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RESUMO

MILANEZI, FELIPE, M.Sc, Universidade Vila Velha — ES, Abril de 2017. Sintese
e caracterizacao de nanoparticulas de ouro com quercetina e avaliacao de
suas atividades antioxidante, antimicrobiana e citotoxica. Orientador:

Rodrigo Scherer

O objetivo desse trabalho foi sintetizar nanoparticulas de ouro com quercetina,
bem como realizar sua caracterizacdo e avaliar suas atividades antioxidante,
antimicrobiana e citotéxica. As nanoparticulas de ouro com quercetina
(AuNPsQct) foram caracterizadas através de espectro no UV-Visivel (UV-Vis),
espectro no infravermelho (IRFT), analise de sua ultraestrutura em microscopia
eletrénica de transmissdo (MET) e andlise de estabilidade coloidal através do
método do Potencial Zeta (PZ). As atividades biolégicas foram avaliadas tanto
para a quercetina quanto para as AuNPsQct, sendo a atividade antioxidante
realizada pelos métodos de sequestro dos radicais livres DPPH, ABTS e éxido
nitrico, a atividade antibacteriana foi testada contra Staphylococcus aureus,
Bacillus cereus, Salmonella typhimurium e Escherichia coli, e a atividade
antifigica foi testada contra Aspergillus fumigatus e Aspergillus flavus e a
atividade citotoxica foi realizada com células de fibroblastos L929 através do
método do MTT. Foram sintetizadas AuNPsQct confirmadas por espectro UV-
Vis que mostrou absor¢ao na regido de plasmon de superficie localizada que é
caracteristica das AuNPs e o espectro de IRFT mostrou a integridade da
molécula da quercetina com as AuNPs. Essas apresentaram tamanhos inferiores
a 100 nm e estabilidade eletrostatica confirmada através do método do Potencial
Zeta. As amostras de quercetina e das AuUNPsQct apresentaram forte atividade
antioxidante nos métodos DPPH, ABTS e 6éxido nitrico, mostrando que a
atividade antioxidante da quercetina foi preservada. As nanoparticulas de
quercetina apresentaram fraca atividade antibacteriana, porém, apresentaram
forte atividade contra Aspergillus fumigatus (0,2 mg/mL). Na avaliagdo da
citotoxicidade foi verificado que nanoparticulas de quercetina ndo apresentaram
citotoxicidade em células de fibroblastos, ao contrario disso, ocorreu uma

inducao da proliferacao celular.



Palavras chaves: nanotecnologia; nanoparticulas de ouro; quercetina;

flavonoides.



ABSTRACT

MILANEZI, FELIPE, M.Sc, University of Vila Velha — ES, April de 2017.
Synthesis and characterization of gold nanoparticles with quercetin and
evaluation of their antioxidant, antimicrobial and cytotoxic activities.
Advisor: Rodrigo Scherer

The objective of this work was to synthesize gold nanoparticles with quercetin,
as well as to carry out its characterization and evaluate its antioxidant,
antimicrobial and cytotoxic activities. The gold nanoparticles with quercetin
(AuNPsQct) were characterized by UV/VIS spectra, infrared spectrum (IRFT),
analysis of ultrastructure in transmission electron microscopy (TEM) and analysis
of colloidal stability through Zeta Potential (PZ) method. The antibacterial activity
was tested against Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Salmonella
typhimurium and Escherichia coli, and the antifungal activity was evaluated for
both quercetin and AuNPsQct agaist Aspergillus fumigatus and Aspergillus
flavus. The antioxidant activity was performed by DPPH, ABTS and nitric oxide
free radical scavenging methods. The cytotoxic activity was performed with L929
fibroblast cells by the MTT method. AuNPsQct were synthesized confirmed by
UV-VIS spectrum which showed absorption in the localized surface region of
plasmon which is characteristic of AUNPs and the IRFT spectrum showed the
integrity of the quercetin molecule with the AuNPs. These presented sizes smaller
than 100 nm and electrostatic stability confirmed by the Zeta Potential method.
The quercetin and AuNPsQct samples showed strong antioxidant activity in the
DPPH, ABTS and nitric oxide methods, the latter being interesting showing that
the antioxidant capacity was preserved. The results showed poor antibacterial
activity and strong activity for Aspergillus fumigatus (0.2 mg/mL). The AuNPsQct
did not present cytotoxicity for the fibroblast cells, by the way, there was an
induction of cell proliferation.

Keywords: nanotechnology; Nanoparticles of gold; Quercetin; Flavonoids.



Introducao

Os flavonoides sdo uma classe de compostos fendlicos presentes nos produtos
naturais que diferem entre si pela sua estrutura quimica e caracteristicas
particulares. Dentre eles, a quercetina (3,5,7,3-4’- pentahidroxi flavona), um
flavonol, € um dos principais presente na dieta humana, e possui diversos efeitos
farmacoldgicos, tais como atividade antioxidante'!12.13, anti-
inflamatorias'3141516.17 - anti-proliferativas e anti-angiogénica'®'92, e apresenta
efeito hepatoprotetor?!. Apesar dessas vantagens, a quercetina apresenta baixa
solubilidade em agua e baixa biodisponibilidade, sendo caracterizada como
hidrofébica o que limita o seu uso clinico 13222324,

A nanociéncia pode ser definida como uma &rea da ciéncia dedicada ao estudo
e a manipulacao dos materiais na escala atdmica e molecular, que conduzem a
producdo de estruturas na escala nanométrica, em geral até 100 nm. As
nanoparticulas apresentam algumas aplicacées inovadoras, como conjugacao
de anticorpos!, veiculo para farmacos>3*% protegcdo contra raios UVS,
purificacdo de agua’, e para fins de diagnéstico, como agente antimicrobiano®2°
e em métodos de imunoensaio™®.

Dentre os nanomateriais existentes, as nanoparticulas de ouro (AuNPs) atraem
a atencao, pois 0 ouro é um material inerte, resistente a oxidacao, o que faz com
gue seu uso seja interessante em tecnologias e dispositivos em nanoescala’.
Além disso, as AuNPs sdo bem elucidadas quanto a reducao e funcionalizagéao
com produtos sintéticos e naturais.

Por outro lado, as propriedades farmacoldgicas da quercetina devem ser
preservadas no processo de capeamento. Dessa forma, a nanotecnologia pode

ser um método promissor para criar novas formulagdes com o intuito de auxiliar



na capacidade da atuagao bioldégica da quercetina e potencializar a atividade
dessas moléculas no qual o objetivo do presente trabalho foi caracterizar
nanoparticulas de ouro capeadas com quercetina (AuNPsQct), e avaliar suas
atividades antioxidante, antimicrobiana e citotoxica.

Métodos

Sintese e caracterizacdo das nanoparticulas de ouro com quercetina

As nanoparticulas de ouro (AuNPs) foram sintetizadas por reducédo quimica de
sais, de modo a obter ouro coloidal. Para isso, foram utilizados solugdo aquosa
de citrato de sédio e solugdo aquosa de ouro (acido tetracloroaurico - HAuCl4
Sigma-Aldrich)?°, e em seguida as nanoparticulas sintetizadas foram capeadas
com solugdes etandlicas de quercetina. Todas as vidrarias e materiais foram
previamente lavados trés vezes em solugao de agua régia (1:3 de acido cloridrico
e acido nitrico) e posteriormente lavados cinco vezes com agua destilada e secas
a temperatura ambiente. Para a sintese foram utilizados 15 mL da solucao de
HAuCl4 (0,1 g/L, pH 5) mantidos sob agitacao a 600 rpm a 90°C. Em seguida foi
adicionado 1 mL da solug¢do aquosa de citrato de sédio (10 g/L) com agitacéao
por 10 minutos, e ap6s esse tempo o aparecimento de coloracao avermelha
confirmou a formacao das AuNPs. Apds essa etapa, foram adicionadas as
solugbes etandlicas de quercetina com agitacdo de mais 5 minutos. Esse
procedimento foi realizado para cada concentracao testada (0,17 mg/mL; 0,85
mg/mL; 1,7 mg/mL e 8,5 mg/mL).

Caracterizacdo no UV-Visivel

Foram feitas leituras de absorbancia das amostras de nanoparticulas utilizando
Espectrofotdmetro Evolution® 300 Thermo Scientific. A leitura foi realizada em

250 até 700 nm, com velocidade de varredura de 600 nm/min. O resultado foi



expresso por meio de graficos de absorbancia por comprimento de onda (nm)

obtidos pelo software OriginPro 8.5 (Versao Trial).

Caracterizacdo no FTIR

A analise de infravermelho foi realizada no modo ATR em FTIR/FTNIR Spectrum
400 PerkinElmer, utilizando o brometo de potassio (KBr) para desidratacao apés
a centrifugacdo do material em 8.608 g por 10 min. Todas as bandas foram
analisadas nas faixas de absorcio de 650 a 4000 cm pelo software Origin Pro
8.5 (Versao Trial).

Caracterizagdo em microscopio eletrénico de transmissao (MET)

As AuNPsQct foram examinadas em um microscopio eletrénico de transmissao
(JEM-1400, JEOL, USA inc.), com filamento de hexaboreto de lantanio (LaBs)
operado a 120 kV. Cerca de 5 pyL das amostras foram gotejadas sobre as grades
de cobre de 400 mesh, contendo um filme suporte de resina Formvar (Polivinyl
Formal Resin) e secas a temperatura ambiente. As imagens por MET foram
obtidas para verificar a distribuicdo de tamanho e forma das AuNPsQct
sintetizadas.

Avaliagdo da estabilidade das AuNPs através do método do Potencial Zeta
Cerca de 2 mL das amostras foram analisadas em um analisador de particulas
Microtrac Zetatrac e os valores foram referentes a média das leituras e expressos
em mV.

Liofilizagdo das nanoparticulas



As nanoparticulas foram congeladas a -80°C (Ultra freezer CL580, Cold Lab) e
liofilizadas em um liofilizador Enterprise | Terroni, por 24 h ou até a formacéao de
um pé completamente desidratado de coloracao avermelhada.

Atividade antioxidante pelo método DPPH

A atividade antioxidante da quercetina e das AuNPsQct foi determinada através
do método do sequestro do radical livre 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) 26 no
qual foram utilizadas 20 uL de uma solugdo etandlica de quercetina e de
AuNPsQct na concentracao de 100 pg/mL a 2 ug/mL e 280 uL de uma solucao
etandlica de DPPH 40 pg/mL. Todos os testes foram realizados em triplicata. As
microplacas foram mantidas no escuro, em temperatura ambiente por 90 min, e
apds esse periodo, a absorbancia foi medida a 517 nm. A atividade de
eliminacéo dos radicais foi calculada conforme a equacao: 1% = [(AbsO — Abs1)
/ Abs0] x 100, onde a absorbancia Abs0 € a do branco e Abs1 é a absorbéancia
do teste. O IR50 (quantidade suficiente para 50% de reducéo) foi calculado
através da equacao da reta obtida da curva de calibracao. A acéo antioxidante
também foi expressa pelo indice de Atividade Antioxidante (IAA) que é calculado
pela equacéao 2: IAA = massa de DPPH (ug/mL) / IR50 (ug/mL).

Atividade antioxidante pelo método ABTS

A atividade antioxidante da quercetina e das AuNPsQct foi determinada através
do método do sequestro do radical livie ABTS™* 2724, O radical ABTS* foi formado
pela mistura de 7 mM de ABTS (em etanol 50%) e 2,45 mM de persulfato de
potassio, essa solugcéo estoque ficou armazenada em refrigeracao no minimo 16
h. A partir da solucdo estoque de ABTS* foram preparadas diariamente
solugdes com absorbancia de 1,00 (x 0,01) a 734 nm pela diluicdo com etanol

50%. Em microplacas de 96 pocos foram adicionados 270 L do radical ABTS*



e 30 pL de cada concentragcao dos compostos testes nas mesmas concentragdes
do método anterior. Ap6s 6 minutos de reacao no escuro, foi realizada a leitura
em 734 nm. A atividade de eliminacdo de radicais foi calculada conforme a
equacao: 1% = [(Abs0 — Abs1) / Abs0] x 100, onde a absorbéancia Abs0 é a do
branco e Abs1 é a absorbancia do teste. Os resultados foram expressos em

IR50, que foi calculado através da equacgao da reta obtida da curva de calibracéo.

Atividade antioxidante pelo sequestro do radical oxido nitrico por medicao de
nitrito com NPS

Para a avaliagdo do sequestro do radical 6xido nitrico utilizou-se nitroprussiato
de sbdio (NPS) 2,5 mM com diferentes concentragdes das amostras (20 a 0,2
Hg/mL) e incubada a temperatura ambiente durante 10 minutos. Determinou-se
a quantidade de nitrito através da reacdo de Griess?®, no qual foi utilizado 150
ML do reagente de Griess (volumes iguais de sulfanilamida a 1% em &cido
fosférico a 5% e solucao de N- (1-naftil) etilenodiamina a 0,1%. A absorbéancia
foi medida a 540 nm contra uma curva de calibracdo com padrdes de nitrito de
sodio.

Atividade antimicrobiana

Para avaliacdo da atividade antibacteriana, foram utilizadas espécies de
Escherichia coli (ATCC 8739), Staphylococcus aureus (ATCC 25923),
Salmonella typhimurium (ATCC 14028) e Bacillus cereus (ATCC 14579) obtidas
da lista de cepas de referéncia do INCQS-FIOCRUZ. As cepas foram repicadas
em placa de cultura com agar Mueller Hinton e incubadas a 35°C por 24 h. A

concentracdo final de células foi ajustada com caldo Mueller Hinton em



espectrofotobmetro a 625 nm, com densidade 6tica de 0,08 a 0,1, para obter uma
concentragdo final no poco de 5 x 10° UFC/mL.

A atividade antibacteriana dos compostos foi realizada através do método de
microdiluicdo em caldo em placas de 96 pocos onde foram adicionados 150 L
do caldo Mueller Hinton com inéculo e 150 uL das amostras solubilizadas em
caldo Mueller Hinton (quercetina, AuNPsQct e AuNPs) nas concentracdes de 2
mg/mL a 0,016 mg/mL. Em todas as placas foram inseridos controle positivo e
controle negativo, e todas as analises foram realizadas em triplicata. As placas
foram incubadas a temperatura de 36°C por 24 h, e apds esse periodo foi
adicionado 50 pL do indicador cloreto de trifeniltetrazolium (CTT) a 0,5% em
solucdo aquosa. Apds seis horas de incubagédo a CIM foi determinada como a
menor concentragdo capaz de inibir o crescimento visivel das células conferido
pelo CTT (cora células vivas).

Para analise da atividade antifungica foram utilizados trés isolados clinicos de
Aspergillus fumigatus [ Af 293 (PyrG +), WT Af 35 e CEA 17 (PyrG+) ] e trés
isolados de Aspergillus flavus [ CCDCA 1043, CCDCA 10391 e CCDCA 1049 ]
isolados de graos de café colhidos no Espirito Santo. Os espécimes foram
doados pela Universidade de Sao Paulo (USP) de Ribeirao Preto e Universidade
Federal de Lavras (UFLA) respectivamente. Também foram utilizadas as cepas
de referéncia de Aspergillus fumigatus INCQS 40014 (ATCC 16913) e
Aspergillus flavus INCQS 40182 (ATCC 204304) doadas da Colecao de
Microrganismos de Referéncia em Vigilancia Sanitaria-CMRVS, FIOCRUZ-
INCQS, Rio de Janeiro, RJ. A determinacdo do perfil de susceptibilidade a
quercetina, AuNPsQct e AuNPs, foi determinada atravées do perfil de

susceptibilidade dos isolados aos compostos?®. Os fungos isolados foram



cultivados em agar dextrose batata por 7 dias a 36 °C para induzir a formacéao de
esporos, apds esse periodo foram recolhidos com solucéo salina estéril (1 mL)
a 0,85% e Tween 20 (0,01 mL). Essa solucao foi transferida para um tubo de
ensaio estéril e apds possiveis fragmentos dos fungos decantados, o liquido
suspenso foi recolhido e homogeneizado em voértex por 15 segundos. Em
seguida, uma solucdo de concentracdo que variou de 0,4x10* UFC/mL a
5x10* UFC/mL de esporos foi preparada através de método espectrofotométrico
a 530 nm com densidade ética entre 0,09 a 0,13. Apds esta etapa a solugéao
contendo os esporos foi diluida 1:50 em meio RPMI-1640. Para o ensaio de
susceptibilidade foi utilizado meio RPMI-1640 (com glutamina, sem bicarbonato
de sédio, com vermelho fenol e indicador de pH), tamponado com MOPS [3- (N-
morfolino) propanossulfénico], em concentracao de 0,165 mol/L em pH 7,0 £ 0,1
a 25°C. O ensaio foi realizado em microplacas, e em seguida essas foram
incubadas a temperatura de 36 °C e o resultado analisado apés 48 h. O resultado
foi dado através da identificacdo da concentragao inibitéria minima (CIM), que
foi identificada visualmente com o auxilio de um espelho de leitura.

Atividade citotoxica pelo método do MTT

Para avaliar a atividade citotéxica da quercetina, AUNPsQct e AuNPs, foi usada
o método colorimétrico do MTT (3-(4,5-dimetil-2tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolio
bromide)®°, no qual foram adicionados 150 pL da cultura de células de
fibroblastos da linhagem L929 em que foram incubadas por 24 h a 37°C em
atmosfera de 5% de CO2. Ap6s 24 h foram adicionados 50 pL de concentracbes
crescentes (0,2 pg/mL a 25 ug/mL) das amostras de AuNPsQct, quercetina e
AuNPs, diluidas em DMEM 3,7 + SFB 10%, e as placas foram incubadas por 24

h a 37°C em atmosfera de 5% de CO2. ApGs este periodo, o conteudo do poco



foi removido, e entdo foram adicionados 100 pL de MTT (5 mg/mL) e incubados
por duas horas. Ap6s esse periodo, a solugcdo de MTT foi removida e foram
adicionados 100 uL de DMSO para dissolugdo dos cristais de formazana. O
etoposido (antitumoral) na concentracdao de 50 uM foi usado como controle
positivo e a leitura da absorbancia em 595 nm. A viabilidade celular foi
determinada por comparacao dos valores de absorbancia obtidos para as células
tratadas e nao tratadas, e o resultado foi expresso em porcentagem como IC50.
Anadlise Estatistica dos Dados

As analises estatisticas foram expressas como meédias + desvio padréo. A
analise de variancia (ANOVA) e teste de Tukey foi utilizada para determinar se
houve diferenca entre as médias (p<0,05) e para isso foi utilizado o programa
Biostat 5.0.

Resultados

Caracterizacdo por espectros no UV-Visivel

Nos espectros de UV-Visivel observa-se que a absorcao de cada espectro esta
relacionada com a concentragdo das AuNPsQct sintetizadas e também pode ser
visualizada a ocorréncia de um deslocamento batocrémico quando comparado
com a quercetina, no qual ndo ocorre absorcao no visivel e também observa-se
um deslocamento hipercrémico (0.17mg/mL), quando a absorcao se da na faixa
entre 500 a 600 nm, o que caracteriza a formacdo com maior numero das

AuNPsQct, comparado com as AuNPs, conforme visualizado na Figura 1.
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Figura 1. Espectro de absorgcdo no UV-Visivel. AuNPsQct: nanoparticulas de

ouro com quercetina.

Caracterizagdo por espectros no IRFT

As possiveis interacdes entre as AuNPsQct e a quercetina foram verificadas
através de analises de IRFT, que pode ser visualizado na Figura 2. A analise
comparativa entre os espectros na regido do infravermelho indicou a presenca
da absorgdo em 3248 cm! possivelmente relacionado com estiramento O-H. Ja
a banda de 1670 cm™ esta relacionada com o grupamento C=0. As bandas na
regido de 1500 cm™' podem ser referentes ao grupamento C=C, indicando a
presenca do grupamento aromatico da quercetina, confirmado pelas bandas de

absorcao na regido entre 650 a 1000 cm™' que esta relacionado possivelmente



com deformacado angular C=C-H de compostos aromaticos. Isso caracteriza a

presenca da quercetina integra durante a funcionalizagcdo com as AuNPs.
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Figura 2. Caracterizacao por espectros no FTIR. Qct: quercetina; AuNPsQct:

nanoparticulas de ouro com quercetina (0.17mg/mL).

Caracterizagdo em microscopia eletrénica de transmissdo e analise de
estabilidade eletrostatica através do método do Potencial Zeta

Na microscopia eletrénica de transmissao, as imagens revelaram AuNPsQct
estruturalmente quasisféricas e de tamanhos menores que 100 nm, que pode

ser visualizado na Figura 3.
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Figura 3. Imagem da ultraestrutura das nanoparticulas de ouro e das
nanoparticulas de ouro com quercetina em microscopia eletrénica de

transmissao.

As analises de estabilidade coloidal através do método do Potencial Zeta (PZ)
mostraram que as nanoparticulas apresentaram estabilidade conforme
visualizado na Figura 4, onde as AuNPsQct apresentaram carga negativa em

relacdo as AuNPs.
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Figura 4. A - Valores do Potencial Zeta (PZ) e B - Tamanho médio das AuNPs

Avaliagéo da atividade antioxidante

A partir dos ensaios de DPPH, ABTS e sequestro de 6xido nitrico foi observado
que a quercetina e as AuNPsQct apresentaram atividade antioxidante em todos
os métodos testados (Tabela 1). O IR50 da quercetina mostrou-se menor nos
ensaios de DPPH e ABTS, porém no ensaio de sequestro do éxido nitrico
mostrou-se o inverso, ou seja, o IR50 das AuNPsQct foi significativamente menor

(p < 0,05), demostrando que a atividade antioxidante foi preservada.

Tabela 1. Atividade antioxidante pelos métodos DPPH, ABTS e 6xido nitrico das

amostras de quercetina e nanoparticulas de ouro com quercetina.

Amostras  DPPH IRso (ug/mL) ABTS IRso (ug/mL) Oxido Nitrico IRso (ug/mL)

Quercetina 2,04 £0,04 a 3,056+0,27b 0,57 £ 0,06 a

AuNPsQct 2,75+0,12b 5,65+0,71a 0,48 +0,02b

Letras diferentes na mesma coluna correspondem a diferenga significativa (p <

0,01). AuNPsQct: nanoparticulas de ouro com quercetina.



Avaliagéo da atividade antimicrobiana
As AuNPsQct e a quercetina inibiram o crescimento do A. fumigatus e do S.

aureus, que pode ser visualizado na Tabela 2.

Tabela 2. Determinacdo da concentracao inibitéria minima das amostras para as

bactérias testadas.

Quercetina AuNPsQct AuNPs

(mg/mL) (mg/mL) (mg/mL)

Bactérias

S. aureus 2,0 2,0 -
B. cereus - -
E. coli - - -
S. typhimurium - - -
Fungos

A. fumigatus WT35 0,2 0,5 -
A. fumigatus AF293 0,1 0,2 -
A. fumigatus CEA17 0,2 0,5 -
A. flavus - - -

AuNPsQct: nanoparticulas de ouro com quercetina, AuNPs: nanoparticulas de
ouro sem quercetina, -: sem inibi¢ao.

Essa atividade deve-se a estrutura das bactérias Gram-negativas possuirem
estruturas de multiplas camadas bastante complexas como: uma camada de
peptideoglicano e outros trés componentes que envolvem a parede celular
(lipoproteina, membrana externa e lipopolissacarideo), o que pode ter dificultado

a acdo das AuNPsQct nessas espécies bacterianas®'.



Ja o B. cereus apesar de ser Gram-positivo, apresenta caracteristica de ser
endoesporulado, um possivel mecanismo de resisténcia bacteriana, que pode
levar a dificuldade de acido das AuNPsQct sobre essa espécie bacteriana3?3334,
Na avaliacdo da atividade antifungica observou-se que, as AuNPsQct e a
quercetina inibiram o crescimento de todas as espécies de A. fumigatus
estudadas com concentracao inibitéria minima que variou de 0,1 a 0,5 mg/mL.
Dessa forma, pode-se concluir que as AuNPsQct tiveram um bom potencial
antifangico.

Avaliagédo da atividade citotoxica

As AuNPsQct e a quercetina ndo apresentaram citotoxidade para as células de
fibroblastos L929, ao contrario, houve a estimulacdo de uma proliferacao celular
quando AuNPsQct foram utilizadas, o que pode ser visualizado na Figura 5. Foi
obtido um aumento da viabilidade celular entre as concentracdes de (0,78 a 12,5
ug/mL) para as AuNPsQct, porém nao houve diferenca significativa entre essas
concentragdes. Por outro lado, todas as concentracdes de AuUNPsQct mostraram

diferenca significativa (p < 0,05) entre os grupos de AuNPs e quercetina.
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Figura 5. Avaliacao da viabilidade celular pelo método colorimétrico MTT. *
Diferenca significativa (p < 0,05).

Discussao

O espectro de varredura UV-Visivel mostrou que as AuNPsQct apresentaram
bandas de absorcao entre 500 e 600 nm que podem ser atribuidas a ressonancia
de plasmon de superficie localizada (LSPR)37%8, Esta é uma propriedade Optica
de metais nobres, tais como o ouro, que se manifesta na regido do visivel (400
— 700 nm) do espectro eletromagnético®’3. As propriedades Opticas das
nanoparticulas tém intima relacdo com seu tamanho, pois os metais apresentam
propriedades dirigidas por suas bandas de energia, no entanto, em escala
nanométrica, este comportamento varia, de modo que o caminho livre médio dos
elétrons excede o raio da particula, podendo ser excitados pela luz visivel. A
interacao dos elétrons com a radiagédo eletromagnética causa oscilagcao coletiva
dos elétrons livres nas nanoparticulas metalicas, dando origem a uma densidade
de carga em sua superficie criando uma for¢ca de compensacao dando origem a
um comprimento de onda ressonante Unico, a banda plasménica de
superficied”38. Essa propriedade para as nanoparticulas de ouro se déa por volta
de 520 nm, podendo variar na faixa de 500 a 600 nm conforme seu tamanho e
grau de agregacdos8. Visualmente, a mudancga de cor da amostra para tons que
variam de vermelho a violeta confirma a formacdo das AuNPs®°, e ocorre devido
a excitacdo de vibracdes de plasmons de superficie, uma propriedade que é
caracteristica*’. J4 a solucdo precursora, (HAuCls) ndo apresenta banda
caracteristica LSPR, podendo-se concluir que essa propriedade € observada

apenas quando ha a formacao de AuNPs.



Quanto a forma e variacdo de tamanho, as AuNPsQct apresentaram-se com
morfologia esférica e com tamanhos hidrodinamicos médios inferiores a 100 nm.
Para que ndo haja discrepancia entre as AuNPs sintetizadas € necessario que
todos os nucleos sejam formados ao mesmo tempo, pois uma vez formados sob
as mesmas condicdes, as AuNPs apresentam tamanhos muito préximo e
crescem de maneira uniforme.

Os espectros no infravermelho registraram caracteristicas semelhantes, ainda
que em menor intensidade da molécula de quercetina presente apds a sintese
das AuNPs, que se deu através de interacdes eletrostaticas irreversiveis, o que
mostra que a integridade da molécula foi preservada.

Existem diversos tipos de radicais livres e distintos alvos de oxidagdo. Por esse
motivo é importante utilizar mais de um método na avaliagdo, e dessa forma,
representar a atividade antioxidante com melhor precisdo. Desse modo, os
métodos DPPH, o ABTS e o sequestro de 6xido nitrico, juntos, podem oferecer
um resultado mais abrangente, no que se refere a avaliagdo do potencial
antioxidante. Nos resultados foi observado que, apesar da diferenca significativa
entre quercetina e AuNPsQct, ambos apresentaram forte atividade antioxidante,
garantindo dessa forma que as AuNPsQct preservam essa propriedade
reconhecida da quercetina. Além disso, no método de sequestro do radical do
oxido nitrico, as AuNPsQct apresentaram maior atividade antioxidante em
relacdo a quercetina pura, fato notavel para a utilizacao futura do material
sintetizado. Apesar disso, uma possivel pequena reducdo da atividade
antioxidante poderia ser esperada, visto que os radicais hidroxilas que conferem
atividade antioxidante para a quercetina sdo 0os mesmos responsaveis pela

reducao e estabilizacdo do ouro.



No que tange a estabilidade das AuNPs, sua relacéo é diretamente proporcional
ao Potencial Zeta (PZ), que reflete o potencial de superficie das particulas, o qual
€ influenciado pelas mudancgas na interface com o meio dispersante, em razao
da dissociagcao de grupos funcionais na superficie da particula ou da adsorcao
de espécies ibnicas presentes no meio aquoso. Foi observado que as AuNPsQct
apresentaram PZ negativo, e as AuNPs apresentaram PZ positivo, essa
mudanca de carga elétrica confirma a estabilidade coloidal através do método
do Potencial Zeta. O valor do PZ indicou que as moléculas de nivelamento
presentes na superficie de AUNPsQct sdo compostos principalmente de grupos
carregados negativamente e também responsavel pela estabilidade das
AuNPsQct, ja que a quercetina é um agente redutor forte, que pode auxiliar na
estabilizacdo das AuNPs. O grupo carboxilato presente na superficie externa das
AuNPs também pode atuar como um agente tensoativo para fixar a superficie
das mesmas e estabiliza-la através de estabilizacdo eletrostatica, propriedade
fundamental, principalmente para aplicagdo em estudos farmacoldgicos e
biomédicos*2.

As AuNPsQct foram capazes de inibir o crescimento de A. fumigatus testados,
com uma concentracdo inibitéria minima satisfatéria. Além disso, mostraram
atividade bacteriana contra as cepas de S. aureus. Como os valores do Potencial
Zeta foram negativos, e 0 S. aureus possui carga positiva, devido a composicao
de sua parede celular, rica em acidos teicéicos, que pode ter favorecido a
interacdo entre as nanoparticulas e o microrganismo*> 4. A atividade
antibacteriana das AuNPsQct e a quercetina foram similares. Apesar disso, uma
vantagem no uso das AuNPsQct € a possivel penetragdo nas membranas

celulares, aumentando o efeito antibacteriano e o direcionamento da droga,



favorecendo sua atividade biolégica*?43. Um possivel mecanismo esta
relacionado a capacidade das AuNPs gerarem furos nas paredes das células
bacterianas®', e AuNPs menores sdo capazes de penetrar no interior das
bactérias com maior facilidade*>43,

O mecanismo de acao das AuNPsQct para A. fumigatus é similar a teoria da
acao bacteriana. Isso possivelmente ocorreu devido a um mecanismo de agao
das AuNPsQct que possivelmente geram um desarranjo na parede fungica,
levando a desintegracdo da mesma, resultando em perda de organelas
fundamentais para a estrutura da parede fungica e consequentemente a morte
celular.3%38 o que é interessante visto que o A. fumigatus é um dos maiores
causadores de aspergilose (hipersensibilidade alérgica até aspergilomas que
sao formas pulmonares e cerebrais de patologias fungicas), ja que 0os mesmos
sao encontrados abundantemente no ar (80-90%) geralmente inofensivo, porém
em pacientes com sistema imunolégico debilitado pode ser um grande causador
de doencas infecciosas podendo levar a morte. Além disso, esses fungos
produzem toxinas conhecidas como micotoxinas, tais como aflatoxina, que
podem causar cancer hepatico e infeccbes com alto risco de morte para
pacientes leucémicos e transplantados, sendo também um grande alergénico
para pacientes asmaticos.3%%6

Quanto a atividade das AuNPsQct para as células L929, uma acgéo celular deve-
se possivelmente ao tamanho das AuNPs que foram inferiores a 100 nm, o que
possivelmente facilitou a acao nas células de fibroblastos devido ao maior grau
de interacdo com a membrana celular. Isso significa um avango quanto a
utilizacdo das AuNPsQct para tratamentos celulares em que moléculas maiores

nao apresentem capacidade de interacdo com a membrana celular. Além disso,



as AuNPsQct sintetizadas podem auxiliar no tratamento ou como agente
quimiopreventivo de céancer em células e tecidos. Porém, estudos in vivo
necessitam ser realizados para completa elucidacao do potencial bioldégico das

AuUNPsQct sintetizadas*.

Conclusao

As AuNPsQct sintetizadas mostraram-se promissoras, preservando as
propriedades biolégicas da quercetina ap6s a sintese. Sua ultraestrutura se
mostrou com forma quasisférica e com tamanho médio inferior a 100 nm, e
estabilidade coloidal confirmada pelo Potencial Zeta. A atividade antioxidante foi
preservada mostrando um IAA maior que 2, caracterizando uma atividade
antioxidante muito forte, potencial antifingico contra A. fumigatus com uma
concentragdo inibitéria minima entre 0,1 a 0,5mg/mL, e nenhuma citotoxicidade
em células de fibroblastos L929.
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