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Nanoparticulas de prata biossintetizadas
por Mikania glomerata Sprengel inibem o
crescimento de Candida albicans e
Staphylococcus aureus

Biosynthesized silver nanoparticles by Mikania glomerata
Sprengel inhibit the growth of Candida albicans and

Staphylococcus aureus.
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Resumo

Introducdo: Nos tltimos anos ocorreu o aumento de casos relacionados com a infecgdo
por Candida spp. e Staphylococcus spp., bem como o aparecimento de cepas resistentes a
antibidticos convencionais. A biossintese de nanoparticulas consiste na reducdo de um ion
metalico por compostos de origem natural como metabdlitos secundarios de plantas e
organismos, sendo a forma mais indicada por apresentar menor toxicidade quando comparada a
sintese quimica. Desta forma, a sintese bioldgica constitui uma alternativa para a obtengdo de
novos agentes ativos para o tratamento de infeccdes microbianas. Objetivos: Sintetizar
nanoparticulas de prata a partir do extrato aquoso de Mikania glomerata Sprengel e avaliar
possivel atividade microbicida e citotoxica. Material e Meétodos: Para a sintese das
nanoparticulas de prata (AgNPs) foi utilizado um extrato aquoso das folhas de M. glomerata e
uma solug@o de nitrato de prata. As AgNPs sintetizadas foram avaliadas por espectrofotometro
UV-vis e espectrometria de absor¢do atdmica com chama. Além disso, a atividade
antimicrobiana foi avaliada contra cepas de Candida albicans e Staphylococcus aureus e
atividade citotoxica contra linhagens celulares HeLa e Vero. Resultados: As AgNPs sdo mais
eficientes no combate a linhagem de Candida albicans e Staphylococcus aureus quando
comparadas ao extrato puro administrado. Até a concentragdo de 100 mg/mL do extrato puro
ndo foi observado efeito inibitorio em ambos os micro-organismos. Entretanto quando em
contato com as AgNPs, a concentra¢do inibitoria foi de 0,006 mg/mL e 0,1 mg/mL para S.
aureus e C. albicans, respectivamente. O efeito citotoxico nas células se comportou de maneira
dose-dependente, apresentando maior potencial citotdxico contra a linhagem celular cancerosa
HeLa. Conclusdo: As AgNPs sintetizadas apresentaram potencial antimicrobiano contra C.
albicans e S. aureus, além de baixa atividade contra células normais, indicando sua
confiabilidade para aplicacdo das AgNPs como forma alternativa de tratamento. Estes resultados
s30 promissores e contribuem para pesquisa relacionada a produgdo de medicamentos utilizando
extrato de plantas e metais.

Descritores: Sintese biologica; Guaco; Anti-Infecciosos.

Abstract

Introduction: In recent years there has been an increase in cases related to infection by Candida
spp. and Staphylococcus spp., as well as the appearance of strains resistant to conventional
antibiotics. Nanoparticle biosynthesis consists of the reduction of a metal ion by compounds of
natural origin as secondary metabolites of plants and organisms, being the most indicated form
because it presents less toxicity when compared to the chemical synthesis. In this way, the biological
synthesis is an alternative to obtain new active agents for the treatment of microbial infections.
Objective: Synthesize silver nanoparticles from the aqueous extract of Mikania glomerata Sprengel
and evaluate possible microbicidal and cytotoxic activity. Material and Methods: For the synthesis
of the silver nanoparticles (AgNPs) an aqueous extract of the leaves of Mikania glomerata plus a
solution of silver nitrate was used. AgNPs synthesized was evaluated by UV-vis spectrophotometer
and FAAS. Furthermore, antimicrobial activity was evaluated against strains of Candida albicans
and Staphylococcus aureus and cytotoxicity activity against HeLa and Vero cell lines. Results:
AgNPs are shown to be more efficient in combating Candida albicans and Staphylococcus aureus
strains when compared to the pure administered extract. Up to the concentration of 100 mg/mL
of the pure aqueous extract no inhibitory effect was observed on both microorganisms. However
when the strains were in contact with AgNPs, the inhibitory concentration was 0.006 mg/mL and
0.1 mg/mL for S. aureus and C. albicans, respectively. The cytotoxic effect on the cells behaves in
a dose-dependent manner, presenting greater cytotoxic potential against the HeLa cancer cell line.
Conclusion: Thus, these results are promising and contribute to research related to the production of
drugs using plant extract and metals. The AgNPs synthesized presented the antimicrobial potential
against C. albicans and S. aureus, in addition to low activity against normal cells, indicating their
reliability for application of AgNPs as an alternative form of treatment.

Descriptors: Biological Synthesis; Guaco; Anti-Infective Agents.
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Introdugao

A sintese de nanoparticulas (NPs) de metais nobres vem ganhando
destaque devido as suas caracteristicas como tamanho, forma,
morfologia e ainda, podem ser atribuidas propriedades como aumento
da atividade catalitica'?. A sintese destas NPs consiste em reduzir
um ion metalico de um substrato, seja este de natureza quimica
ou biolégica. No entanto, os solventes inorganicos utilizados
durante a redu¢do quimica podem ser toxicos, bem como produtos
residuais, especialmente quando se trata de uma producdo em
grande escala’. Pensando nisso, fontes alternativas e menos nocivas
ao meio ambiente foram desenvolvidas. Um exemplo ¢ a sintese
de compostos bioldgicos, conhecida como biossintese ou sintese
verde, que pode reduzir significativamente os riscos de produgdo
de compostos toxicos. A sintese verde pode empregar partes de
plantas (folhas, caule, raizes, frutos), bactérias, fungos e secre¢des
de animais, como o leite*.

A prata ¢ um metal seguro e eficaz, uma vez que é ndo toxico para
as células animais e altamente toxico para as células bacterianas®.
A reacgdo de redugdo da sintese de nanoparticulas de prata (AgNPs)
por meio do extrato vegetal baseia-se nas propriedades quimicas dos
ions de prata (Ag'") capazes de captar os elétrons dos metabolitos
presentes no extrato e estabiliza-los. Assim, as NPs sintetizadas
podem ser exploradas quanto a especificidade do alvo para o
diagnostico e terapia®, uma vez que devido ao tamanho reduzido,
podem interagir com as biomoléculas presentes na superficie ou no
interior da célula’.

A espécie Mikania glomerata Sprengel., pertence a familia
Asteraceae e ¢ popularmente conhecida no Brasil como guaco.
E uma planta trepadeira e terrestre, amplamente utilizada na
medicina popular devido a propriedades farmacologicas como
antimicrobiano, antiinflamatdrio, vasodilatador, espasmodica,
anti-estresse, entre outros®’. Neste estudo foi considerado o
extrato aquoso das folhas de M. glomerata, uma vez que estudos
fitoquimicos ja identificaram diversos compostos secundarios
presentes nas folhas, como esteroides, cumarinas, taninos,
saponinas ¢ alcaloides!'.

C. albicans ¢ uma espécie de fungo que faz parte da microbiota
vaginal comum da mulher, no entanto, trata-se de uma espécie
oportunista, que pode ocasionar graves casos de infecgdo
pela colonizacdo de superficies mucosa, podendo progredir
para uma infec¢do sistémica, principalmente em pacientes
imunocomprometidos pelo HIV'. S. aureus é uma bactéria
comensal e patéogeno humano relatado como uma das principais
causas de bacteremia ¢ endocardite'?. Além disso, nos tltimos anos
o numero de infec¢des hospitalares e adquiridas na comunidade
causadas por S. aureus resulta em aproximadamente 50.000 mortes
a cada ano apenas nos EUA!. Diversos estudos ja relataram o
co-isolamento de ambas as espécies citadas em doencas como a
periodontite, estomatite e cerite .

Desta forma, consideramos neste estudo a sintese verde de
NPs utilizando extratos vegetais para o tratamento de infecc¢des
causadas por C. albicans e S. aureus, uma vez que se trata de um
método com varias vantagens, como econdmica, rapida, ecologica,
seguranga para uso humano’® e ampla disponibilidade de fontes'®,
o que favorece a producao de NPs em grande escala. Atualmente,
muitos trabalhos estdo sendo desenvolvidos para a sintese de NPs
a partir de extratos de diferentes partes de plantas, para uso em
diferentes areas, como preservacao de embalagens de alimentos,
cosméticos e medicamentos'®.

Este estudo teve como objetivo preparar emulsdes de AgNPs
a partir do extrato aquoso de Mikania glomerata Sprengel como
agente redutor e estabilizador utilizando os fundamentos da quimica
verde. Além disso, as AgNPs sintetizadas foram avaliadas por
espectrofotometro UV-vis e espectrometria de absor¢do atomica
com chama (FAAS). A atividade antimicrobiana foi avaliada contra
cepas de Candida albicans e Staphylococcus aureus e citotoxicidade
contra linhagens celulares HeLa e Vero.
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Material e Métodos
Preparacio do extrato aquoso de Mikania glomerata

Folhas frescas da planta, Mikania glomerata Sprengel (guaco),
foram coletadas em Maringd, Parand, Brasil. A espécie foi identificada
e autenticada, disponivel no herbario da Universidade Estadual de
Maringa (HUEM 31788). A solugdo de folhas frescas de M. glomerata
foi cuidadosamente lavada com detergente seguido de enxague
vigoroso em dgua destilada. Um total de 10 g das folhas foram pesadas
e maceradas utilizando dgua destilada para extragdo, suficiente para
perfazer um volume final de 100 mL. Apos a extracdo do extrato
aquoso, a solugdo foi centrifugada e filtrada em membrana de 0,45 um
(Merck, EUA) e armazenada a 4°C para a sintese de NPs.

Sintese de nanoparticulas de prata

Para a sintese de AgNPs, cerca de 10 mL do extrato aquoso de M.
glomerata foram adicionados a uma solugdo de 90 mL de AgNO, a
1 mM (Synth, Sao Paulo, BR) e mantidos a temperatura ambiente. A
sintese foi realizada de duas formas, na auséncia e na presenca de luz
solar. Dois controles de reacdo negativa foram mantidos, um sem a
adi¢ao do extrato na solucdo de nitrato de prata e outro sem a adigao
de nitrato de prata ao extrato.

A sintese de AgNPs foi observada por espectroscopia ultravioleta
visivel (UV-Vis). A biorreducdo de ions Ag* foi medida pelos espectros
de UV-vis da solu¢do em Espectrofotdometro UV / VIS / NIR Perkin
Elmer Lambda 1050, 350-700 nm operado a uma resolugdo de 1 nm.
A mistura reacional foi centrifugada (Analytical - 420R) a 10.000 rpm
durante 10 minutos e lavada com agua destilada. Este processo foi
repetido trés vezes. Entdo, o sobrenadante que supostamente contém
os AgNPs foi separado do material. Para quantificar a prata presente,
a solucdo foi conduzida para FAAS. As leituras foram realizadas
no espectrofotdmetro de absorgdo atdomica SpectrAA-50B (Varian,
California, EUA), utilizando-se absor¢do atdmica com chama, onde
a solugdo padrdo de prata pura (Merck, Darmstadt, Alemanha) foi
utilizada como controle. Os procedimentos estdo reunidos na Figura 1.

Mikania glomerata (10g)
Extrato aquoso (100mL)

Nitrato de Prata (AgNO;)

Solugdio ImM (90mL)

‘ 90mL de AgNO; + 10mL de extrato aquoso |

Biossintese de AgNPs

Purificagio das AgNPs

e

Espectrometria

N

{ i Teste antimicrobiano
- UV-Vis -HeLa - Candidaalbicans
-FAAS - VERO - Staphylococcus auieus

Figura 1. Fluxograma do procedimento de biossintese de AgNPs e testes bioldgicos.

Teste de citotoxicidade

Avaliacdo da atividade antimicrobiana das nanoparticulas de
prata sintetizadas

Neste estudo, foram utilizadas estirpes de referéncia de Candida
albicans ATCC 90028 e Staphylococcus aureus 29213 da American
Type Culture Collection (Rockville, MD, EUA). Para o teste de
suscetibilidade, utilizou-se 0 método de microdiluigdo em caldo de
acordo com os protocolos do Clinical and Laboratory Standards
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Institute, M27-A3 para leveduras ¢ o M7-A6 para bactérias, com
algumas modificagdes para produtos naturais. O inoculo para C.
albicans foi ajustado para 2,5 a 5x10° unidades formadoras de
colénia por mililitro (UFC)/mL em RPMI 1640 (Instituto Roswell
Park Memorial, Gibco, EUA). O inéculo de S. aureus foi ajustado a
turbidez de 0,5 McFarland em caldo Mueller-Hinton (Difco, EUA).
O extrato da planta foi testado nas concentragdes de 100, 50, 25,
12,5, 6,2, 3,1, 1,5, 0,7, 0,3 ¢ 0,1 mg/mL, enquanto as AgNPs foram
testadas para nas concentragdes de 1,6, 0,8, 0,4, 0,2, 0,1 0,05, 0,025,
0,012, 0,006, 0,003 mg/mL. Foi adicionado 100 pL de extrato e
AgNPs de cada concentragdo com 100uL do inéculo em uma placa
de poliestireno de 96 pogos (Kasvi, Italia). As placas foram incubadas
a 35°C durante 48 horas. A concentrag@o inibitéria minima (CIM)
foi considerada a menor concentragdo na qual nenhum crescimento
fingico e bacteriano foi evidente. Na sequéncia, a determinagdo da
concentragdo microbicida minima (CMM) foi realizada através da
semeadura em placas contendo meio para crescimento de leveduras,
agar Sabouraud dextrose (SDA; Kasvi, Italia) ou de bactérias, agar
Mueller-Hinton (MHA; Difco, EUA). Ap6s 24 horas de incubagio a
30°C, as leituras das CMMs foram realizadas com base no crescimento
dos controles e expressas em UFC/mL, sendo considerada CMM, a
menor concentragdo da droga que impediu o crescimento visivel do
subcultivo.

Ensaio de Citotoxicidade

A avaliagdo da citotoxicidade do extrato vegetal e das AgNPs
foi realizada utilizando MTT (brometo de 3- (4,5-dimetiltiazol-2-
il) -2,5-difeniltetrazolio; Invitrogen, EUA). Este método mede a
atividade mitocondrial de células viaveis na metabolizagdo de sais
de tetrazolio. Utilizou-se linhagens celulares HeLa (adenocarcinoma
cervical) e VERO (rim de macaco verde africano). Aproximadamente
2 - 2,5x10° mL células em sua fase de crescimento exponencial
em DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium; Gibco, EUA)
contendo 10% de soro bovino fetal (FS; Gibco, EUA) e 1% de
penicilina / estreptomicina (P / S, Gibco, EUA), foram semeadas em
placa de poliestireno de 96 pogos e incubadas durante 24 horas a 37°C
a 5% de CO,. Apos 24 horas os pogos foram lavados com PBS, o
extrato vegetal e as AgNPs diluidas em DMEM foram adicionados
as mesmas concentragdes descritas anteriormente e incubados
por 24 horas a 37°C sob 5% de CO,. Subsequentemente, 0s pogos
foram lavados duas vezes com PBS e adicionados MTT a 0,2 mg/
mL e incubados por 4 horas na auséncia de luz. Apds este periodo os
possivelis cristais sintetizados apos a redugdo da enzima desidrogenase
mitocondrial foram diluidos em DMSO (Synth, Sdo Paulo, BR) ¢ a
absorbancia lida a 550 nm utilizando um leitor de microplacas ASYS
(Biochrom, Holliston, MA, EUA). Pogos contendo apenas meio de
cultura e meio de cultura com células, foram utilizados como controle
negativo e positivo, respectivamente.

A partir dos valores obtidos pelo leitor, calculou-se a média da
densidade optica (DO) e descontou o valor do controle negativo
para atingir a viabilidade celular média (%) em relagdo ao controle

celular positivo, considerado 100%. Por meio do qual o indice de
citotoxicidade (IC50%) foi encontrado, o que significa a concentragdo
do extrato que induziu 50% de lise ou morte celular.

Analise estatistica

Os dados foram expressos como média + desvio padrdo. O
software OriginPro 8.0 (OriginLab Corporation, Northampton,
EUA) foi utilizado para analise estatistica. Os dados foram avaliados
estatisticamente por analise de variancia unidirecional (ANOVA) e as
comparagdes das médias dos grupos individuais foram realizadas pelo
teste de Tukey. Valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente
significantes.

Resultados

A biossintese das AgNPs a partir da solu¢do aquosa de nitrato de
prata a 0,1mM, incubada com o extrato aquoso da planta Mikania
glomerata a temperatura ambiente foi evidenciada pela cor castanho
(Figura 2C). Esta mudanga de cor da solug@o ndo ¢ apenas indicativa
da sintese de AgNPs, ela também pode ser usada como um parametro
para o tempo de reagdo. Em nosso estudo preliminar foi possivel
perceber que a mistura incubada na auséncia de luz demora muito
tempo para mudar de cor, em torno de 12 horas. Em contraste, a
mistura exposta ao sol levou cerca de 2 minutos para reduzir e formar
as AgNPs com mudanga de cor da solugdo para castanho escuro
(Figura 2D). Assim, visando a otimiza¢@o dos experimentos, a sintese
das AgNPs foram realizadas por meio da catélise pela luz solar.

O perfil de absor¢do UV-Vis para as AgNPs sintetizadas ¢
apresentado na Figura 3. Para sintese realizada na auséncia de luz foi
observado A 433 nm, enquanto que para a luz solar, A 443 nm,
ambos indicando a presenga de AgNPs.

Em nosso estudo, utilizamos a espectrometria de absor¢ao atomica
com chama para quantificar a quantidade de prata presente na amostra,
através de uma curva de calibragdo usando dilui¢des da solucdo de
prata padrao. A concentragdo encontrada foi de 3.278 mg/L.

Na Figura 4 A ¢é possivel notar que o extrato aquoso de M.
glomerata ndo apresentou atividade antimicrobiana contra S. aureus
e C. albicans nas concentragdes analisadas. O oposto foi observado
pelas AgNPs (Fig. 2 B), cuja CMM e CIM foi observado a 0,006 mg/
mL e 0,1 mg/mL para S. aureus e C. albicans, respectivamente.

Em nosso estudo, o ensaio MTT foi utilizado para avaliar a
viabilidade celular de cepas HeLa e Vero, apds exposicdo a AgNPs
biossintetizadas a partir do extrato aquoso de M. glomerata. De acordo
com a Figura 5, é possivel observar que o efeito citotoxico nas células
se comporta de maneira dose-dependente para ambos os produtos
analisados. O extrato aquoso de M. glomerata foi menos citotoxico
para as células testadas, apresentando 50% de morte celular apenas
para células Vero em concentragdes acima de 50 mg/mL (Figura 3 A).

A linhagem celular Vero demonstrou maior suscetibilidade

Figura 2. Sintese de AgNPs utilizando extrato aquoso de Mikania glomerata Sprengel. A. Controle negativo 1: contendo solugéo de nitrato de prata + diluente do extrato (4gua
destilada). B. Controle negativo 2: extrato aquoso de M. glomerata + diluente do nitrato de prata (4gua destilada). C. Solug&o contendo nitrato de prata + extrato, apés a sintese de
AgNPs na auséncia de luz. D. Solug&o contendo nitrato de prata + extrato apés a sintese de AGNPs sob a presenca de luz solar.
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Figura 3. Espectro UV-Vis - pico de ressonancia plasmatica de superficie (SPR) para
nanoparticulas de prata biossintetizadas com extrato aquoso de Mikania glomerata na
presenca e auséncia de luz natural.

quando comparada com as células HeLa na presenca de AgNPs
biossintetizadas com extrato aquoso de M. glomerata. A concentragao
necessaria para causar 50% de morte celular foi de de 0,01 mg/mL
para HeLa e 0,2 mg/mL para Vero (Figura 3 B).

Discussao

A nanotecnologia verde permite o desenvolvimento de produtos
que levam em consideragdo a sustentabilidade, utilizando materiais
e métodos ndo-toxicos e renovaveis, na tentativa de criar produtos
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com impactos ambientais reduzidos’. Neste contexto, AgNPs
biologicamente sintetizadas vém ganhando destaque na area
biomédica por exibir propriedade antimicrobiana, antioxidante e
anticancerigena’, uma vez que possuem a combinagdo de prata e
metabdlitos secundarios da planta de estudo. Neste estudo, o extrato
de Mikania glomerata, popularmente conhecido como guaco ¢ ha
muito tempo utilizado pela medicina natural, foi empregado com
sucesso para obtencdo de AgNPs através de sintese verde, podendo
ser considerado um possivel agente redutor para sua obtengao.

A mudanga de cor na solucdo de sintese ¢ indicativo da formagao
de AgNPs e esta reacdo consiste na dissociagdo do nitrato de prata
em Ag “e NO,, seguida da redugdo do fon (Ag ") a um atomo
de prata (Ag °) pelos metabolitos presentes no extrato'’. Quando
esse processo acontece, a mudanga de cor da solucao é observada
para amarelo, com uma faixa intensa entre 380-400 nm no espectro
de absorcdo'®. O atomo de prata ¢ encontrado em um tamanho
menor que o comprimento da luz visivel, podendo ser visto apenas
através do espectro infravermelho!®. Apos a redugdo, os atomos se
aglomeram e causam uma mudanca definitiva na cor da solucao,
tornando-se marrom avermelhada. Essa mudanga ocorre devido a
excitacdo da ressonancia plasmatica de superficie (RPS) nas NPs
metalicas.

O procedimento de sintese de AgNPs por meio da catalise
pela luz solar foi utilizado em nosso estudo visando a otimizagao
dos experimentos, estando de acordo com outros autores**2, Em
nosso estudo, a reagdo sob a presenca de luz solar demonstrou
ser mais eficiente, reduzindo o tempo de rea¢do para 2 minutos
com mudanga completa da cor. A biossintese de AgNPs por
fotoindugdo foi relatada em varios estudos®*2+?2¢,  entre eles,
através da utilizacdo de extratos de Euphorbia hirta, Polyalthia
longifolia, Xanthium strumarium e Cynodon dactylon como agentes
redutores, cuja sintese catalisada pela luz solar levou apenas alguns
minutos. Outros alternativas para catalise da reagdo de sintese de

- C. albicans

A
12 I:l S. aureus

Células vidveis (UFC/mL)

100 50 25 12,5 6,25
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Células viaveis (UFC/mL)
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[
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Figura 4. Efeito do extrato aquoso de Mikania glomerata e das nanoparticulas de prata biossintetizadas a partir deste extrato aquoso em Candida albicans e Staphylococcus aureus
expresso em unidades formadoras de colonias por mililitro (UFC/mL). A. Efeito do extrato aquoso de M. glomerata. B. Efeito das nanoparticulas de prata biossintetizadas a partir
do extrato aquoso de M. glomerata. CP: controle positivo, apenas os isolados sem a adigdo dos compostos. Os resultados foram apresentados como a média de trés experimentos

independentes realizados em trés repeticdes, * p <0,05 em comparagao ao grupo controle.
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Figura 5. Citotoxicidade do extrato aquoso de Mikania glomerata e das nanoparticulas de prata biossintetizadas a partir deste extrato aquoso em linhagens celulares Hela e Vero.

A. Extrato aquoso de M. glomerata. B. Nanoparticulas de prata biossintetizadas a partir do extrato aquoso de M. glomerata. IC

s indice de citotoxicidade. Os resultados foram

apresentados como a média de trés experimentos independentes realizados em trés repeticdes, * p <0,05 em comparagao ao grupo controle.

NPs e excitagao de elétrons, ja foi relatada, tais como: laser, radiagdo
ionizante ¢ microondas?’*%%.,

O perfil de absor¢do UV-Vis observado em nosso estudo para as
nanoparticulas sintetizadas corrobora com aqueles obtidos por outros
autores’*’ que observaram A __440nm. Entretanto, AgNPstriangulares
cuja absorcdo foi em torno de & 565 nm ja foram relatadas’'. Estas
diferengas observadas no pico maximo sao devidas ao deslocamento da
banda de ressonancia plasmatica das diferencas de tamanho, forma da
nanoparticula®, ambiente quimico, espécies adsorvidas na superficie
e constante dielétrica’®. Portanto, como comprovado pelo espectro de
absorc¢do, ¢ evidente que os compostos presentes em M. glomerata
podem ser empregados como um substrato viavel para a biossintese
de AgNPs utilizando de forma eficiente a luz solar como catalisador de
reagdo. Fato este observado quando avaliamos a concentrag@o de prata
na solucdo de AgNPs em espectrometria de absor¢do atdmica com
chama (FAAS), em que o comprimento de onda utilizado neste estudo
foi de 328,1 nm, correspondendo ao comprimento de onda da absorgao
de radiagdo pela prata®.

Viarios estudos que aplicam o conceito de sintese verde para
obtencao de nanoparticulas ndo tém avaliado a quantidade de prata
presente na solug@o apos sintese e purificagdo, por métodos como a
espectrometria de absor¢do atdmica. Ao contrario da sintese quimica,
na qual existe uma ampla gama de estudos na area. Porém, AgNPs ja
foram obtidas através de sintese quimica utilizando citrato de sodio
¢ borohidreto de so6dio como agentes redutores e obteve-se 22,18
mg/L e 27,18 mg/L de AgNPs, respectivamente®. Embora a sintese
verde ndo seja a forma mais rentavel de produgdo de NPs quando
comparada com a sintese quimica, essa ainda ¢ a técnica que oferece
menos riscos ao manipulador, que leva a um produto menos téxico
e ecologicamente correto®. Desta forma, é de extrema importancia
o estudo de novas fontes alternativas para a sintese de AgNPs que
possam se igualar a sintese quimica em rentabilidade.

Estudos ja foram realizados para comprovar a atividade
antimicrobiana dos extratos de M. glomerata®. Apesar disso, em
nossos experimentos o extrato aquoso de M. glomerata sozinho
apresentou uma baixa atividade antibacteriana e antifingica. O mesmo
ja foi observado por outros autores, porém com concentragdes de
extratos superiores as aplicadas neste estudo e utilizando extratos
alcodlicos, como exemplo, extrato metanélico, no qual foi observado
baixa atividade contra S. aureus (CIM 90% de 3,8 mg/mL), porém,
o extrato atua sinergicamente com antibidticos com maior eficiéncia
antimicrobiana®. Fato que também pode ser observado neste estudo,
no qual a inibi¢do significativa do S. aureus sé foi realizada através
das AgNPs produzidas pelo extrato. Por outro lado, a atividade do
extrato de M. glomerata depende também do tipo de solvente utilizado
para extra¢do, uma vez que o extrato hidroalcodlico da planta ja foi
utilizado com sucesso contra S. aureus a uma concentragdo mais baixa
(0,5 mg/mL)*.

Em relag@o a atividade antifingica do extrato de M. glomerata,
estudos mostraram que o extrato hidroalcodlico ndo ¢ capaz de inibir a
proliferagdo de C. albicans**. Da mesma forma, o extrato etandlico foi
completamente inativo. Esses resultados corroboram com o observado
na Figura 4B. Este resultado também foi encontrado para outras
espécies de Candida, onde o extrato etandlico foi ineficaz contra C.
parapsilosis até 1 mg/mL apresentando melhor atividade contra C.
krusei e C. tropicalis a 0,5 mg/mL de extrato™®.

Nossos resultados foram satisfatorios, uma vez que, as AgNPs
produzidas a partir do extrato de Cynodon dactylon apresentaram
atividade contra S. aureus a uma concentracdo mais elevada de
0,01 mg/mL?*. Contudo, para C. albicans, AgNPS obtidas através
de biossintese utilizando o fungo endofitico Aspergillus clavatus,
inibiram seu crescimento a 0,009 mg/mL?*’. Desta forma, levando
em consideracdo a dose necessaria para inibir o crescimento do
microrganismo, as NPs obtidas apresentaram maior eficiéncia contra
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a bactéria testada.

Atualmente, poucos estudos foram realizados para verificar
os efeitos citotoxicos de nanoparticulas biossintetizadas. Em sua
maioria, mostram que o aumento da concentragdo de NPs leva
ao aumento da citotoxicidade em varias linhagens celulares®,
corroborando com o observado na Figura 5. Como exemplo, AgNPs
sintetizadas pelo extrato aquoso de Melia azedarach e testado contra
células HeLa, apresentou IC,, a 0,3 mg/mL¥, concentragdo muito
superior a observada neste estudo. AgNPs em células HelLa sdo
capazes de desencadear a apoptose e aumentar a regulagdo dos niveis
de expressdo dos genes de resposta ao estresse*’. Enquanto para a
linhagem celular ndo carcinogénica (Vero), as AgNPs apresentaram
citotoxicidade em concentracdo muito superior a necessaria para
inibir os microrganismos testados (0,2 mg/mL).

Esses resultados s3o muito importantes, uma vez que as AgNPs
apresentaram seletividade ao ser potencialmente toxico para linhagem
celular tumoral (HeLa) do que para a linhagem celular celular normal,
portanto, o produto obtido pode ser considerado confiavel, com nivel
de toxicidade abaixo da concentragao para inibir microrganismo como
S. aureus ¢ C. albicans.

Conclusdo

A obtencdo de AgNPs a partir extrato aquoso de folhas de M.
glomerata ¢ um método alternativo sustentavel e menos prejudicial ao
meio ambiente ¢ a saide humana se comparado a métodos quimicos e
fisicos. As AgNPs se mostraram eficientes na inibigdo do crescimento
por C. albicans ¢ S. aures, representando uma formulag@o alternativa
para o tratamento de infec¢des causadas por esses patogenos. Além
disso, a maior seletividade contra a célula tumoral torna a formulagao
apresentada neste estudo de extremo interesse para o desenvolvimento
de um novo farmaco. Desta forma, o préximo passo deste estudo
consistira na adogdo de novas estratégias para validagdo do uso das
AgNPs obtidas para tratamento clinico.
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