigénio. O Aluminio (Al) € o elemento que apresenta
forte pico em 1,5 keV, indicativo da composicao do stub.

Figura 17 - Espectros EDS das AgNPs: (a) AgNPs obtida com o extrato da polpa de A. muricata com
exposicdo a luz artificial , (b) AgNPs obtida com o extrato da polpa de A. muricata sem exposicao a
luz artificial; (c) AgNPs obtida com o extrato das folhas de A. muricata com exposicdo a luz artificial;
(d) AgNPs obtida com o extrato das folhas de A. muricata sem exposicéo a luz artificial; () AgNPs
obtida com o extrato das sementes de A. muricata com exposigao a luz artificial; (f) AgNPs obtida com
0 extrato das sementes de A. muricata sem exposi¢do a luz artificial.
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5.4 ESTUDO DA ESTABILIDADE DAS AgNPs

A avaliacdo da estabilidade (Figura 18) mostrou que as AgNPs obtidas com
extrato de polpa de A. muricata sem exposicao a luz artificial (Figura 18b) e as
AgNPs obtidas com extrato de polpa de A. muricata com exposicao a luz artificial
(Figura 18a), permaneceram estaveis, 0 que pode ser observado pela manutencao
do pico de absorcdo na mesma faixa de comprimento de onda no espectro de UV-
Vis, durante o periodo analisado. Este resultado é indicativo de que as AgNPs
produzidas com extrato de polpa de A. muricata sem exposicao a luz artificial e com
exposicao a luz artificial, mantiveram o tamanho e a homogeneidade das particulas.

Entretanto, observa-se que as AgNPs produzidas com extrato de polpa de A.
muricata com exposicao a luz artificial tiveram uma reducéo no pico de absorcédo nos
dois intervalos de tempo avaliados, o que pode ser devido a uma reducdo na

concentracdo de nanoparticulas presentes na amostra.

Figura 18 — (a) Espectros UV-Vis das AgNPs obtidas a partir do extrato da polpa da A. muricata , com
a exposicdo a luz artificial e (b) espectros das AgNPs obtidas com o extrato da polpa da A. muricata
sem a exposicao da luz artificial.

18+ —— AgNPsSL-2
— AgNPs CL-1 — AgNPsSL-3

a —— AgNPs CL-3 b —— AgNPsSL-1
—— AgNPs CL-2

Abs
Abs

0,0

T T T T T 1
300 400 500 600 700 800

T T T T T 1
300 400 K00 /OO 700 800

Namero de onda (cm™) Namero de onda (cm™)

1 - dia da preparacéo; 2 - 90 dias de refrigeracéo; 3 - 1 ano de refrigeracgéo.
Fonte: a autora, 2019.

De forma similar, podemos observar na Figura 19, que as AgNPs produzidas
com extrato de folhas de A. muricata sem exposicdo a luz artificial (Figura 19b),
mantiveram o pico de absor¢do na mesma faixa, nos periodos avaliados, entretanto,

observa-se uma grande reducdo no pico de absorcdo das AgNPs produzidas com
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extrato de folhas de A. muricata com exposicao a luz artificial (Figura 19a), apos 90
dias e apds 1 ano. Isso indica uma reduc¢do no numero de particulas na amostra.
Paralelamente, também é possivel visualizar um alargamento dos picos
nesses espectros, 0 que sugere que a distribuicdo das AgNPs produzidas com
extrato de folhas de A. muricata com exposicdo a luz artificial, sofreram

aglomeracao, tornando a amostra heterogénea.

Figura 19 — (a) Espectros UV-Vis das AgNPs obtidas a partir do extrato das folhas da A. muricata ,
com a exposigdo a luz artificial e (b) espectros das AgNPs obtidas com o extrato das folhas da A.
muricata sem a exposi¢ao da luz artificial
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1 - dia da preparacao; 2 - 90 dias de refrigeracao; 3 - 1 ano de refrigeracgéo.
Fonte: a autora, 2019.

As AgNPs produzidas com extrato de sementes de A. muricata sem
exposicao a luz artificial (Figura 20b) manteve o pico de absorcdo no UV-Vis na
mesma faixa de absorcdo, mas apresentou uma reducdo na intensidade do pico,
indicando reducdo das nanoparticulas na preparacdo apés 90 dias de avaliacao.
Apbs o periodo de 1 ano pode se observar que houve um deslocamento do pico de
absorcdo de 424 para 452 nm, este fenbmeno ocorre quando ha um aumento no
tamanho das nanoparticulas.

Também é possivel evidenciar uma reducéo na intensidade da absor¢éo e um
alargamento na amplitude no comprimento de onda, o que se deve a diminuicdo da
quantidade e, também, aglomeracdo das nanoparticulas. As AgNPs produzidas com

extrato de sementes de A. muricata com exposicao a luz artificial ndo apresentaram
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grande variagédo na faixa de absorcado do UV-Vis, entretanto fica evidente a reducéo
da intensidade do pico de absorcdo nos dois periodos analisados (Figura 20a).

Figura 20— (a) Espectros UV-Vis das AgNPs obtidas a partir do extrato das sementes da A. muricata
com a exposicao a luz artificial e (b) espectros das AgNPs obtidas com o extrato das sementes da A.
muricata sem a exposicdo da luz artificial.
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1 - dia da preparacao; 2 - 90 dias de refrigeracado; 3 - 1 ano de refrigeragéo.
Fonte: a autora, 2019.

A presenca da banda de plasmon, com comprimento de onda maximo de
440 nm, é indicativo do formato esférico das nanoparticulas e de tamanho reduzido
(CARDOSO et al., 2014). Quanto maior o tamanho da particula, a banda de plasmon
torna-se mais larga e atinge comprimentos de onda maiores (MELO, 2012).

Simultaneamente, os picos de absorbancia podem ser usados para prever o
tamanho e a estabilidade das AgNPs sintetizadas.

Achados semelhantes também foram observados usando extrato das folhas
de Bambusa arundinacea como agente redutor na sintese de AgNPs. A utilizacao de
extratos confere estabilidade em algumas preparagdes (KALAIARASI, 2015).

A diminuicdo da intensidade de absorcdo refere-se a uma diminuicdo na
concentracdo de nanoparticulas, que podem ter sofrido degradacdo no periodo de
avaliacdo da estabilidade. A analise de espectroscopia UV-Vis mostrou que a
exposicdo a luz artificial foi determinante para desencadear este fenbmeno, como

pode ser observado nas Figuras 18a, 19a e 20a.




59

Dentre todas as amostras, as AQNPsPsI apresentaram melhor estabilidade no
periodo estudado.

5.5 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DOS EXTRATOS E DAS AgNPsPcl, AgNPsPsl,
AgNPsFcl, AgNPsFsl, AgNPsScl, AgNPsSsl|

A Tabela 2 mostra os resultados da atividade bacteriostatica e fungistatica
dos extratos da polpa, sementes e folhas da A. muricata. O extrato das folhas da A.
muricata ndo apresentou atividade bacteriostatica contra nenhuma das cepas
bacterianas testadas. Apenas apresentou acéo fungistatica contra a C. albicans.

Ja o extrato da polpa e da semente de A. muricata apresentou atividade
bacteriostatica contra as cepas de S. aureus, E. faecalis, E. coli, K. pneumoniae, P.
mirabilis, entretanto ndo apresentou atividade bacteriostatica contra a P. aeruginosa.

Os extratos de semente, polpa e folhas de A. muricata ndo apresentaram

atividade bactericida.

Tabela 2 - Atividade dos extratos de A. muricata na inibicdo do crescimento contra bactérias gram-
positivas, gram-negativas e leveduras

Microrganismos Extrato polpa Extrato folha Extrato semente
(Hg/mL) (Hg/mL) (Hg/mL)
S. aureus 100 NA 100
E. faecalis 100 NA 100
E. coli 100 NA 100
P. aeruginosa NA NA NA
P. mirabilis 100 NA 100
K. pneumoniae 100 NA 100
C. Albicans 100 100 100

NA — ndo apresenta
Fonte: a autora, 2018.

Todas as AgNPs produzidas, com extrato da polpa, das folhas e das
sementes, com e sem exposicdo a luz artificial, apresentaram atividade
bacteriostatica na concentracdo de 5.4 pg/mL, contra as cepas de Staphylococus

aureus, Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus
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mirabilis e Pseudomonas aeruginosa e acao fungistatica contra Candida albicans
(Tabela 3)

Tabela 3 - Atividade das AgNPs na inibicdo do crescimento contra bactérias gram-positivas, gram-
negativas e leveduras.

Microrganismos AgNPs AgNPs AgNPs AgNPs AgNPs AgNPs
Pcl Psl Fcl Fsl Scl Ssl

(Mg/mL) (pg/mL) (po/mL) (pg/mL) (Hg/mL) (pg/mL)

S. aureus 54 54 54 54 54 54
E. faecalis 5.4 5.4 5.4 5.4 5.4 5.4
E. coli 5.4 54 5.4 5.4 5.4 5.4
P. aeruginosa 5.4 5.4 5.4 5.4 5.4 5.4
P. mirabilis 5.4 54 5.4 5.4 5.4 5.4
K. pneumoniae 5.4 54 5.4 5.4 54 5.4
C. albicans 5.4 5.4 54 5.4 5.4 5.4

Pcl- extrato de polpa de A. muricata e exposicao a luz ; Psl- extrato de polpa de A. muricata sem
exposi¢do a luz; Fcl - extrato de folha de A. muricata e exposi¢éo a luz; Fsl - extrato de folha de A.
muricata sem exposi¢éo a luz; Scl - extrato de semente de A. muricata com exposic¢éo a luz; Ssl -
extrato de semente de A. muricata sem exposicdo a luz. AgNPs - nanoparticulas de prata.

Fonte: a autora, 2018.

Na avalicdo da atividade bactericida (Tabela 4), as AgNPs obtidas com o
extrato da polpa da A. muricata com exposicao a luz artificial, foram efetivas contra
K.pneumoniae, E.coli e P. mirabilis, ja as obtidas sem a presenca da luz artificial,
apresentaram atividade bactericida somente contra K. pneumoniae , todas na
concentracdo de 5.4 pg/mL,

As AgNPs obtidas com extrato das folhas da A. muricata com exposicao a luz
artificial apresentaram apenas atividade fungicida contra a C. albicans e as AgNPs
obtidas com o extrato das folhas de A. muricata sem exposicdo a luz artificial,
apresentaram atividade bactericida contra K. pneumoniae e E. coli, todas na
concentragéo de 5.4 pg/mL

As AgNPs obtidas com o extrato das sementes de A. muricata com exposi¢ao
a luz artificial ndo apresentaram atividade bactericida, j4 as obtidas sem a exposicao
a luz artificial, apresentaram atividade bactericida contra S. aureus, na concentragao
de 5.4 pg/mL,.

Estes resultados demonstraram maior eficacia das AgNPs obtidas com os

extratos de A. muricata contra bactérias e fungos, comparadas ao extrato puro.



61

Tabela 4 - Atividade bactericida e fungicida das AgNPs contra bactérias gram-positivas, gram-
negativas e leveduras.

Microrganismos AgNPs AgNPs AgNPs AgNPs AgNPs AgNPs
Pcl Psl Fcl Fsl Scl Ssl

(ug/mb) (ug/mb) (ug/mb) (ug/mL) (ug/mL) (pg/mL)

S. aureus NA NA NA NA NA 54
E. faecalis NA NA NA NA NA NA
E. coli 5.4 NA NA 5.4 NA NA
P. aeruginosa NA NA NA NA NA NA
P. mirabilis 5.4 NA NA NA NA NA
K. pneumoniae 5.4 5.4 NA 54 NA NA
C. albicans NA NA 5.4 NA NA NA

Pcl- extrato de polpa de A. muricata e exposi¢do a luz; Psl- extrato de polpa de A. muricata sem
exposi¢do a luz; Fcl - extrato de folha de A. muricata e exposi¢éo a luz; Fsl - extrato de folha de A.
muricata sem exposi¢éo a luz; Scl - extrato de semente de A. muricata com exposic¢éo a luz; Ssl -
extrato de semente de A. muricata sem exposigdo a luz; AgNPs - nanoparticulas de prata; NA - ndo
apresenta; A - apresenta.

Fonte: a autora, 2018.

O estudo de Vieira et al. (2010) demonstrou atividade antibacteriana do
extrato de folhas de A. muricata preparado com etanol e metanol contra S. aureus, ja
0 extrato aquoso nao apresentou atividade. O mesmo estudo apresentou
potenciacdo da estreptomicina mais o extrato etandlico de A. muricata contra cepas
multirresistentes de Escherichia coli e S. aureus.

O estudo de Lima et al. (2006), utilizando extrato aquoso de graviola
apresentou efeito bactericida frente a S. aureus e V. cholerae, entretanto, os extratos
etandlicos dessa planta ndo mostraram atividade antibacteriana. A bioatividade de
extratos de graviola a base de agua pode estar relacionada a estrutura quimica das
substancias ativas.

Em uma investigacdo das propriedades bactericidas de oito espécies de
anonaceas, Takahashi et al. (2006), isolaram e confirmaram a capacidade do acido
traquilobandico em inibir B. subtilis e S. aureus.

Apés o desenvolvimento das AgNPs com os extratos da polpa, folhas e
sementes da A. muricata, as AgNPs escolhida, para o desenvolvimento das AuNPs
e posterior vetorizacao foram as AgNPs preparadas com o extrato aquoso da polpa
da A. muricata, sob as condi¢cdes de controle da luz artificial, pois apresentaram

Otima estabilidade e atividade antimicrobiana.
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5.6 ATIVIDADE LARVICIDA DO EXTRATO AQUOSO DA POLPA DE A. muricata E
DAS AgNPsPcl

O extrato aquoso da polpa da A. muricata apresentou mortalidade de 42.5%
das larvas P. xylostella. J& as AgNPs obtidas com o extrato puro da polpa da A.
muricata e exposicao a luz artificial, 20% de mortalidade e as AgNPs obtidas com o
extrato da polpa de A. muricata diluido a 10% e com exposicao a luz artificial obteve
uma mortalidade de 37.5% no método de imersdo, em que as larvas se alimentaram
dos discos de couve com as nanoparticulas de prata, AQNOj3 e controle negativo.

No método de contato direto, na aplicacdo topica diretamente na larva, o
extrato da polpa apresentou 15% de mortalidade, AgNPs do extrato da polpa, 10%
e AgNPs extrato diluido 25% (Tabela 5).

Tabela 5 - Percentual de mortalidade da P. xylostella frente aos extratos e AQNPs da A. muricata

Acéo por Imerséao Acao por Contato direto
% %
Extrato polpa A. muricata 42.5 15
AgNPs  extrato polpa 20 10
A.muricata
AgNPs extrato polpa A. 37.5 25
muricata 10%
Controle - 15 30
AgNO3 32 25

Fonte: SOUZA; NEVES, 2019.

As AgNPs preparadas com o extrato da polpa da A. muricata apresentou
mortalidade semelhante ao controle negativo, a agua destilada.
Na avaliacdo da acéo por contato direto, as AgNPs obtidas pelo extrato puro e
diluido apresentaram acao igual ou menor a do controle negativo.
Isso comprova que a preparacao das AgNPs obtidas pelo método de sintese

verde, ndo apresentaram atividade larvicida nos dois métodos testados.

5.7 SINTESE DAS AuNPs A PARTIR DO EXTRATO AQUOSO DA POLPA DA A.
muricata

O extrato da polpa de A. muricata se mostrou eficiente na reducdo do cloreto

aurico a AuNPs.
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Na Figura 21 pode-se observar a mudanca de cor do extrato da polpa de A.
muricata, da coloracdo amarelo clara (a), para coloracdo amarelo mais intenso (b),
logo apds o inicio da reagcdo do extrato da polpa com o cloreto aurico, até atingir a
coloracao violacea (c), apés 5 minutos de reacdo com aquecimento, demonstrando a
formacao das AuNPs e a influéncia da temperatura na reagédo. O escurecimento da
solugcdo, com aumento da temperatura, indica aumento de tamanho das particulas,
em decorréncia da agregacao (GAN et al., 2012).

Figura 21— Extrato da polpa A. muricata (a); Inicio da formacao de AuNPs (b); AuNPs apés 5 minutos
de aquecimento.

|

_ - -H

Fonte: a autora, 2019.

5.8 SINTESE DAS AuNPs A PARTIR DO CITRATO DE SODIO

A Figura 22 apresenta a formacgédo das AuNPs a partir da solugdo de citrato a
1%, com a sua sintese realizada em 3 minutos. Pode-se observar a alteracdo da cor
transparente da solucdo de citrato de so6dio a 1% para a coloracdo violacea,
caracteristica das AuNPs.

A mudanca da cor para tons que variam de vermelho a roxo é uma
propriedade caracteristica das nanoparticulas de ouro e confirma a sua formacao.

Isto ocorre devido a vibracéo dos plasmons de superficie (SHAMELI et al., 2012).

Figura 22— Solugéo de citrato de sddio a 1% (a); AUNPs ap6s 3 minutos de aquecimento (b);

———

Fonte: a autora, 2019.
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A sintese das AuNPs a partir do citrato de sodio a 1% foi realizada, para
comparar sua estabilidade e atividade antimicrobiana com as AuNPs preparadas
somente com 0 extrato aquoso da polpa da A. muricata, através do método de

sintese verde.

5.9 CARACTERIZACAO MORFOLOGICA DAS AuNPs

5.9.1 Espectroscopia De UV-Vis Das AuNPs

O espectro de UV-Vis, representado na Figura 23, mostra o pico maximo de
absorcdo das AuNPs em 540 nm, o que é um resultado condizente com as medidas
esperadas para AuNPs, que se encontram nas faixas de comprimentos de onda de
500-550 nm (SHANKAR et al., 2004).

A presenca de um Unico pico de absorcdo centrado nesta faixa de absorcao
revela a presenca de particulas com tamanho superior a 20 nm e indica que ocorre a

formacéo de particulas com tamanho homogéneo (YANG et al., 2007).

Figura 23 - Espectro UV-Vis das AuNPs, obtidas com o extrato da polpa da A. muricata.
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Fonte: a autora, 2019.
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O espectro de UV-Vis, na Figura 24, apresenta um pico maximo em 540 nm
das AuNPs preparadas com citrato a 1% e um alargamento da banda de plasmon,
indicativo da formacao de nanoparticulas com tamanhos maiores (MELO, 2012).

O maximo de absorcdo no espectro UV-Vis de solugbes coloidais esta
relacionado ao tamanho médio das particulas, enquanto que a largura da banda de
absorcdo relaciona-se com a dispersdo das particulas, assim a técnica de
espectroscopia de UV-Vis fornece importantes informacdes para caracterizar as
solucbes (LEOPOLD; LENDL, 2003), a maxima absorcdo é dependente da
concentracdo (CHAUDHURI; PARIA, 2012).

Figura 24 - Espectro UV-Vis das AuNPs obtidas com o citrato 1%.
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Fonte: a autora, 2020.

5.9.2 Determinacdo De Diametro Médio, indice De Polidisperséo, Potencial Zeta

Na Tabela 6 estdo os resultados obtidos para as AuNPs, incluindo o tamanho
obtidos por meio das imagens de FEG. Pode-se observar que ha uma grande
diferenca no diametro médio, obtido por dispersédo de luz (zetasizer) e o tamanho
das particulas determinados pelas medidas das imagens. Isso provavelmente se
deve a formacdo de aglomerados que sdo medidos como particulas Unicas nos
meétodos de dispersédo de luz. Entretanto, as AuNPs apresentaram um baixo PDI,

indicando homogeneidade das particulas.
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O potencial zeta das AuNPs apresentou valores negativos e abaixo do
considerado adequado para garantir a estabilidade das particulas (NEVES, 2013).
Estes resultados justificam a formacao de aglomerados observados nas imagens do
FEG.

Tabela 6 - Diametro hidrodinamico, Potencial Zeta, indice de polidispersao (PDI) e Diametro FEG das
AuUNPs preparadas com o extrato da polpa e com citrato 1%

Tamanho nm Zeta PDI FEG (nm)

AuNPs p 138+34.26 -7.06£5.6  0.38+0.13 41.6+2.94
AuUNPs cit 160.7+41.2 -13.4+6.1  0.42+0.21 43.6+5.8

p-polpa; cit-citrato 1%
Fonte: o autor, 2019.

5.9.3 Avaliacado Morfologica E De Superficie

A Figura 25 revela a presenca de AuNPs obtidas a partir do extrato da polpa
da A. muricata, com formato esférico e diametro meédio de 41.6 nm. Hernandez et al.
(2007) apresentaram resultados semelhantes em seu estudo utilizando extratos de
plantas. A Figura 26 apresenta AuNPs obtidas a partir de citrato a 1%, com formato
esférico e com didmetro médio de 43.6 nm. Resultados semelhantes foram obtidos
por Pillai e Kamat (2004), na preparacdo de AuNPs com citrato a 1%



Figura 25 — Fotomicrografias das AUNPs obtidas com o extrato da polpa de A. muricata
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Figura 26 — Fotomicrografias das AuNPs obtidas com o citrato 1%.
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5.9.4 Espectroscopia De Raios X Por Dispersdo De Energia (EDS)

O espectro dispersivo de energia revelou a identificacdo da composicao
elementar no sintetizado de AuNPs, 0 que sugere a presenca do ouro como
elemento da preparacao.

As AuNPs apresentaram um pico de absorcdo Optica caracteristica da
ressonancia plasmoénica da superficie do ouro, comprovando a presenca deste
elemento na amostra. Outros elementos aparecem devido a composicédo do extrato,
como carbono e oxigénio, além do Al que é o elemento que apresenta forte pico em

1,5 keV, indicativo da composicéo do stub (Figura 27).

A Figura 28 apresenta o espectro das AuNPs preparadas somente com o
citrato a 1%, demonstrando a presenca do elemento Au.

Figura 27- Espectros de EDS AuNPs obtidas a partir extrato polpa A. muricata
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Fonte: a autora, 2019.

Figura 28- Espectros de EDS AuNPs obtidas a partir de citrato 1%
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5.10 ESTUDO DA ESTABILIDADE DAS AuNPs

Conforme pode ser observado no espectro de UV-Vis, Figura 29, o pico
maximo de absorcdo se manteve em 540 nm nos periodos de 30 dias e 90 dias, ndo
havendo deslocamento do comprimento de onda, o que é indicativo da estabilidade
das AuNPs obtidas com o extrato da polpa da A. muricata. J& com um ano de
armazenamento, o pico se deslocou para 550 nm e apresentou um achatamento,
com consequente diminuicdo da quantidade e alteracdo no tamanho das

nanoparticulas.

Figura 29 - Espectro UV-Vis AuNPs do extrato da polpa de A. muricata no dia da preparacéo, 30, 90
dias e 1 ano apds armazenamento sob refrigeracao
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Fonte: a autora, 2019.

Ja as AuNPs obtidas com o citrato apresentaram um alargamento na banda
de plasmon ap6s 30 dias de armazenamento, sugerindo um aumento no tamanho
das nanoparticulas (Figura 30). As nanoparticulas avaliadas no periodo de 90 dias e
um ano néo apresentaram estabilidade.

A presenca de uma espécie que se adsorve na superficie das AuNPs, que
pode ser o proprio redutor, tensoativos, tidis, polimeros em solucdo, permite
estabilizar e funcionalizar as AuNPs formadas. A sua agédo exerce um papel
importante no controle da agregagdo, do tamanho, da forma e da orientagao

cristalografica superficial das nanoparticulas (MURPHY et al., 2005).
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Figura 30- Espectro UV-Vis AuNPs obtidas a partir de citrato 1%, no dia da preparacdo e 30 dias
ap6s armazenamento sob refrigeracéo
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Fonte: a autora, 2019.

5.11 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DAS AuNPs

A Tabela 7 mostra a atividade bacteriostatica e bactericida das AuNPs
preparadas com o extrato da polpa da A. muricata contra as bactérias gram-positivas
e gram-negativas. Essas AuUNPs apresentaram atividade bacteriostatica na
concentracdo de 9.8 ug/mL, contra E. coli, S. aureus e 4.9 ug/mL contra as cepas de
E. faecalis. Entretanto, ndo apresentaram atividade bactericida.

O estudo de Rao; Inwati e Singh (2017), demonstrou potencial atividade
antimicrobiana de AuNPs obtidas pelo método de sintese verde contra as cepas de
S. aureus, P. aeruginosa e K. pneumoniae.

A preparacdo das AuNPs somente utilizando o citrato, ndo apresentou
atividade bacteriostatica nem bactericida, resultado semelhante foi obtido por
Timoszyk (2018), que testou AuNPs preparadas somente com o citrato contra
bactérias gram-positivas e gram-negativas, ndo apresentando a capacidade de inibir
0 crescimento microbiano nas concentracdes testadas.

Ja4 as AuNPs preparadas com o extrato aquoso da polpa de A. muricata

apresentaram atividade bacteriostatica contra E.coli, S. aureus e E. faecalis.
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Tabela 7 - Atividade das AuNPs preparadas com o extrato aquoso da polpa da A. muricata e das
AuNPs cit na inibicdo do crescimento e na atividade bactericida contra bactérias gram-positivas e
negativas

Microrganismos Atividade Atividade Atividade Atividade
bacteriostatica  bacteriostatica bactericida bactericida
AuUNPs extrato  AuNPs extrato AUNPs cit AUNPs cit

aquoso polpa aquoso polpa (ng/mL) (ng/mL)
(Lg/mL) (Lg/mL)
S. aureus 9.8 NA NA NA
E. faecalis 4.9 NA NA NA
E. coli 9.8 NA NA NA
P. aeruginosa NA NA NA NA
P. mirabilis NA NA NA NA
E. cloacae. NA NA NA NA

NA: ndo apresenta. cit — citrato a 1%
Fonte: o autor, 2019.

Importante destacar que as AuNPs apresentaram atividade contra
Enterococcus faecalis em menor concentracdo (4.9 ug/mL), comparadas com as

AgNPs, ambas obtidas com o extrato aquoso da polpa da A. muricata.

5.12 AVALIAQAO CROMATOGRAFICA QUALITATIVA DO EXTRATO AQUOSO DA
POLPA DA A. muricata

O espectro de massas € um dos métodos mais importantes para a
caracterizacdo dos compostos naturais, mesmo se tratando de misturas, € possivel
obter e diferenciar diversas massas e suas fragmentacbes em ions com a
identificacdo de compostos (ABU-REIDAH et al., 2015).

O extrato aquoso da polpa de A. muricata apresentou massas especificas das
acetogeninas anonaceas, como a annonacina, com forma molecular CssHgsO7,
[M+K]+ de 635,4289 m/z e a 15- acetyl guanacone C37HgsOs, [M+K]+ de 663,4 m/z.
(CHAMPY; GUERINEAU; LAPREVOTE, 20009).

A Figura 31 apresenta o espectro de massas do extrato aquoso da A.
muricata, comprovando a presenca das acetogeninas em sua composi¢cao, dessa

forma estando presente nas nanoparticulas obtidas.
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Figura 31 - Espectro de massas extrato aquoso A. muricata
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Fonte: a autora, 2019.

5.13 VETORIZACAO DAS AgNPs E AuNPs COM ACIDO FOLICO

As AgNPs obtidas com o extrato aquoso da polpa da A. muricata
apresentaram uma leve turbidez ap6s a vetorizacdo com o &cido fdlico,
apresentando uma tonalidade com menor intensidade (Figura 32), comparada com

as AgNPs sem a vetorizagao, utilizando a luz artificial para sua obtencéo.

Figura 32 - AgQNPsAF (a) e AUNPsAF (b) preparadas com a polpa de A. muricata e acido félico

a b

Fonte: a autora, 2020.

5.14 CARACTERIZACAO MORFOLOGICA

5.14.1 Espectroscopia UV-Vis

As amostras das nanoparticulas de ouro e prata vetorizadas com o &cido
félico apresentaram uma diferenca no pico de absorcdo, enquanto as AgNPs
apresentaram pico de absorcdo em 428 nm, com a presenca do acido fdlico, o pico
de absorcéo ocorreu em 456 nm (Figura 33a). Essa alteracéo esté relacionada com

a alteracdo no tamanho das patrticulas.
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O deslocamento da banda depende do tamanho da particula, do ambiente
quimico, das espécies adsorvidas na superficie e da constante dielétrica, qualquer
alteracdo na absorbancia ou comprimento de onda define o tamanho, a forma e as
propriedades da particula (ZHANG et al., 2016; SHARMA; YNGARD; LIN, 2009).

J& as nanoparticulas de ouro obtidas pelo método de sintese verde e
vetorizadas com &cido félico ndo apresentaram alteragBes no pico de absorcgéo,
comparadas as nanoparticulas sem a vetorizacdo, 535nm (Figura 33b) e 540 nm,

respectivamente.

Figura 33- Espectro de UV-Vis das AgNPs AF (a) e AUNPS AF (b), preparadas com extrato da polpa
de A. muricata e 4cido fdlico.
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Fonte: a autora, 2019.

5.14.2 Determinagdo De Diametro Médio, indice De Polidisperséo, Potencial Zeta

A Tabela 8 resume os dados de diametro médio (DM) determinado por
distribuicio de intensidade, indice de polidispersdo (PDI), potencial Zeta (PZ) das
AgNPs AF e AUNPs AF.

Em comparagéo aos resultados do valor de didmetro médio, as AgNPs AF
(115.2 nm) e AuNPs AF (191.4 nm) apresentaram maior valor de diametro médio,
comparadas com as nanoparticulas sem a vetorizagdo, AgNPs (87 nm) e AuNPs
(138nm). Esse tamanho maior, provavelmente é devido a presenca do acido félico,

proporcionando alguns pontos de aglomeragédo das nanoparticulas.
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O potencial zeta das AgNPsAF de -28.5 mV apresentou valor proximo as
AgNPs, de -30.3mV. J4 as AuNPsAF apresentaram potencial zeta de -10.2 mV,
pouco maior que as AuNPs, -7.06, indicando maior estabilidade das nanoparticulas
de ouro com acido fdélico. As nanoparticulas de prata permaneceram estaveis na
presenca de acido félico. As nanoparticulas com potencial zeta acima de (+/-) 30 mV
mostram-se estaveis em suspensdo, uma vez que a carga superficial impede a
agregacao das nanoparticulas (MOHANRAJ; CHEN, 2006).

O indice de polidispersdao das AgNPsAF apresentou valor de 0.57,
comparados com 0.49 das AgNPs. Essa alteracdo do valor de PDI esta relacionada
com a distribuicdo das nanoparticulas, caracterizando uma polidispersdo. Para as
AuNPs AF, o valor foi semelhante as AuNPs sem a vetorizagcdo. O PDI é uma
medida da amplitude da distribuicdo de tamanho resultante da analise cumulativa de
dados de dispersao dinamica de luz (DLS), cujos valores se encontram entre O e 1
(CAZO et al., 2012).

Tabela 8 - Diametro hidrodindmico (Z-average), Potencial Zeta, indice de polidisperséo (PDI) e
Diametro FEG das AgNPs e AuNPs preparadas com extrato da polpa e acido félico.

DM (nm) £ DP PZ(mV)+ DP PDI FEG(nm)+ DP
AgNPsAF 115.2419.1 -28.5+ 5.63  0.57+0.13 46.2+6.9
AuNPsAF 1914 + 2475 -10.2+4.61 0.4340.09 53.5+7.95

Fonte: a autora, 2020.

5.14.3 Avaliacdo Morfologica E De Superficie Das AQNPsAF E AUNPsAF

A avaliacdo morfoldgica e de superficie das AgNPsAF e AuNPsAF
sintetizadas com acido félico estdo demonstradas na Figura 34.

As AgNPsAF (46.2nm) estdo praticamente com o mesmo tamanho das
AgNPs sem a presenca do &cido folico (48 nm). Ja as AuNPsAF (53.5 nm)

apresentaram pouca diferenca, comparadas as AuNPs (41.6 nm).
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Figura 34 — Fotomicrografias das AgQNPsAF (a) e AuNPsAF (b) obtidas com o extrato da polpa de A.
muricata e vetorizadas com o acido félico
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Fonte: a autora, 2020.

5.14.4 Espectroscopia De Infravermelho Por Transformada Em Fourier (Fourier

Transform Infrared Spectroscopy — FTIR)

Os espectro de FTIR do acido fdlico, extrato aquoso da polpa da A. muricata,
AgNPs, AgNPsAF, AuNPs e AuNPsAF estéo representados na Figura 35. O &cido
félico apresenta trés porcdes, um anel pteridina, acido p-aminobenzoico e glutamato
(BROWN, 1961; VOSTRIKOVA et al., 2019).

O pico em 1637 cm ~ ' corresponde aos grupos carbonila do anel aromatico

-1

das acetogeninas. As bandas em 3479 cm correspondem ao alongamento e

vibragdes de grupos O—H dos flavonoides e compostos fenélicos. Em 1413 cm ~ ' no
espectro do &cido félico, a banda é caracteristica da carboxila do glutamato. Essa
banda ndo aparece nos espectros das AgNPsAF e AuNPsAF, devido a ligacdo do
acido félico as nanoparticulas metalicas nessa regido. O acido félico interage com a
superficie das nanoparticulas através do grupo carboxila da porcdo de &acido

glutamico (ROCHA et al., 2019; PAMUNUWA et al., 2020; SAMBOU et al., 2016).
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Figura 35 — Espectros de FTIR: a) Extrato polpa A. muricata, AQNPs polpa A. muricata obtidas pela
luz artificial, AQNPSAF vetorizadas com acido folico e acido félico. b) Extrato polpa A. muricata;
AuUNPs polpa A. muricata obtidas pela luz artificial, AUNPs vetorizadas com &cido félico e acido félico.
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5.14.5 Espectroscopia De Raios X Por Dispersao De Energia (EDS)

O espectro dispersivo de energia revelou a presenca de Ag e Au como
elementos da preparacdo em cada amostra analisada. Todas as amostras de
AgNPsAF e AuNPsAF demonstram um pico de absorcao oOptica a 3 keV e 2 keV,
devido a ressonancia plasmoénica da superficie, comprovando a presenca do
elemento Ag e Au, respectivamente, semelhante ao encontrado nas AgNPS e
AuNPs sem a vetorizagéo.

Na Figura 36, no entanto, outros elementos aparecem, devido a composi¢cao
do extrato e do acido folico, como carbono e oxigénio. O Al € o elemento que

apresenta forte pico em 1,5 keV, indicativo da composigéo do stub.

Figura 36- Espectros EDS AgNPsAF (a) e AUNPsAF (b)
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Fonte: a autora, 2020.
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5.15 ESTUDO DA ESTABILIDADE DAS AgNPsAF E AuNPsAF

O estudo da estabilidade das AgNPsAF no periodo de 30 e 120 dias de
armazenamento em refrigeracdo, estd demonstrado na Figura 37. A intensidade no
pico da Absorbancia nao foi alterada, o que indica que a quantidade de
nanoparticulas produzidas ndo apresentou alteracéo.

Aos 120 dias de armazenamento, pode-se observar um aumento na largura
do pico de absorcédo, indicativo de uma maior heterogeneidade no tamanho das

nanoparticulas.

Figura 37 — Espectros UV-Vis das AgNPsAF no dia da preparacéo, 30 e 120 dias de armazenamento
sob refrigeracéo
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Fonte: a autora, 2020.

Na avaliacdo das AuNPsAF, vetorizadas com o é&cido folico na Figura 38,
pode-se observar uma aumento na intensidade dos picos de absorgédo e também um
achatamento na curva, indicando uma diferengca no tamanho das nanoparticulas,

mas mantendo a quantidade produzida.
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Figura 38 — Espectros UV-Vis das AUNPsAF no dia da preparacéo, 30 e 120 dias de armazenamento
sob refrigeracéo
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Fonte: a autora, 2020

5.16 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DAS AgNPsAF E AuNPsAF

A tabela 9 apresenta a inibigcdo do crescimento da Escherichia coli e Proteus
Mirabilis frente a concentracdo de 2.7 pg/mL das AgNPsAF.

Na concentracdo de 0.675 pg/mL das AgNPsAF, houve inibicdo do
crescimento de Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans e Enterococus faecalis.

As AuNPsAF apresentaram atividade sobre a inibicdo do crescimento da
Proteus mirabilis, na concentracdo de 9.8 pg/mL e da Escherichia coli na
concentracdo de 4.9 ug/mL. Contra Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans e
Enterococcus faecalis, a concentracdo de inibicdo da AuNPsAF foi de 1.22 pug/mL
(Tabela 9).

As AgNPsAF e AuNPsAF néo apresentaram atividade sobre o crescimento da
Staphylococcus aureus.

AuNPsAF nao apresentou atividade bactericida sobre as cepas testadas,
enquanto as AgNPs apresentaram atividade contra Escherichia coli (Tabela 10).
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Tabela 9 — Avaliagdo bacteriostatica das AQNPsSAF e AuNPsAF

Microrganismos AgNPsAF AuNPsAF

(pg/mL) (ug/mL)
S. aureus NA NA
E. faecalis 0.675 1.22
E. coli 2.7 4.9
P. aeruginosa 0.675 1.22
P. mirabilis 2.7 9.8
C. albicans 0.675 1.22

NA — ndo apresenta
Fonte: a autora, 2020.

Tabela 10 — Atividade bactericida das AQNPsAF e AUNPsAF

Microrganismos AgNPsAF AuNPsAF

(Mg/mL) (Mg/mL)
S. aureus NA NA
E. faecalis NA NA
E. coli 2.7 NA
P. aeruginosa NA NA
P. mirabilis NA NA
C. albicans NA NA

NA - ndo apresenta. A - apresenta Fonte: a autora, 2020.

As AgNPsAF apresentaram atividade bacteriostatica em concentracdo quatro
vezes menor comparadas as AgNPs sem a vetorizacdo, sobre as cepas de E.
faecalis, P. aeruginosa e C. albicans e duas vezes maior frente a E. coli e P.
mirabilis.

As AuNPs sem a vetorizacdo ndo apresentaram atividade contra P.
aeruginosa e P.mirabilis, sendo que as AuNPsAF apresentaram atividade
bacteriostatica quatro vezes maior frente a P.aeruginosa e na concentracdo de 9.8
pg/mL frente a P. mirabilis.

Importante destacar, que a vetorizacdo apresentou maior efetividade na
inibicdo do crescimento de bactérias gram positivas e negativas, como também

melhor efeito fungistatico.
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5.17 TOXICIDADE FRENTE AOS NAUPLIOS DE A.salina

A contagem dos animais mortos e vivos foi realizada apos 24h e 48 h. A
morte do microcrustaceo € evidenciada pela sua sedimentacdo. Por se tratar de um
crustaceo ativo em agua salina, a falta de movimento e sedimentacdo sao 0s
indicadores de morte do mesmo (BUENO; PIOVEZAN, 2019). A realizacéo do teste

e a criacdo dos nauplios de A.salina estdo demonstradas na Figura 39 e 40.

Figura 39 - Criacdo de nuplios de A. salina e tubo com A. salina

Fonte: a autora, 2020

Figura 40 - Teste de toxicidade A. salina

Fonte: a autora, 2020.

As concentracoes testadas de AgNPs, AgNPsAF, AuNPs e AuNPsAF foram
acima das concentracdes que apresentaram atividade no teste antimicrobiano.
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O controle, preparado apenas com salina, apresentou todas as artemias
viaveis. O extrato aquoso da polpa de A. muricata apresentou toxicidade apenas na
concentracdo de 108 pg/mL, sendo viavel a sua utilizacdo nas concentracdes a partir
de 54 yg/mL (Tabela 12).

Silva et al. (2015) demonstraram em seu estudo a toxicidade dos extratos
etanolicos das folhas e casca do caule da A. muricata frente a A. salina, na maioria
das concentracdes testadas.

Os extratos metandlicos de Croton heliotropiifolius Kunth apresentaram alta
toxicidade frente a A. Salina em todas as concentracdes testadas, comprovado por
SILVA et al. (2017). A toxicidade em algumas espécies de Croton foi relatada devido
a presenca de diterpenoides (RAMOS et al., 2009).

As nanoparticulas de prata obtidas com o extrato aquoso da polpa da A.
muricata com e sem a vetorizacado do acido folico e o nitrato de prata, apresentaram
0S mesmos resultados, ndo apresentaram morte das artemias em nenhuma das
concentracdes testadas (Tabela 11).

Lima et al. (2011) obtiveram resultados semelhantes em suas nanoparticulas
de prata e ZnO, com 100% das artemias viaveis, ao contrario do nitrato de prata,
gue apresentou mortalidade de todas as artemias.

Ja as nanoparticulas de ouro, com e sem a vetorizacdo, causaram 100 % de
mortalidade das artemias até a concentracao de 49 ug/mL. Na concentracdo de 24,5
ug/mL, as artemias estavam viaveis, ao contrario do AuCl; que apresentou

mortalidade em todas as concentragfes (Tabela 12).

Tabela 11 - Toxicidade do extrato aquoso da polpa A. muricata, AgNPs, AgNPsAF, AuNPs e
AgNOsfrente & A. salina

Concentragcdes Extrato AgNps AgNPsAF AgNO;
A. muricata
108 pg/mL 0% vivas 100% vivas 100% vivas 100% vivas
54 pg/mL 100% vivas 100% vivas 100% vivas 100% vivas
27 pg/mL 100% vivas 100% vivas 100% vivas 100% vivas
13,5 pg/mL 100% vivas 100% vivas 100% vivas 100% vivas

Fonte: a autora, 2020.
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Tabela 12 - Toxicidade das AuNPs, AUNPsAF e AuCl, frente a A. salina

Concentragdes AuNps AuNPsAF AuCl,
197 pg/mL 0% vivas 0% vivas 0% vivas
98 pg/mL 0% vivas 0% vivas 0% vivas
49 pg/mL 0% vivas 0% vivas 0% vivas
24.5 ug/mL 100% vivas 100% vivas 0% vivas

Fonte: a autora, 2020.

Isso comprova que a utilizagdo das nanoparticulas de ouro com e sem
vetorizacdo com o acido félico ndo apresentaram toxicidade para a A. salina na
concentracdo de 24,5 pg/mL, apresentando viabilidade em sua utilizacao.

Foi relatado que a concentracdo letal avaliada por esta metodologia, em
extratos de plantas, pode ser util na determinacdo de toxicidade oral aguda em
ratos, foi verificada uma correlacdo significativa entre os resultados in vitro e in vivo
(PARRA et al. 2001).

O ensaio de letalidade frente a A. salina mostra-se util na avaliagcdo e
fracionamento monitorado para bioatividades, podendo levar ao isolamento de
produtos naturais, incluindo varias classes. Esse ensaio esta sendo utilizado em
varias atividades biolégicas, confirmando sua sensibilidade e versatilidade em
estudos de toxicidade (HARADA, 2009). A auséncia de citotoxicidade dos extratos
testados frente a A. salina € um indicador de que a planta ou seus 6rgaos podem ser
bem tolerados frente ao sistema biolégico (STEFANELLO et al., 2006).

5.18 ATIVIDADE HEMOLITICA

As leituras do controle positivo e negativo foram determinadas e a % de
hemolise calculada (Figura 41).
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Figura 41 - Avaliacdo da % de hemolise das AgNps, AgNPs AF, AuNPs, AuNps AF e extrato aquoso
da polpa A. muricata.

Fonte: a autora, 2020.

Ao avaliar a % de hemodlise do Extrato aquoso da polpa de A. muricata,
AgNPs e AgNPsAF, nas concentracdes de 5.4 pg/mL, 2.7 pug/mL, 1.35 pg/mL e
0.675 pg/mL, pode-se determinar que as amostras ndo apresentaram hemolise

frente a solugéo de eritrocitos, conforme demonstrado na Figura 42.

Figura 42 - Avaliacdo da % de hemolise das AgNPs, AgNPsAF e extrato aquoso da polpa da A.
muricata
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Fonte: a autora, 2020.



85

Esse resultado é muito importante, pois as concentracfes testadas sdo as
mesmas utilizadas no teste antimicrobiano, onde as AgNPs,e AgNPsAF
apresentaram atividade antimicrobiana contra cepas de Staphylococcus aureus,
Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa,
Klebsiella pneumoniae e antifiungica contra Candida albicans.

Selvakumar et al. (2018), desenvolveram AgNPs revestidas com PEG,
adicionadas aos eritrécitos, e ndo apresentaram nenhuma descarga de
hemoglobina, da mesma forma como os resultados obtidos nesse trabalho. A
hemdlise € menor ou nula quando revestem as AgNPs com um biopolimero
adequado, aumentando a biocompatibilidade das nanoparticulas.

Na avaliacdo da hemolise frente as AUNPs e AuNPsAF, pode-se determinar
que as células ndo apresentaram citotoxicidade sobre os eritrécitos, conforme

demonstrado na Figura 43.

Figura 43 - Avaliacdo da % de hemdlise das AuNps, AuNPsAF e extrato aguoso da polpa da
A.muricata
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Fonte: a autora, 2020.
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As concentragbes testadas também foram as mesmas do teste
antimicrobiano, onde as AuNPs a AuNPsAF apresentaram atividade antimicrobiana
contra Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Escherichia coli e
Pseudomonas aerugiona, Proteus mirabilis e Candida albicans.

Varios estudos exploram os eritrécitos como um modelo para avaliar a
citotoxicidade de uma série de compostos que tém algum potencial de atividade
biolégica e que deve ser avaliada, devido a efeitos de toxicidade. O teste de
hemolise é rapido, eficiente, um método simples e de baixo custo de analise para
avaliar a possivel citotoxicidade (COTICA et al., 2012).

Dessa forma, todas as nanoparticulas metalicas obtidas com o extrato aquoso
da polpa da A. muricata, com e sem a vetorizacdo utilizando o é&cido folico,
apresentam biocompatibilidade e sdo de potencial utilizacdo nos sistemas

biolégicos.
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6 CONCLUSAO

Os extratos aquosos da polpa, das sementes e das folhas de A. muricata
foram eficientes para a sintese verde de AgNPs.

A utilizacdo da luz artificial apresentou impacto positivo na sintese das
AgNPS, acelerando o processo de formacédo, entretanto favoreceu a aglomeracao
das AgNPs.

As AgNPs com caracteristicas mais adequadas, de tamanho, PDI, potencial
zeta e estabilidade foram obtidas com extrato da polpa da A. muricata e sem
exposicao a luz artificial.

As AgNPs apresentaram atividade antimicrobiana, contra cepas de bactérias
gram positivas e gram negativas e atividade antifungica, contra leveduras.

O extrato aquoso da polpa de A. muricata apresentou eficacia na sintese
verde das AuNPs.

O extrato aquoso da polpa e da semente da A. muricata apresentou maior
espectro de acdo sobre a inibicdo do crescimento microbiano, comparado ao extrato
das folhas de A. muricata.

As AuNPs obtidas apresentaram tamanho, potencial zeta e PDI adequados,
além da estabilidade das preparacGes no periodo avaliado, comparadas as AuNPs
obtidas com o citrato de sodio.

As AuNPs preparadas a partir do extrato aquoso da polpa da A. muricata
demonstraram atividade antimicrobiana contra cepas de E. coli, S. aureus e E.
faecalis, ao contrario das AuNPs preparadas somente com o citrato de sédio, que
nao apresentou atividade.

As AuNPs apresentaram atividade contra Enterococcus faecalis em menor
concentracdo comparadas com as AgNPs, ambas obtidas com o extrato aquoso da
polpa da A. muricata.

As larvas de Plutella xylostella apresentaram baixa mortalidade frente as
AgNPs preparadas com o extrato da polpa da A. muricata, semelhante ao controle
negativo, no meéetodo de imersdo. No método de contato direto, apresentou
mortalidade menor que o controle negativo, comprovando ser de baixa toxicidade.

O extrato aquoso da polpa da A. muricata comprovou apresentar

acetogeninas anonaceas.
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A vetorizagdo das AgNPs e AuNPs com &cido folico foi obtida com sucesso,
utilizando o método de sintese verde, a partir do extrato aquoso de A. muricata e
com a utilizacao da luz artificial.

As AgNPsAF e AUNPsAF permaneceram estaveis no periodo avaliado.

As AgNPsAF e AuNPsAF apresentaram maior atividade bacteriostatica,
comparadas as nanoparticulas de prata e de ouro sem a vetorizacao.

A avaliacdo da toxicidade das AgNPs e AuNPs, com e sem a vetorizacao do
acido folico, frente A. salina, apresentou 6timos resultados, sendo favoravel a sua
utilizacdo em sistemas biologicos.

Sendo assim, as AgNPs e AuNPs, vetorizadas ou ndo com &cido folico
apresentaram biocompatibilidade com os eritrocitos e auséncia de toxicidade,
primordiais para o desenvolvimento de sistemas biol6gicos, com potencial atividade

antimicrobiana.
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