AT ®
‘; \ XXVIl Encontro Anual de Iniciagao Cientifica e o | c
L‘ IV Encontro Anual de Iniciagao Cientifica JUnior 2018
CITOTOXICIDADE DE NANOPARTICULAS DE PRATA OBTIDAS POR SINTESE
VERDE

Ana Beatriz Klosowski (PIBIC/Fundagéo Araucéaria/UEPG), Patricia Mathias Doll
Boscardin (Orientador), e-mail: pattydoll@globo.com.

Universidade Estadual de Ponta Grossa/Departamento de Ciéncias Farmacéuticas

Area e Subéarea do CNPq: Farmécia (4.03.00.00-5) Farmacotécnica (4.03.01.00-
1)

Palavras-chave: Viabilidade celular, Avaliacédo Citotoxica, Nanotecnologia
Resumo

As nanoparticulas de prata (AgNPs) apresentam diversas propriedades terapéuticas,
como atividades antimicrobiana, anti-inflamatéria e antitumoral. Apesar de
apresentar muitos beneficios, ha estudos que comprovam a toxicidade da prata em
diferentes linhagens celulares. O objetivo do trabalho foi avaliar a citotoxicidade em
fibroblastos 3T3 e a atividade antimicrobiana de nanoparticulas de prata, obtidas por
sintese verde. Foi feita a caracterizacdo das AgNPs por meio do diametro médio,
potencial zeta, indice de polidispersao, UV-Vis e FEG, e posteriormente, a amostra
foi testada em fibroblastos 3T3 pelo método MTT para avaliacdo da citotoxicidade.
Além disso, a atividade antibacteriana foi analisada por meio do método de
microdiluicdo em caldo. As nanoparticulas obtidas apresentaram diametro médio de
23,56 nm, potencial zeta de -18 mV, com valor de indice de polidispersao de 0,153.
No ensaio de viabilidade celular, na concentracédo de 0,25 pg/mL, ndo houve morte
celular significativa, além de apresentar atividade antimicrobiana. Por meio dos
resultados obtidos, € possivel concluir que as AgNPs podem ter utilidade
terapéutica, em baixas concentragdes.

Introducéo

Nanoparticulas sao particulas que devem apresentar tamanho entre 1 a 100 nm e
sao utilizadas como agentes de administracdo de farmacos, possuindo vantagens
quando comparadas as formas farmacéuticas convencionais, como maior controle
na liberacdo do principio ativo, reducdo de doses téxicas e subterapéuticas,
possibilidade de incorporacdo de substancias hidrofilicas e lipofilicas, diminuicdo da
instabilidade e degradacdo de farmacos sensiveis as variagcbes ambientais,
monitoramento dos niveis de farmaco no sitio de aplicacdo, direcionamento e
concentracdo do farmaco no local a ser tratado. Além disso, permite a reducao tanto
do intervalo da dosagem, quanto da ocorréncia de efeitos colaterais, uma vez que
necessita de menor quantidade do principio ativo devido ao maior tempo de acéo no
organismo (BIZERRA; SILVA, 2016).

As nanoparticulas de prata (AgNPs) sdo amplamente utilizadas em formulacdes
devido as suas diversas propriedades terapéuticas, como antibacteriana, antifiingica,
antiviral, anti-inflamatoria, antitumoral, além de auxiliar na regeneracao da pele. As
AgNPs possuem propriedades fisico-quimicas muito caracteristicas, incluindo a sua
flexibilidade, maleabilidade e condutividade térmica e elétrica elevada em relacéo a
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qualquer outro metal, além de apresentarem estabilidade quimica e atividade
catalitica (SOARES, 2014).

Devido a crescente utilizacdo de sistemas de liberacdo controlada de ativos, como
as nanoparticulas de prata, as quais possuem diversas propriedades terapéuticas de
extrema importancia, especialmente a atividade antimicrobiana, podendo dessa
forma, serem incorporadas em produtos farmacéuticos e cosméticos, ha
necessidade da realizacdo de estudos de citotoxicidade para avaliar a viabilidade
celular e se é possivel a utilizagdo, com seguranca, dessa nanotecnologia em
produtos, sem ocasionar danos ao consumidor.

Materiais e Métodos

Obtencao do extrato aquoso do gel de Aloe vera
O extrato aquoso do gel de Aloe vera foi preparado a partir de folhas frescas
coletadas do horto da Universidade Estadual de Ponta Grossa (UEPG).

Sintese e caracterizacao de nanoparticulas de prata (AgNPs)

Para a sintese das AgNPs, foi preparada uma solugcdo aquosa de nitrato de prata
(AgNOs3) 1 mM. Em seguida, 1 mL de extrato de gel de Aloe vera foi adicionado a 9
mL de solucdo aquosa de AgNOs3 1 mM e a mistura foi exposta a luz solar ao meio
dia, horério de radiacdo solar de maior intensidade, durante 30 segundos, até a
mudanca de coloracdo de incolor para amarelo. A sintese das AgNPs foi confirmada
pela andlise de espectroscopia em UV-Vis em espectrofotbmetro UV-VIS NIR
VARIAN CARY 50 com comprimento de onda de 200 a 800 nm, e a avaliacdo da
morfologia e superficie foi realizada por microscopia eletrénica de varredura (SEM-
FEG) em microscopio MYRA 3 LMH (Tescan). Além desses parametros, o diametro
médio, indice de polidispersdo e potencial zeta foram determinados pelo aparelho
Zetasizer Nano ZS90 (Malvern Instruments), com diluicao prévia (1:10) da amostra.

Avaliacdo da citotoxicidade de nanoparticulas de prata a linhagem celular de
fibroblastos de camundongos 3T3

Para avaliagéo da citotoxicidade, foi utilizada a linhagem celular de fibroblastos de
camundongos 3T3, e cultivada com meio DMEM suplementado com 10% de soro
fetal bovino, 34 mmol.L! de bicarbonato de sédio e antibiético (penicilina 10000 Ul e
estreptomicina 10 mg.mL?). As células foram mantidas a 37° C em estufa
umidificada com 5% de CO2. A avaliagdo da toxicidade dos fibroblastos foi feita por
meio do método MTT, sendo que este método determina a capacidade das células
reduzirem o sal soluvel brometo 3-(4,5)dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2il-tetrazélico,
formando cristais insolUveis de formacdo com coloracdo violeta.. A amostra foi
adicionada em diferentes concentragbes (100; 50; 25; 12,5; 5; 2,5; 1; 0,5; 0,25
pug/mL) nas placas contendo os fibroblastos (3T3), sendo o periodo de exposicéao
avaliado de 24 horas. O sobrenadante foi descartado apos incubacao, adicionando
posteriormente uma solucdo de MTT 0,5 mg.mLt. As culturas de células foram
incubadas ao abrigo da luz a temperatura de 37 °C durante 30 minutos até a
observacdo de cristais de formazan. Dimetilssulféxido (DMSOQO) foi adicionado para
solubilizar os cristais formados e em seguida foi feita a leitura da absorbancia em
espectrofotdmetro, utilizando comprimento de onda de 570 nm em leitor de placas
(BIOTEK). A viabilidade celular foi determinada pela comparacdo dos valores de
absorbancia obtidos para células tratadas e ndo tratadas com as amostras
(controle).
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Avaliacdo da atividade antimicrobiana das nanoparticulas de prata

A avaliacdo da atividade antimicrobiana foi determinada pelo método de
microdiluicdo em caldo em placa de 96 pocos. Foram feitas diluicdes (0,5 mM; 0,25
mM; 0,125 mM; 0,062 mM) da solucdo de nanoparticulas de prata, obtidas a partir
de nitrato de prata 1 mM. A viabilidade dos micro-organismos foi confirmada por
adicdo do corante 2,3,5 cloreto de trifeniltetrazdlio (TCC) e a concentracao
bactericida minima foi obtida semeando o conteldo dos po¢os que ndo coraram em
agar Mueller-Hilton.

Resultados e Discussao

Na andlise de espectroscopia em UV-Vis, a amostra apresentou a banda de
plasmon com comprimento de onda maximo de 440 nm, o que confirma a sintese de
nanoparticulas de prata, uma vez que a ressonancia plasmonica de superficie para a
prata ocorre em comprimento de onda entre 400 e 500 nm.

Na microscopia eletrbnica de varredura (SEM-FEG), foram observadas
nanoparticulas amorfas, quase esféricas, de superficie lisa.

O potencial zeta representa a carga na superficie das nanoparticulas e
consequentemente esta relacionado com repulsdo eletrostatica e estabilidade da
solucédo. A estabilidade de particulas ocorre quando o valor de potencial zeta é
menor ou igual a -30 mV ou maior ou igual a +30 mV. J4 o indice de polidisperséo
(PDI) é a medida da amplitude da distribuicdo de tamanho, cujos valores devem
estar no intervalo de 0 a 1. Um PDI igual a 1 indica grandes variagbes no tamanho
da particula, enquanto que um valor proximo de O indica uma populacdo de
particulas monodispersas (LACATUSU et al., 2012). O melhor resultado obtido para
os trés parametros avaliados foi o diametro médio de 23,56 nm, potencial zeta de -
18 mV e indice de polidispersdo de 0,153, o que indica homogeneidade na
distribuicdo de tamanho das particulas.

No teste microbiologico, as nanoparticulas de prata, na concentracédo de 0,5 mM de
nitrato de prata, apresentaram inibicdo do crescimento de todos 0S micro-
organismos testados, e para a bactéria Enterococcus faecalis, as diluicbes
realizadas até a concentracdo de 0,062 mM de prata também apresentaram
atividade inibitéria para esta bactéria. Quando avaliada a atividade bactericida das
nanoparticulas de prata desenvolvidas, somente a bactéria Salmonella enteritidis
nao apresentou crescimento em agar Mueller-Hinton.

Para a avaliacdo da citotoxicidade em linhagem celular 3T3, as nanoparticulas de
prata (AgNPs) foram testadas nas concentracdes de 100; 50; 25; 12,5; 5; 2,5; 1; 0,5
e 0,25 pg/mL, assim como o extrato aquoso de Aloe vera foi testado na
concentracdo de 100 mg/mL. O periodo de exposicdo das células testadas em
relacdo as amostras foi de 24 horas, e a viabilidade celular, em percentual, para as
diferentes concentracdes de AgNPs, bem como para o extrato, pode ser avaliada na
Figura 1.
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Figura 1 — Efeito das nanoparticulas de prata e do extrato de Aloe vera sobre a viabilidade de
fibroblastos 3T3, apds 24 horas, pelo método de reducdo do MTT. Os resultados estdo expressos
como média + EPM (erro padrdo da média) (n=8). Os testes estatisticos utilizados foram Anova,
seguida pelo teste post-hoc de Tukey. ***P< 0,001 quando comparado com o grupo controle.

Com as informacdes extraidas da Figura 1, pode-se observar que as nhanoparticulas
de prata podem ser utilizadas com seguranca em baixas concentracdes, igual ou
abaixo de 0,25 pug/mL, em produtos farmacéuticos ou cosmeéticos, uma vez que nao
houve reducéo na viabilidade celular, quando comparado as concentracdes maiores,
em que a porcentagem de células viaveis foi menor ou proximo a 50%.

Conclusoes

O método de sintese verde permitiu a obtencdo de nanoparticulas de prata com
tamanho adequado e por meio do ensaio de citotoxicidade em 24 horas, pode-se
concluir que as AgNPs sintetizadas nao diminuiram a viabilidade de fibroblastos 3T3
em concentracdo igual a 0,25 pg/mL. Além de ndo ser toxica em baixas
concentracbes, as AgNPs desenvolvidas apresentaram acdo inibitéria do
crescimento dos micro-organismos.
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