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Resumo
O presente trabalho avaliou o potencial antimicrobiano de nanoparticulas de
ouro reduzida com resina de Virola oleifera (AuNPs-Vo). Foram utilizadas
cepas de Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa (clinicas e
ATCC). Apo6s a sintese, as AuNPs-Vo foram caracterizadas em relacdo a
ressonancia plasmonica de superficie localizada (LSPR), estabilidade (ZETA),
tamanho e dispersdo (DLS e TEM). Além disso, avaliou-se a estabilidade,
floculacédo, ressuspensédo, atividade antioxidante (FRAP) e citotoxidade. As
AuNPs-Vo foram ressuspensas em diferentes meios (DMSO 5% e 10%, PBS e
MH+) e em solu¢des aquosas com variacao de pH (1, 3,5, 7,9, 11 e 13) e
concentragdo de NacCl (1, 2,5, 5, 10, 25, 50, 100 e 200 mmol.mL™t). Os efeitos
de diferentes concentracfes (900 450 225 112.5 62.5 ug/mL) de AuNPs-Vo no
crescimento de células (HaCaT e L929) e nas bactérias S. aureus e P.
aeruginosa foi analisado. As recém sintetizadas AuNPs-Vo se apresentaram
monodispersas com tamanho médio de 22 nm, estaveis 21,59 mv, e se
mantiveram estaveis em diferentes meios e apresentaram condi¢cao 6tima de
para isolamento em 14000 rpm e 20 min. As AuNPs-Vo apresentaram ainda
elevada atividade antioxidante e baixa toxicidade. Por fim, foram efetivas no
controle do crescimento de ambas as bactérias S. aureus e P. aeruginosas,
apresentando valores acima de 90% e 80% de inibicdo respectivamente. Os
resultados sugerem que AuNPs-Vo possuem potencial para aplicacdes

terapéuticas biocompativeis contra bactérias MDRS.

Palavras-chave: antibacteriano, antioxidante, citotoxidade, estabilidade,

nanoparticulas, sintese verde, Virola oleifera.



Abstract

The presente work analyzed activity antibacterial of gold nanopatrticles reduced
with Virola oleifera (AuNPs-Vo). Cells of Staphylococcus aureus and
Pseudomonas aeruginosa (clinic and ATCC) are used for experiments. After
synthesis, AuNPs-Vo were characterizeds in localized surface plasmon
ressonance (LSPR), stability (ZETA), height and disperse (DLS e TEM). In
them, stability, floculation, ressuspention, antioxidant activities are avaliable.
AuNPs-Vo were ressuspended in differents mediuns (DMSO 5% e 10%, PBS, e
MH+) and solutions variable pH (1, 3, 5, 7, 9, 11 e 13) and concentration of
NaCl (1, 2,5, 5, 10, 25, 50, 100 e 200 mmol.mL?). Effects of differents
concentrations (900 450 225 112.5 62.5 pg/mL) of AuNPs-Vo in cells
developeneds (HaCaT e L929) and bacterials S. aureus e P. aeruginosa were
avaliable. Recents sinthesys of AUNPs-Vo showed height monodisperse 22 nm,
stables in differents mediuns (21,59 mv) and showed optimal condition for
insulation at 14000 rpm and 20 min.

AuNPs-Vo also showed high antioxidant activity and low toxicity. Finally, they
were effective in controlling the growth of both S. aureus and P. aeruginosas,

with values.

Keywords: antibacterial, antioxidant, cytotoxicity, stability, nanoparticles,

green synthesis,
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1. INTRODUCAO

A resisténcia antimicrobiana (AMR) é reconhecida como um dos principais
desafios de saude global do século 21. O aumento da frequéncia da resisténcia
aos antibidticos em muitos patdgenos bacterianos com subsequente falha da
antibioticoterapia tem levado a centenas de milhares de mortes anualmente.
Apesar disso, h& consenso de que a AMR ndo pode ser resolvida
simplesmente estudando o problema nas instala¢cdes de salude, uma vez que a
maioria dos ecossistemas contribui para o surgimento, aquisicdo e propagacao
de AMR. Deste modo, o descobrimento de novos antibiéticos e a modificacao
quimica de drogas antibacterianas existentes estdo entre as estratégias mais
utilizadas para enfrentar o desafio da AMR.

Em esforcos recentes para enfrentar este desafio, nanoparticulas de ouro
(AuNPs) surgem como novos e significativos agentes antibacterianos. AuUNPs
sdo naturalmente estaveis, inertes, atdxicas e de facil controle do tamanho e
forma. Dentre as diversas caracteristicas fisico-quimicas que as tornam
interessantes, como as propriedades Opticas e elétricas, as AuNPs séo
facilmente funcionalizadas com diferentes biomoléculas, tais como, drogas,
genes, peptideos, entre outros. AuNPs conjugadas apresentam aumento da
atividade antibacteriana. Efetivamente, as evidéncias sugerem que AuNPs
conjugada com biomoléculas diminuem a taxa de crescimento bacteriano. No
entanto, ha algumas contradic6es na literatura que dificultam uma discusséo
mais efetiva e até mesmo um consenso sobre a utilizacdo desses compostos

COmMOo novos agentes antibacterianos.

Assim, o0 presente trabalho teve como objetivo avaliar o potencial
antimicrobiano de nanoparticulas de ouro sintetizada com resina da planta
Virola oleifera. A resina escolhida é rica em compostos oxigenados e
nitrogenados, como flavonoides e terpenoides, com alto poder antioxidante,
com potencial para funcionalizar e estabilizar as AuNPs sintentizadas. A
atividade antibacteriana foi testada em duas cepas diferentes de Pseudomonas
aeruginosa e Staphlococcus aureus, uma clinica e outra oriunda da ATCC. As
AuNPs se mostraram mais efetivas contra ambas as cepas de Staphlococcus

aureus e apresentaram baixa toxicidade em linhagens de células HaCaT e



L929. Além disso, as AuNPs foram caracterizadas em relacdo a sua banda
LSPR, tamanho e estabilidade, morfologia e cristanilidade. Deste modo,
acreditamos que esse nanomaterial possa ser aplicado com potencial

antimicrobiano para testes clinicos.



2. REVISAO DE LITERATURA

Os nanomateriais sdo aqueles que possuem propriedades morfolégicas com
dimensbes de diametro inferiores a 100 nm (10° metro). Dentro dos
nanomateriais mais representativos e com maior campo de estudo estdo as
nanoparticulas (RANA, 2012).

Uma solucdo formada por duas fases, sendo uma composta de particulas em
tamanho extremamente reduzido e uma segunda composta por um
dispersante, € conhecida como dispersao coloidal, e uma dispersédo coloidal a
olho nu aparenta ser uma solucdo homogénea (HWU, 2008). Portanto uma
solucdo coloidal de nanoparticula € aquela formada por particulas

manometricas suspensas em um dispersante.

Solucbes coloidais de nanoparticulas envolvem uma sintese por meio da
reducdo de ions dos metais nobres como o cobre, prata e ouro. Tais solucdes
mostram uma coloragdo vermelho caracteristico e muito intensa (CHENG,
2018). Devido ao seu tamanho em nanoescala e de sua elevada proporgcao
entre area superficial e volume, elas também tém uma porcentagem
consideravelmente mais alta de &tomos em sua superficie quando
comparadas com particulas maiores, o que pode torna-las mais reativas (AL
QADI, 2009).

2.1. NANOMATERIAIS COM POTENCIAL ANTIMICROBIANO

Diversos trabalhos vém confirmando que as NP’s sdo uma boa alternativa no
controle de microrganismos. Uma boa discussao sobre tais acdes é descrita no

trabalho de Wang (2017) e colaboradores:

“Nanoparticulas (NPs) sdo cada vez mais usadas para atingir
bactérias como uma alternativa aos antibidticos. A
nanotecnologia pode ser particularmente vantajosa no
tratamento de infeccbes bacterianas. Os exemplos incluem a
utiizacdo de NPs em revestimentos antibacterianos para
dispositivos implantaveis e materiais medicinais para prevenir
infeccdes e promover a cicatrizagdo de feridas, em sistemas de
administracdo de antibiéticos para tratar doencas, em sistemas

de detecgdo de bactérias para gerar diagnostico microbiano e



em vacinas antibacterianas para controlar infeccbes
bacterianas. Os mecanismos antibacterianos das PNs sé&o
pouco compreendidos, mas 0s mecanismos atualmente aceitos
incluem inducdo de estresse oxidativo, liberacdo de ions
metalicos e mecanismos ndo oxidativos. Os multiplos
mecanismos simultaneos de agdo contra micrébios exigiriam
multiplas mutagdes genéticas simultineas na mesma célula
bacteriana para que a resisténcia antibacteriana se
desenvolvesse; portanto, é dificil para as células bacterianas se

tornarem resistentes aos NPs.” Pag 1.

Aquelas obtidas por sintese verde (extrato do fruto de A. comosus como agente
redutor) foram capazes de reduzir o crescimento de Staphylococcus aureus e

Pseudomonas aeruginosas no trabalho de Haes (2004).

O artigo de Shin (2019) trata da eficiéncia antibacteriana recentemente
encontrada de nanoplacas Rh cristalinas do tipo coral com morfologia de
superficie rugosa sintetizada por substituicdo galvanica inversa direcional
exibiram eficiéncia antibacteriana altamente aprimorada. A eficiéncia
antibacteriana observada foi comparavel as nanoplacas Ag, um conhecido
nanoagente anticancer. Os resultados demonstram claramente que a
composicdo e morfologia de uma nanoestrutura desempenham papéis

significativos nos efeitos antibacterianos.

Martelli (2018) afirmou em seus estudos que existem moléculas naturais com
alto potencial antioxidante que também desempenham excelentes funcdes
antibacterianas, como compostos polifenélicos (presentes na resina de Virola
oleifera) e esse potencial pode se dar por trés vias: diminuicdo da
permeabilidade da membrana, vazamento do citoplasma e inibicdo da sintese
de DNA

Em 2012, Yan Cui e colaboradores realizaram um trabalho com atividade
antimicrobiana de NP’s de ouro e confirmaram a agdo bactericida, com
Concentracdo Inibitéria Minima (MIC) de 4ug mlt e Concentracdo
Bacteriostatica Minima (MBC) de 12 — 16ug mlt contra E. coli. A combinagéo
de nanoparticulas de ouro sintetizadas por uma rota verde com ofloxacina foi

capaz de potencializar o efeito antibacteriano do antibiético (AL QADI, 2009).



O desenvolvimento de um curativo de nanoparticulas de prata reduzida com
proteina sericina presente nos tecidos de casulos Bombyx mori (SCWF-AgNPSs)
foi descrito em 2017 por Kun Yu e colaboradores, porque a fungéo protetora do
casulo do bicho-da-seda se assemelha a maneira pela qual a pele protege o
corpo humano. O curativo SCWF-AgNP exibiu excelente biocompatibilidade,
desempenho antibacteriano e boa extensibilidade indicando em experimentos
in vivo a aceleracdo significativa na cicatrizacdo de feridas infectadas em
coelhos brancos da Nova Zelandia. O exame histolégico revelou a

reconstrucao foi bem-sucedida da epiderme intacta.

Ibrahim (2015) realizou um estudo de um método ecolégico, econdémico, rapido
e facil para a sintese de nanopatrticulas de prata usando o extrato de casca de
banana (BPE) como agente redutor e nivelador.
Microrganismos representativos de bactérias Gram positivas ( Bacillus subtilis ;
isolado local, Staphylococcus aureus; ATCC 6538) e bactérias Gram-
negativas ( Pseudomonas aeruginosa ; ATCC 9027, P. aeruginosa ; isolado
local, Escherichia coli; ATCC 8739), bem como levedura Candida albicans,
ATCC 120231 foram usadas para avaliar a atividade
antimicrobiana de nanoparticulas de prata preparadas. As nhanoparticulas
sintetizadas mostraram efeito sinérgico com o antibiético levofloxacino
(antibiético padrdo) e a atividade antimicrobiana aumentou de 1,16 a 1,32

vezes.

2.2. SINTESE VERDE

Nanoparticulas podem ser obtidas por varios processos fisicos, quimicos ou
mesmo biolégicos e atualmente podem ser sintetizadas nos mais variados
formatos como esferas, cubos, tubos, prismas, octaedros, e muitos outros
(TREVISAN, 2011). Cada forma apresenta diferentes propriedades fisicas —
elétricas, magnéticas, cataliticas e Opticas — que podem ser ajustadas pela
modificacdo, por exemplo, da razdo entre comprimento e diametro da
nanoparticula (KLAR, 1998).

Pesquisas relacionadas a sintese de nanomateriais utilizando extratos vegetais

iniciou uma nova era de meétodos rapidos e nao toxicos para a producdo de
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nanoparticulas (IRAVANI, 2011). Esse método, também chamado de sintese
verde, busca a utilizacdo de compostos naturais como agentes redutores,
proporcionando uma alternativa sustentavel aos produtos toxicos (BORM,
2006). Sintese verde também conhecida como sintese biolégica tem sido
efetuada, sobretudo, através do uso de bactérias, fungos, plantas,

cianobactérias e actinomicetos (BRUST, 1994).

Dentre os mais variados tipos de sistemas bioldgicos utilizados nas sinteses de
NPs, plantas podem atuar como agentes quimicos redutores de sais metalicos
devido a grande variedade de componentes. Além disso, possui grande
vantagem em relagdo aos solventes toxicos porque além de levar a formacao
do coloide, também estabilizam e em alguns casos funcionalizam as
nanoparticulas (MOGHIMI, 2005). Entres os varios compostos, se destacam:
compostos fendlicos, flavonoides, aminoacidos, terpendides, &acido citrico,
grupos funcionais (&lcoois, aldeidos, aminas), compostos heterociclicos,
polissacarideos e acido tanico (BOA, 2015).

A sintese de nanoparticulas em fase liquida é mostrada na literatura por meio
de diversos métodos (CHENG, 2010). Sabendo que cada metodologia possui
propriedades especificas, o coloide formado durante a sintese se resume em
quatro componentes: agente redutor, precursor, estabilizante e meio reacional
(DERFUS, 2004). A formacdo das nanoparticulas ocorre através de dois
passos, cujo primeiro é a reducdo do ion metdlico proveniente de um sal do
metal que serd o precursor das nanoparticulas. Para ocorrer a reducdo do
cation de ouro pode ser utilizado diversos tipos de agentes redutores, como o
citrato de sodio, borohidreto de sédio (ROY, 2010), acido ascoérbico
(RAVEERDRAN, 2003), entre outros. Quanto a estabilizacdo e meio reacional,
€ necessario averiguar a otimizacdo da concentracdo dos agentes redutores,

pH, temperatura, tempo de reacéo e o tipo de dispersante (ROY, 2010).

A reducdo dos ions Au*? por conjuntos de moléculas encontradas nos extratos
de plantas, tem gerado um enorme volume de pesquisas bem-sucedidas
utilizando estes compostos (MAYO, 2003) visto que tais compostos possuem
algumas vantagens, como o0 baixo custo de cultivo, o tempo de producao curto,

a seguranca e a capacidade de aumentar os volumes de producao tornando as



plantas uma plataforma atraente para a sintese de nanoparticulas (NJAGI,
2011).

Estabilizagdo

Figura 1 - Esquema do mecanismo generalizado dos passos para a formacéo de

nanoparticulas de ouro. Fonte: Keijok, 2018.

2.2.1. Virola oleifera

A Virola oleifera é uma espécie da familia Myristicaceae com distribuicdo
pantropical constituida por 18 géneros e cerca de 500 espécies arbdreas ou
raramente arbustiva encontradas especialmente em florestas Umidas de
planicie (YU, 2017). No Brasil essa familia est4d concentrada na regido
amazobnica onde sdo genericamente conhecidas como uculbas, bocuva,

bicuiba, candeia de caboclo entre outros (YU, 2017).

Virola oleifera tém propriedades antioxidantes por causa de diversos
compostos fendlicos e flavondides que sdo parte dela, o que foi mostrado no
trabalho de Bba, et al., 2015, que determinou que o extrato de Virola oleifera
tém uma alta atividade antioxidante e contém acido ferulico, acido gélico e
quercetina, o que o torna o candidato ideal para a sintese de nanoparticulas,
uma vez que, como foi estabelecido na literatura, os polifendis presentes em
plantas desempenham um papel-chave na sintese de nanoparticulas como
agentes redutores e estabilizadores (DERFUS, 2004; DUMORTIER, 2009). Os



antioxidantes sdo compostos que podem inibir ou retardar a oxidac&do de outras
moléculas que inibem a iniciacdo e / ou propagacédo de reacfes em cadeia de
radicais livres. Os antioxidantes sao divididos principalmente em duas
categorias que sao: natural e sintética (HWU, 2008). Em geral os antioxidantes
sintéticos sdo compostos de estruturas fendlicas com varios graus de
substituicdo de grupos alquilicos, enquanto que o0s antioxidantes naturais
incluem: compostos fendlicos (tocoferdis, flavondides e acidos fendlicos),
compostos nitrogenados (derivados de clorofila, alcaldides, aminoacidos e
aminas) ou carotenoides, bem como acido ascoérbico (VELLOSA, 2007). Muitos
antioxidantes naturais, especialmente os flavondides, mostram uma grande
variedade de efeitos bioldgicos, incluindo fun¢des de antibacterianos, antivirais,
anti-inflamatérios, antialérgicos, anti-trombético e vasodilatador (HWU, 2008).
Uma terapia antioxidante fornece uma alternativa barata para o tratamento de
doencas relacionadas com o stress oxidativo ja que tem sido demonstrado o
efeito antioxidante de produtos naturais a partir de plantas. A atividade
antioxidante e a sua relacdo com as propriedades de cura de um grande

namero de plantas foram relatadas em varias investigacfes (KENNEDY, 2001).

Figura 2 - Imagens da planta Virola oleifera representando a extracao da resina e suas folhas e

frutos. Fonte: autora.



2.3. APLICACOES BIOTECNOLOGICAS

As nanoparticulas de ouro (AuNP's) tém atraido a atencdo devido as suas
propriedades. O ouro € um material inerte, resistente a oxidacéo, o que faz com
gue seu uso seja interessante em tecnologias e dispositivos em nanoescala;
(BINDHU; UMADEVI, 2014). Em aplicacdes biol6gicas pode-se destacar:
conjugacao de anticorpos (CIENFUEGO, 2011), entrega de drogas (MOGHIMI,
2005), protecdo contra raios UV (GANESAN, 2015), purificacdo de &gua
(BINDHU; UMADEVI, 2014, como agente antimicrobiano (DREADEN, 2009).
Possuem também interesse significativo na ultima década como material
medicinal no tratamento de tumores por terem a capacidade de se acumular de
forma passiva em tumores devido ao seu tamanho. Ademais, por causa das
suas propriedades Opticas e quimicas Unicas, podem ser utilizadas em
procedimentos de tratamento térmico (CIENFUEGO, 2011). Somado a isso,
estudos tém demonstrado que as nanoparticulas de ouro podem ser utilizadas
com sucesso como plataformas transportadoras para a administragéo orientada
de medicamentos anticancer melhorando assim a entrega e minimizando a
duracdo do tratamento e os efeitos colaterais (CAO, 2002; CHENG, 2010;
HAO, 2010).

Além das aplicacGes na area terapéutica, nanoparticulas podem ser utilizadas
para desenvolvimento de nanobiossensores devido a facilidade de
acoplamento a moléculas biolégicas, possibilitando deteccédo rapida e facil, por
iSSO representa uma alternativa promissora aos meétodos lentos e trabalhosos
empregados atualmente (VELLOSA, 2007).

As nanoparticulas de ouro tém atraido o interesse cientifico significativo como
uma nova geragcdo de agentes antimicrobianos por causa do aumento da
resisténcia de bactérias em relacdo a antibidticos (MISHRA, 2014). Estudos
mostram que as bactérias tém maior dificuldade para adquirir resisténcia a elas
(CUI, 2012). O efeito antibacteriano das nanoparticulas de ouro pode se dar
por varios motivos: quando carregadas, podem ser atraidas pela carga
negativa das bactérias; AUNP’s menores sdo capazes alcangar o interior das
bactérias, levando a morte celular (BINDHU; UMADEVI, 2014). A atividade

antibacteriana das nanoparticulas metélicas estd determinada por trés
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importantes caracteristicas: Tamanho, forma e carga superficial e em alguns

casos pelo grau de agregacao, composicao superficial e concentragdo de NPs.

Geralmente essas caracteristicas sdo dependentes do agente redutor e
estabilizante usado na sintese (MERZA et al., 2012).

3. OBJETIVOS

3.1. GERAL

Analisar o potencial antibacteriano em bactérias gram positivas e gram

negativas e citotoxico de nanoparticulas de ouro sintetizadas com resina de

Virola oleifera.

3.2.

ESPECIFICOS

Sintetizar nanoparticulas de ouro sintetizadas com resina de Virola
oleifera;

Analisar a estabilidade de nanoparticulas de ouro através de teste de
floculacdo com diferentes pHs e concentracdes de NaCl, bem como
ressuspensao frente aos meios aquoso, DMSO 10%, DMSO 5%, Mueller
Hington, PBS;

Analisar o seu potencial antioxidante utilizando método FRAP;

Realizar testes de citotoxidade do nanomaterial em células L929 e
HaCaT,

Verificar o potencial antibacteriano do nanomaterial frente as bactérias
Pseudomonas aeruginosas e Staphlococcus aureus;

deAnalisar dos efeitos via imagens de microscopia eletronica.



11

4. MATERIAL E METODOS

4.1. SINTESE E CARACTERIZACAO

A resina Virola oleifera foi coletada durante o més de dezembro de 2018 na
regido de Afonso Claudio / Rio da Cobra, no estado do Espirito Santo — Brasil
local em que se encontra a arvore-origem identificada pelo Laboratério de
Produtos Naturais da Universidade Vila Velha.

A extracdo contou com alguns cortes realizados na superficie do tronco da
arvore resultando no escoamento da resina liquida (A). Esta, foi coletada com o
auxilio de seringas (B) e armazenadas no frasco ambar em isopor fechado
contendo gelo para transporte ao laboratério (C). Uma vez no laboratério, a
resina foi submetida a filtracdo a vacuo para evitar contaminantes externos. Em
seguida, foram colocadas em placas de petri e levadas a estufa a 50 °C
durante 24 horas a fim de secar (D). Seca, a resina foi triturada com o auxilio
de um cadinho (E) e armazenada em uma garrafa &mbar na geladeira (F). As
etapas de coleta e preparo para uso estdo representadas na sequéncia de

imagens abaixo.

Figura 3 — Etapas de obtencé&o e producéo da resina de Virola oleifera para os

experimentos do projeto. Fonte: autora.
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As condi¢des para a sintese de nanoparticulas de ouro utilizando resina de
Virola oleifera feitas aqui foram baseadas em dados anteriores do grupo
(CONTRERAS, 2016; FERREIRA, 2015). Das caracterizagoes, foram obtidas
nanoparticulas estaveis (Zeta), monodispersas (UV-vis e MET), quase
esféricas (MET), além de possuirem compostos organicos presentes em sua
superficie oriundos da resina de Virola oleifera (FTIR e RAMAN). Aqui
utilizamos a condigdo previamente descrita e fizemos a caracterizagdo do
nanomaterial por UV-vis e microscopia eletrénica de transmissdo conforme

descrito abaixo.

Quanto a sintese nanoparticulas de ouro foram sintetizadas utilizando as
condic¢des fixas de 400rpm de rotacao, temperatura de 25°C e concentragao de
extrato de Virola Oleifera de 0,5mg mL! variando as condi¢Ges de pH e tempo.
As sinteses foram analisadas por espectroscopia eletrénica UV-Visivel (UV-
VIS), no espectrofotbmetro Evolution® 300 ThermoScientific do Laboratério
Multiusuario de Andlises Biomoleculares da Universidade Federal do Espirito
Santo — LABIOM/UFES.

Para caracterizar nanoparticulas metalicas de 1 a 100nm foi utilizado o
aparelho Hibrido Synergy H1 e utilizados comprimentos de onda de 300 a
800nm onde o pico de absor¢cdo maxima se da no intervalo de 500 - 600nm, de
modo que se desloca para a direita com o aumento do tamanho (PETRAYEVA,
2011). Suas propriedades Opticas e cataliticas que sdo dependentes do
tamanho das particulas. Em solucdo aquosa a medida que o tamanho do
ndcleo aumenta de 1 a 100 nm, geralmente exibe uma faixa de absorcao de
500 a 550 nm no visivel (BOISSELER, 2009; BORN, 2006; CAO, 2002).

O estudo do espectro de UV-VIS de uma solugdo de nanoparticulas pode
fornecer informacdes sobre a sua concentracdo, o estado de agregacéo, o
tamanho, a estabilidade entre os outros. Esta informacéo € obtida pelos valores
da: Absorbancia maxima (Abs max.), Largura de banda a meia altura (FWHM,
por suas siglas em Inglés Full Width at Half Maximum), Lambda maxima (A
max.), Area sob a curva (AUC), Delta Lambda (AA), como é mostrado na Figura
4 (AL QADI, 2009; HAES, 2004). Tais valores podem correlacionar com 0s

seguintes aspectos das nanoparticulas:
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Abs max. — absorbancia maxima: indica a concentracdo de nanoparticulas

existente na solucéo;

FWHM - largura de banda a meia altura: variavel de disperséo cujo aumento de

valor é diretamente proporcional a polidispersao;

A max. - comprimento de onda onde o valor de absorbancia é maximo para o

tipo de nanoparticula.

AUC - area abaixo da curva: Area caracteristica de presenca de agregacdes e

turbidez.

AA — Delta lambida: variavel de tamanho cujo valor é diretamente proporcional

ao tamanho.

A regido da AUC também é responsavel por detectar presenca de micro-
organismos e células, pois no intervalo de comprimentos de onda
compreendidos entre 600 e 800 nm geralmente é calculada a densidade Optica

das solucdes.

Absorbancia

! v

I T T T T I 1
Comprimento de Onda (nm)

Figura 4 - llustracdo de uma leitura de varredura resultante no UV-VIS com esquema

representativo das areas de interesse na nanossintese. Fonte: Contreras (2017).
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4.2. TESTE DE SUSPENSAO

O teste de suspensdao tem como objetivo analisar o comportamento das
nanoparticulas frente a diferentes meios quanto a estabilidade, meios estes

que foram trabalhados durante o presente projeto.

Foi adicionado 1,5 mL de solucdo de nanoparticulas a microtubulos de
centrigugacdo (Eppendorf CRAL) previamente identificados de acordo com o
estabelecimento de diferentes condi¢cdes de rotacao e tempo variando em:

ROTACAOQ: 6.000 rpm, 8.000 rpm, 10.000 rpm, 12.000 rpm e 14.000 rpm (ou
7.231,9.642,12.052, 14.462 e 16.873 rcf)

TEMPO: 5 minutos, 10 minutos e 20 minutos

ApoOs centrifugacdo, retirou-se o sobrenadante e adicionou-se ao pellet
resultante de nanoparticulas 1,5mL de agua ultrapura em cada microtubulo de

acordo com a identificacdo e homogeneizou-se.

Em seguida, adicionou-se 200uL das nanoparticulas suspensas no novo meio
aguoso na placa de 96 pocos devidamente identificada de acordo com as
solucdes, tempos e rotacdes e realizou-se as leituras no espectrofotdmetro UV-

Vis integrado na faixa de comprimento de onda de 300nm a 700nm.

Com os resultados obtidos na leitura, foram construidos os gréficos das leituras
no programa Origin 8.5® e foi realizada uma leitura de nanoparticula néo
suspensa para controle. As leituras foram feitas em triplicata e realizou-se o

calculo da média dos valores no programa Excel®.

A etapa anterior teve como objetivo avaliar em qual conjunto de rotacdo e
tempo houve maior estabilidade das nanoparticulas e menor perda de material.
Apés o resultado avaliado, adicionou-se 1,5 mL de solu¢do de nanoparticulas
em microtdbulos identificados como: DMSO 10%, DMSO 5%, Mueller Hinton
com cation ajustado (MH*) (Oxoid, Basingstoke, Inglaterra) e PBS, e esses
foram submetidos a centrifuga com o tempo e rotacdo Otima encontrados na
etapa anterior. ApOos a centrifuga, retirou-se o sobrenadante, suspendeu

novamente o pellet com as solugbes mencionadas e identificadas nos
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microtubulos, e as resultantes lidas no espectrofotdmetro UV-Vis integrado na
faixa de comprimento de onda de 300nm a 700nm em triplicata. As curvas
resultantes foram confeccionadas através do Origin Pro® 8.5.

4.3. FLOCULACAO

O parametro de floculacdo é de suma importancia nos estudos de estabilidade
de nanoparticulas sintetizadas com metais e extrato natural, visto que o método
avalia a condicdo de estabilidade das mesmas frente a materiais com carga.
Dependendo, ocorre a agregacdo entre particulas. Weisbecker e Maya
definiram como parametro de floculagédo o espectro de absorcdo entre 600 e
700 nm e a é&rea situada abaixo da curva de leitura neste intervalo (AUC).

Quanto maior a area, maior sera a concentracao de particulas agregadas.

Para a avaliacdo do grau de floculacdo das nanoparticulas, foram preparadas
amostras com um volume fixo de 500uL de solugcdo de nanoparticulas e
centrifugou nas condicfes 6timas de rotacdo e tempo. Os sobrenadantes foram
descartados e adicionou-se 500uL solugbes de NaCl e de pH nas seguintes
condicles da tabela 2. Os ajustes de pHs foram realizados com solu¢des de
acido cloridrico (HCI) e hidréxido de sédio (NaOH).

Tabela 1 — Tabela representando as solu¢des produzidas em diferentes concentragdes e pHSs.

Concentragcédo NaCl (mmol.ml?) 1, 25,5, 10, 25, 50, 100 e 200

pH 1,3,57,9,11e13

Fonte: autora

4.4. TESTE ANTIOXIDANTE UTILIZANDO METODO FRAP

O teste antioxidante teve como objetivo avaliar o potencial antioxidante das
nanoparticulas bem como compara-lo com o potencial do extrato, afim de
posteriormente relacionar com a atividade antibacteriana. Compostos com
elevada atividade antioxidante possuem efeito antibacteriano (MARTELLI,
2018).



16

O ensaio antioxidante utilizado no presente trabalho foi o conhecido em inglés
por Ferric Reducing Antioxidant Power (FRAP), ou seja, o ensaio antioxidante
que tem como objetivo reduzir o ion ferro. O método FRAP baseia-se na
capacidade dos antioxidantes em reduzir o Fe**a Fe*?>na presenca do
complexo TPTZ (2, 4, 6-tripyridyl-s-triazine), formando um
intenso complexo azul de Fe*? - TPTZ, ou seja, uma maior formacdo em mols

de ions Fe?* por quantidade em massa de amostra.

Quando a reducdo ocorre, hd uma alteracdo na tonalidade da mistura de
reacao, passando de azul claro a um azul intenso (Figura 5), cuja absorbancia
pode ser medida no comprimento de onda de 595 nm (Benzie & Strain, 1999;
Antolovich et al., 2002). Quanto maior a absorbancia ou intensidade da

coloracdo, maior sera o potencial antioxidante da amostra.
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Figura 5 — Esquema representativo da reagcéo de oxirreducdo que descreve a producéo de
Fe?* (forma ferrosa — azul escura) a partir da reducéo de Fe3* (forma férrica — azul claro)

presente no complexo com TPTZ (2,4,6-tripiridil-s-triazina). Fonte: Salari (2019).

A metodologia para os ensaios por FRAP se baseou no protocolo da Embrapa
e nos trabalhos de Victéria (2016) e Salari (2019) com modificacdes. A solucao
FRAP foi preparada reagindo 25 mL de acetado de sédio em 2,5 mL de TPTZ
(10 mmol.L?) e 2,5 mL de cloreto férrico (20 mmol.L). Todas as solucdes
foram previamente preparadas, sendo a solugdo FRAP com seu preparo no dia

do experimento.

Uma solucdo padrédo de sulfato ferroso (FeSOas) foi preparada a fim de se
construir uma curva padrdo adicionando-se aproximadamente 27,8mg do

reagente em 50 mL de agua ultrapura. Ademais, foram feitas diluicbes de modo
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a obter solucbes com as seguintes concentracdées em micromols: 2000, 1500,
1000 e 500.

Em uma placa de 24 pogos (Nest Biotech, Wuxi, China), adicionou-se em cada
poco 1 mL de solucdo FRAP e uma aliquota de 33,4 uL de amostra de sulfato
ferroso (FeSOa4) (SALARI, 2019). A placa foi incubada a 37°C em banho-maria
por 10 minutos e realizou-se a leitura no Espectrofotometro UV-VIS no
comprimento de onda de 595 nm. Todas as reacdes foram feitas em duplicata
e um branco foi preparado com agua ultrapura nas mesmas proporcdes das

amostras.

Com os resultados de absorbancia encontrados para as diferentes diluicoes do
FeSOa, foi construida uma curva padrdo no programa Microsoft Excel® e uma
equacdao foi obtida. Esta equacao foi utilizada para encontrar quantidades em
pmol de ferro que uma possivel amostra reduziria. No tocante do presente
trabalho, as amostras analisadas foram: extrato de Virola oleifera,
nanoparticula de ouro reduzida com o mencionado extrato e o0 Trolox®
(utilizado como controle positivo). Para cada amostra foram feitas diluicbes em
meio aguoso com diferentes concentracdes (0,2, 0,4, 0,8 e 1 mg.mL?)! e essas

submetidas aos mesmos procedimentos de reagcao do FeSOa.

A fim de avaliar o resultado do FRAP, foi avaliar o valor de IC50, isto é, a
guantidade de amostra necessaria para reduzir 50% a concentragao inicial de
Fe3*. Quanto menor o valor de IC50, maior é a capacidade antioxidante da
substancia (SAIFUDDIN, 2009). Para tal fim, os resultados de absorbéncias do
extrato de Virola oleifera, das nanoparticulas e do Trolox® foram calculados
pelo GraphPad Prism 8 e a razdo de ions ferro reduzidos pela quantidade total
de ions de ferro foram encontradas pela seguinte equacdo, onde Fe Il
corresponde ao ion ferro que reduziu e Fe, F a quantidade total de ions Fe na
amostra:

B nFe(ll)

=———=x100
nFe(F) ’

0

1 As concentragdes tanto de extrato quanto de nanoparticulas foram baseadas nos resultados dos
calculos de ICP que determina que em 1ml ha 0,019 mg ou 9,9912x10-5 mmol de nanoparticulas. Ja a
proporc¢do de extrato foi calculada através da sua parte que reagiu na sintese.
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4.5. AVALIACAO DE CITOTOXIDADE

Os testes de citotoxicidade in vitro foram realizados através o teste MTT
utilizando 2 linhagens celulares cedidas pelo Laboratério de Cultura Celular da
Universidade de Vila Velha. Séo elas: células de fibroblastos murinos (L929)
(ATCC® CRL-6364™) e queratinécitos nao tumorigénicos humanos (HaCaT)
(BCRJ codigo: 034) cultivados em garrafas de cultura com os meios de cultura
DMEM (Sigma-Aldrich) suplementado com soro fetal bovino (Vitrocell, S&o
Paulo, Brasil), L-glutamina (Sigma-Aldrich) e Na2COs (Dinamica, Sdo Paulo,
Brasil). As células foram mantidas em estufa em uma incubadora umidificada
contendo 5% de diéxido de carbono (CO2) (COM-19ICVU- Panasonic) a 37°C
para crescimento. As células para serem utilizadas no teste foram removidas
com cell scraper, seguido da contagem das mesmas em camara de Neubauer
com corante azul de Trypan (LGC, Sao Paulo, Brasil).

Para o ensaio, 150 yL de células, com a concentragdo de 5.10% células/mL por
poco, foram colocadas em uma placa de 96 pocos, incubada por 24 horas, para
que as células pudessem aderir. Em seguida, foram acrescentadas 50 pL das
amostras a serem testadas (extrato, nanoparticulas e ouro) com diferentes
concentracbes previamente diluidas no proprio meio de cultura. As
concentracbes foram baseadas no IC 50 encontrados no teste antioxidante
descrito no item 4.5.1 levando em conta ademais as pesquisas de Martelli
(2018). Sédo as concentracdes 900, 450 (valor aproximado do IC 50), 225,
112,5 e 56,25 pg/mL, e as mesmas foram denominadas respectivamente de
D1, D2, D3, D4 e D5.Pogos contendo apenas meio de cultura e células foram
utilizados como controle negativo (crescimento de 100% ou inibicdo 0%), e
pocos contendo meio de cultura e DMSO serviram para confirmar que o
solvente nao foi responsavel pelas mortes celulares. Apos incubagao por 24
horas, a viabilidade celular foi verificada através do MTT realizando-se leitura
da placa no comprimento de onda de 595 nm. A avaliacdo de citotoxidade foi
realizada de acordo com a coloragéo resultante apds as 2 horas de acdo do
MTT com as células. A coloragédo caracteristica é azul-violeta que determina a
reducdo mitocondrial-dependente do composto de MTT a formazan para
conseguir medir a respiracdo celular como um indicador de sua viabilidade.

Quanto mais azul a solugdo, maior a quantidade de células vivas e maior a
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absorbancia no comprimento de onda caracteristico (595 nm). O 50% da
concentracéo inibitéria méxima (IC 50) de cada amostra foi calculado mediante
o software Microsoft Excel para cada linhagem celular. J& a porcentagem de
citotoxidade dos materiais foram encontradas utilizando o programa GraphPad

Prism 8 através da equacéo abaixo, onde A representa absorbancia:

Atratada — Abranco

% inibicao = ( ) x 100

Acontrole — Abranco

4.6. CEPAS E ENSAIOS ANTIMICROBIANOS

As bactérias utilizadas nesse trabalho foram obtidas da American Type Culture
Collection (ATCC) e do LABCAS gentilmente cedidas pelo prof. Ricardo

Schuenck.

Para os ensaios antimicrobianos foram utilizadas as cepas Staphylococcus
aureus (gram positivas) inhagens 10A e 25923 (ATCC) e Pseudomonas
aeruginosa (gram negativas) linhagens 93B e 27853 (ATCC) previamente
cultivadas em agar Mueller Hinton a 37°C e 24h. Em tubos contendo caldo
Mueller Hinton com cation ajustado, foi feito o ajuste de densidade éptica a 0,5
McFarland (1.5x10% UFC.ml%). Para a determinacdo da concentracgdo inibitoria
minima (CIM) foi realizada através do método de microdiluicio em caldo de
acordo com a metodologia estabelecida pelo manual Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI, 2018). O experimento analisou 0s crescimentos
quantitativos em caldo Mueller Hinton com cation ajustado nos tempos: Oh, 2h,
4h, 6h, 12h e 24h analisando as densidades 6ticas (DO) através das leituras no
UV-VIS no comprimento de onda de 600 nm. Aliquotas de 0,1 ml do caldo
foram adicionadas em tubos contendo amostras de 1 ml de extrato e
nanoparticulas, cada uma com 5 diluicdes diferentes — suspensodes diluidas em
uma proporcao de 1:10 de bactéria para amostra (JR.; CHAN; KRIEG, 1996).
As concentracdes também foram baseadas no IC 50 encontrados no teste
antioxidante descrito no item 4.4 e seguiu os padrées de diluicdo semelhantes
ao da citotoxidade. Um tubo contendo apenas caldo Mueller Hinton e agua foi
utilizado como controle positivo e outro tubo contendo glutaraldeido foi utilizado
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como controle negativo (GORMAN; SCOTT; RUSSELL, 1980). Depois de
prontas, as amostras foram submetidas a agitagdes de 10 segundos e levadas
a leitura no UV-VIS no comprimento de onda de 600 nm.

Com os valores da densidade otica construiu-se um grafico de dispersdo com
as curvas de crescimento, além de calcular a CIM e o IC 50 de cada bactéria. A
CIM foi encontrada através da equagao abaixo:

Atratada

100 — (—MM
00 (Acontrole*

100)

Onde a A corresponde a absorbancia das respectivas amostras. Os graficos

foram confeccionados no GraphPad Prism 8.

4.6.1. Analise morfol6gica das bactérias tratadas com AuNPs por meio

de Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Para as andlises morfoldgicas tratadas, as amostras foram submetidas a um
Microscopio Eletrénico de Varredura (ZEISS, EVO MA10) com area de
dispersédo de energia espectroscopia de raios —X (Oxford Instruments - EDS).

Primeiramente a amostra foi lavada com tampéo fosfato (PBS) para a retirada
de meio de cultura e demais residuos. Agitou-se e centrifugou a amostra na
centrifuga utilizando a rotacdo e tempo caracteristicos de cada bactéria. O
segundo passo foi a fixacdo com glutaraldeido 2,5% (v/v) e tampdao cacodilato
de sédio onde entdo esperou-se 2 horas para entdo realizar-se outra lavagem
em tampéo cacodilato. Seguinte, as amostras foram tratadas com tetréxido de
o0smio por 1 hora, lavadas e desidratadas por banhos sucessiveis de alcool
etilico nas propor¢cdes 30%, 50%, 70% e 100%. Desidratadas, as amostras
foram secas por ponto critico utilizando evaporador centrifugo CentriVap® da

LABCONCO, submetidas a um banho de ouro e analisadas.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. BIOSSINTESE E CARACTERIZACAO

Como descrito no item Material e Métodos, esse trabalho se baseou em
ensaios prévios que determinaram a melhor condicdo de sintese das
nanoparticulas de ouro utilizando resina de Virola oleifera utilizando um
experimento fatorial completo de Contreras (2016). Conforme o resultado
demonstrado na figura e na tabela abaixo, a melhor condig&o foi realizada no
pH 7.7 e tempo 6 minutos, os quais demonstraram melhores valores de

resultados das caracteristicas da curva formada.

0.7 4
0.6 - /\
05 |
o / \
g o \  Area: 11,1565
3 \ FWHM: 46,65214
< 034 Amax.: 534
\ Abs. max: 0,23464
02 -
0,14 \\,\_ >
5,(')0 r;(‘)o 160 S(ll)

Comprimento de onda (nm)

Figura 6 — Leitura da curva resultante da sintese de nanoparticulas de ouro reduzidas com

Virola oleifera com seus respectivos dados caracteristicos. Fonte: autora.

Partindo desse pressuposto, as AuNPs recém sintetizadas se apresentaram
monodispersas, com tamanho médio de 22nm e quasi-esféricas segundo a
imagem de MET (FIGURA 7D).
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Figura 7 - Leitura da curva resultante da sintese de nanoparticulas de ouro reduzidas com
Virola oleifera no pH 7.7 (A), raio-x (B), Raman (C), MET (D), potencial zeta (E) e DLS (F).

Fonte: autora e Contreras (2016).

5.2. TESTE DE SUSPENSAO

Os resultados da suspensao estdo representados nos graficos de leitura de

UV-VIS na imagem a seguir separados por sobrenadantes (S) e pellets (P).

Area FWHM Améx. Height Abs.Max
X X X X

—=— H20 s
_ s Npc 73366 46408 526 10,1582 0,8318115
058 - —w_gK5s's 58353 47227 529 0,1226 0,5522871
= gK5'S 60141 46966 529 0,1288 0,582086
—=— 10K5's 54669 46757 529 01177 0,5382746
o = 12K5's 50948 46782 529 0,1079 04914478
’ s 14K5'S 43897 46298 529 0,095 044604
© = 6K10'S 59496 46,856 529 0,1279 05758779
2 = 8K10'S 44875 47,125 528 0,0941 04334465
2 M _= 10K10'S 3,705 4655 528 0,0789 0,382008
2 —=— 12K10'S 37303 44569 529 0,0839 0,4304311
2 —=— 14K10'S 2,0433 43879 526 0,0469 0,2739872
0.2 —=—6K20'S 54348 4695 528 0,1149 05226656
—=— 8K20'S 2507 46674 529 0,0528 02709718
- e 8 10K20'S 1,8302 4366 527 0,0425 0,2631674
0,0 ' - —=—12K20'S 0,9566 39,699 525 0,0243 0,2037471
—=— 14K20'S 0,2347 3052 526 0,0079 0,1365223

' I v I N 1 N I
400 500 600 700 800
Comprimento de onda (nm)
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Area FWHM Center Height Abs.Max.

H20 X % X X X
o —=— NPC 7,3366 46,408 526 0,1582 0,8318115
08 /,/‘/ \'\\ —=—6K5'P 0,1206 14,303 459 0,0039 0,0593604
e /f Y —=—8K5'P  0,4037 43,265 528 0,0072 0,0849135
T \ —=— 10K5'P 0,4035 37,349 529 0,0094 0,1008616
0,6 \ —=— 12K5'P 1,3421 46,992 528 0,0267 0,1552301

i —=— 14K5'P 11,6728 47,016 529 0,034 0,1854952
—=—6K10'P 0,6001 42465 528 0,0131 0,1120978
—=— 8K10'P 1,3191 46,475 530 0,0275 0,1648352
—8— 10K10'P 2,0943 47,651 529 0,0428 0,2143105
—=— 12K10'P 2,7289 48,02 529 0,0557 0,27031
—=— 14K10'P 4,2704 48,596 531 0,0855 0,3645486
- —=—6K20'P 2,4397 46,359 528 0,0514 0,27031
—=— 8K20'P  2,4397 46,359 528 0,0514 0,2709066
—=— 10K20'P 4,396 48,886 528 0,0876 0,3772346

04

Absorbéancia

0,2

0,0 ~ —=— 12K20'P 5,8155 48,931 528 0,1157 0,4731046
—a— 14K20'P 54973 49,033 528 0,1092 0,4428392
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Figura 8 — Leituras de varredura no UV-VIS representando o sobrenadante (acima) e as
suspensdes das nanoparticulas em agua (abaixo), com tabela de dados comparativos.
Legenda: NPC: nanoparticula controle, 6K5'S: condicdo 6000rpm, 5 minutos, sobrenadante.

Fonte: autora, Origin 8.5.

De acordo com os resultados da tabela de comparativos dos sobrenadantes,
foram obtidas como resultados variaveis decrescentes de pico maximo de
absorbancia (Abs. Max.) com o aumento das rotacdes e do tempo de
centrifugagdo. J& com os resultados dos pellets os resultados foram contrarios
onde os valores de pico maximo de absorbancia foram crescentes com o
aumento da rotacdo e do tempo de centrifugacdes. Tais fatos descritos sao
devido ao fato de que, quanto maior a rotacdo e o tempo de centrifugacao,
mais nanoparticulas se decantam e menos nanoparticulas permanecem no
sobrenadante. O melhor resultado de suspensao foi obtido no tempo 20
minutos e em 14000rpm de rotacdo em que se obteve menor variacéo de area,
FWHM, A maxima e pico maximo de absorbancia no comparativo com o0s

valores do controle.

Os graficos abaixo representam as curvas caracteristicas das nanoparticulas
suspendidas nos diferentes meios frente ao comparativo com o controle e com

o branco dos meios, e a tabela representa as variaveis das curvas.
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Figura 9 — Leituras de varredura no UV-VIS representando as suspenssdes nos diferentes
meios PBS, Mueller Hington com cétion ajustado (MH+), DMSO 10%, DMSO 5%. Fonte:

autora, Origin 8.5.

De acordo com as curvas resultantes das leituras e os dados da tabela, o
comportamento das nanoparticulas nos meios testados foi satisfatério, visto
gue nao houve alteracao significativa no valor do comprimento de onda onde
pico de absorbancia € maximo (A max) e no valor de banda meia altura
(FWHM).

Tabela 2 - Valores referentes aos picos caracteristicos das suspensdes da figura 12.

Amostras Area FWHM Amax.  Abs max
Controle 7,33657 46,40817 526 0,15818

+ DMSO 10%  6,03106 49,6687 528 0,11761
+ DMSO 5% 4,39211 49,77183 529 0,08494
+ MH* 4,542 48,4693 533 0,09439

+ PBS 5,57898 49,67749 529 0,10812
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Em conclusdo aos resultados, as nanoparticulas ndo tiveram alteracbes
significativas em sua estabilidade quando suspendida nos meios distintos
variando apenas sua concentracdo conforme os valores de rotacdes e tempo

foram alterados.

5.3. FLOCULACAO
Estudos tém demonstrado que a variagdo do pH do meio de reacdo tende a
produzir variabilidade na forma e tamanho de particulas sintetizadas com
extrato vegetal (TREVISAN, 2011). Frente a isso, os resultados representados
nos graficos demonstram que ha maior formacédo de particulas aglomeradas
(floculacdo) quando o pH tende a ser mais &cido, resultados estes na analise
da area compreendida no intervalo de comprimento de onda 600 a 700nm para
as leituras de pH 1 e 3. Tal fato foi encontrado nos ensaios do trabalho de
Keijok (2016) que explica o fato de que o pKa da superficie metalica quando
alterado nesse intervalo de pH causa uma menor repulsédo eletrostatica entre

particulas, além de a carga da nanoparticula ser negativa.

No entanto, a medida que o pH se tornou mais basico, houve a diminuicdo de
sua concentracdo e, consequentemente, a diminuicdo gradativa do valor de
sua absorbancia maxima. A largura de banda também alterou
significativamente, o que se pode concluir que houve diminuicdo da
homogeneidade de tamanho das nanoparticulas e possivel degradacdo das
mesmas (figura 10). A explicacdo se deve ao fato de que os pHs basicos
trabalhados nos emsaios estdo em valores distantes do pH normal cujo valor
encontrado foi 5. Além disso, pHs basicos resultam em precipitacdes de metais

0 que pode ter ocorrido com o metal ouro provocando instabilidade.
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Figura 10 - Leituras de varredura no UV-VIS representando as suspensdes das nanoparticulas

em solu¢des aquosas com diferentes pHs. Fonte: autora, Origin 8.5.

As resultantes representadas na figura 11 mostraram que ndo ha alteracéo
significativa da largura de banda, o que indicou que ndo houve alteracéo
significativa no tamanho das nanoparticulas. As alteracBes significativas
ocorridas na area do intervalo de comprimento de onda compreendido entre
600 e 700nm demonstraram que o0 aumento gradativo da concentracdo de sal
causa 0 aumento da area, o que se pode concluir que a presenca do mesmo
causou a formacado de particulas agregadas (floculacdo). Em conclusdo aos
resultados encontrados nos experimentos, a presenca de um sal é responsavel
por uma pequena instabilidade nas nanoparticulas, o que corrobora com 0s
resultados de Contreas (2016) que afirmou que um aumento na concentracao

de ions em uma suspensdao coloidal tende a causar sua desestabilizacao.



27

0.4

Absorbancia

Controle
NaCl 1
MaCl 2,5
NaCl 5
NaCl 10
NaCl 25
NaCl 50
MaCl 100
NaCl 200
I ' I ' I ' I
400 500 600 700

Comprimento de onda (hm)

Figura 11 - Leituras de varredura no UV-VIS representando as suspensdes das nanoparticulas

em solucdes com cloreto de sédio com diferentes concentrag@es. Fonte: autora, Origin 8.5

No comparativo geral da estabilidade das nanoparticulas, percebeu-se que a
variagdo de pH provocou maior alteracdo do que a concentragdo de sal,
incluindo nanoparticulas de maior tamanho e heterogéneas. Os resultados
podem ser observados nos gréaficos abaixo. * p < 0.1, ** p < 0.01, ** p < 0.001

e **** p < 0.0001 vs. controle positivo.

Grafico 1 — Comparativo das areas compreendidas nos comprimentos de onda entre 600 e 700

(AUC) com os pHs e as concentragfes de sal.
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5.4. ENSAIOS ANTIOXIDANTES PELO METODO DE FRAP

Considera-se positivo o teste quando hd a mudanca de coloracdo e essa

mudanga ocorra de forma decrescente conforme a concentracdo de amostra
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analisada diminui. A curva padrdo formada representada abaixo demostra
otimos resultados utilizando o padrdo de sulfato ferroso visto que seu 6timo

valor de regressao linear (R?).

Gréfico 2 — curva padrdo resultante utilizando os valores de absorbancia do sulfato ferroso
(Fe2(S0a4)3). Fonte: autora, GraphPad Prism.
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Os resultados também demonstraram que as nanoparticulas possuem um
potencial antioxidante maior do que o extrato, visto que os valores de
absorbancia foram maiores para uma mesma massa em Hg. Ainda no tangente
de comparativos, observou-se que as nanoparticulas possuem um alto poder

antioxidante sendo até mais eficiente que o controle positivo Trolox®(grafico 3).

Grafico 3 - comparativo entre as porcentagens de inibicdo do Trolox®, extrato e

nanoparticulas nas respectivas concentracdes em ug representadas. Fonte: autora, GraphPad

Prism.
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Além disso, a maior atividade foi comprovada quanto aos valores de
concentracdo em micromols encontrados utilizando a equacdo da curva
padréo, valores esses numerados na tabela abaixo. ** p < 0.01 de extrato vs.
AuNPs.

Tabela 4 — Comparativo entre os valores de concentracdo de Fe (umol) nas amostras

analisadas.
Amostra Massa (ug) Trolox Extrato Nanoparticulas
1 1000 0,4475 0,2465 0,4495
2 800 0,3045 0,226 0,376
3 400 0,123 0,111 0,2635
4 200 0,063 0,0385 0,13

Fonte: autora

Considera-se ademais que em 1 mL de FRAP adicionado em um po¢o contém
aproximadamente 1,6 umol de ions ferro e os resultados expressos na tabela 5
sdo comparativos em porcentagem relacionando a quantidade em micromols
de Fe (Il) que se formou em cada amostra com a quantidade total (1,6 pmol)
conforme ja discutido. Os resultados demonstram coeréncia onde pode-se
perceber a diminuicdo dos valores de porcentagem conforme o aumento das

diluicdes, além dos valores pertencerem ao intervalo 0-100%.

O valor de IC 50 (Tabela 6), foram determinadas equacdes padrdes para cada
amostra e calculada a massa em pg de amostra que reduziu 50% dos ions
ferro. Os valores resultantes demostraram que as nanoparticulas possuem
maior IC 50 no comparativo com o extrato corroborando com trabalhos
anteriores, como de Salari (2019), Contreras (2016), e Godoi (2011), os quais
obtiveram valores de IC 50 maiores para as nanoparticulas. Isso comprova que

as nanoparticulas também podem possuir baixa toxicidade.
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Tabela 5 — Valores das porcentagens de inibicdo das substancias analisadas nas respectivas

massas. Fonte: autora.

Massa/% Trolox Extrato Nanoparticulas
1000 91,662125 49,703375 92,079625
800 61,810875 45,424 76,7365
400 23,92275 21,41775 53,252125
200 11,39775 6,283375 25,384

Tabela 6 —Comparativo entre as massas onde a porcentagem de inibicdo foi de 50%. Fonte:
autora.

Trolox Extrato Nanoparticulas
IC50 535,6592 948,4981 448,9796

5.5. AVALIACAO DE CITOTOXIDADE

Com as absorbancias encontradas, realizou-se os calculos da porcentagem de
citotoxidade de acordo com a equacgdo apresentada no capitulo 4.7 e com 0s
resultados encontrados, foram plotados os gréficos de correlagédo (grafico 4).
Os valores de porcentagem encontrados demonstraram que tanto para células
L929 quanto para HaCaT, as nanoparticulas apresentaram valores de
citotoxidade inferiores a 50% mesmo na amostra menos diluida (diluicdo 1).
Ademais, as nanoparticulas foram menos toxicas no comparativo com o extrato
gue teve um comportamento mais toxico do que o HAuCls também para ambas
as células, mesmo no comparativo de iguais concentracdes. Segundo Chan
(2011), tal fenbmeno correu, pois as AUNPs com cargas anidnicas apresentam
menor citotoxicidade que suas analogas catidnicas. Os sistemas anidnicos,
como € o caso das AuNPs Virola oleifera, se ligam com menor eficiéncia as
superficies celulares do que moléculas neutras ou catidnicas (como é o caso
do HAuCls e o extrato), devido as forcas de repulsdo eletrostaticas da
membrana celular eucariota que se encontra carregada negativamente
(CHENEVIER et al., 2000). * p < 0.1,*** p < 0.001, **** p < 0.0001 de L929 vs.
HaCaT.
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Grafico 4 — comparativo entre as porcentagens de citotoxidade entre extrato, nanoparticulas e

HAuCl4 na ordem da menor para a maior diluicdo (1 a 5). Fonte: autora, GraphPad Prism.
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No comparativo com os valores de IC 50 (tabela 7), observa-se que eles se
encontram acima dos valores maximos de concentracdo utilizados nos
tratamentos de nanoparticulas e de sal de ouro, o pode-se concluir que 0s
valores utilizados para ambos foram menos toxicos para as células do que os

utilizados para os extratos 0 HAuCla.

Tabela 7 — Comparativo entre IC 50 das amostras celulares em contato com o extrato,

nanoparticulas e ouro.

IC50 (pg/ml) HaCaT L929
Extrato 221,544 218,078
Nanoparticulas 3065,347 1491,343
Ouro 3,78x10* 2,82x10*

Fonte: autora

Os valores das amostras de células que tiveram contato apenas com o DMSO

apresentaram valores de absorbancias maiores em compara¢do com o controle
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negativo em que a sobrevivéncia das células foi de 100%. Tal resultado
comprova que o DMSO néo foi nocivo para as mesmas e pode ser comprovado
pela tabela abaixo.

Tabela 8 — Comparativo entre as absorbéncias das amostras celulares em contato com o

DMSO puro e tratadas apenas com o meio de cultura (controle negativo).

Absorbancias HaCaT L929
DMSO 0,718 1,479
Controle Negativo 0,634 1,275

Fonte: autora.

5.6. CEPAS E ENSAIOS ANTIMICROBIANOS

Os valores de DO encontrados para as nanoparticulas nas diluicdes 900ug
(D1) e 450ug (D2) demonstraram melhores resultados por conterem maior
concentracdo em massa do material (Gréfico 5). Entre 6h 12h houve um
crescimento notavel das bactérias, o que pode indicar um possivel mecanismo
de defesa de sobrevivéncia das mesmas. Entretanto, para a maioria das
diluicdes, as bactérias demonstraram crescimento diminuido a partir do tempo
12h. Suganya et al. (2015) também observou que a atividade bacteriana das
nanoparticulas de ouro sintetizadas por uma rota verde, aumentou
consideravelmente com o aumento da concentracdo das AuNP's, corroborando

com os resultados encontrados no presente ensaio.
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Grafico 5 — comparativo de densidade otica entre diferentes concentracdes de nanoparticulas
na ordem da menor para a maior diluicdo (D1 a D5) nos diferentes tempos analisados. As

densidades oticas formam curvas de tempo-morte. Fonte: autora, GraphPad Prism.
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Quanto aos valores de porcentagem de inibicdo, as nanoparticulas obtiveram
um melhor comportamento de inibicdo com valores superiores aos encontrados
para o extrato para as quatro bactérias (grafico 6). As nanoparticulas também
se mostraram mais eficientes em tal comparativo, assim como nos testes de
citotoxidade demonstrando ser uma O6tima candidata para tratamento
antibiotico. Esse resultado pode ser devido ao seu tamanho reduzido que
possibilita sua possivel passagem intracelular somado aos componentes
antioxidantes agregados em sua superficie, conforme afirmou Martelli (2018).
Ja o extrato ndo demonstrou tanta eficiéncia no presente ensaio nem no teste
de citotoxidade, o que se pode concluir gue 0 mesmo ndo possui eficiéncia
antimicrobiana suficiente. Portanto as AuNPs sdo capazes de potenciar os
efeitos antibacterianos das moléculas conjugadas na sua superficie, moléculas
essas conhecidas por um potencial antimicrobiano. ** p < 0.01 e **** p < 0.0001

de extratp vs. AUNPs; **** p < 0.0001 de extrato vs. Ouro.
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Grafico 6 — comparativo entre as porcentagens de inibicdo entre extrato, nanoparticulas e

HAuCl4 na ordem da menor para a maior diluicdo (1 a 5). Fonte: autora, GraphPad Prism.
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A CIM para as concentracdes utilizadas no tratamento, as nanoparticulas foram
mais eficientes para Staphlococcus aureus 93B e Staphlococcus aureus 25923
(ATCC), pois para as duas cepas foram encontrados valores de inibicdo acima
de 90%. Tal resultado pode sugerir a maior afinidade de carga das cepas frente
as cargas negativas do material de tratamento, além de as bactérias gram
positivas apresentarem parede celular menos espessa do que a bactéria gram
negativa dificultando em parte a acdo do nanomaterial (Milaneze, 2015).
Devido ao seu tamanho e grande area de superficie, as AuNP’s de produzir
efeitos eletrénicos e estes efeitos podem aumentar a forca de ligacdo das
nanoparticulas com as bactérias (MUTHUVEL et al., 2014). Para as
Pseudomonas aeruginosas 10 A e 27853 (ATCC), os valores foram inferiores a

90% sendo que foram encontrados valores superiores a 80% até no tratamento
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da amostra menos diluida (D5). Todavia, um possivel aumento da
concentracdo em testes sucessores a estes poderia obter melhores resultados
atingindo o valor de CIM e ao mesmo tempo ndo serem téxicos para as células
animais submetidas aos ensaios de citotoxidade. Segundo Milaneze (2015), o
material com resina de Virola oleifera na concentragdo de 1mg/L ou mais é

capaz de gerar maior potencial redutor e, consequentemente, antimicrobiano.

Em conclusdo, nanoparticulas de ouro podem agir como excelentes sistemas
de transporte e liberacdo de agentes antibacterianos em sitios de interesse
(GHOSH et al., 2008).

5.6.1. Analise morfologica das bactérias tratadas com AuNPs por meio de
Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

As andlises das imagens do MEV (Figura 12) permitem confirmar os resultados
encontrados no UV-VIS. Foi possivel perceber uma perda de volume sugerindo
uma vazao citoplasmética gradativa. Além disso, as imagens mostram
agregagdo de materiais nas membranas celulares inferiores ao tamanho das
mesmas, 0 que sugere que sejam nanomateriais e possiveis afinidades por
carga com a membrana. Devido ao seu tamanho e grande area de superficie,
as AuNP’s de produzir efeitos eletrénicos e estes efeitos podem aumentar a
forca de ligacdo das nanoparticulas com as bactérias, jA que a acao inibitoria
nao depende s6 do tamanho e da area de superficie, mas também do agente
de protecdo que estabiliza e funcionaliza a AuNP’s, como ja observado
(MUTHUVEL et al., 2014). Essa afinidade pode permitir o rompimento da
mesma e, consequentemente, a liberacdo do material citoplasméatico para a
regido externa. Os resultados encontrados corroboram novamente com Martelli
(2018) e Milaneze (2015) em seus tratamentos com 0 mesmo nanomaterial,
que foi capaz de gerar danos na membrana da bactéria, e em alguns casos

fazer com que houvesse perda de conteudo da mesma.
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x10,000 1pm —

Figura 12 — Imagens das bactérias S. dureus (acima) e P. aeruginosa (abaixo) ho MEV. Fonte:
autora.
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6. CONCLUSAO
NOs reportamos aqui uma rota de sintese verde confiavel para obtencdo de
nanoparticulas de ouro (pH 7.7 e tempo 6 minutos).
O nanomaterial recém sintetizado se demonstrou estavel em diferentes
condicbes de meios de cultura sendo possivel utiliza-lo em modelos in vitro
para ensaios antibacterianos.
No experimento de floculagéo, as nanoparticulas variaram sua estabilidade ao
reagir com solucfes de diferentes pHs do que com solugbes com diferentes
concentracfes de sal, o0 que comprova novamente que o pH é uma condicao
significativa para o material.
Os compostos quimicos presentes no extrato manifestaram seu potencial de
reducdo nos ensaios antioxidantes realizados tanto com extrato quanto com as
nanoparticulas reduzidas. Além disso, o potencial antioxidante no nanomaterial
€ maior, 0 que pode ser observado tanto na variavel de concentragdes quanto
nos valores de IC 50. Isso comprova que extrato e ouro juntos possuem as
acOes antioxidantes mais potencializadas.
As concentracdes utilizadas baseadas no IC 50 para os testes de citotoxidade
demonstraram que o hanomaterial é de baixa citotoxidade, demonstrando uma
citotoxidade inferior a 50% tanto para as células L929 quanto para as HaCaT.
Ademais, as nanoparticulas obtiveram citotoxidade inferior a seu extrato.
Nos ensaios antimicrobianos, as nanoparticulas também demonstraram 6timos
resultados de inibicdo devido as suas caracteristicas de tamanho e carga, que
pode ser confirmado penas imagens de MEV.
Por fim, presente trabalho representou uma estratégia para aplicacdo como

antibacterianos de nanoparticulas de ouro obtidas por sintese verde.
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