UNIVERSIDADE ESTADUAL DE PONTA GROSSA
SETOR DE CIENCIAS BIOLOGICAS E DA SAUDE _
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS FARMACEUTICAS

ROSANA LETICIA DA ROSA

ESTUDO BIOMONITORADO DO EXTRATO DA FOLHA DA Euphorbia umbellata
(PAX) BRUYNS PARA A PROPOSTA DE FORMACAO DE NANOPARTICULAS
DE PRATA CONTENDO ATIVOS VEGETAIS COM POTENCIAL BIOLOGICO

PONTA GROSSA
2022



ROSANA LETICIA DA ROSA

ESTUDO BIOMONITORADO DO EXTRATO DA FOLHA DA Euphorbia umbellata
(PAX) BRUYNS PARA A PROPOSTA DE FORMACAO DE NANOPARTICULAS
DE PRATA CONTENDO ATIVOS VEGETAIS COM POTENCIAL BIOLOGICO

Tese apresentada como requisito para obtencao do
titulo de Doutor junto ao Programa de Poés-
Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas, associacao
ampla entre a Universidade do Centro-Oeste
(UNICENTRO) e a Universidade Estadual de Ponta
Grossa (UEPG).

Orientador: Prof°. Dr°. Flavio Luis Beltrame

PONTA GROSA
2022



Rosa, Rosana Leticia da
R788 Estudo biomonitorado do extrato da folha da Euphorbia umbellata
(Pax) Bruyns para a proposta de formagao de nanoparticulas de prata contendo
ativos vegetais com potencial bioldgico. / Rosana Leticia da Rosa. Ponta Grossa,
2022.
81 f.

Tese (Doutorado em Ciéncias Farmacéuticas - Area de Concentracao:
Farmacos, Medicamentos e Biociéncias Aplicadas a Farmacia), Universidade
Estadual de Ponta Grossa.

Orientador: Prof. Dr. Flavio Luis Beltrame.

1. Terpenos. 2. Nanoparticula de prata. 3. Sintese verde. 4. Cancer de
pulmao. 5. Acdo antimicrobiana. I. Beltrame, Flavio Luis. Il. Universidade
Estadual de Ponta Grossa. Farmacos, Medicamentos e Biociéncias Aplicadas a
Farmécia. IIL.T.

CDD: 615.321

Ficha catalogréfica elaborada por Maria Luzia Fernandes Bertholino dos Santos- CRB9/986



“o.Oeste

UNICENTRO

publica e gratuita

ctadual 4
\Z oc,s

©
K

)
'ISIGA!U(\

INICENTRU
Programa de
P6s-Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas Programa de
P6s-Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas
Associacdo Ampla entre a
Universidade Estadual do Centro-Oeste e a Universidade Estadual de Ponta Grossa

ATA DE EXAME DE DEFESA DE TESE DE DOUTORADO EM CIENCIAS FARMACEUTICAS - AREA
DE CONCENTRACAO: FARMACOS, MEDICAMENTOS E BIOCIENCIAS APLICADAS A FARMACIA
NUMERO 03/2022 DA DOUTORANDA ROSANA LETICIA DA ROSA, REALIZADA NO DIA 14 DE
SETEMBRO DE 2022, NA UNIVERSIDADE ESTADUAL DE PONTA GROSSA.

Aos quatorze dias do més de setembro de dois mil e vinte e dois, as 14h, na Universidade Estadual de Ponta
Grossa (UEPG), em sessdo aberta, por videoconferéncia, sob a presidéncia do Professor Doutor FLAVIO LUIS
BELTRAME, reuniu-se a Banca Examinadora de defesa de tese de Doutorado em Ciéncias Farmacéuticas da
doutoranda ROSANA LETICIA DA ROSA, na linha de pesquisa: Avaliacdo Quimica e Bioldgica de
Produtos Naturais, constituida pelo Professor Doutor FLAVIO LUIS BELTRAME (UEPG/PR), demais
Doutores (membros titulares): CAMILA DELINSKI BET (UNICESUMAR/PR); LUIZA STOLZ CRUZ
(UNICENTRO/PR); PATRICIA MATHIAS DOLL BOSCARDIN (UEPG/PR); e PATRICIA MAZUREKI
CAMPOS (UEPG/PR). Iniciados os trabalhos, a presidéncia deu conhecimento aos membros da banca e a
candidata das normas que regem o exame de defesa de tese de Doutorado e definiu-se a ordem a ser seguida
pelos examinadores, para arguicdo. O titulo do trabalho foi: “ESTUDO BIOMONITORADO DO
EXTRATO DA FOLHA DA Euphorbia umbellata (PAX) BRUYNS PARA A PROPOSTA DE
FORMAGCAO DE NANOPARTICULAS DE PRATA CONTENDO ATIVOS VEGETAIS COM
POTENCIAL BIOLOGICO”. Encerrada a defesa, a banca considerou __ APROVADA _ a Tese, considerada
como requisito parcial para a obtencdo do Titulo de Doutor em Ciéncias Farmacéuticas. A aluna devera
entregar, no prazo de até 30 (trinta) dias, a versdo definitiva da Tese de Doutorado, com as modificacdes
sugeridas pelos membros da Banca Examinadora. Nada mais havendo a tratar, lavrou- se a presente ata que
vai assinada pelos membros da Banca Examinadora.

Observacdes (se necessario):
Alteragao de titulo: simo ndono

Novo titulo: ﬂtlo;) ]
3
FLAVIO LUIS BEL K'/lnE (UEPG/PR)
Presidente
@ zﬂg@ S@é ng
CAMIL LINSKI BET LUIZA STOLZ CRUZ
(UNICESUMAR/PR) (UNICENTRO/PR)

Titular Titular

OLL BOSCARDIN PATRICIA MAZJREKI CAMPOS

PATRICIA M A
(UEPG/PR) (UEPG/PR)
Titular Titular

Ponta Grossa, 14 de setembro de 2022.

Pro6 — Reitoria de Pesquisa e P6s- GraduagdoPrograma de Pds-Graduagdo em Ciéncias Farmacéuticas, Farmacos, medicamentos e
biociéncias aplicadas a Farméacia — Fone (42) 3220-3337- ppgcf@hotmail.comAv. Carlos Cavalcanti, 4748 — Ponta Grossa — Parana —
Brasil — CEP: 84030-900

PROGRAMA DE POS-GRAD!
EM CIENCIAS FARMACEU
U

-
\J UE/"

£l

UACAO
ITICAS



RESUMO

A utilizacdo de produtos naturais tanto para prevengao como tratamento de doencas
€ algo muito antigo e realizado muitas vezes empiricamente pela populacdo. Como
exemplo, pode-se destacar o uso popular de extratos da Euphorbia umbellata (Pax)
Bruyns, conhecida popularmente como janauba, cega-olho ou cola-nota a qual é
utilizada para o tratamento de céncer, Ulcera gastrica, processos inflamatérios e
outras doencas . No mesmo sentido, sdo escassos 0s estudos que avaliam sistemas
nanoestruturados contendo substancias presentes em extratos vegetais com
potencial medicinal; como nanoparticulas de prata (obtidas pelo processo de sintese
verde). Esse trabalho propbe uma avaliagdo quali-quantitativa dos principais
metabdlitos vegetais presentes nos extratos obtidos a partir das folhas de E.
umbellata e estudo biomonitorado frente a linhagens celulares de cancer de pulméao
(A549 e H292) e cepas de microrganismos (Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas
aeruginosa e Staphylococcus aureus), buscando identificar os extratos mais ativos
gue possam ser empregados no desenvolvimento de nanoparticulas de prata. Apos
obtencao das nanoparticulas preparadas a partir dos extratos mais ativos, se propoe
avaliar fisico-quimicamente estes sistemas e o0 potencial terapéutico frente aos
modelos de avaliacdo da citotoxicidade e atividade antimicrobiana. Assim, foram
identificados metabdlitos secundarios como taninos, flavonoides, alcaloides e
terpenos nos extratos avaliados. A quantificacdo de terpenos foi realizada nos 5
extratos, a fracdo hexano apresentou maior concentracdo (7,24 mg de eufol/ g de
extrato) e 0 extrato aquoso apresentou a menor concentracao de terpenos (0,20 mg
de eufol/ g de extrato). Os extratos diclorometano e hexano apresentaram 0s
melhores resultados para a concentracdo inibitéria minima. A avaliacdo da
citotoxicidade frente a linhagem A549 demonstrou que o0s extratos hexano e
diclorometano foram os mais ativos, com ICso de 5,28 £+ 1,40 e 2,74 + 0,89
respectivamente. Para as células H292 o extrato de diclorometano foi o0 mais ativo
com ICsode 27,52 + 7,43. Os extratos hexano e diclorometano foram empregados no
desenvolvimento das nanoparticulas de prata. A andlise visual das amostras e a
avaliacdo utilizando espectrometria UV-vis demostraram que houve formacdo de
nanoparticulas de prata com 35 minutos de exposicdo a luz artificial (para os dois
extratos). As nanoparticulas obtidas apresentaram tamanho médio de 166,9 = 1,3
nm e 277,8 + 1,4 mm, indice de polidispersdo de 0,405 + 2,3 e 0,422 =+ 1,8, e
potencial zeta de -30,5 + 1,8 mV e -35,7 £ 1,4 mV, para 0s extratos hexano e
diclorometano respectivamente. As nanoparticulas de diclorometano foram avaliadas
frente aos testes microbiologicos e de citotoxicidade. As nanoparticulas de
diclorometano na concentracdo de 0,5 pg/mL inibiram o crescimento da
Pseudomona aeruginosa em mais 50%. Essa inibicdo aconteceu na concentracao
de 0,25 pg/mL para o Staphylococcus aureus e 0,1 ug/mL para a cepa bacteriana
Klebsiella pneumoniae. Em relagdo a citotoxicidade as nanoparticulas mostraram
resultados muito mais satisfatérios quando comparado apenas com a utilizacdo do
extrato. Com a concentracdo de 0,25 pg/mL houve uma reducdo significativa da
viabilidade celular e para a célula H292 essa reducdo aconteceu na concentracdo de
0,1 pg/mL. Sendo assim as nanoparticulas de prata de diclorometano apresentaram
resultados satisfatorios.



Palavras-chave: Terpenos. Nanoparticula de prata. Sintese Verde. Céncer de
pulmé&o. Acdo Antimicrobiana.



ABSTRACT

The use of natural products both for the prevention and treatment of diseases is
something very old and often carried out empirically by the population. As an
example, we can highlight the popular use of extracts of Euphorbia umbellata (Pax)
Bruyns, popularly known as janauba, blind-eye or glue-note, which is used for the
treatment of cancer, gastric ulcer, inflammatory processes and other diseases. . In
the same sense, there are few studies that evaluate nanostructured systems
containing substances present in plant extracts with medicinal potential; as silver
nanoparticles (obtained by the green synthesis process). This work proposes a
gualitative-quantitative evaluation of the main plant metabolites present in extracts
obtained from E. umbellata leaves and a biomonitored study against lung cancer cell
lines (A549 and H292) and strains of microorganisms (Klebsiella pneumoniae,
Pseudomonas aeruginosa and Staphylococcus aureus), seeking to identify the most
active extracts that can be used in the development of silver nanoparticles. After
obtaining the nanoparticles prepared from the most active extracts, it is proposed to
evaluate physicochemically these systems and the therapeutic potential against the
evaluation models of cytotoxicity and antimicrobial activity. Thus, secondary
metabolites such as tannins, flavonoids, alkaloids and terpenes were identified in the
evaluated extracts. The quantification of terpenes was performed in the 5 extracts,
the hexane fraction had the highest concentration (7.24 mg of eufol/g of extract) and
the aqueous extract had the lowest concentration of terpenes (0.20 mg of eufol/g of
extract). The dichloromethane and hexane extracts showed the best results for the
minimum inhibitory concentration. The evaluation of cytotoxicity against the A549
strain showed that the hexane and dichloromethane extracts were the most active,
with 1Cso of 5.28 + 1.40 and 2.74 = 0.89 respectively. For H292 cells, the
dichloromethane extract was the most active with ICso of 27.52 + 7.43. The hexane
and dichloromethane extracts were used in the development of silver nanoparticles.
Visual analysis of the samples and evaluation using UV-vis spectrometry showed
that silver nanoparticles were formed after 35 minutes of exposure to artificial light
(for both extracts). The nanoparticles obtained had an average size of 166.9 + 1.3 nm
and 277.8 + 1.4 mm, a polydispersity index of 0.405 + 2.3 and 0.422 + 1.8, and a
zeta potential of -30.5 £ 1.8 mV and -35.7 = 1.4 mV, for hexane and dichloromethane
extracts respectively. Dichloromethane nanoparticles were evaluated in
microbiological and cytotoxicity tests. Dichloromethane nanoparticles at a
concentration of 0.5 pg/mL inhibited the growth of Pseudomona aeruginosa by over
50%. This inhibition occurred at a concentration of 0.25 pug/mL for Staphylococcus
aureus and 0.1 pg/mL for the bacterial strain Klebsiella pneumoniae. Regarding
cytotoxicity, the nanoparticles showed much more satisfactory results when
compared only with the use of the extract. With a concentration of 0.25 ug/mL there
was a significant reduction in cell viability and for the H292 cell this reduction
occurred at a concentration of 0.1 pg/mL. Therefore, the dichloromethane silver
nanoparticles showed satisfactory results.



Keywords: Terpenes. Silver Nanoparticles. Green Synthesis. Lung cancer.
Antimicrobial Action.
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1 INTRODUCAO

Ha muito tempo a populacdo mundial usa plantas medicinais como tratamento
para varias doencas. O uso das plantas nos tempos mais antigos baseava-se em
experiéncias e na observacdo, visto que ndo havia informacbes e estudos
suficientes dos produtos naturais e seus efeitos sobre as doencas e para seus
tratamentos. Assim, as plantas e seus metabdlitos se tornaram alternativas comuns
para o tratamento de varias enfermidades (SECA; PINTO, 2018; ALVES-SILVA et
al., 2017).

Os produtos naturais/metabdlitos vegetais desempenham um papel
significativo no desenvolvimento de novos medicamentos (TARIQ et al., 2017).
Dados da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) mostram que entre 65% - 85% da
populacdo de paises em desenvolvimento usam plantas para o tratamento de
doencas. Sendo assim, a avaliagdo farmacologica, toxicoldgica e bioquimica dessas
plantas e seus produtos/metabdlitos torna-se indispensavel (PALHARES et al.,
2015).

Nesse contexto pode-se citar a Euphorbia umbellata (Pax) Bruyns, conhecida
popularmente no Brasil como “janauba”, “leitosinha”, “cega-olho” ou “cola-nota”
(ORTENCIO, 1997). O latex dessa espécie tem sido usado empiricamente para o
tratamento de varios tipos de cancer (LUZ et al., 2015).

A espécie E. umbellata possui poucos estudos cientificos que comprovem as
atividades biolégicas dos seus extratos. Entretanto, estudo realizado por Minozzo
(2015) a partir das cascas da E. umbellata, mostrou que a fracdo metabdlica quando
usada via oral gerou protecdo gastrica em ratos e preveniu lesées mais severas que
poderiam atingir grandes por¢des do tecido glandular do estbmago.

A forma mais conhecida de uso dessa espécie vegetal é de um diluido
desenvolvido através do latex, conhecido popularmente como garrafada (OLIVEIRA
et al., 2013), que contém ésteres diterpénicos de forbol, os quais possuem efeitos
toxicos e irritantes (COSTA, 2011).

Com o intuito de minimizar os efeitos téxicos associados a utilizacdo de
plantas para o tratamento de doencgas, varias estratégias estdo sendo
desenvolvidas, sendo a maioria delas, para melhorar a entrega do medicamento no

local de acdo. Nesse sentido destacam-se as nanoparticulas, que podem ser
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administradas por varias vias, como oral, nasal, transdérmica, endovenosa, entre
outras (VIEIRA; GAMARRA, 2016).

As nanoparticulas sao sistemas nanoestruturados que podem ser produzidos
por diferentes técnicas, como disperséo de um polimero pré-formado
(nanoprecipitacdo), evaporacdo do solvente, emulsificagdo espontanea/difusdo do
solvente, polimerizacdo e sintese verde (MUNDARGI, 2008). Varios materiais podem
ser utilizados para o desenvolvimento dessas, como: polimeros, ouro, prata, zinco e
cobre.

As nanoparticulas metélicas produzidas pela técnica de sintese verde, que se
executa pelo emprego de extrato de plantas, os quais possuem uma ampla
variedade de metabdlitos com potencial redox, e podem desempenhar um papel
importante como agente redutor na sintese biogénica da prata (KEAT et al., 2015).

Considerando a importancia da constante busca por novas formas
farmacéuticas para o tratamento de doencas, destacando-se entre elas o céancer,
este trabalho propde uma avaliacdo quali-quantitativa das principais classes de
metabolitos secundarios presentes nos extratos obtidos da E. umbellata e um
estudo biomonitorado desses sobre linhagens celulares de cancer de pulméo (A549
e H292).

As nanoparticulas foram avaliadas em linhagens microbianas (Klebsiella
pneumoniae (ATCC® BAA-3079), Pseudomonas aeruginosa (ATCC® BAA 3104) e
Staphylococcus aureus (ATCC® 12600)) a fim de determinar o(s) extrato(s) mais
ativo(s) para serem utilizados no desenvolvimento de nanoparticulas de prata
empregando a técnica de sintese verde e assim avaliar as caracteristicas fisico-

guimicas desse sistema formado e seu potencial medicinal.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Realizar um estudo biomonitorado dos extratos das folhas da Euphorbia
umbelatta (Pax) Bruyns buscando identificar a fragcdo com maior potencial medicinal
para ser usada no preparo de nanoparticulas de prata a serem testadas quanto ao

seu potencial citotoxico e antimicrobiano.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Obter os extratos de E. umbellata;

e Realizar uma caracterizacéo fitoquimica (qualitativa) dos extratos obtidos;

e Quantificar os terpenos presentes nos extratos;

e Avaliar o efeito microbiologico dos extratos frente as cepas bacterianas:
Klebsiella pneumoniae (ATCC® BAA-3079), Pseudomonas aeruginosa
(ATCC® BAA 3104) e Staphylococcus aureus (ATCC® 12600);

e Avaliar o efeito citotoxico dos extratos frente a linhagens de A549
(adenocarcinoma de pulmdo - ATCC® CCL-185®%) e NCI-H292 (o
adenocarcinoma mucoepiderméide de pulméo - ATCC® CRL-1848%);

e Desenvolver nanoparticulas de prata pelo processo de sintese verde, com 0s
extratos que apresentarem melhores resultados em relacdo a citotoxicidade e
efeito antimicrobiano;

e Caracterizar fisico-quimicamente as nanoparticulas produzidas;

e Avaliar as nanoparticulas produzidas frente a linhagens de A549
(adenocarcinoma de pulmdo - ATCC® CCL-185%) e NCI-H292 (o
adenocarcinoma mucoepiderméide de pulméo - ATCC® CRL-1848%);

e Avaliar as nanoparticulas de diclorometano produzidas frente as cepas
bacterianas: Klebsiella pneumoniae (ATCC® BAA-3079), Pseudomonas
aeruginosa (ATCC® BAA 3104) e Staphylococcus aureus (ATCC® 12600).
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 FAMILIA Euphorbiaceae

A familia Euphorbiaceae Juss esta inserida na ordem Malpighiales;
considerada uma das maiores familias dos grupos das Angiospermas, a qual
apresenta 229 géneros e 6.511 espécies no mundo (THE PLANT LIST, 2020). No
Brasil foram contabilizados 63 géneros e 943 espécies pela Flora do Brasil (2020).
Destacam-se pela sua importancia econdmica e valores nutricionais e sociais
(FELIU, 2011).

E de origem nativa, possui uma ampla distribuicdo geografica com ocorréncia
confirmadas nas regides norte, nordeste, centro-oeste, sudeste e sul e na maioria
dos dominios fitogeograficos como: Amaz0bnia, caatinga, cerrado, mata atlantica,
pampa e pantanal (FLORA DO BRASIL, 2020).

Apresentam-se sob a forma de arvores, arbustos e trepadeiras e possuem
uma grande diversidade morfologicas sendo suas principais caracteristicas folhas
simples, alternas e normalmente pecioladas. O latex geralmente esta presente em
todas as espécies (NASCIMENTO; SILVA; CONCEICAO, 2017; FLORA DO
BRASIL, 2020).

Uma de suas espécies mais importante € a Ricinus communis L., conhecida
popularmente como mamona. Essa € matéria-prima para producao do 6leo de ricino
muito utilizada na industria para producdo de medicamentos, cosméticos, plasticos,
lubrificantes e como combustivel alternativo (SOUZA, 2017).

Estudos fitoquimicos encontraram uma grande variedade de compostos
secundarios como terpenos, taninos, flavonoides, acido fendlico e esteroides. Dentre
as varias classes desses compostos 0s terpenos, presentes nas Euphorbias, séo
relatados como os responsaveis pela acao anticancer (GAO et al., 2015; FEI et al.,
2016).

No Hospital de Medicina Alternativa (HMS/SES-GO), o qual atende pacientes
do Sistema Unico de Satde (SUS) com terapias complementares, sio utilizadas
algumas espécies/plantas da familia Euphorbiaceae com finalidade terapéutica
(PINTO et al., 2014).
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Entre os anos de 1980 e 2008, foram citadas 8 espécies na preven¢do ou
tratamento do cancer, sendo que a maioria estéo relacionados aos géneros Croton
(2 espécies), Cnidoscolus (3 espécies) e Euphorbia (3 espécies) (DE MELO et al.,
2018).

3.2 GENERO Euphorbia

O género Euphorbia apresenta uma grande variedade de espécies em todas
as regides do mundo e sdo utilizadas para o tratamento de diversas doencas. E
considerada téxica devido ao latex rico em diterpendides e ésteres diterpénicos de
forbol (COSTA, 2011). Outros metabdlitos encontrados nesse género foram:
esteroides, flavonoides, acidos fendlicos e taninos (PASCAL et al., 2017).

O principal metabdlito presente nesse género é o terpeno, sendo algumas das
subclasses classificadas em diterpenos policiclicos e diterpenos macrociclicos, os
guais apresentam grande atividade antitumoral (VASAS; HOHMANN, 2014). No
Brasil esse género é muito utilizado para tratar problemas alérgicos, doencas
inflamatorias, dor, Ulcera gastrica e principalmente cancer (MINOZZO, 2015).

Amirghofran et al.(2006) realizou um estudo do potencial citotoxico do extrato
metanolico das partes aéreas da espécie Euphorbia cheiradenia frente a 5 linhagens
celulares (HelLa, A549, Fen, K-562 e Jurkat), demonstrando uma maior sensibilidade
das linhagens K-562 e Jurkat as substancias quimicas presentes nesse extrato.

O potencial citotéxico do extrato de metanol e subfracdes de partes aéreas de
cinco espécies do género Euphorbia também foram analisados em um estudo com
linhagens celulares HeLa, MCF-7, Fen, K-562 e Jurkat. O extrato de metanol além
de apresentar potencial citotoxico frente as linhagens celulares, também mostrou
potencial de inducao da proliferacao linfocitaria (AMIRGHOFRAN et al., 2011).

Santos e colaboradores (2016) demostraram um decrescimento no tumor de
Ehlich em camundongos utilizando extrato da Euphorbia tirucalli. Segundo os
autores, 0s mecanismos responsaveis por esse efeito ainda sdo desconhecidos,
mas acredita-se que 0s terpenos, 0S quais possuem acdo antioxidante, possam
estar envolvidos nessa atividade antitumoral.

Em 2012 foi aprovado um medicamento, comercialmente nominado PICATO®,
para o tratamento de queratose actinica, o qual possui como principal ativo um

diterpeno isolado da espécie vegetal Euphorbia peplus (APARICIO, 2019).
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3.3 ESPECIE Euphorbia umbellata (Pax) Bruyns

A espécie Euphorbia umbellata apresenta como sinénimos: Euphorbia
pseudograntii Bruyns, Synadenium grantii Hook. f., Synadenium umbellatum Pax e
Synadenium umbellatum var. puberulum (WCSP, 2018), e € conhecida
popularmente como janauba, leitosinha, cega olho ou cola nota (Figura 1).

E um arbusto suculento de 5 a 10 metros de altura, possui caule cilindrico,
cicatrizes foliares proeminentes e hastes verdes com grande quantidade de latex. As
folhas estao dispostas em espiral, sdo simples e completas; peciolo com até 8 mm
de comprimento. Inflorescéncias frouxas axilares, compostas por cachos de flores,
onde essas sdo unissexuais, sésseis (NICHOLSON, 2008).

Varios metabolitos estdo presentes na espécie E. umbellata, sendo esses
com grande acao farmacoldgica. Eles sdo encontrados principalmente nas folhas,
latex e caule. Os principais compostos sao: antocianinas, glicosideos cianogénicos
ou cianogenéticos, compostos fendlicos, saponinas, glicoproteinas, enzimas
proteoliticas, trans e cis poli-isoprenos, ésteres de diterpenos e derivados do forbol,
acidos isobutirico, tiglico e fenilacético, carboxilesterases e colinesterases,
triterpenoides (germanicol, friedelina, 3p-friedelinol, eufol, tirucalol, euforbol, |,
isbmeros do lanosterol), ionol, acido benzoico, &cido fenilacético e lequitinas
(HASSAN, MOHAMMED e MOHAMED, 2012; OLIVEIRA et al., 2013; MUNHOZ et
al., 2014).
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Fonte: LUZ et al., 2015.

Algumas partes e compostos dessa planta (latex, caule, raiz, partes aéreas ou
na sua totalidade) sdo usados popularmente no tratamento de diferentes tipos de
canceres, mesmo possuindo alguns constituintes téxicos (BHANOT, SHARMA e
NOOLVI et al.,, 2011). No sul do Brasil o latex € muito utilizado no tratamento de
cancer intestinal, cancer de pele, leucemias, etc (LIU et al., 2014).

O latex presente nessa espécie € uma mistura de varios compostos altamente
toxicos, sendo assim, € comum ocorrer acidentes, principalmente com animais e
criancas por se tratar de uma planta ornamental (FRANCISCO; PINOTTI, 2000).

Cruz e colaboradores, (2020) realizaram um estudo com as fracGes do latex
da E. umbellata que demonstrou um grande efeito citotoxico em células das
linhagens HRT-18, HelLa e Jurkat (leucemia); o extrato hexano foi o que apresentou
maior citotoxicidade frente aos outros extratos (cloroférmio, acetato de etila e
metanol), sendo importante destacar que esse efeito foi dependente da dose
testada.

Estudos realizados com o latex dessa planta também demonstraram atividade
citotoxica frente a células de melanoma (OLIVEIRA et al., 2013). Os extratos obtidos
das partes aéreas demonstraram um alto potencial antitumoral e antiangiogénico
(MOTA et al., 2009).
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O latex exibiu diminuicdo da viabilidade celular em linhagem de melanoma,
dependente da concentragéo e tempo de acdo, assim como parada do ciclo celular.
Gerou uma reducdo de 40% no volume dos tumores dos camundongos com
melanoma, fato esse que pode estar relacionado ao metabdlito esteroide
citrostadienol presente na E. umbellata (DE OLIVEIRA et al., 2013).

Compostos isolados dessa espécie mostraram diferentes atividades em
sistemas biol6gicos, como por exemplo, acdo anti-inflamatério, anti-Ulcera,
homeostatica e antitumoral (GOEL et al.,, 2007; apud LUZ et al., 2016). O latex
dessa espécie € utilizado na forma de “garrafada”, na qual 18 gotas dele séo diluidas
em 1 litro de &gua e consumidas trés vezes por dia (ORTENCIO, 1997). Essa é
utilizada no tratamento de varios tipos de doencas, incluindo o cancer (DUTRA et al.,
2012).

Um dos principais componentes dessa espécie responsavel por essas acoes
citotoxicas sdo os terpenos (di e triterpenos). Os terpenoides constituem a maior
classe de metabolitos secundarios, com mais de 24 mil compostos. Sao
caracterizados pela fusdo de unidades de isoprenos (composto por cinco carbonos-
C5) e apresentam uma grande diversidade estrutural. Sua classificacdo quanto aos
subtipos se dao a partir do niamero de unidades de isoprenos (BUCHANA;
GRUISSEM e JONES, 2015). Sdo duas as rotas metabdlicas dessa classe de
metabadlitos, rota do acido mevaldnico e a rota do metileritritol fosfato (MEP) (TAIZ et
al., 2017).

Na rota do acido mevaldnico, trés moléculas de acetil-CoA sédo catalisadas
pelas enzimas tiolase e hidroximetilglutaril-CoA sintase, sendo assim o 3-hidroxi-3-
metilglutaril-CoA (HMG-CoA) é formado. Posteriormente essa molécula formada é
reduzida pela HMG- CoA redutase em duas reacdes, formando o acido mevalénico.
Subsequente ha duas fosforilacdes, dependentes de adenosina trifosfato (ATP), do
acido mevaldnico e uma descarboxilacdo subsequente de fosforilacdo do isopentil
difosfato (IPP) (KANG et al., 2016). Na rota do metileritritol fosfato (MEP)
primeiramente com o auxilio da enzima 1-desoxi-D-xilulose-5-fosfato sintase (DXS)
ocorre a condensacdo do piruvato e de gliceraldeido 3-fosfato para formar o
intermediario 1-desoxi-D-xilulose-5-fosfato. Esse € rearranjado pela 1-desoxi-D-
xilulose 5 fosfato reductoisomerase (DRX) e assim reduzido para formar 2C-metil-d-
eritriol 4 —fosfato (MEP). Em seguida o trifosfato de citidina é transferido juntamente

com um fosfato adicional de ATP para formar 4-(Citidina-5’-difosfato)-2C-metil-D-
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eritritol. Com o auxilio da enzima MEP-2,4-ciclodifosfato sintase, ocorre a ligagéo do
grupo fosfato adicional a porcdo do fosfato do nucleotideo. Assim ha formacao de
um difosfato ciclico e ocorre a perda de citidina monofosfato, formando o 2C-metil-D-
eritritol 2,4-ciclodifosfato (MEcPP). As duas Ultimas reacfes ocorrem a reducéo e
eliminagdo catalisadas pelas redutases de ferro-enxofre, formando assim o
isopentenil difosfato e o seu isdmero aliciclico, difosfato de dimetilalilo (BUCHANAN
etal.,, 2015; TAIZ et al., 2017).

Ap6s a formacédo do IPP ocorre a adicdo de IPP, as quais formam uma serie
de penil-difosfato. Ocorre a elaboracdo desses por sintases de terpenoides
Especificas para formar as estruturas dos terpenos, também h& modificacbes
enzimaticas Secundarias as estruturas basicas (oxidacao, reducéo, isomerizacao e
conjugacao). Deste modo ocorre a formagédo dos compostos terpénicos, essas rotas
metabolicas estédo representadas na Figura 3 (BUCHANAN et al., 2015; KABERA et
al., 2014).
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FIGURA 2- Biossintese dos tepenos, rota doﬂac%tato/mevalonato e rota do metileritritol fosfato (MEP).
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Fonte: Fisiologia Vegetal UFC.

3.4 PRODUTOS NATURAIS COMO FONTE DE NOVOS MEDICAMENTOS

O uso de plantas medicinais para o tratamento, cura e prevencao de doencas
€ uma pratica muito antiga. No Brasil essa pratica € muito comum devido
principalmente a grande diversidade da flora. As plantas medicinais sao

comercializadas em feiras livres (DA PAIXAQO et al., 2016).
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Um dos grandes problemas relacionados ao uso de plantas medicinais é o
seu consumo sem nenhuma comprovacdo das propriedades farmacolégicas
(TRESVENZOL et al., 2006). Duas areas de conhecimento das plantas medicinais
séo utilizadas para busca de novas solugdes terapéuticas sendo a etnobotanica, a
gual estuda a inter-relacdo entre as plantas e as pessoas, como as plantas sao
usadas e nomeadas, e a etnofarmacologia, relacionada a pesquisa de compostos
qguimicos presentes nessas plantas capazes de gerar uma acdo terapéutica
(ROCHA-COELHO e SANTOS, 2008).

O uso de plantas medicinais (extratos e principios ativos) no tratamento de
varias doencgas, incluindo o tratamento do céncer e doencas causadas por
microrganismos, é uma das alternativas frente aos efeitos adversos existentes nos
tratamentos convencionais. Os estudos da utilizacdo de plantas tém aumentado
significativamente nos ultimos anos, principalmente devido ao uso de técnicas
inovadoras de identificacdo, extracao e purificacdo de seus compostos (MOLIN et
al., 2015).

No mercado farmacéutico, muitos antineoplasicos sao derivados de plantas
medicinais (NEWMAN e CRAGG, 2020). A citar, por exemplo a Podofilitoxina que foi
uma das primeiras drogas antineoplasicas desenvolvidas usando produtos naturais,
a qual foi isolada da espécie vegetal Podophyllum peltatum. Essa substancia se
destaca por ser uma lignana ariltetralinicas com atividade citotdéxica e efeito
anticancer (MEDRADO et al., 2015). A partir dela foi dado origem a estudos de semi-
sintese e até sinteses completas de outras moléculas que hoje estdo disponiveis
comercialmente, como o Taxol® (Paclitaxel), Etopophos® (Etoposideo), Vumon®
(Teniposideo), Velban® (Vimblastina) e Oncovin® (Vincristina) (EID et al., 2015)

Estudos apontam que aproximadamente 60% dos pacientes com cancer
usam plantas medicinais como um meétodo alternativo para prevencdo e controle
dessa doenca em todo o mundo, por isso € de extrema importancia desenvolver
pesquisas em relacdo a plantas medicinais e utilizando-as para desenvolver novas
formas farmacéuticas (DELL’ANTONIO et al., 2015).

Estudos também relatam o potencial das plantas medicinais e seus
metabdlitos em microrganismos. Devido ao aumento da resisténcia microbiana aos
medicamentos convencionais, as plantas tém sido estudadas como alternativas para
o tratamento dessas infecgbes (REIS GOMES et al., 2020).
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Nos Ultimos anos muitos estudos foram realizados envolvendo plantas
medicinais para obtencdo de fitoterapicos com grande potencial farmacolégico. Os
extratos de plantas tornaram-se alternativas para o tratamento de doencas causadas
por microrganismos e com algumas vantagens frente aos medicamentos sintéticos
como: menos efeitos adversos, menor custo, disponibilidade da planta na natureza e
menor desenvolvimento de resisténcia dos microrganismos multirresistentes
(SOUSA, OLIVEIRA e MOURA, 2019).

3.5 NANOPARTICULAS DE PRATA

A nanotecnologia € uma area que apresenta grande crescimento na industria
farmacéutica, otimizando as propriedades fisicas, quimicas e biolégicas com uma
liberagdo controlada de farmacos, aumentando assim a sua biodisponibilidade
(RAMOS, 2018).

No inicio do século XX, Paul Ehrlich prop6s o conceito de Bala Magica, onde
uma nanoparticula contendo um farmaco, o qual atravessava varias barreiras
fisiologicas e celulares. No século XXI foram desenvolvidas nanoparticulas
vetorizadas, direcionando o farmaco ao seu alvo de acéo, diminuindo os efeitos
adversos causados por formas farmacéuticas convencionais (APOLINARIO et al.,
2017).

As nanoparticulas de prata (AgNPs) possuem uma variedade de acdes
farmacologicas como agentes antimicrobianos, antitrombético, anti-inflamatério e na
cicatrizacdo de feridas. Estudos recentes mostram grande potencial no tratamento
de cancer, pois estdo envolvidas no rompimento da cadeia respiratéria mitocondrial,
levando a producdo de espécies reativas de oxigénio e interrupcdo da sintese de
ATP (GUO et al., 2015).

Caracteristicas das células cancerigenas podem auxiliar na eficacia das
AgNPs no tratamento do cancer. Os tumores geralmente apresentam um sistema de
drenagem linfatico reduzido e uma vascularizagcdo abundante com fenestras que
variam de 300 a 700 nm. Dessa forma as AgNPs podem permear de forma passiva
ocasionando uma retengcdo e acumulacdo dessas no tumor (LEMBO; CAVALLI,
2010).

A prata demonstra-se segura para 0 organismo humano em baixas

concentragdes (0,05 mg/L). O uso de nanoparticulas de prata leva a uma reducéo
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em centenas de vezes da sua concentracdo utilizada, em relacdo a forma ionica,
mantendo todas suas propriedades (MUKHA et al., 2013).

Estudos relatam que as AgNPs, exibem atividade antifangica contra cepas de
Candida albicans, Candida non albicans e Candida tropicalis (CHAUHAN, REDDY e
ABRAHAM, 2015).

As nanoparticulas metélicas possuem absor¢do de ressonancia de plasmon
de superficie na regido UV-Vis, isso surge devido ao tamanho reduzido da particula.
O deslocamento da banda de absorcdo depende do tamanho da particula, do
ambiente quimico que ela se encontra, das espécies adsorvidas na superficie e
também da constante dielétrica. A absorbancia ou o comprimento de onda define
principalmente o tamanho e algumas propriedades das particulas metalicas (BHUI et
al., 2009; SHARMA; YNGARD; LIN, 2009).

Existe uma diversidade de espectros de ressonancia plasmonica superficial
de nanoparticulas de prata na regido visivel, com suas respectivas coloragdes,
sendo que essas variam de amarelo a azul (MARTINEZ; ZUNIGA; SANCHEZ,
2013). As coloracbes das solucbes de nanoparticulas metéalicas indicam o seu
tamanho (TANG et al., 2015).

3.6 SINTESE VERDE DE NANOPARTICULAS DE PRATA

As nanoparticulas metélicas estdo sendo muito estudadas devido as suas
propriedades fisicas e quimicas baseadas no tamanho reduzido, levando assim a
uma série de aplicacdes de interesse médico. O ouro e a prata sdo 0s ions mais
importantes e proeminentes para a utilizacdo da sintese verde no desenvolvimento
de nanoparticulas a partir de plantas com propriedades medicinais (RAO et al.,
2016).

Todos os métodos usados para obtencdo das nanoparticulas metalicas
devem seguir algumas caracteristicas como: reprodutibilidade, controle do tamanho
da particula, dispersdo do tamanho, distribuicio dos compostos quimicos
adsorvidos, controle de agregacdo (referente ao potencial zeta das solucdes)
(LOPES, 2017).

O método da sintese verde na obtengdo de nanoparticulas metalicas oferece

inimeros beneficios frente aos métodos quimicos e fisicos. Possui 6timo custo-
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beneficio, é inofensivo ao meio ambiente e de facil transposi¢cdo para a sintese em
escala industrial (SULAIMAN et al., 2013).

Para impedir a agregagdo das nanoparticulas metélicas e assim garantir sua
estabilidade podem ser usadas duas técnicas de estabilizacdo, sendo a eletrostatica
e a estérica. A eletrostatica baseia-se na repulsdo elétrica gerada por cargas de
mesmo sinal, que estdo presentes ao redor das particulas. A estérica esti
relacionada ao uso de moléculas aderidas a superficie as quais impedem a
agregacao com outras nanoparticulas. Os extratos de origem vegetal sdo opcdes
utilizadas para a sintese das nanoparticulas, uma vez que desempenham acédo de
reducéo e estabilizadores (RAOTA, 2019).

As plantas possuem uma variedade de metabdlitos com potencial redox,
desempenhando um papel muito importante como agente redutor na sintese
biogénica de nanoparticulas. Esse método produz nanoparticulas mais estaveis e
com uma alta taxa de producédo frente a sintese microbiana de nanoparticulas
(KEAT et al., 2015).

A utilizacdo da quimica verde esta se tornando comum, principalmente devido
as iniciativas de sustentabilidade. Ao invés de serem utilizados produtos quimicos
toxicos para a reducdo e estabilizacdo de nanoparticulas metalicas, estdo sendo
usados compostos bioldgicos, como o0s extratos de plantas e micro-organismos
(bactérias, bolores, leveduras, algas e biomoléculas) (PARK et al., 2011).

Os extratos das plantas para o desenvolvimento das nanoparticulas metalicas
pode advir de diferentes partes dessas, como folhas, caules, raizes, sementes,
frutos, cascas, calos, flores e latex (HAMELIAN et al.,2018).

Sao varios metabdlitos secundarios presentes nos extratos das plantas, como
alcaloides, taninos, polifenois, flavonoides, esteréis polissacarideos, saponinas e
terpenoides. Esses apresentam muitas propriedades medicinais, as estruturas
complexas sdo capazes de atuar como redutores do metal, levando a formacédo das
nanoparticulas metalicas (ALJABALI et al., 2018).

As nanoparticulas de prata sintetizadas pelo método de sintese verde séo
esféricas (LOPES, 2017). Essa sintese possui trés etapas principais:

a) Etapa 1: O extrato da planta atua reduzindo os sais de prata, a partir

da sintese verde, formando assim atomos neutros;
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b) Etapa 2: Os atomos colidem e formam um nucleo estavel e esse
processo é chamado de nucleagdo (mais &tomos colidem e formam
particulas maiores);

c) Etapa 3: Ocorre a estabilizacdo a partir do esgotamento dos ions
metalicos, ou pelo recobrimento das nanoparticulas pelos compostos
presentes no extrato, esse processo impedindo a aglomeragao
(ALBERNAZ, 2014).

Essas etapas estdo demonstradas na Figura 3.

FIGURA 3- Etapas de formacao das nanoparticulas de prata a partir da sintese verde.
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Fonte: ALBERNAZ (2014).

3.7 CANCER DE PULMAO

Cancer € o nome dado ao conjunto de mais de 100 doencas caracterizadas
pelo crescimento descontrolado de células as quais tendem a ser muito agressivas
invadindo 6rgéaos e tecidos, causando muitas vezes, metastase (INCA, 2020).

No mundo é o segundo tipo de cancer mais comum em homens e mulheres,
ficando atras apenas para o de prostata em homens e de mama em mulheres
(BRAY et.al., 2018). Estudo realizado em 2012 apontava uma incidéncia de 1,8
milhdes de casos, com uma maior ocorréncia em homens, sendo que 85% estao
associados ao consumo do tabaco e seus derivados (INCA, 2020). A taxa de
sobrevivéncia desse tipo de neoplasia € muito baixa, sendo ela de 18%, fato muitas
vezes relacionado a metastase que ocorre em 0ssos (ALLEMANI et al., 2015).

O céancer de pulmao é classificado em duas categorias: carcinoma de pulmao

de pequenas células (CPPC), representando 10 a 15% dos casos e carcinoma de
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pulmdo ndo-pequenas células (CPNPC), onde representa 80 a 85% dos casos. O
ultimo é dividido em outras subcategorias: adenocarcinoma, carcinoma de células
escamosas (epidermoide) e carcinoma de células grandes (AMERICAN CANCER
SOCIETY, 2020).

O adenocarcinoma é o subtipo mais dominante em comparagdo com 0S
outros. Na maioria dos casos ele localiza proximo aos alvéolos, onde ocorre uma
diferenciacdo glandular ou producdo de mucina. O carcinoma escamoso aparece
préximo as vias aéreas e traqueia, causado principalmente pelo tabagismo. O
carcinoma de células grandes é diagnosticado através da exclusdo, quando nao
apresenta morfologia de adenocarcinoma e nem de carcinoma (DAVIDSON
GAZDAR e CLARKE, 2013).

O cancer de pulmdo pode evoluir para uma metastase 0ssea maligna. Os
0Ss0s sao os locais mais frequentes de metastase onde o foco primario é o pulmao,
isso resulta em grande morbidade e reduz a qualidade de vida dos pacientes
(AVELINO et al., 2015). Estudo realizado por Oliveira et al., (2019) mostrou que a
metastase é mais prevalente nos pacientes com adenocarcinomas, onde os sitios
mais comuns séo coluna vertebral, cingulo pélvico, fémur e umero proximal e parede
toracica, fato esse que esta relacionado a uma menor sobrevida dos pacientes.

O Brasil esta consideravelmente atrasado em relacdo aos outros paises em
relacéo as terapias sistémicas (quimioterapia e terapia hormonal) para o tratamento
de cancer de pulméao e acesso aos medicamentos (ARAUJO et al., 2018).

No Brasil sdo escassos os estudos que descrevem padrdes de tratamentos
para o cancer de pulméo (ARAUJO et al., 2014). Materiais publicados anteriormente
sugerem que o tratamento desse tipo de cancer gera um alto impacto econémico,
como no ambiente hospitalar e ambulatorial principalmente devido o valor da
guimioterapia. O custo do tratamento do cancer de pulmdo pode chegar a
R$410.848,34 por paciente ao ano, isso demonstra a necessidade da busca por
novos tratamentos, mais eficazes e com custo reduzido (TANAKA, CHADID e
BERNARDINO, 2016).

O diagndstico é muito importante para fazer um planejamento adequado no
tratamento. Para pacientes onde o tumor é localizado, o ideal é a cirurgia seguida de
uma quimioterapia e/ou radioterapia. Quando o paciente ja apresenta metastase o
tratamento mais eficaz é a quimioterapia combinada com medicamentos especificos
(INCA, 2020).
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Acredita-se que a falta de disponibilidade de terapias no Sistema Unico de
Saude para o cancer de pulméo tenha causado mais de 700 mortes prematuras de
pacientes em 2015. Os medicamentos como anticorpos monoclonais
(bevacizumabe) e inibidor da tirosina quinase (ITQ), ja estdo disponiveis no SUS, no
entanto poucos pacientes tém acesso a eles. O primeiro medicamento a ser
aprovado seu uso no Brasil foi o crizotinibe, onde sua aprovacgao foi lenta, causando
muitas mortes prematuras (ARAUJO et al., 2018).

Taxanos e gencitabina sdo medicamentos oferecidos para poucos pacientes,
a maioria deles recebem um regime de primeira linha baseado em platina, sendo os

mais comuns: paclitaxel e pemetrexede (BALDI e CHATKIN, 2019).

Esses dados demonstram a importancia da pesquisa de novas terapias como

tratamento de cancer de pulméo.
3.8 MEDICAMENTOS ANTIMICROBIANOS E A RESISTENCIA

O uso indiscriminado de antimicrobianos e a resisténcia bacteriana séo
conhecidos desde o comeco da utilizagdo da penicilina. Eles sdo a classe de
medicamentos mais prescritos, tanto para uso terapéutico como profilatico. O uso
desse tipo de medicamento deve ser cada vez mais controlado, 0 que nao se vé em
muitos paises, onde ndo ha necessidade de prescricdo médica. Os micro-
organismos possuem uma imensa capacidade de adaptacdo aos farmacos
(FERNANDES et al., 2016). Acredita-se que 700 mil mortes por ano sejam causadas
pela resisténcia antimicrobiana, tornando-se um problema de saude publica em nivel
mundial (ESTRELA, 2018).

A resisténcia bacteriana frente aos antimicrobianos € manifestada pouco
tempo apds o inicio do uso do agente, como mostrado na Figura 4 que denota o ano
de insercdo do antimicrobiano no mercado em relacdo ao tempo que as bactérias

atingidas levaram para desenvolver algum mecanismo de defesa.
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FIGURA 4- Desenvolvimento de resisténcia de antimicrobianos ao longo dos anos.

Introducdo do antibidtico na medicina Identificacdo da resisténcia ao antibiotico

penicilina 1943

tetraciclina 1950 1949 Resisténcia a penicilina

eritromicina 1953

meticilina 1960 1959 Resisténcia a tetraciclina

1962 Resisténcia a meticilina

gentamicina 1967 1968 Resisténcia a eritromicina

vancomicina 1972

1979 Resisténcia a gentamicina

imipenem e ceftazidima 1985
1987 Resisténcia a ceftazidima

1988 Resisténcia a vancomicina

levofloxacina 1996 1996 Resisténcia a levofloxacina
1998 Resisténcia a imipenem

linezolida 2000
2001 Resisténcia a linezolida

daptomicina 2003

2005 Resisténcia a daptomicina

ceftarolina 2010
2011 Resisténcia a ceftarolina

Fonte: FRIEDEN, 2013 et al., apud OLIVEIRA, 2018.

A Klebsiella pneumoniae também € uma bactéria Gram-negativa, é
comumente encontrada nas fezes e na nasofaringe. As principais infeccfes
causadas por essa bactéria sdo infeccdes do trato urinario, de tecidos moles,
pneumonia, septicemias e muito comum em infecces hospitalares. Os
antimicrobianos mais utilizados para o tratamento dessa bactéria sdo penicilinas,
cefalosporinas, aminoglicosideos e quinolonas. Muitos estudos mostram que a K.
pneumoniae tem criado grande resisténcia a varios antimicrobianos (MUNIZ et al.,
2019).



31

A Klebsiella pneumoniae carbepemase (KPC), € uma bactéria que apresenta
grande resisténcia aos antimicrobianos. Um estudo demonstrou que em 2001 ela foi
responsavel por 1% das infec¢des hospitalares e em 2008 esse numero ja chegou a
30%, um aumento significativo. O tratamento dessa infeccdo tem um alto custo e
uma grande incidéncia de mortalidade, tornando-se um problema de saude publica
(SANTOS e SECOLI, 2019).

O Staphylococcus aureus é um agente Gram-positivo presente na microbiota
normal, € um problema de salude devido a grande adaptacdo ao homem, sendo
assim um potencializador de patogenicidade (SOUZA, TEIXEIRA e CUNHA, 2017).
Os Ultimos estudos demonstram que essas cepas estdo desenvolvendo grande
resisténcia aos antimicrobianos (CUNHA, 2017). Ha poucas expectativas no
desenvolvimento de novos farmacos para o tratamento de doencas causadas por
essa bactéria, o que torna de grande importancia a pesquisa de novas alternativas
de tratamento para essas cepas.

Estudo realizado por Furtado et al., (2019) em um hospital publico do Para
mostrou a resisténcia de S. aureus frente a clindamicina e oxacilina.

O S. aureus, resistente a meticilina, € um grande causador de infeccdes
hospitalares. Em um estudo foram isoladas 272 amostras de pacientes que estavam
sendo atendidos em um hospital, dessas 142 (52,2%) mostraram-se resistentes a
meticilina. Em relacéo aos isolados cirlrgicos esses apresentaram resisténcia frente
a azitromicina, eritromicina e ciprofloxacina (MARTINEZ et al., 2011).

Pseudomonas aeruginosa €é uma bactéria Gram-negativa, patdégeno
oportunista, esta associada principalmente a pneumonias causadas por ventilacdo
mecanica, realizada em hospitais. Responsavel por muitas mortes de pacientes
imunocomprometidos. Por esses motivos o tratamento de doencas causadas por
esse patdégeno é pouco eficaz (BASSETTI et al., 2012).

Estudos mostram a resisténcia da P. aeruginosa em [(-lactamases,
aminoglicosideos, fluorquinolona e polimixina. Esse fato limita significativamente as
opcoes terapéuticas disponiveis (LOPEZ-CAUSAPE et al., 2018).

No Brasil existe um indice muito alto de infeccBes do trato respiratorio, sendo
66,7 % dessas causadas por P. aeruginosas (SOUSA; OLIVEIRA e MOURA, 2016).
A grande resisténcia desse patégeno a diversos antimicrobianos mostra a grande
necessidade do desenvolvimento de novas formas terapéuticas para o tratamento

dessas infecgoes.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 DESENHO EXPERIMENTAL

O presente trabalho teve inicio a partir da coleta das folhas da Euphorbia
umbellata. Conseguinte, houve a obtencdo dos extratos e apds isso foi realizada a
caracterizacdo fitoquimica desses, assim como a quantificacdo dos terpenos.
Posteriormente realizaram-se 0s testes microbiol6gicos e de citotoxicidade celular.
Os extratos que apresentaram os melhores em relacdo aos testes anteriores foram
selecionados para desenvolver as nanoparticulas de prata. Essas foram
caracterizadas. Por fim, realizaram-se os testes microbioldgicos e de citotoxicidade
celular em nanoparticulas de diclorometano. As etapas estdo esquematizadas no

fluxograma da Figura 5.

FIGURA 5- Fluxograma das etapas da pesquisa.
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Fonte: A autora.

4.2 COLETA E OBTENCAO DOS EXTRATOS

A coleta do material vegetal foi realizada em 2019, durante o verao, na regiao
de Ponta Grossa, (Coordenadas: 22 J 0584216 UTM 7222790 ELEVACAO 902),
Parana, Brasil.

Uma exsicata com um ramo florido da espécie (Euphorbia umbellata (Pax)

Bruyns) foi preparada e posteriormente enviada ao Herbario do Museu Botanico
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Municipal de Curitiba para classificagdo sistemética. A identificagdo botanica foi
realizada pelo curador Dr. Osmar dos Santos Ribas e catalogada sob o ndmero
363509.

As folhas da espécie Euphorbia umbellata foram coletadas e secas em estufa
a 37 °C. Para a extracdo dos metabdlitos secundérios foi utilizada a técnica de
extracao por solvente a quente, para a qual foi produzido um cartucho com 35 g das
folhas secas e trituradas e a cada etapa da extracdo utilizou-se 750 mL de cada
solvente, com seis horas de extragcdo. Foram obtidos assim quatro extratos (hexano,
diclorometano, acetona e metanol). Através da técnica de turbdlise foi obtido o
extrato aquoso, utilizando 35 g da planta seca e 750 mL de agua. Apds a
rotaevaporacao dos solventes (40 °C) o material foi levado para liofilizacdo (-47 °C
e pressao inferior a 500 mmHg). Os extratos foram armazenados sob-refrigeracao. O
rendimento foi calculado através de uma regra de trés simples, levando em conta o

peso obtido de extratos a partir de 35 g de plantas secas utilizadas para a extracao.

4.3 CARACTERIZACAO FITOQUIMICA

Foram utilizadas as técnicas propostas pela Sociedade Brasileira de
Farmacognosia (SBF, 2020). Foram avaliadas as seguintes classes de metabdlitos
secundarios: alcaloides, taninos, flavonoides, terpenos, saponinas e antraquinonas.

Todos os experimentos foram realizados em triplicata.

4.3.1 Alcaloides

As fracbes (hexano, diclorometano, acetona, metanol e aquoso) foram
diluidas em agua destilada (1:1 v/v), e colocadas em tubos de ensaios, onde foram
adicionadas 2 gotas do reagente de Dragendorff. Esses foram comparados com o
branco (extrato sem reagente). O resultado foi considerado positivo para aqueles

gue apresentaram um precipitado.

4.3.2 Taninos

As fracdes foram diluidas em &agua (1:1 v/v), e colocadas em tubos de

ensaios. A esses foram adicionadas 2 gotas de HCI diluido (10%), juntamente com
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uma solugéo de gelatina a 2,5%. O resultado foi considerado positivo para aqueles

onde houve precipitacao.

4.3.3 Flavonoides

Para a identificacdo dos flavonoides foi realizada a reacdo de Shinoda. Os
extratos foram diluidos em agua e em seguida foram adicionados seis fragmentos de
Mg metalico. A essa solucdo foi adicionado 1 mL de HCIl. Os tubos que
desenvolveram uma coloracgdo rosea a vermelha foram considerados positivos para

essa classe de metabdlito.

4.3.4 Saponinas

Todas as fracdes foram diluidas (1:10 v/v) em 10 mL de agua destilada em
tubos de ensaios. Agitaram-se o0s tubos no sentido vertical por 15 segundos. As
solucdes foram deixadas em repouso por 15 minutos, a altura da espuma inicial foi
marcada com caneta. Espuma persistente (15 minutos) foi considerada singular para

saponinas.

4.3.5 Antraquinona

A identificacdo da antraquinona foi realizada com a reacao de Borntranger. As
fracOes foram diluidas em agua (1:1 v/v) e nelas foram adicionados 5 mL de solucéo
de NH4OH diluido. Surgimento da coloracdo rosea a vermelha foi considerada

positiva para esse metabalito.

4.3.6 Terpenos

A identificacdo dos terpenos foi realizada através da reacdo de Liebermann-
Burchard. Foram adicionados 2 mL dos extratos em uma capsula de porcelana, a
qual foi colocada em uma capela até a evaporacdo do solvente. Ao residuo

adicionou-se 1 mL de anidro acético, o qual foi transferido para um tubo de ensaio.
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Foi adicionado lentamente 1 mL de acido sulfdrico concentrado, em banho de gelo.

O aparecimento da coloracao vermelho/castanho indica presenca de terpenos.

4.4 QUANTIFICACAO DOS TERPENOS

Foi realizada por técnica colorimétrica (HE et al., 2019). Para tanto 1 mg de
cada fracao foi solubilizado em 100 puL de metanol. Em seguida foram adicionados
150 pL de solucéo de vanilina sulfarica (5% p/v em &cido acético glacial) e 500 uL de
acido perclérico. As amostras foram aquecidas a 60 °C, por 45 minutos. Apds esse
periodo foram resfriadas em banho de gelo e 2,25 mL de acido acético foram
adicionados. A absorbéncia das amostras foi medida em 548 nm, em
espectrofotometro UV/Vis. Foi determinada uma curva de calibracdo com eufol (0,05
a 1 mg/mL em metanol). Os resultados foram expressos como equivalentes de

miligrama de eufol (mg de eufol) por grama de extrato (g de extrato).

4.5 TESTES MICROBIOLOGICOS

4.5.1 Obtencao das cepas bacterianas

As cepas padrbes foram cedidas pelo professor Dr. Luis Antdnio Esmerino,
do laboratorio de Microbiologia da Universidade Estadual de Ponta Grossa. Foram
testados micro-organismos Gram-Negativos: Klebsiella pneumoniae (ATCC® BAA-
3079) e Pseudomonas aeruginosa (ATCC® 27853) e Gram-Positivo: Staphylococcus
aureus (ATCC® 25923). As culturas foram cultivadas durante 24 horas em &agar

Mueller Hinton.

4.5.2 Preparacao do inéculo

Foram selecionadas de 5 a 6 coldnias de bactérias isoladas e com o apoio de
uma alca esterilizada os micro-organismos foram transferidos para um tubo
contendo 5 mL de solucéo salina e agitadas no voOrtex, para obter uma concentracéo
aproximada de 10° UFC/mL, obtidas pelo controle de turbidez de BaSO4, equivalente

a escala 0,5 de McFarland.
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4.5.3 Determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) dos extratos da E.
umbellata

A determinagdo da CIM dos extratos foi realizada por meio da técnica de
microdiluicdo seriada, proposta por Karaman et al. (2003) com modificacdes. Uma
solucdo mae contendo 40 mg dos extratos (hexano, diclorometano, acetona,
metanol e aquoso) foi preparada em 200 pL de dimetilsulféxido (DMSO). Seguida
pela adicdo de 100 uL de DMSO em sete tubos de ensaios sequenciados de 2 a 8,
sendo a solugcdo mae o tubo 1. Para obter a diluicdo foram transferidos 100 pL da
solucdo mae para o tubo 2 e assim sucessivamente até o tubo 8. A partir dessas
diluicdes foram obtidas as seguintes concentracdes: 1,562; 3,125; 6,25; 12,5; 25; 50,
100 e 200 mg/mL, como mostrado na Figura 6.

FIGURA 6- Microdiluicdo Seriada.
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so0l mae

fiririaiziria.

Sol
Mae

Fonte: A autora.

Apés a diluicdo foram transferidos 20 pL de cada solucdo para tubos
numerados de 1 a 8, nestes foram adicionados 50 pyL de bactérias diluidas (10°
UFC/mL). Também foram preparados controles dos extratos, assim como um
controle positivo contendo as cepas bacterianas e um controle negativo na auséncia

dos micro-organismos (Figura 7). Os tubos foram incubados por 24 horas a 35 °C.



37

FIGURA 7- Teste microbioldgico.
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Fonte: A autora.

Apbés a incubacdo foram transferidos 100 pL das solugbes para uma
microplaca de 96 pocos com fundo em U, conforme apresentado na Figura 8. A
leitura da placa foi realizada em leitor de placas de ELISA em 630 nm.

FIGURA 8- Esquema da placa com as microdiluicfes.
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Fonte: A autora.

Os resultados das triplicatas foram calculados conforme a férmula 1. Os

experimentos foram realizados em triplicatas e repetidos trés vezes.
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€ = (222) X G = Frand) )

Xc——Xc+
onde:
C = concentragéo final;

y = concentracao solucéo bacteriana comparada com
padrao McFarland;

Xc_= média controle negativo;
Xc+= média controle positivo;
Xmic = Média microdiluicbes

Xpranc = Média branco dos reagentes

4.5.4 Determinacéo da concentracao bactericida minima (CBM) dos extratos

A determinacdo da concentracdo bactericida minima foi determinada atravées
da inoculacdo das culturas anteriormente preparadas dos po¢cos em agar Mueller-
Hinton e incubada por 24 horas a 35 °C. A menor concentracdo do extrato capaz de
inibir completamente o crescimento dos micro-organismos foi considerada a CBM.

Os experimentos foram realizados em triplicata.
4.6 AVALIACAO DA ATIVIDADE CITOTOXICA DOS EXTRATOS

4.6.1 Linhagem celular

A avalicdo da citotoxicidade foi determinada para as cinco fracdes (hexano,
diclorometano, acetona, metanol e aquoso) utilizando as linhagens de carcinoma de
pulméo, A549 e H292. As células foram descongeladas e transferidas para garrafas
apropriadas e cultivadas com meio Dulbecco's Modifed Eagle Medium (DMEM) e
Instituto Roswell Park Memorial (RPMI), respectivamente, suplementado com 10%
de soro fetal bovino, 34 mmol/L de bicarbonato de sédio e antibidtico (penicilina
10000 Ul) e mantidas em estufa umidificada com 5% de CO, a uma temperatura de
37 °C. As células foram cultivadas em meio de cultura e o crescimento foi
acompanhado a cada 24 horas com auxilio de microscopio invertido. As culturas

foram descartadas apos 30 passagens.
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4.6.2 Viabilidade celular

O efeito dos extratos sobre as células foi avaliado por meio da viabilidade
celular. As células foram plaqueadas em placas de cultivo de 96 pocos e incubadas
por 24 horas. ApOs esse periodo foram adicionadas cinco concentragfes dos
extratos, variando de 0,1 a 500 pg/mL. A viabilidade celular foi avaliada apos 72
horas do tratamento, através de duas técnicas colorimétricas, reducdo do 3-(4,5-
dimetiltiazol-2yl)-2,5-di- fenil brometo de tetrazolina (MTT) e coloracéo de proteina. O
controle negativo foi realizado com as células incubadas com uma solucéo veiculo
(DMEM e DMSO a 2%). Para ambas as técnicas os valores de absorbéancia foram

transformados em porcentagem de viabilidade e os valores de I1Csg calculados.

4.6.3 Ensaio de reducéo do MTT

Para a leitura o meio foi descartado e 200 uL de MTT (500 pg/mL) foram
adicionados em cada poco. A placa foi incubada a 37 °C, por um periodo de 2 horas.
A solucdo de MTT foi descartada e os cristais de formazan formados, de coloracéo
violeta, foram solubilizados em dimetilsulfoxido (DMSO). A determinagcao quantitativa
da citotoxicidade foi realizada pela leitura da absorbancia em espectrofotdmetro no
comprimento de onda de 570 nm em espectrofotdmetro UV/Vis (MOSMANN, 1983).
O controle negativo foi realizado com as células incubadas com uma solucéo veiculo
(DMEM e DMSO a 2%). Os experimentos foram realizados em quadruplicata e

repetidos trés vezes.

4.6.4 Ensaio de coloracdo de proteinas

Para tal ensaio utiliza-se o reagente sulforodamina B (SRB). Decorrido o
periodo de incubacédo o meio de cultura foi removido. Os pocos foram lavados com
tampdo fosfato (pH 7,4), 100 yL de acido tricloroacético 10% foram adicionados e as
placas mantidas sob refrigeracdo por 30 minutos. Em seguida os pocos foram
lavados e as placas foram deixadas em temperatura ambiente para secagem. Uma
vez secas foram adicionados 100 pL de solugdo de SRB 0,4%. A coloracédo se deu

em 30 minutos a temperatura ambiente. Para remover 0 excesso de corante as
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placas foram lavadas com solucdo de &cido acético 1% e secas em temperatura
ambiente. Por fim, para solubilizacéo, 150 pyL de TrisBase 10 mM foram adicionados
(PAPAZISIS et al., 1997). A leitura da absorbancia foi realizada nos comprimentos
de 520 nm e 620 nm. Veiculo (solucdo de DMSO) foi utilizado como controle
negativo. Os experimentos foram realizados em quadruplicata e repetidos trés
vezes.

Como o extrato diclorometano apresentou melhores resultados que o extrato
hexanico em experimentos microbiolégicos e citotoxicos, e o0s AgNPsD
demonstraram melhores resultados quanto as suas caracteristicas fisico-quimicas,

este material (AgNPsD) foi selecionado para avaliar o potencial biolégico.

4.7 DESENVOLVIMENTO DAS NANOPARTICULAS DE PRATA

Para o desenvolvimento das nanoparticulas de prata (AgNPs) foi preparada
uma solucdo aquosa de nitrato de prata (AgNO3) 1 mmol. Em seguida foi preparada
uma solucéao padrdo em agua dos extratos da fracao diclorometano (40 mg/mL ) e
hexano (50 mg/mL). Foram solubilizadas 30 pL de cada fracdo em 1 mL de agua
destilada, a temperatura de 40°C e sob agitacdo, obtendo assim as solu¢des que
foram utilizadas para o preparo das nanoparticulas de prata, como mostrado nas

Figuras 9 e 10.

FIGURA 9- Obtencéo da solucdo de extrato de Hexano para o desenvolvimento das nanoparticulas
de Prata.

! b

1 mL de dgua destilada
+

30 pL microlitros da fragdo
Hexano

50 mg/mL

Fonte: A autora.
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FIGURA 10- Obtencéo da solucéo de extrato de Diclorometano para o desenvolvimento das
nanoparticulas de Prata.

1 mL de agua destilada

_|.
$ 30 uL da fracdo
Diclorometano

40 mg/mL

Fonte: A autora.

A producdo das nanoparticulas de prata se deu através da sintese verde,
para a qual foram adicionados 500 pL da solugdo dos extratos hexano e diclometano
(solubilizados em agua com aquecimento) em 1 mL da solugéo de nitrato de prata.
Em seguida essa solucao foi deixada em exposicao na luz artificial, produzida por
uma lampada JBL modelo TROPIC ULTRA T5 24W 55CM 4000K. O tempo de
exposicdo da solugdo contendo AgNOaz/extrato de hexano/diclorometano a luz de
espectro integral foi avaliado em duas etapas. Na primeira etapa foram avaliadas as
solucdes nos intervalos de tempo de: 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40 e 45 minutos onde a
mudanca de coloracdo de incolor/amarelo claro para castanho é indicativo de
formacdo de nanoparticulas. Apds a visualizagdo da mudanca de coloracdo foi
realizada a leitura da absorbancia em UV-vis em todos os tempos, com o intuito de
determinar o melhor tempo de exposicao para reducdo da prata a nanoparticulas de

prata (Figura 11).
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FIGURA 11- Esquema do desenvolvimento das nanoparticulas de prata através da sintese verde.

_ Mvcunch de Cobomcho
L2 antSoal e Camara Escura

Ledua em Espectrofotometro

+ 40 eds

500 pt. Soluglo do Extrato
(Hexano ou Drciorometano)

tenl. Soluglo Nerato de Prata 1 midol 10 15 20 25 30 35° l F

Fonte: A autora.

Foram desenvolvidas as nanoparticulas de prata de hexano (AgNPsH) e
nanoparticulas de prata de diclorometano (AgNPsD), essas foram armazenas em

geladeira a uma temperatura de 4 a 8°C para prosseguir com as analises.

4.7.1 Caracterizacao fisico-quimicas das AgNPs

4.7.1.1 Determinacéo do diametro médio e potencial zeta

O tamanho e polidisperséao foram determinados pela técnica do espalhamento
dindmico de luz (Dynamic ligh scattering - DLS), a qual analisa a distribuicdo de
velocidades de movimento das particulas através da medicdo de flutuacdes
dindmicas de intensidade de dispersédo da luz causada pelo movimento Browniano
das particulas. Esta técnica promove um raio ou diametro hidrodinamico, que é
calculado utilizando a equacédo de Stokes-Einstein a partir das medidas acima
mencionadas. Esses foram analisados no equipamento Zetasizer Nano ZS90
(Malvern Instruments) com angulo de deteccdo de 90° a 25°C. As amostras foram
diluidas em agua ultrapura do tipo | (1:100 v/v). Foram analisadas trés amostras,

com essas também foi realizada a determinagéo do potencial zeta.
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4.7.1.2 Analise por espectroscopia UV-Vis

Os espectros de solugcdo de AgNPs foram monitorados por um
espectrofotometro UV-VIS NIR VARIAN CARY 50 sem diluiges na faixa de 190-500
nm. O branco foi calibrado com &gua destilada destinada para preparar as
suspensdes de nanoparticulas e as amostras foram analisadas diretamente.
4.6.1.3 Microscopia eletronica de varredura com feixe por emissdo de campo (SEM-
FEG).

A avaliacdo morfolégica e da superficie das AgNPs foi realizada em
microscopio eletrénico de varredura com emissdo de campo MYRA 3 LMH (Tescan).
Essas foram depositadas no suporte de amostras e secas em estufa a 36°C por 24
horas. As amostras foram metalizadas com ouro no equipamento SC7620 mini
sputter Coater e as micrografias foram obtidas apds a visualizagdo das amostras,
empregando voltagens de aceleracédo entre 10 e 25 kV. O registro das imagens foi

feito através do software do equipamento.

4.7.2 Testes microbioldgicos das AgNPsD

Os testes microbiologicos para as AgNPsD foram realizados conforme o item
4.5.

4.7.2.1 Determinacéo da concentracao inibitéria minima (CIM) das AgNPsD

A CIM das AgNPsD foi realizada conforme descrito no item 4.5.1. As

concentragfes testadas foram: 0; 0,1; 0,25; 0,5; 0,75 e 1 pg/mL.

4.7.2.2 Determinacdo da concentracdo bactericida minima (CBM) das AgNPsD.

A CBM das AgNPsD foi realizada conforme ja descrito no item 4.5.4.
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4.7.3 Avaliacéo da atividade citotoxica das AQNPsD

4.7.3.1 Linhagem celular

Foi realizada conforme descrito no item 4.6.1.

4.7.3.2 Viabilidade celular

O efeito das AgNPsD foi realizado conforme o item 4.6.2, com as
concentragdes entre 0,1 a 1 pg/mL.

4.7.3.3 Ensaio de reducédo do MTT das AgNPsD

Esse teste foi realizado conforme ja descrito no item 4.6.3.

4.7.3.4 Ensaio de coloracéo de proteinas das AgNPsD

O teste foi realizado conforme descrito no item 4.6.4.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ENSAIOS FITOQUIMICOS

A analise fitoquimica € composta pelas etapas de coleta, preparacdo do
material vegetal, extracdo e pesquisa dos metabdlitos secundarios. O principal
objetivo dessa etapa é conhecer e confirmar a presenca desses constituintes
quimicos (REGINATTO, 2017). Extracdo € um termo empregado para descrever o
processo de separacao dos metabdlitos secundarios e é realizada com solventes de
polaridade crescente (FALKENBERG, SANTOS e SIMOES, 2010). Os solventes
utilizados sdo capazes de separar os compostos de interesse considerando a
solubilidade dos mesmos, assim como seus coeficientes de particdo (SIMOES et al.,
2017; ANDRADE, 2020).

O processo de extracdo das folhas permitiu a obtencdo de cinco extratos. As
fracbes das folhas da E. umbellata que apresentaram maiores rendimentos de
extracdo foram as obtidas a partir dos solventes hexano (21,33%) e metanol
(20,91%), seguidas dos solventes diclorometano (19,95%), acetona (19,83%) e
aquosa (18,21%).

A analise fitoquimica dos extratos revelou a presenca de taninos, flavonoides,

alcaloides e terpenos nos diferentes extratos, como mostrado na Tabela 1.

TABELA 1- Resultado da analise fitoquimica das fra¢des das folhas da Euphorbia umbellata

Classe de metabolitos
Secundarios

Acetona  Metanol Hexano Diclorometano Aquoso
Taninos + + - - +
Flavonoides + - - - -
Alcaloides - + + - +
Terpenos + + + + +

Saponinas - - - - -

Antraquinonas - - - - -

Fonte: A autora.
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Trabalho realizado anteriormente com ramos da espécie E. tirucalli ja havia
identificado a presenca de flavonoides, alcaloides e terpenos em extratos desta
espécie vegetal pertencente ao género Euphorbia (MARTINS, 2018). Embora néo
tenha sido identificado saponinas neste trabalho, existem registros na literatura
afirmando a presenca desses compostos em extratos de plantas do género
Euphorbia (ORLANDA e VALE, 2015). Isso pode estar relacionado ao fato de que a
guantidade e os tipos de metabdlitos podem variar de espécies para espécies, assim
como aspectos relacionados ao solo, clima, o método de coleta do material e a
temperatura que essas plantas foram submetidas e também a solubilidade dos
glicosideos (MARTINS, 2018).

Ensaios fitoquimicos preliminares no latex da E. umbellata mostraram a
presenca de terpenos, sendo esses 0s principais metabdlitos secundarios presentes
nos extratos dessa espécie vegetal (LUZ et al., 2016; LIU et al., 2014).

A analise fitoquimica permite obter uma visdo geral dos metabolitos
secundarios presentes na espécie estudada, a fim de determinar possiveis

utilizacdes no desenvolvimento de novos farmacos (BESSA et al., 2013).

5.2 QUANTIFICACAO DOS TERPENOS

Os dados obtidos demonstraram que a fracdo hexano foi a que apresentou
maior conteudo total de terpenos, seguido da fracdo diclorometano. A variacdo do
contetdo nos cinco extratos estudados foi de 0,2 a 7,24 mg de eufol/ g de extrato,
como mostrado na Tabela 2. Resultado ja esperado, visto que foram identificados
terpenos em outras partes da planta da mesma espécie estudada (ANDRADE, 2020;
CRUZ et al., 2020). A diferenca nas concentracdes em cada fracdo se da pelo uso
de solventes com diferentes polaridades, os quais conseguem extrair maior ou
menor quantidade de terpenos que possuem caracteristicas apolares, sendo mais
facilmente extraidos por hexano (AZEVEDO et al., 2014).
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TABELA 2- Conteudo total de terpenoides de cinco extratos das folhas de E. umbellata.

Amostra mg eufol/g de extrato
Hexano 7,24 £ 0,81
Diclorometano 6,12 £ 2,44
Acetona 3,86 + 1,06
Metanol 1,03 +0,30
Aquoso 0,20 + 0,02

Fonte: A autora.

5.3 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DOS EXTRATOS

Os extratos foram avaliados em trés cepas bacterianas através do método de
microdiluicdo com modificacbes (KARAMAN et al., 2003) e os resultados estéo
expressos nas tabelas 3, 4 e 5.

TABELA 3- Concentracéo inibitéria minima para cepas de Klebsiella pneumoniae (ATCC® BAA-3079)
apos 24 horas de tratamento com as frac6es de Euphorbia umbellata.

% de Inibicdo Klebsiella pneumoniae

1,562 3,125 6,25 12,5 25 50 100 200
Extrato mg/mL  mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL

77,5, + 595+ 956+ 99,0 + 99,1+ 103,3+ 102,7+ 1055+
Hexano

1,43 2,43 0,6 0,58 0,57 0,47 0,65 0,86

. 78,3 + 80,0 + 85,2 + 85,2 + 84,8 + 84,8 + 85,3+ 85,3+
Diclorometano

2,73 2,93 2,39 3,35 3,30 3,97 1,63 3,17
Acetona 77,4 775+ 77,1+ 79,2 £ 81,4+ 84,7 81,2+ 83,2 =

2,10 2,05 2,52 2,05 1,88 1,60 1,76 1,17
Metanol 15+ 9,2+ 256 7,1+ 275+ 335+ 36,1+ 37,6 =

0,24 0,42 0,62 0,64 0,94 0,84 0,63 0,75

1,3+ 8,8+ 15,1 17,2 23,1+ 23,8 = 336+ 36,1+
Aquoso

0,17 0,43 1,37 1,59 1,93 1,47 1,53 1,65

Fonte: A autora.
Notas: Dados expressos como média de triplicatas de trés experimentos independentes + desvio
padrdo da média. Sendo o veiculo, solu¢cdo de DMSO.
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TABELA 4- Concentragédo inibitéria minima para cepas de Pseudomonas aeruginosa (ATCC® 27853)
apos 24 horas de tratamento com as fragfes de Euphorbia umbellata.

% de Inibicdo Pseudomonas aeruginosa

1,562 3,125 6,25 12,5 25 50 100 200
mg/mL  mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL
Extrato
Hexano 30,3+ 47,3 + 64,3 £ 712 76,5 87,9 % 97,4 = 98,6 =
2,32 2,56 1,81 2,01 2,03 1,18 1,78 0,76

44,8 + 54 + 575+ 64,5+ 75,0 = 81,6 = 88,9 = 95,1+

Diclorometano 221 1.81 1,39 235 2,05 3,31 2,25 1,53

310+ 42,5 + 559 + 65,0 = 65,3 = 72,5 % 77,4 % 81,8+

Acetona 1,90 2,91 1,91 2,23 1,54 1,42 1,39 1,01
Metanol 10,0+ 135+ 235+ 262+ 288+ 418+ 480+ 532+
1,23 1,40 1,59 1,57 0,77 4,98 1,01 1,36

571+ 7,45 + 10,34+ 1191+ 14,33+ 19,0 + 28,6 = 31,8+

Aquoso 0,25 0,23 1,09 1,19 1,45 0,72 0,77 1,02

Fonte: A autora.
Notas: Dados expressos como média de triplicatas de trés experimentos independentes *+ desvio

padrdo da média. Sendo o veiculo, solu¢cdo de DMSO.

TABELA 5- Concentracdo inibitéria minima para cepas de Staphylococcus aureus (ATCC® 25923)
apos 24 horas de tratamento com as frac6es de Euphorbia umbellata.

% de Inibicdo Staphylococcus aureus

1,562 3,125 6,25 12,5 25 50 100 200

mg/mL  mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL

Extrato

Hexano 59,1+ 57,6 + 95,2 + 98,5+ 98,9 + 1028+ 1026+ 104,1+
3,31 1,05 0,55 0,75 0,89 1,08 1,40 1,87

Diclorometano 44,3 + 56,4 + 94,0 + 935+ 94,4 + 89,8 + 94,1 + 94,7 +
2,68 1,94 2,08 1,83 1,57 1,79 2,03 1,81

Acetona 15+ 2,2+ 78+ 21,6 + 26,6 + 27,1 379+ 445 +
0,18 0,56 2,46 3,28 1,26 1,38 1,26 1,46

Metanol 1,6+ 6,3+ 16,3 + 19,1+ 212 + 235+ 235+ 27,8 +
0,17 0,7 591 4,73 2,69 2,36 1,54 1,90

AQUOSO 14+ 7,6 % 12,1+ 13,1+ 12,1+ 16,7 = 23,1 % 23,1+
q 0,20 0,54 2,30 3,13 1,61 1,90 1,31 1,10

Fonte: A autora.
Notas: Dados expressos como média de triplicatas de trés experimentos independentes + desvio

padrdo da média. Sendo o veiculo, solucdo de DMSO.
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E possivel notar inibicdo de crescimento de K. pneumoniae, P. aeruginosa e
S. aureus, principalmente nos extratos hexano e diclorometano. O extrato de
acetona mostrou uma boa inibicdo para K. pneumoniae e P. aeruginosa onde mais
de 50% da populacéo bacteriana foi inibida, o que ndo ocorreu para o0 S. aureus,
visto que apresentou uma menor concentracao inibitéria minima quando comparado
as outras cepas bacterianas.

Para a cepa de K. pneumoniae o0s extratos de hexano, diclorometano,
acetona apresentaram uma inibicdo de mais de 50% das bactérias na menor
concentragao testada (1,562 mg/mL). Esse fato ndo ocorreu para os extratos de
metanol e aquoso nem na maior concentragao testada (200 mg/mL).

Nas cepas de P. aeruginosa 0s extratos hexano e acetona mostraram uma
inibicdo de mais de 50% das bactérias na concentracdo de 6,25 mg/mL. No extrato
diclorometano esse fato ocorreu em uma menor concentragdo (3,125 mg/mL). Na
concentracédo de 200 mg/mL do extrato de metanol houve a inibicdo de mais de 50%
da populacdo bacteriana. O extrato aquoso ndao mostrou resultados satisfatorios
para inibicdo dessa bactéria, pois a maior concentracdo testada (200 mg/mL) néo foi
capaz de inibir 50%.

E possivel notar inibicdo de mais de 50% das cepas de S. aureus na
concentracdo de 1,562 mg/mL do extrato hexano. Essa inibicdo ocorreu na
concentracdo de 3,125 mg/mL do extrato diclorometano. Nos extratos de acetona,
metanol e aquoso ndo houve essa inibicio em nenhuma das concentracdes
testadas.

Da Rocha e Santo (2009) mostraram em seu trabalho que o latex de uma
Euphorbiacea néo apresentou halo de inibicdo para S. aureus. Observa-se que em
maiores concentragcdes ocorre uma maior inibicdo do crescimento bacteriano, fato
esse que pode estar ligado a maior concentracdo de metabdlitos secundarios com
efeitos antimicrobianos.

Os extratos de metanol e aquoso ndo apresentaram resultados satisfatorios
em relacdo a CIM nas menores concentracfes. Extrato de hexano e diclorometano
mostraram maior efeito antimicrobiano sobre as cepas bacterianas. Esses dois foram
0 que apresentaram maior concentragcdo de terpenos. Espadero et al., (2019)
associam o fato da agcéo antimicrobiana a presenca de terpenos em extratos, sendo

assim, possuem um grande potencial como agente antimicrobiano.
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Lin e colaboradores (2012) mostraram em seu trabalho que o 6leo essencial e
extrato bruto de uma Euphorbiacea (Euphorbia macrorrhiza), apresentam acao
antimicrobiana sobre bactérias gram-positivas e gram-negativas.

Nenhum extrato apresentou concentracdo bactericida minima, ou seja,
apenas inibiram o crescimento, sem morte da bactéria. Da Costa et al., (2008)
avaliaram a atividade bactericida em extratos de Croton zehntneri, mostrando que
nao houve essa acao frente a S. aureus. Estudo realizado por Silva (2018) com a
Euphorbia tirucalli Lineau em bactérias isoladas de dermatofitopatias, mostrou que o
extrato etandlico e do latex (100%) ndo apresentaram acao bactericida.

5.4 AVALIACAO DA ATIVIDADE CITOTOXICA DOS EXTRATOS

O ensaio do MTT permite a quantificacdo da viabilidade e proliferacdo celular
por meio de uma analise colorimétrica, esse método que se tornou padrdo. Ele
baseia-se na reducdo do azul de tetrazolico (MTT), onde células viaveis com
metabolismo ativo, principalmente o mitocondrial, reduzem o MTT a cristais roxos
insoluveis conhecidos como formazan, os quais possuem absorbancia proxima a
570 nm (MOSMANN, 1983; VAN TONDER, JOUBERT e CROMARTY, 2015). Para
células que se encontram em fase log de crescimento a concentracdo desses
cristais € proporcional a sua viabilidade (RISS et al., 2016).

Em contrapartida, o ensaio de sulforrodamina B quantifica a viabilidade celular
com base na habilidade do corante se ligar a componentes proteicos das células
(HOUGHTON et al., 2007).

O emprego dessas duas técnicas permite avaliar a viabilidade celular levando
em conta diferentes mecanismos de acédo, deixando claro assim a influéncia das
amostras testadas no metabolismo celular.

Os resultados de viabilidade celular determinados pelos ensaios de MTT na
linhagem A549 apds o tratamento de 72 horas com as fracbes de hexano,
diclorometano, acetona, metanol e aquosa das folhas da E. umbellata, mostraram
um decréscimo da viabilidade celular com 0 aumento da concentracdo do tratamento

aplicado, como mostrado na Figura 12.
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FIGURA 12- Viabilidade celular da linhagem A549 apds 72 horas de tratamento com extratos de
Euphorbia umbellata pelo ensaio MTT.
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Fonte: A autora.

Notas: Os resultados sdo apresentados como a média de trés experimentos independentes + desvio
padrdo (n=4). Os dados foram analisados usando uma andlise de variancia unidirecional (ANOVA)
complementada com um teste post hoc de Tukey * p < 0,001 versus controle negativo (células
tratadas com DMSO 2%).

Nas fracOes hexano e diclorometano foram avaliadas 10 concentragdes, as
guais variaram de 0,1 a 500 pg/mL. Essas fracdes reduziram significativamente (p<

0,001) a viabilidade celular, quando comparadas ao controle. A fragdo hexano
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mostrou-sesignificativa na reducédo da viabilidade a partir da concentracdo de 2,5
pHg/mL em contrapartida a diclorometano a partir de 1 pg/mL. Na linhagem H292
(Figura 13) foram avaliadas cinco concentragdes (5 a 500 pg/mL), onde essas
mostraram reducédo significativa a partir de 5 ug/mL para hexano (p<0,01) sendo a
mesma concentracdo para o diclorometano, no entanto com p<0,001. Esse fato
pode estar relacionado a quantidade de compostos terpenoides presentes nessas
fracbes, como mostrado anteriormente com a quantificagdo desses metabdlitos

secundarios.
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FIGURA 13- Viabilidade celular da linhagem H292 apds 72 horas de tratamento com extratos de
Euphorbia umbellata pelo ensaio MTT.
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Fonte: A autora.

Notas: Os resultados sdo apresentados como a média de trés experimentos independentes + desvio
padrdo (n=4). Os dados foram analisados usando uma andlise de variancia unidirecional (ANOVA)
complementada com um teste post hoc de Tukey * p < 0,001 versus controle negativo (células
tratadas com DMSO 2%).

Estudos realizados anteriormente utilizando outras partes da E. umbellata, em

linhagens celulares como HelLa (cancer de colo de utero) e HRT-18 (cancer de colo
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retal), mostram o efeito citotoxico no tempo de 48 horas, nas concentracdes de 100
a 1000 pg/mL do latex, por meio do ensaio de MTT (LUZ et al., 2015).

No estudo realizado por Andrade (2020) mostrou a citotoxicidade do latex nas
concentragdes entre os intervalos de 0,1 a 0,9 yg/mL em células de fibroblastos de
camundongo 3T3 e B16F10 (melanoma murinho).

As fragOes de acetona e metanol também se mostraram citotoxicas frente a
essas linhagens celulares, no entanto em concentracdes maiores, quando
comparadas as fracdes de hexano e diclorometano. A viabilidade celular mostrou
reducéo significativa a partir da concentracéo de 5 pg/mL da fracdo de metanol, ja a
fracdo da acetona a partir de 25 ug/mL para as células A549. Para a linhagem H292
houve uma reducao significativa a partir de 25 pg/mL para a fragdo de acetona
p<0,01) e metanol. O fato dessas fracbes apresentarem menor citotoxicidade pode
estar relacionada a menor quantidade de terpenoides, sendo de 3,86 £ 1,06 e 1,03
0,30 respectivamente.

A fracdo aquosa apresentou uma menor citotoxicidade para as duas
linhagens, esse fato pode estar relacionado a dificuldade de solubilizacdo do extrato
em DMSO e também a baixa concentracdo de terpenos (0,20 £ 0,02).

O ensaio da sulforrodamina B mostrou maior citotoxicidade em menores
concentragcfes quando comparado a técnica do MTT, para as duas linhagens, como
mostrado nas Figuras 14 e 15. As diferencas observadas se ddo em decorréncia da
técnica de SRB corar apenas o0s constituintes proteicos presentes nas células

aderidas ao poco da placa de cultivo.
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FIGURA 14- Viabilidade celular da linhagem A549 apds 72 horas de tratamento com extratos de

Euphorbia umbellata pelo ensaio SRB.
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Fonte: A autora.

Notas: Os resultados sdo apresentados como a média de trés experimentos independentes + desvio
padrdo (n=4). Os dados foram analisados usando uma andlise de variancia unidirecional (ANOVA)
complementada com um teste post hoc de Tukey * p < 0,001 versus controle negativo (células

tratadas com DMSO 2%).
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FIGURA 15- Viabilidade celular da linhagem H292 apds 72 horas de tratamento com extratos de
Euphorbia umbellata pelo ensaio SRB.
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Fonte: A autora.

Notas: Os resultados sdo apresentados como a média de trés experimentos independentes + desvio
padrdo (n=4). Os dados foram analisados usando uma andlise de variancia unidirecional (ANOVA)
complementada com um teste post hoc de Tukey * p < 0,001 versus controle negativo (células
tratadas com DMSO 2%).

As fragbes hexano, diclorometano, acetona e metanol foram capazes de

reduzir a viabilidade celular, no entanto quando se compara com os resultados da
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linhagem A549 nota-se que a H292 necessita de uma maior concentracdo para
promover morte celular.

Os valores de ICso obtidos pelo ensaio de reducdo de MTT e ensaio de SRB,
para todos os extratos de E. umbellata s&do mostrados na Tabela 6.

Com base nos valores de ICso para os extratos de diclorometano, hexano e
acetona, em ordem crescente, esses foram capazes de diminuir a viabilidade celular
em ambas as linhagens. Por outro lado, os extratos metanol e aquoso apresentaram
valores de ICsp mais elevados. Moléculas apolares como os terpenos encontrados
no género Euphorbia ja haviam demonstrado efeitos citotoxicos (JADRANIN et al.,
2013). Sendo que o extrato apolar da espécie E. umbellata foi relacionado aos
efeitos de citotoxicidade contra HRT-18 (células de adenocarcinoma do intestino
grosso), HelLa (células de cancer cervical) e células Jurkat (células de linfocitos T)
apos tratamento de 48 horas (Luz et al., 2016).

TABELA 6- Valores de IC50 (ug/mL) obtidos pelo método MTT e SRB para as linhagens celulares
A549 e H292 apds 72 horas de tratamento com extratos de Euphorbia umbellata.

MTT ensaio SRB ensaio
Extrato A549 H292 A549 H292
Hexano 5,28 + 1,40 53,75 + 19,69 2,30 + 0,68 5,28 + 5,98
Diclorometano 2,74+ 0,89 27,52 £ 7,43 0,84 £ 0,32 33,83 + 14,05
Acetona 13,16 + 45,93 190,15 + 75,38 254+111 44,50 + 29,70
Metanol 61,80 + 8,82 >500 19,54 + 3,25 301,72 + 196,09
Aquoso 157,94 + 27,60 >500 49,80 + 21,44 >500

Fonte: A autora.
Notas: Os dados foram expressos como ICso £ erro padréo médio e foram calculados pela andlise de
Probit e pelo método de Finney.

5.5 DETERMINACAO DE FORMACAO DAS NANOPARTICULAS (AgNPs) POR
ANALISE VISUAL

A formacdo de nanoparticulas de prata pode ser visual, onde ocorre a
passagem de cor da formulacdo de transparente/amarelo para marrom (Figura 16 e
17). Esse fato demonstra a grande capacidade dos extratos hexano e diclorometano
reduzir o nitrato de prata a nanoparticulas de prata, ao colocar as amostras em

exposicao a luz artificial com um espectro na faixa de 800 a 300 nm.
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FIGURA 16- Suspensdes de AgNPs de diclorometano expostas a luz artificial, nos tempos de 10, 15,
20, 25, 30, 35, 40 e 45 minutos.

Fonte: A autora.

FIGURA 17- Suspensfes de AgNPs de hexano expostas a luz artificial, nos tempos de 10, 15, 20, 25,
30, 35, 40 e 45 minutos.

Fonte: A autora.

No método da sintese verde para o desenvolvimento das AgNPs, os
constituintes quimicos presentes nos extratos desempenham um papel fundamental,
eles atuam como agentes redutores do nitrato de prata a prata assim como também
podem ser considerados estabilizadores nas formulagdes. Os grupos alcaloides,
fenois, taninos, terpenos, aminodcidos e proteinas sao 0s responsaveis por reduzir o
nox do nitrato de prata para zero, ou seja, estes elementos funcionam como agentes
redutores (RESENDE, 2017; INGALE e CHAUDHAR, 2013).

O tamanho das nanoparticulas é afetado principalmente pelo tempo de
exposicdo a luz artificial (MORAHUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010). Na solucéo
de nanoparticulas de diclorometano pode se observar que houve uma modificagdo
na coloracdo, de marrom para uma coloragdo mais escura no tempo de 40 minutos.

Na solucdo de hexano esse fato ocorre a partir do tempo de 45 minutos.
Segundo De Freitas (2019) a coloracdo acinzentada evidencia a formacdo de

nanoparticulas de prata com tamanhos elevados.
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A partir de 40 minutos de exposicdo a luz artificial, as nanoparticulas
tenderam a aumentar de tamanho, o que pode ser constatado, também, pelo

deslocamento do pico, no ultravioleta, para absorbancias maiores.

5.6 DETERMINACAO DE FORMACAO DAS NANOPARTICULAS (AgNPs) POR
ESPECTROSCOPIA DE ULTRAVIOLETA

As figuras 18 e 19 mostram o0s espectros obtidos por UV-vis das
nanoparticulas de prata em diferentes tempos de exposicao a luz (10 a 45 minutos)
de diclorometano e hexano, respectivamente. O maior comprimento de onda em que
ocorreu a absorcao foi de 340 nm para os dois extratos. Ao observar as figuras nota-
se que nos tempos de 10 a 30 minutos houve formacdo de pouca quantidade de
nanoparticulas, sendo considerado o tempo de 40 minutos ideal para a formacgéo
das nanoparticulas a partir do extrato diclorometano e 45 minutos para o extrato

hexano.

FIGURA 18- Espectro de AgNPs do extrato diclorometano nos tempos de reacéo de 10 a 45 minutos.
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Fonte: A autora.
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FIGURA 19- Espectro de AgNPs do extrato hexano nos tempos de reacdo de 10 a 45 minutos.
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Trabalho realizado por Atarod, Nasrollahzadeh e Sajadi (2016), utilizando
extrato da folha da Euphorbia heterophylla para desenvolvimento de nanoparticulas,
mostrou o maximo de comprimento de onda entre 250 e 350 nm no UV-vis,
indicando formacdo de nanoparticulas, o que corrobora com o0s resultados
encontrados nesse trabalho.

Nasrollahzadeh e Sajadi (2016) desenvolveram nanoparticulas metélicas
utilizando o extrato aquoso das folhas da Euphorbia granulate, onde apresentou a
formacdo de nanoparticulas de prata no tempo de 5 minutos nos comprimentos de
onda de 260 a 320 nm.
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5.7 MEDIDA DO DIAMETRO MEDIO (DM), INDICE DE POLIDISPERSAO (IPD),
POTENCIAL ZETA (PZ)

As AgNPs de hexano apresentaram tamanho médio de 166,9 + 1,3 nm, j4 as
nanoparticulas formadas a partir do extrato de diclometano apresentaram tamanho
medio de 277,8 + 1,4 nm. As Figuras 20 e 21 representam uma medida do DM e IPD

das AgNPs de hexano e AgNPs de diclorometano respectivamente.

FIGURA 20- DM e IPD de uma analise das AgNPs do extrato hexano da Euphorbia umbellata.
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Intercept: 0,880 Peak 3: 0,000 0,0 0,000
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FIGURA 21- DM e IPD de uma analise das AgNPs do extrato diclorometano da Euphorbia umbellata.

Size (d.nm): % Intensity: St Dev (d.nm):
Z-Average (d.nm): 2888 Peak 1: 191,0 887 50,80
Pdl: 0,495 Peak 2: 76,69 10,3 11,06
Intercept: 0,987 Peak 3: 0,000 0,0 0,000

Result quality : Refer to quality report

Size Distribution by Intensity

[}
=

=
en

Intensity (Percent)
=

[

0.1 1 10 1000 10000

Size (d.nm}

Record 7: Amostra 4 1

Fonte: A autora.

Durgawale Phatak e Hendre (2015) obtiveram nanoparticulas de prata usando
o latex da Synadenium grantii Hook com tamanhos variando de 106 a 147 nm. O
tamanho elevado das nanoparticulas neste trabalho pode estar relacionado ao fato
da leitura de aglomerados de nanoparticulas, fato que pode ser verificado a partir
das imagens do FEG obtidas.

Toribio Espinoza (2017) encontraram valores entre 129,12 e 278,46 nm para
o tamanho médio, ao desenvolverem nanoparticulas de prata utilizando extrato de
Aloe vera, valores préximos aos encontrados nesse trabalho.

O indice de polidisperséao (IPD) foi de 0,420 £ 3,2 para as nhanoparticulas de
hexano e 0,398 + 2,7 para as nanoparticulas de diclorometano. Esses valores
mostram a homogeneidade da solucdo em relacdo aos tamanhos das AgNPs
(TRAN; TRAN e LEE, 2013). E comum suspensfes apresentarem populacdes com
tamanhos variados e essa distribuicdo é avaliada através do IPD, onde pode variar
de 0 a 1, sendo aqueles com valores préximos a 0 consideradas homogéneas e
proximas a 1 heterogéneas (BONFERONI et al., 2014). Nesse caso podem-se

considerar as duas solu¢gdes de nanoparticulas como homogéneas.



5.8 ANALISE DO POTENCIAL ZETA

O poténcial zeta de superficie das nanoparticulas é um indicador de
estabilidade das suspensoes.

Noronha e colaboradores (2013) propoem que valores entre £ 25 e £ 30 mV
garantem uma boa estabilidade elétrica. Nesse caso as AgNPs hexano
apresentaram PZ médio de -32,7 + 1,4 mV e as AgNPs diclorometano -31,2 + 1,8
mV, com isso as nanoparticulas podem ser consideradas estaveis. As figuras 22 e
23 representam uma medida do PZ das AgNPs de hexano e diclorometano

respectivamente.

FIGURA 22- PZ das AgNPs do extrato hexano da Euphorbia umbellata.
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FIGURA 23- PZ das AgNPs do extrato diclometano da Euphorbia umbellata.

Mean (mV}) Area (%) 5t Dev (mV)
Zeta Potential (mV): -308 Peak 1: -329 834 4,31
Zeta Deviation (mV): 11,7 Peak 21 3,20 8.4 250
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Fonte: A autora.

5.9 ANALISE MORFOLOGICA DE SUPERFICIE

Conforme a Figura 24 e 25 as AgNPs obtidas através do extrato de hexano e
diclorometano apresentaram formato esférico, no entanto apresentaram agregados,
isso pode estar relacionado ao recobrimento das nanoparticulas com excesso de
extrato. Apresentaram tamanhos médios variando entre 86,87 + 9,11nm e 42,78 *
17,22 nm, respectivamente. Esses valores encontram-se menores quando
comparados aos medidos no PZ devido o equipamento zeta-sizer fazer a leitura dos
agregados. Momeni e colaboradores (2016) realizaram o desenvolvimento de
nanoparticulas de cobre utilizando o extrato aquoso das folhas da Euphorbia
prolifera, esses também encontraram imagens das nanoparticulas com o formato

esféricas e agrupadas.
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FIGURA 24- Imagem da AgNPs obtidas através do método de sintese verde utilizando como agente
redutor o extrato hexano da Euphorbia umbellata.

SEM HV: 10.0 kV WD: 8.88 mm | MIRA3 TESCAN
SEM MAG: 45.0 kx Det: SE
View field: 4.61 pm |Date(m/d/y): 11/23/20 Performance in nanospace

Fonte: A autora.
Notas: Aumento da Imagem: 45 Kx.
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FIGURA 25- Imagem da AgNPs obtidas através do método de sintese verde utilizando como agente
redutor o extrato diclorometano da Euphorbia umbellata.

SEM HV: 10.0 kV | WD: 8.88 mm MIRA3 TESCAN
SEM MAG: 65.0 kx Det: SE 1pm
View field: 3.19 ym |Date(m/d/y): 11/23/20 Performance in nanospace

Fonte: A autora.
Notas: Aumento da Imagem: 65 Kx

5.10 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DAS AgNPsD

A Pseudomonas aeruginosa foi a que apresentou maior resisténcia nas
menores concentracdes, fato esse que ja havia sido notado no extrato do
diclorometano. No entanto quando comparado apenas ao uso do extrato as AQNPsD
mostraram uma maior inibicdo frente as bactérias com concentracbées muito
menores.

Para a Staphylococcus aureus a partir de 0,25 pg/mL das AgNPsD ja houve
inibicdo de mais de 50% dessas, um valor muito inferior quando se compara com a
utilizacdo do extrato de diclorometano, que apresentou essa mesma inibicdo a partir
de 3,125 pg/mL.

As AgNPsD apresentaram o0s melhores resultados frente a Klebsiella

pneumoniae, sendo que na menor concentracdo testada ja houve inibicdo de mais
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de 50% dessas bactérias. Nos resultados obtidos a partir dos extratos essa inibi¢cao
também foi notada em uma concentracdo menor, de 1,562 pug/mL (Tabela 7).

As AgNPs podem aderir e atravessar a parede celular das bactérias devido ao
seu tamanho reduzido. Elas podem ser oxidadas e assim formar ions metélicos que
possuem a capacidade de reagir com aminoacidos presentes nas bactérias.
Acarretando assim em dano e morte celular (Banala, Nagati e karnati (2015); Lopes
(2017) e Oliveira (2018)).

Outro fator que pode ser levado em conta é a presenca de fosforo e enxofre
no DNA das bactérias, desse modo os ions Ag+ podem interagir com essas bases
causando morte celular. Podendo também levar a problemas na replicagdo do DNA.
Tabela 7-Concentracdo inibitéria minima para cepas bacterianas Klebsiella pneumoniae,

Pseudomonas aeruginosa e Staphilococcus aureus ap6s 24 horas de tratamento com as
nanoparticulas de prata de diclorometano.

% de Inibicdo- AgNPsD

0,125 pg/mL 0,25 pg/mL 0,5 pg/mL 1,0 pg/mL

Bactéria
Klebsiella pneumoniae 76,1+ 0,68 86,2+ 1,17 91,3+1,70 99,5+0,13
Pseudomona aeruginosa 12,2 +1,75 33,4+0,74 54,6 £ 0,91 97,0+x1,1
Staphilococcis aureus 22,4+ 1,50 52,8 +1,92 79,3+1,10 99,3+ 0,37

Fonte: A autora.
Notas: Dados expressos como média de triplicatas de trés experimentos independentes + desvio
padrdo da média. Sendo o veiculo, solu¢cdo de DMSO.

5.11 AVALIACAO DA ATIVIDADE CITOTOXICA DAS AgNPsD

Os resultados de viabilidade celular determinados pelos ensaios de MTT nas
linhagens A549 e H292 apds o tratamento de 72 horas com as AgNPsD, mostraram
um decréscimo da viabilidade celular com 0 aumento da concentracdo do tratamento

aplicado, como mostrado na Figura 26.
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FIGURA 26- Viabilidade celular da linhagem A549 e H292 apos 72 h de tratamento com as AgNPsD
pelo método MTT.
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Fonte: A autora.

Notas: Dados expressos como média de quadruplicata de trés experimentos independentes + erro
padrdo da média. Sendo o veiculo, solu¢cdo de DMSO (2%), utilizado como controle negativo. * p<
0,001.

Foram avaliadas concentracbes que variaram de 0,1 a 1 pg/mL. Durante o
tratamento com AgNPsD nas células A549 houve reducédo da viabilidade celular
estatisticamente significativa (p< 0,001) a partir da concentracdo de 0,25 pg/mL.
Essa concentracdo é inferior ao valor de 1 pg/mL encontrado quando foi usado
apenas extrato de diclorometano.

Esse resultado pode estar relacionado ao fato das AgQNPs serem capazes de
romper a cadeia respiratéria mitocondrial de células cancerosas, gerando assim
espécies reativas de oxigénio e consequentemente a interrupcéo da sintese de ATP
(GUO et al., 2015), culminando na morte celular.

As células H292 mostram-se mais sensiveis ao tratamento com AgNPsD,
sendo possivel notar uma reducdo significativa a partir da concentracdo de 0,1
png/mL, um valor 10 vezes menor quando comparado a concentracdo necessaria
durante a utilizacdo do extrato de diclorometano para essa mesma linhagem celular.

A citotoxicidade das AgNPs dependem de varios parametros. As AgNPsD
apresentaram tamanhos reduzidos, média de 277,8 + 1,4 nm, facilitando a

penetracdo dessas particulas. Outros fatores que podem ser levados em conta séo a
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area de superficie e os agentes redutores utilizados na sintese das AgNPs
(BARABADI et al.,2017, ZHANG et al., 2016)

No teste de citotoxicidade realizado pelo método SRB as AgNPsD mostraram
uma reducao significativa (p< 0,001) a partir da concentracdo 0,1 pg/mL para o
tratamento nas células A549. Esse valor € menor quando comparado ao teste de
MTT.

Ja no tratamento com as AgNPsD nas células H292 a concentracdo que
apresentou redugdo significativa foi a partir de 0,25 pg/mL (Figura 27), um valor
superior ao comparado ao MTT. Essa diferenca pode estar relacionada ao fato de

gue a técnica de SRB cora apenas os constituintes proteicos das células aderidas.

FIGURA 27- Viabilidade celular da linhagem A549 e H292 ap6s 72 h de tratamento com as AgNPsD
pelo método SRB.
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Fonte: A autora
Notas: Dados expressos como média * erro padrdo da média de quatro experimentos independentes.
* significa diferenca estatistica com p<0,001.

O ICso das AgNPsD demonstraram-se satisfatorios, para as duas linhagens
celulares. Os valores referentes a esse teste estdo demonstrados na Tabela 8.
Quando comparado ao extrato de diclorometano, pode-se notar que as AgNPsD
apresentaram melhores valores de ICso para as duas linhagens em ambos os

métodos.
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TABELA 8- Valores de IC50 (ug/mL) calculados, pelo método de reducdo de MTT e SRB, para as
linhagens A549 e H292, ap6s 72 h de tratamento com as AgNPsD.

A549 H292
MTT 0,28 +0,01 0,18 + 0,05
SRB 0,22 + 0,02 0,19 + 0,07

Fonte: A autora.

Notas: Dados calculados por analise de Probit, método de Finney e expressos como valor de ICso +
erro padréo da média.
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6 CONCLUSOES

Considerando os resultados obtidos nos ensaios de viabilidade celular e
microbioldgico tem-se que as fragBes hexano e diclorometano da E. umbellata (Pax)
Bruyns apresentaram melhores resultados. Destaca-se que essas fragcdes foram
mais ativas frente as bactérias testadas (S. aureus, P. aeruginosa e K. pneumoniae).
Em relacdo aos testes de viabilidade celular esses mesmos extratos apresentaram
maior atividade citotoxica, nas menores concentracbes, nas duas linhagens de
células testadas (A549 e H292). No teste de quantificacdo de terpenos as fracdes
de hexano e diclorometano foram as que apresentaram maior concentracéo desse
metabolito. Visto esses resultados sugere-se que 0s terpenos sejam importantes
para acao citotoxica nessas linhagens. Por fim, através desses resultados optou-se
por esses dois extratos para o desenvolvimento das nanoparticulas de prata. Para
gue ocorra a formacdo de nanoparticulas metalicas através da sintese verde ha
necessidade da presenca de compostos redutores, COmo nesse caso 0S terpernos.
As nanoparticulas de prata foram obtidas com sucesso, comprovando assim que 0s
extratos hexano e diclorometano dessa planta sdo adequados para a sintese verde.
A partir de resultados preliminares de citotoxicidade optou-se por utilizar as AQNPsD
para os testes microbiolégicos e de citoxicidade. Essas apresentaram valores
satisfatorios para a inibicdo do crescimento das bactérias. Para o teste de
citotoxidade as AgNPsD mostraram reducéo significativa em concentragcdes muito
menores quando comparado aos testes realizados com o extrato diclorometano.
Sendo assim as nanoparticulas de AQNPsD mostraram acao bactericida e citotoxica.

As AgNPsD apresentaram resultados satisfatorios para esse estudo.
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