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RESUMO

O reino vegetal abriga espécies com grande importancia medicinal. Varios sao os estudos que
buscam em extratos ou produtos derivados de plantas, compostos ativos responsaveis por
propriedades de grande interesse farmacoldgico. Além disso, tais extratos estdo sendo cada vez
mais empregados em sintese verde de nanoparticulas metélicas, especialmente de prata para
aplicacdes em diversos campos, tais como fisica, quimica, ciéncia dos materiais, optoeletronica,
energias renovaveis, remediacdo ambiental e dispositivos biomédicos. A espécie Hibiscus
sabdariffa L., popularmente conhecida como vinagreira, € amplamente utilizada na culinaria e
medicina popular, devido a suas propriedades biol6gicas e grande capacidade nutricional. J&
existem relatos da utilizacdo de extratos de H. sabdariffa na formulacdo de nanoparticulas de
prata (AgNPs), mas poucos sdo os que verificam suas atividades bioldgicas. No presente estudo,
objetivou-se realizar a caracterizacao e a avaliacao de atividades antimicrobiana, antiparasitaria,
de inibicdo enzimatica e hemolitica de extratos aquosos e etandlicos de folhas (EAHSF e
EEHSF) e de célices (EAHSC e EEHSC) de H. sabdariffa, bem como empregar os extratos
aquosos na sintese verde de nanoparticulas de prata, caracteriza-las e avaliar as atividades
antioxidante, antimicrobiana e hemolitica das mesmas. Os maiores rendimentos foram obtidos
nas extracoes etandlicas (EAHSC — 6,2%; EAHSF — 7,4%; EEHSC - 15,6%; EEHSF — 16,6%).
Todas as amostras apresentaram-se acidas (pH = 2,4 — 3,3). De maneira geral, os perfis de
constituintes fitoquimicos foram semelhantes entre as amostras, mas os perfis cromatograficos
apresentaram diferencas. Verificou-se maior teor de compostos fendlicos em ug EAG/mg
extrato, nos calices (EEHSC —31,06 + 1,11; EAHSC - 24,86 + 2,44) e maior teor de flavonoides
em pg EEC/mg extrato nas folhas (EEHSF — 36,88 + 1,47; EAHSF — 11,51 £ 0,60). Quanto as
propriedades bioldgicas, EEHSF se destacou quanto a capacidade antioxidante (DPPH — 33,27
+ 2,87 mg Trolox/g extrato; ABTS e FRAP — 154,2 + 2,8 e 45,33 £ 1,26 mg AAE/g extrato,
respectivamente), enquanto que EAHSC demonstrou a maior atividade antileishmania (Clso =
128,974 ug/mL) e EEHSC exibiu maior atividade de inibicdo da enzima acetilcolinesterase
(Clsp = 2,798 mg/mL). As amostras ndo exibiram atividade antimicrobiana nas concentragdes
testadas. Os extratos de calices apresentaram-se mais biocompativeis que os foliares com
valores maiores de CHso em mg/mL (EEHSC — 2,95 + 0,06; EAHSC — 2,47 + 0,27). EAHSC
demonstrou melhor resposta na formulacdo das AgNPs, onde as mesmas apresentaram
tamanhos na escala nanométrica (50,2 nm), ABTS de 5,8 £ 6,1 ug AAE/mL de nanoparticula,
acdo antimicrobiana contra o fungo Candida albicans e as bactérias Escherichia coli,
Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis e Salmonella
typhimurium, além de demonstrar maior biocompatibilidade que o nitrato de prata (CHso =
50,93 + 3,15 pug Ag*/mL). Este estudo verificou varias potencialidades de H. sabdariffa e
confirmou a sintese verde de AgNPs utilizando extrato aquoso da espécie, demonstrando que
as mesmas podem ser utilizadas em aplicagdes na area médica.

Palavras-chaves: Antioxidantes, Acetilcolinesterase, Leishmania spp., Agdo antimicrobiana,
Hemolise



ABSTRACT

The plant kingdom contains species of great medicinal importance. Several studies have been
looking for extracts or products derived from plants with active compounds responsible for
properties of great pharmacological interest. In addition, these extracts are being increasingly
used in green synthesis of metallic nanoparticles, especially silver’s, for applications in different
fields such as physics, chemistry, materials science, optoelectronics, renewable energies,
environmental remediation and biomedical devices. The species Hibiscus sabdariffa L.,
popularly known as vinagreira, is widely used in cooking and folk medicine due to its biological
properties and great nutritional capacity. There have been reports of the usage of extracts of H.
sabdariffa in the formulation of silver nanoparticles (AgNPs), but few are those that verify their
biological activities. The aim of this study was to characterize and evaluate the enzymatic
inhibition, antimicrobial, antiparasitic and cytotoxic activities of aqueous and ethanolic extracts
of leaves (EAHSF and EEHSF) and calyces (EAHSC and EEHSC) of H. sabdariffa, as well as,
use the aqueous extracts in the green synthesis of silver nanoparticles, and analyze its
characterization and evaluation of antioxidant, antimicrobial and hemolytic activities. The
highest yields were obtained in ethanolic extractions (EEHSC — 15,6%; EEHSF — 16,6%). All
samples were acidic (pH = 2,4 — 3,3). In general, the profiles of phytochemical constituents
were similar among the samples, but the chromatographic profiles presented differences. The
highest content of phenolic compounds in pg EAG/mg extract, it was found in the calyces
(EEHSC — 31,06 = 1.11; EAHSC — 24,86 + 2,44) and higher flavonoid content in ug EEC/mg
extract in the leaves (EEHSF = 36,88 + 1,47; EAHSF = 11,51 + 0,60). As regards the biological
properties, EEHSF was distinguished in relation to the antioxidant capacity (DPPH — 33,27
2,87 mg Trolox/g extract, ABTS and FRAP — 154,2 + 2,8 and 45,33 + 1,26 mg AAE/g extract,
respectively), whereas EAHSC showed the highest antileishmania activity (IC50 = 128,974
pg/mL) and EEHSC exhibited higher inhibition activity of the acetylcholinesterase enzyme
(IC50 = 2,798 mg/mL). The samples showed no antimicrobial activity at the concentrations
tested. The calyx extracts were more biocompatible than the leaves with values greater than
CH50 in mg/mL (EEHSC - 2,95 + 0,06, EAHSC — 2,47 + 0,27). EAHSC showed a better
response in the formulation of AgNPs, where they showed sizes at the nanometer scale (50,2
nm), ABTS of 5,8 + 6,1 ug AAE / mL nanoparticle, antimicrobial action against the fungus
Candida albicans and bacteria Escherichia coli, Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis and Salmonella typhimurium, and demonstrated greater
biocompatibility than silver nitrate (CH50 = 50,93 + 3,15 pg Ag+ / mL). This study verified
several potentials of H. sabdariffa and confirmed the green synthesis of AgNPs using aqueous
extract of the species, demonstrating that they can be used in medical applications.

Keywords: Antioxidants, Acetylcholinesterase, Leishmania spp., Antimicrobial action,
Hemolysis
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INTRODUCAO GERAL

Desde os primordios da civilizacdo os seres humanos buscam na utilizagdo de produtos
naturais, especialmente derivados da flora, uma alternativa para a prevencao, tratamento e/ou
cura de diversas enfermidades (FIRMO et al., 2011). Esses produtos estdo presentes em
sementes, raizes, folhas, frutos, flores entre outras partes de plantas conhecidas como
medicinais, ou seja, aquelas que possuem compostos ativos capazes de gerar efeitos
terapéuticos diretos ou indiretos (JAMSHIDI-KIA; LORIGOOINI; AMINI-KHOEI, 2018).

A industria farmacéutica cada vez mais tem interesse no desenvolvimento de pesquisas
cientificas que identificam e comprovam propriedades bioldgicas de extratos vegetais. O
mercado global de produtos naturais, principalmente derivados do reino vegetal é estimado em
mais de US$ 80 bilhdes e sdo eles que geram cerca de metade dos farmacos. As drogas a base
de plantas e extratos vendidos como suplementos dietéticos, alimentos ou medicamentos sdo 0s
principais produtos comercializados em redes de farmécias (BILIA et al., 2017).

Uma espécie ja bastante utilizada como medicinal em todo o mundo € a Hibiscus
sabdariffa L., conhecida popularmente como vinagreira. Além do emprego na medicina
popular, essa planta também é empregada na culinaria em algumas regides, devido a sua grande
capacidade nutricional (SOBOTA; PINHO; OLIVEIRA, 2016). Extratos dessa espécie
apresentam muitos fitoconstituintes com importancia farmacoldgica, tais como antocianinas,
flavonoides, polissacarideos e &cidos organicos, incluindo o malico, o ascorbico, o
hidroxicitrico, o protocatecuico e &cidos de Hibiscus. Tais extratos também sdo ricos em
minerais, tais como ferro, célcio e fésforo e, possuem baixo contetdo de glicose (MARGANHA
et al., 2010; HASSAN; BERCHOVA; SUDOMOVA, 2016). Algumas atividades ja
investigadas e comprovadas para a espécies sdo a antioxidante, a antimicrobiana, a anti-
inflamatéria e a anticancerigena (ZHANG et al., 2014; BORRAS-LINARES et al., 2015).

Extratos de plantas tém ganhado uma atencdo especial no campo nanotecnolégico.
Essa area esta relacionada a criacdo e utilizacdo de materiais com constituintes em escala
nanométrica, ou seja, com dimensdes que ndo ultrapassem 1x10°® m e vem se tornando um dos
mais promissores campos de pesquisa tecnoldgica, visto que a mesma explora a atividade
elétrica, Otica e magnetica, bem como o comportamento estrutural em nivel molecular e
submolecular das particulas (HASAN, 2015).

Sdo utilizados materiais de composic¢des diferentes como polimeros e metais para criar
estruturas modificadas em uma escala nanométrica, que passam a ter novas e diferentes

propriedades, o que lhes garante uma melhor eficiéncia, facilitando suas aplicacfes em
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diferentes campos. Os sais de prata, por exemplo, ja tém propriedades antibacterianas
conhecidas hd muito tempo e formulagfes que utilizam o metal para sintese de nanomateriais
podem potencializar esse efeito e até ajudar na biocompatilidade do sal, reduzindo seus efeitos
toxicos em seres humanos (KIM et al., 2007).

O avanco das pesquisas nessa area evidenciou a necessidade do surgimento de
tecnologias biosintéticas e novas rotas de sintese de nanomateriais que fossem viaveis e
ambientalmente seguras (RAI; YADAV; GADE, 2009), como a sintese verde (SV), rota de
formulacdo de nanoparticulas metalicas viavel e biocompativel que utiliza biomoléculas
produzidas por organismos vivos (bactérias, fungos, plantas) como agentes redutores e
estabilizantes, substituindo reagentes toxicos geralmente utilizados para redugdo quimica. O
método mais ecoldgico utilizado para sintese de nanoparticulas de prata (AgNPs) é o que utiliza
extratos de plantas (MITTAL; CHISTI; BANERJEE, 2013; AHMED et al., 2016). A literatura
ja descreve o emprego de diversas espécies vegetais para esse propésito (BAGHAYERI et al.,
2018; KUMAR; KUMAR; AGRAWAL, 2018; YAO et al., 2018).

J& existem relatos da utilizacdo de extratos de H. sabdariffa para formulacdo de
nanoparticulas metalicas (THOVHOGI et al., 2015; MISHRA et al., 2016; THOVHOGI et al.,
2016; ALSHEHRI; MALIK, 2017; MAHENDIRAN et al., 2017), mas poucos sao 0S
relacionados a SV de AgNPs (KUMAR et al., 2014; CATALDO; URSINI; ANGELINI, 2016;
KALITA; GANGULLI, 2016). Dessa forma, visto as muitas propriedades ja descritas para H.
sabdariffa e o perfil fitoquimico de diferentes extratos da espécie que evidencia sua alta
quantidade de compostos fendlicos e elevada capacidade antioxidante, torna-se interessante a
busca de rotas de sintese de AgNPs utilizando os extratos da planta, assim como a investigacao
de suas atividades bioldgicas, visando seu possivel emprego em diversas aplicacoes, inclusive

médica.
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OBJETIVOS

Objetivo geral

Realizar a caracterizacdo e a avaliacdo de atividades bioldgicas de extratos de Hibiscus

sabdariffa e de nanoparticulas de prata produzidas por meio de sintese verde utilizando extratos

aquosos da espécie.

Objetivos especificos

Produzir extratos etandlicos e aquosos de H. sabdariffa;

Determinar o perfil de fitoconstituintes dos extratos por analises qualitativas e
cromatografica;

Determinar o teor de compostos fenolicos e flavonoides dos extratos;

Avaliar as atividades antioxidante, antimicrobiana, antiparasitaria, de inibicdo da
enzima acetilcolinesterase e hemolitica dos extratos produzidos;

Sintetizar e caracterizar nanoparticulas de prata obtidas por sintese verde utilizando
extratos aquosos de H. sabdariffa;

Avaliar as atividades antioxidante, antimicrobiana e hemolitica das nanoparticulas

sintetizadas.



CAPITULO 1
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REVISAO DE LITERATURA

1 Hibiscus sabdariffa L.

O género Hibiscus esta inserido na classe das Dicotiled6neas, sendo um dos maiores
géneros da familia Malvaceae, constituido por cerca de 200 espécies, distribuidas em regides
tropicais e subtropicais, abrangendo inclusive representantes com grande importancia
econdmica. No Brasil, as principais espécies do género utilizadas como plantas ornamentais
sdo H. rosa-sinensis L. e H. schizopetalus (Dyer) Hook. f., outras como H. sabdariffa L. e H.
acetosella Welw. ex Hiern, além de apresentarem potencial ornamental, sdo empregadas na
alimentacdo e medicina popular, ainda existindo espécie Hibiscus cannabinus Kenaf como
importante fornecedora de fibra téxtil (ESTEVES; DUARTE; TAKEUCHI, 2014).

Hibiscus sabdariffa L. (figura 1) é conhecida por varias denominagdes, tais como
vinagreira, hibisco, rosela, azedinha, caruru-azedo, quiabo-azedo, entre outras. E uma planta
empregada para multiplos usos, com importancia ornamental, nutricional e medicinal. Essa
espécie ¢ originaria do continente asiatico, sendo posteriormente introduzida na Africa, de onde
foi trazida ao Brasil na época do trafico de escravos (SOBOTA,; PINHO; OLIVEIRA, 2016).

Caracteriza-se por ser um arbusto ereto e ramificado que atinge alturas superiores a
1,80 metros, com ciclo anual. A corola é formada por cinco sépalas de coloracdo vermelha
dispostas em cone, formando o célice. Na base do célice esta o caliculo, de formato pontiagudo
e disposto em circulo, onde estdo localizados a capsula deiscente aveludada e o fruto, medindo
aproximadamente dois centimetros de comprimento que abriga as sementes. Sua flor é simples,
séssil e axilar. As folhas sdo verdes, alternas, longo-pecioladas, palmatilobadas com trés a cinco
lobos estreitos e agudos e nervuras arroxeadas. Desenvolve-se melhor em regides cujo clima é
quente, visto sua grande sensibilidade a baixas temperaturas. Necessita de 800 a 1600 mm de
chuvas e temperaturas entre 18 e 35 °C para se desenvolver (MARGANHA et al., 2010;
MACIEL et al., 2012; ROSA, 2013).

As partes mais utilizadas da vinagreira sdo as folhas e os calices. Por se tratar de uma
hortalica ndo convencional, as folhas sdo bastante utilizadas em preparacdes de alimentos
regionais como por exemplo o arroz de cuxa, comida tipica do estado do Maranhéo, além de
saladas in natura e outros alimentos em que s&o utilizadas no processo de cocgdo (CANDIDO;
STURZA; BARBOSA, 2017). Ja os célices sao utilizados, principalmente como infusdes em

chas para o tratamento empirico de diversas condi¢Ges, como por exemplo disturbios
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gastrointestinais, doencas hepaticas, febre, hipercolesterolemia e hipertensdo, além de
funcionar como diurético (FORMAGIO et al., 2015).

Figura 1. Hibiscus sabdariffa L. A - planta em ambiente natural; B - flor; C — folhas e célices
com fruto.

Fonte: Autoria propria (2016)

1.1 Composicdo fitoquimica de extratos de H. sabdariffa

A literatura relata diversos estudos de rastreio para os compostos fitoquimicos de H.
sabdariffa (FREITAS; SANTOS; MOREIRA, 2013; OKEREKE; IROKA; CHUKWUMA,
2015; ZHEN et al., 2016), existindo certa variagdo na composi¢do entre os estudos,
provavelmente devido a diferentes variedades, condi¢bes genéticas, ambientais, ecolégicas e
de colheita da planta (DA-COSTA-ROCHA et al., 2014).

As folhas e os célices da espécie contém muitos constituintes quimicos, tais como
alcaloides, proteinas, lipideos, carboidratos, fibras, B-caroteno, acido ascorbico, acido
araquidico, é&cido citrico, acido malico, &cido tartarico, acido protocatéquico, acido
hidroxicitrico, é&cido clorogénico e seus isdmeros, acido neoclorogénico, é&cido
criptoclorogénico pectina, quercetina, calcio, ferro e fdsforo (ISMAIL et al., 2008;
MARGANHA et al., 2010; KAPEPULA et al., 2017).
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Os principais constituintes da planta com aplicacbes registradas no contexto

farmacoldgico sdo os acidos organicos, flavonoides, polissacarideos e antocianinas, estando 0s
dois ultimos mais presentes nos célices secos da espécie (DA-COSTA-ROCHA et al., 2014).

1.2 Atividades biologicas de extratos de H. sabdariffa

Existe um crescente interesse da comunidade cientifica em investigar os reais
beneficios de plantas utilizadas na medicina popular e no que concerne a H. sabdariffa sdo
reportados alguns estudos que confirmam as propriedades terapéuticas dessa espécie, relatando

diversas atividades bioldgicas de seus extratos como demonstrado na tabela 1.

Tabela 1. Algumas atividades bioldgicas descritas para extratos de Hibiscus sabdariffa L.

Atividade Parte vegetal Referéncias
(USOH et al, 2005; SALAZAR-

GONZALEZ et al., 2012; MACIEL et al.,
Antioxidante Flores; calices; frutos;  2012; YANG et al., 2012; ZHANG et al.,
sementes 2014; BORRAS-LINARES et al., 2015;
SOBOTA et al., 2016)
(OLALEYE, 2007; MACIEL et al., 2012;

Antimicrobiana Célices; frutos PAIM et al., 2017; RANGEL-VARGAS et
al., 2017)
Anti-inflamatéria Calices; folhas (ALl etal., 2011; ZHEN et al., 2016)
) Flores; calices; (ZHANG et al., 2014; FORMAGIO et al.,
Antitumoral
folhas 2015)
o (YIN et al., 2011; NURKHASANAH, 2015;
Hepatoprotetora Flores; célices
EZZAT etal., 2016)
_ N (ZAINALABIDIN et al., 2016; HOSSEINI;
Cardioprotetora Calices
BAKHTIARI; MOUSAVI, 2017)
o _ (ALARCON-ALONSO et al., 2012
Diurética Célices

JIMENEZ-FERRER et al., 2012)

Fonte: Autoria propria (2018)
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O potencial antioxidante relaciona-se com uma capacidade protetora contra o dano
oxidativo que € causado por um desequilibrio entre producéo e acumulacgao de espécies reativas
ao oxigénio (EROs) em células e tecidos e a capacidade de desintoxicacdo do sistema biolégico.
As EROs estdo bastante associadas ao desenvolvimento e progressdo de diversas condicdes
patoldgicas, tais como doencas cardiovasculares, neurodegenerativas e cancer (PARHIZ et al.,
2015; PIZZINO et al., 2017).

Tal atividade vem sendo bastante investigada em plantas, especialmente as
alimenticias, pois as mesmas tém uma habilidade inata de biossintetizar uma ampla gama de
antioxidantes ndo enzimaticos capazes de atenuar o dano oxidativo, desempenhando um
importante papel protetor na prevencéo e no retardo do progresso de muitas doengas cronicas
e, além disso, apresentam uma chance menor de causar toxicidade quando consumidas
(KASOTE et al., 2015; SEUNG et al., 2016).

Ja foi demonstrado que existe uma correlacao positiva entre o contetdo de compostos
bioativos, tais como compostos fendlicos, terpenos, aldeidos e flavonoides e as atividades
antioxidante e antimicrobiana de alguns extratos de plantas, o que surge como uma alternativa
a problemética do uso indiscriminado de agentes antimicrobianos que esta agravando o quadro
da resisténcia de microrganismos a principal forma de combate aos mesmos (KYUNG, 2012;
AZIZ; KARBOUNE, 2016; KUMAR et al., 2018).

Entre os distUrbios neurodegenerativos que tem sua patogénese relacionada ao estresse
oxidativo, a doenga de Alzheimer (DA) tem um especial destaque, por se tratar de uma condi¢édo
clinica progressiva até entdo sem cura e afetar milhdes de pessoas em todo 0 mundo (MURRAY
et al., 2013). A hipotese colinérgica afirma que a DA é desencadeada pela perda progressiva de
sinapses colinérgicas no hipocampo e no neocortex. A reducdo da concentracdo do
neurotransmissor acetilcolina parece ser um elemento critico no desenvolvimento da deméncia
e a abordagem terapéutica mais apropriada para o tratamento de DA seria restaurar os niveis de
acetilcolina inibindo as principais formas de colinesterase: acetilcolinesterase (AChE) e
butirilcolinesterase (BuChE) (AHMED et al., 2013).

Dessa maneira, Vvarias pesquisas buscam encontrar potenciais inibidores de
colinesterases em produtos naturais, principalmente os ricos em polifenois, visto que ja existem
relatos que tais compostos exercem atividade neuroprotetora, sendo capazes de atravessar a
barreira hematoencefalica, melhorando a neurotransmisséo (FIGUEIRA et al., 2017) e varios

estudos ja demonstraram essa atividade em extratos de diferentes espécies de plantas medicinais
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(DALAI et al., 2014; MALAR et al., 2017; SINGH; RAMASSAMY, 2017). Joshi e
colaboradores em 2006, avaliaram a atividade nootropica de extrato aquoso de calices de H.
sabdariffa em camundongos e verificaram que 0 mesmo tem potencial para o tratamento de
doencas neurodegenerativas em idosos, possivelmente devido ao seu potencial anti-
acetilcolinesterase.

Outra atividade que vem sendo bastante investigada em extratos vegetais é a
antiparasitaria, especialmente a antileishmania. Desde 1984, esse potencial é avaliado em
diferentes espécies de plantas medicinais por meio de testes in vitro e in vivo (ROCHA et al.,
2005), e, até os dias atuais, varios sdo os estudos que buscam acdo leishmanicida em extratos
vegetais (KAUR; KAUR, 2018; AREVALO-LOPEZ et al., 2018), visto que a utilizacio das
principais terapias para leishmanioses esta sendo limitada por suas elevadas toxicidades e
aumento alarmante de suas ineficacias terapéuticas (SAHA; MUKHOPADHYAY;
CHATTERJEE, 2011).

Vaérios sdo os fitoconstituintes que demonstram poderosa atividade antileishmania
incluindo compostos fenodlicos, tais como auronas, chalconas, flavonoides, saponinas,
alcaloides, taninos entre outros (SEN; CHATTERJEE, 2011), e, mesmo o Hibiscus sabdariffa
possuindo tais compostos ndo ha, na literatura, muitos estudos que avaliaem a atividade
antileishmania de compostos isolados ou de extratos da espécie, sendo que nestes foram
utilizadas apenas duas espécies Leishmania donovani (ABU-MEJDAD; AL-HILFY, 2013) e
Leishmania major (HAMARSHEH et al., 2017).

E de extrema importancia o rastreio dessa atividade para outras espécies de interesse
clinico como por exemplo a Leishmania amazonensis, agente etioldgico das formas clinicas
mais graves de leishmaniose cutanea (WHO, 2010), visto que os tratamentos recomendados
para tais manifestacdes tém sido associados a casos de infec¢do persistente, fato relacionado a
capacidade deste parasita em modular o sistema imunoldgico do hospedeiro, sendo, dessa
forma, dificil o realizar o tratamento dessas condi¢des sem efeitos adversos (SUNDAR;
CHAKRAVARTY, 2013).

2 NANOTECNOLOGIA

A nanotecnologia é uma area de desenvolvimento multidisciplinar relacionada a
diversos avancos tecnoldgicos que se baseia na manipulacdo de atomos e moléculas de tamanho

nanometrico, ou seja, com dimensdes que variam de 1 a 1000 nandémetros (nm). Um nandmetro
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equivalente a 1 bilionésimo de um metro (10° m) (MARTINS, 2015; SARAIVA et al., 2016).
Essa tecnologia utiliza diferentes materiais, tais como metais e polimeros para cria¢do de novas
estruturas que apresentem diversas propriedades e possam ser aplicadas em varios campos,
como por exemplo, na ciéncia de materiais, na medicina, na agricultura, na inddstrias
farmacéuticas, quimicas, de alimentos e de cosmeéticos, entre outros (PASCHOALINO;
MARCONE; JARDIM, 2010).

Por possuirem tamanhos extremamente reduzidos, as nanoparticulas apresentam
grande relacdo superficie/volume exibindo, dessa forma, propriedades (fisicas, quimicas e
bioldgicas) totalmente diferentes de particulas maiores, como por exemplo alteracbes em sua
area superficial, reatividade quimica, condutibilidade elétrica, variedade de cores e até mesmo
na tolerancia a determinadas temperaturas. Portanto, tais estruturas sao estratégias interessantes
e promissoras para diversas aplicacdes e cada tipo de nanoparticula é escolhida com base na
caracteristica mais adequada ao aproveitamento das mesmas em cada caso (FERREIRA;
RANGEL, 2009).

Nas industrias de cosméticos e farmacéutica, as nanoparticulas poliméricas tém se
destacado principalmente devido a suas propriedades de entrega direcionada e liberagéo
controlada de substancias ativas. Nanoemulsdes e lipossomas sdo utilizados principalmente
para incorporacdo de compostos lipofilicos (ANTONIO et al., 2014). Ja as nanoparticulas de
metélicas sdo bastante Gteis em atividades cataliticas, apresentando também potenciais
aplicacdes na area médica (WANG; GU, 2015).

2.1 Nanoparticulas de prata (AgNPs)

As nanoparticulas metalicas, especialmente as de metais nobres, tais como ouro, prata
e platina vém ganhando cada vez mais atencdo por possuirem uma ampla gama de aplicacdes.
Dentre essas estruturas, as AgNPs tém ganhado especial destaque, devido a suas propriedades
Unicas, como estabilidade quimica, boa condutividade, atividade catalitica e principalmente
suas potencialidades antibacteriana, antiviral e antifingica (AHMED et al., 2016). Tais
caracteristicas dependem do tamanho, forma e revestimentos de superficie das AgNPs. Sendo
assim, € de extrema importancia que a morfologia e as propriedades fisico-quimicas dessas
particulas sejam bem controladas (WEI et al., 2015).

Dentre varios materiais utilizados para formulacdo de nanoparticulas metalicas como

0 cobre, 0 zinco, o titanio, 0 magnésio, o0 ouro e o alginato, a prata vém se destacando por
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apresentar alta eficiéncia em relacdo a alguns metais, possuindo uma boa acdo antimicrobiana
contra bactérias, virus e outros microorganismos eucariéticos por exemplo, desempenhando,
dessa forma, um importante papel no campo da nanotecnologia e da nanomedicina
(LOGESWARI; SILAMBARASAN; ABRAHAM, 2015).

As nanoparticulas metélicas sdo extensivamente aplicadas em produtos que tém
contato direto com o corpo humano, como produtos de higiene, limpeza e cosméticos, além
daqueles com aplicagdes médicas e farmacéuticas. Portanto, existe a grande necessidade de
desenvolver novas estratégicas para a sintese de nanoparticulas que ndo utilizem produtos
quimicos téxicos. Métodos bioldgicos que utilizam microrganismos, enzimas ou extratos
vegetais estdo surgindo como possiveis alternativas, simples, viaveis e ambientalmente seguras
(KAVITHA; THIRUMURUGAN; NADU, 2017).

2.2 Métodos de sintese de AgNPs

Existem, atualmente, diversos métodos de sintese para as AgNPs, tais como quimicos,
fisicos, bioldgicos (IRAVANI et al., 2014) e fotoquimicos (ZAAROUR, 2014), cada um com
suas vantagens, tais como a facilidade do processo e a possibilidade de controle sobre o tamanho
das particulas e com desvantagens, incluindo custos, estabilidade e necessidade de elevadas
quantidades de materiais e alto consumo de energia (ABBASI et al., 2016).

Os métodos quimicos sdo os mais frequentemente utilizados para a sintese de AgNPs
e podem ser subdivididos em reducdo quimica, técnicas eletroquimicas, por irradiacdo e por
pirélise (WEI, 2015). A sintese de AgNPs em solucdo necessita de trés componentes principais:
o0 precursor do metal (prata), agentes redutores e agentes estabilizantes, sendo que propriedades
como tamanho uniforme e monodispersidade podem ser conseguidos controlando as fases de
nucleacdo e empilhamento dos nicleos alterando pardmetros experimentais como 0 precursor,
pH, temperatura e agentes redutores (HAIDER; KANG, 2015). Os redutores geralmente
utilizados incluem borohidreto de sédio, citrato de sddio, acido ascorbico, alcool e compostos
de hidrazina (WEI et al., 2015).

No método de reducéo quimica (figura 2), os ions metalicos em solucéo séo reduzidos
em condi¢des que favorecem a formag&o de pequenos agregados metélicos. Utilizam-se, nessa
rota, substancias quimicas para funcionarem como agentes redutores. O que ocorre nesse
processo € uma reacdo de reducdo, onde os ions do agente redutor como por exemplo o

borohidreto de sddio (NaBH4), reduzem os ions Ag*, transformando-os em Ag®. Dessa forma,
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0s nucleos de prata, por meio do processo de coalescéncia agrupam-se formando clusters que
crescem a medida que mais nucleos se agregam, até que ocorre a estabilizacdo da particula, que
pode ser pela adicdo de um agente estabilizante ou excesso de agente redutor, onde seus ions
acabam por desempenhar a mesma fungcdo (AGNIHOTRI; MUKHERJI; MUKHERIJI, 2014).

Figura 2. Esquema demonstrando processo de formacdo de nanoparticulas de prata utilizando
rota de reducdo quimica com borohidreto de sodio.

Reducéo por NaBH: i "": "‘" o ,v_; Coalescéncia - ’
+ R ..
Ag A %
wu {;— -’l'..- - * ’
- = fons NaBHy
LR

Nucleos Ag’ Clusters Ag Nanoparticulas de Ag
recentemente sintetizadas

Fonte: Adaptado de Agnihotri; Mukherji; Mukherji, 2014.

A maior dificuldade desse método é a obtencdo de estabilidiade, visto que as
nanoparticulas exibem alta energia superficial, o que favorece termodinamicamente a
instantanea agregacdo das mesmas para formar ligagdes metalicas. Como alternativa, sdo
utilizados durante o processo de sintese de nanoparticulas agentes estabilizantes, que se
adsorvem sobre a superficie das mesmas formando uma camada auto-organizada, impedindo a
agregacdo entre elas. Geralmente, os mais eficazes sdo os estabilizantes poliméricos, como por
exemplo, poli(vinilpirrolidona), poli(alcool vinilico) e &cido poliacrilico), os quais possuem,
em suas estruturas sitios basicos de Lewis com alta afinidade pelas nanoparticulas, e cadeias
organicas suficientemente longas capazes de criar um estereoimpedimento, impossibilitando
que haja interacdo entre as mesmas. A estabilidade também pode ser alcangada com 0 uso em
excesso, durante a reacdo de sintese, de agentes redutores, pois seus ions podem se adsorver
nas superficies das nanoparticulas, gerando repuls@es eletrostaticas entre estas tal qual mostrado
na figura 3 (MELO JR et al., 2012).
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Figura 3. Esquema evidenciando as forcas repulsivas estabilizadoras criadas por ions de
boroidreto adsorvidas nas superficies de AgNPs.
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Fonte: Melo Jr et al., 2012

Alguns métodos de sintese quimicos sdo potencialmente perigosos para o ambiente,
por envolverem o uso de produtos quimicos téxicos. Diante dessa problematicas, houve o
surgimento de novas rotas de sintese mais simples, vidveis e biocompativeis chamadas de
sintese bioldgica ou verde, biosintese ou quimica verde, que utilizam biomoléculas, tais como
proteinas, carboidratos e antioxidantes produzidas por organismos vivos, incluindo bactérias,
fungos e plantas para substituir os agentes convencionais de reducéo e de estabilizagdo na
formulacdo de AgNPs. (HAIDER; KANG, 2015; AHMED et al., 2016).

2.3 Sintese verde de AgNPs

A sintese verde apresenta alguns possiveis mecanismos que incluem reducdo
enzimatica e ndo enzimética. O método mais ecoldgico e utilizado de quimica verde para a
formulacdo de AgNPs é o que utiliza extratos de plantas (WEI et al., 2015).

O processo de redugdo dos ions de prata para produgdo de nanoparticulas utilizando
extratos de plantas é bastante simples, onde o extrato € misturado com uma solugdo do sal

metalico & temperatura ambiente. A reducdo ocorre devido a presenca de agentes bioredutores
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no extrato, tais como compostos fendlicos, terpenoides, polissacarideos e flavonas que
funcionam como agentes de transferéncia de elétrons, transformando os ions Ag* em Ag’,
facilitando a agregacdo dos ions e a consequente formacéo e estabilizacdo das nanoparticulas.
(KUMAR; CHISTI; CHAND, 2013; GHOLAMI-SHABANI; AKBARZADEH, 2014) como

descrito na figura 4.

Figura 4. Processo de sintese verde de nanoparticulas de prata, evidenciando estabiliza¢&o por
moléculas organicas.

Extrato vegetal AgNPs

Fonte: Adaptado de Patel et al. (2015)

Nessa rota de sintese, algumas variaveis, como por exemplo a natureza e a
concentracdo do extrato vegetal e do sal metalico, o pH, a temperatura e o tempo de contato
podem afetar caracteristicas das nanoparticulas como sua taxa de producdo e quantidade,
influenciando, assim, a eficiéncia de suas possiveis aplica¢cbes (DWIVEDI; GOPAL, 2010).

Extratos de diferentes partes de diversas espécies vegetais ja foram utilizados em rotas
de sintese verde para formulacdo de AgNPs, utilizadas para varias aplicacdes, tais como
antibacteriana (FATIMAH, 2016; TIPPAYAWAT; PHROMVIYO; BOUEROY, 2016),
antioxidante (PHULL et al., 2016; SHAH et al., 2017; SUDHA; JEYAKANTHAN;
SRINIVASAN, 2017), catalitica (ARYA etal., 2017; MUTHU; PRIYA, 2017; VINAYAGAM,;
VARADAVENKATESAN; SELVARAJ, 2017), entre outras.

2.4 Atividades biologicas de AgNPs

As AgNPs sdo utilizadas em diferentes areas e apresentam uma gama de aplicagoes,

entre as quais sua atividade antimicrobiana de largo espectro, é a propriedade mais explorada e
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a que melhor direciona o desenvolvimento de produtos utilizando essas particulas (GOODMAN
etal., 2014).

Existe mais de um mecanismo relacionado a atividade antibacteriana das AgNPs.
Possivelmente, os ions de prata liberados por nanoparticulas podem penetrar nas células
bacterianas, sendo reduzidos a medida que a célula se esforca para elimina-los, o que leva a
destruicdo celular. As AgNPs de tamanhos menores também podem criar poros nas paredes
celulares bacterianas e, dessa forma, o conteldo citoplasmatico extravasa para 0 meio e
consequentemente ocorre a morte celular (BILAL et al., 2017).

Outra atividade que vém sendo bastante relatada na literatura para as AgNPs é a
antioxidante. Estudos relatam tal atividade para AgNPs biossintetizadas com a utilizagdo de
diferentes espécies vegetais que apresentam tal propriedade como por exemplo
Tabernaemontana divaricata (ANBUKKARASI et al.,, 2017) e a Tribulus longipetalus
(DJAHANIANI et al., 2016).

2.5 Hibiscus sabdariffa em nanotecnologia

Até 0o momento, a literatura relata alguns estudos que utilizam extratos de H. sabdariffa
para formulacéo bioldgica de nanoparticulas metalicas (THOVHOGI et al., 2015; MISHRA et
al., 2016; THOVHOGI et al., 2016; ALSHEHRI; MALIK, 2017; MAHENDIRAN et al., 2017),
sendo poucos 0s que utilizam os extratos dessa espécie para sintese de AgNPs (KUMAR et al.,
2014; CATALDO; URSINI; ANGELINI, 2016; KALITA; GANGULI, 2016). A maioria
desses estudos buscam novas rotas de sintese e sdo escassas as pesquisas que determinam suas
atividades bioldgicas.

Kumar e colaboradores (2014) formularam AgNPs por uma nova rota de sintese verde
utilizando extratos aquosos de folhas e caules da espécie e a luz solar como catalisador,
verificando seu potencial para deteccdo colorimétrica seletiva de ions metéalicos Hg?*, Cd?* e
Pb?*, potencialmente perigosos para a satide e para o meio ambiente, a nivel de ppm na agua.
Ainda no mesmo estudo, foi verificada que algumas das AgNPs formuladas com o extrato foliar
demonstraram atividade contra Escherichia coli, enquanto que nenhuma das formuladas com
caule possuiu atividade frente a bactéria.

Em 2016, Cataldo e colaboradores testaram novas rotas de sintese verde utilizando
extratos aquosos de calices de H. sabdariffa em que foram empregados métodos de fotolise,

radidlise e reducdo quimica, mas ndo rastrearam possiveis atividades bioldgicas das
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nanoparticulas. Ainda em 2016, Kalita e colaboradores também sintetizaram AgNPs, mas
utilizando extratos aquosos de folhas da espécie e verificaram a eficacia das nanoparticulas

como catalisadoras na reducédo do 4 nitrofenol.

3 CONSIDERACOES GERAIS

H. sabdariffa € uma planta medicinal bastante utilizada em todo o mundo e muitas séo
as variagcbes em sua composicdo quimica e propriedades bioldgicas dependendo das areas
geograficas e formas de extracdo de compostos. A utilizacdo da espécie em sintese verde de
AgNPs ja ¢é descrita, mas ainda se fazem necessarios estudos que identifiquem suas principais
atividades bioldgicas, principalmente relacionadas a area médica com o objetivo de direcionar

aplicacdes para as mesmas.

Capitulo 1 — Revisdo de literatura



CAPITULO 2




Martins, N. E. Caracterizacdo e avaliacdo de atividades bioldgicas de extratos de Hibiscus
sabdariffa L. e nanoparticulas de prata

33

CARACTERIZAQAO E ATIVIDADES BIOLOGICAS DE EXTRATOS
DE Hibiscus sabdariffa L.

1 INTRODUCAO

A utilizacdo de plantas medicinais remonta a épocas primitivas e reflete a realidade de
parte de populacéo brasileira. Os conhecimentos etnobotanicos observados em muitas regies
sdo adquiridos empiricamente, mas acabam direcionando os estudos de rastreio de atividades
bioldgicas em diferentes espécies utilizadas na medicina popular (SILVA et al., 2000). Alguns
aspectos quimicos, bem como as potencialidades de plantas medicinais podem ser bastante
variaveis a depender, por exemplo, da area geogréafica, visto que a producdo de metabdlitos
secundarios sdo influenciados por varios aspectos, tais como temperatura, intensidade de
precipitagdes e radiacéo solar, umidade, além da quantidade de macro e micronutrientes do solo
(AL-RIMAWI et al., 2014; SAMPAIO; EDRADA-EBEL; COSTA, 2016).

Hibiscus sabdariffa € uma espécie bastante utilizada em vérias regides do mundo na
culinéria e na medicina popular (DA-COSTA-ROCHA et al., 2014). Suas aplicagdes diurética
(ALARCON-ALONSO et al., 2012) e antihiperlipidémica (OCHANI; MELLO, 2009) tém
agregado bastante valor a mesma, fazendo com que seja cada vez mais conhecida em diferentes
regides, ficando evidente, dessa forma, a importancia da realizacdo de estudos para
comprovacao de atividades bioldgicas e avaliacdo de toxicidade para a espécie.

Dessa forma, o presente estudo teve como objetivo realizar a caracterizagdo quimica
de extratos da espécie Hibiscus sabdariffa proveniente da cidade de Parnaiba, Piaui, bem como

verificar atividades bioldgicas e avaliar a toxicidade dos mesmos.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Obtencdo dos materiais vegetais

As amostras nativas de H. sabdariffa foram coletadas na comunidade Chafariz,
municipio de Parnaiba-PI (S02°53°18,90”/ W41°43°09,08""), em outubro de 2016 e as exsicatas
depositadas no herbario Delta (HDELTA) da Universidade Federal do Piaui, Campus Ministro

Reis Velloso, sob niimero de tombamento 3594.
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2.2 Producéo dos extratos

Para obtencéo dos extratos foram utilizados os solventes etanol e agua, baseando-se
no fato de que a maioria dos fitoconstituintes séo soliveis em algum dos dois e principalmente
por causa de suas toxicidades reduzidas quando comparados a outros solventes, tais como o
metanol e o hexano por exemplo. Nesta etapa, seguiu-se a metodologia descrita por Miranda et
al. (2015), onde os calices e folhas foram inicialmente lavados em &gua corrente para retirada
de impurezas, em seguida foram secos em estufa a 45 °C por 24 horas. Os materiais foram
separadamente moidos para obtengdo de um po.

Foram pesados 5 g de p6 de cada parte da planta e em seguida foram adicionados 50
mL de etanol ou agua destilada, sendo as misturas agitadas magneticamente durante 24 horas
e, em seguida, filtradas em filtro qualitativo (Nalgon®) de 3 micras. As amostras foram secas e
concentradas até a obtencdo de extratos aquosos (EAHSC e EAHSF) e etandlicos (EEHSC e

EEHSF) de célices e folhas respectivamente.

2.3 Determinacéao dos potenciais hidrogenionicos dos extratos

Com um aparelho de determinacio de pH, marca TECNAL® e modelo Tec-3MP,
foram aferidos os extratos, em triplicata, até geracdo da leitura pelo equipamento, que converte

diretamente o valor de potencial do eletrodo em unidades de pH.

2.4 Rendimento de extracéo

Para o calculo de rendimento de extracdo foi utilizada a seguinte equacdo: R (%) =
Mextrato/ Mmaterial vegetal, ONde R (%) € 0 rendimento em porcentagem da producéo de extrato seco,
Mextrato € @ massa em gramas de extrato seco, Mmaterial vegetal € @ Mmassa em gramas de folhas ou

calices utilizada para extracao.

2.5 Caracterizacdo fitoquimica dos extratos

O estudo da constituicdo quimica das amostras foi realizado por meio de prospecgéo
fitoquimica e obtengdo de perfil cromatografico por meio da técnica de cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE).
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2.5.1 Prospeccéo fitoquimica

Para realizar o rastreamento dos fitoconstituintes dos extratos de H. sabdariffa foram
utilizadas metodologia descritas por Matos (2009), adaptando-se 0 método com a preparacao
inicial de solugdes estoques para cada um dos extratos com seus respectivos solventes extratores

e concentracao de 10 mg/mL. Todos os testes foram realizados em triplicata.

a) Fendis e taninos

Fendis e taninos foram rastreados por meio de teste utilizando o reagente de cloreto de
ferro. Em tubos de ensaio foram adicionados 1 ml de cada extrato e 1 gota de solu¢do aquosa
de cloreto de ferro (FeCl,) a 1% (m/v) e agitou-se. Para o teste em branco foi utilizado 1 ml de
agua destilada e uma gota da solucao de FeClo.

Qualquer mudanca na coloracdo ou formacdo de precipitado é considerado positivo

qguando comparado ao teste em branco.

b) Flavonoides por classes

Foram transferidos 3 mL de solucdo estoque de extrato para 3 tubos de ensaio (1 ml para
cada um). Um dos tubos, entdo, foi acidificado a um pH 3 e os dois restantes foram alcalinizados
apH8.5e1l.

As antocianinas e antocianidinas em pH 3: adquirem cor vermelha, em pH 8, tornam-se
lilds e em pH 11, adquirem coloracdo azul parpura. Flavonas, flavonois e xantonas: em pH 11
adquirem coloracdo amarela. Em pH 3 torna-se vermelha e em pH 11, vermelha purpura. Os

flavonois em pH 11 adquirem aspecto vermelho alaranjado.

c) Polissacarideos

Para verificacdo da presenca de polissacarideos nas amostras, 1 ml de solucéo estoque
de cada um dos extratos foi transferido para tubos de ensaio e em cada um, foram adicionadas

duas gotas de lugol. O escurecimento das amostras € sugestivo de resultado positivo.

d) Alcaloides

A verificagdo qualitativa da presenca de alcaloides nas amostras de extratos foi

realizada acrescentando-se 1 ml de solucgéo estoque de cada extrato e 5 ml de solucéo de HCl a
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5% em tubos de ensaio, em seguida foram adicionadas 5 gotas dos reativos de Bouchardat e
Dragendorff. Em caso de reacdo positivo, hd formacdo de precipitado laranja avermelhado

(reativo de Bouchardat) ou de precipitado vermelho tijolo (reativo de Dragendorff).

e) Acidos organicos

A presenca de acidos orgénicos nas amostras foi evidenciada transferindo-se 2 mL da
solucgéo estoque de cada extrato para tubos de ensaio e acrescentando-se uma gota do reativo

de Pascova. A descoloracéo do reativo é evidéncia de reacdo positiva.

f) Agucar redutor

Para o teste de presenca de agUcares redutores nos extratos, transferiu-se 2,5 mL das
solucdes estoque de cada extrato para tubos de ensaio, adicionou-se 1 mL do reativo Fehling A
e 1 mL do reativo Fehling B. As solucBes foram aquecidas por cinco minutos em banho maria
em ebulicdo. O aparecimento de precipitado vermelho tijolo indica presenca de agUcares

redutores.

g) Saponinas espumidicas

Dilui-se 5 mL das soluges estoque de cada extrato para 15 mL com &gua destilada em
tubos Falcon e agitou-se vigorosamente por 2 minutos. O aparecimento de espuma e a
estabilidade da mesma por mais de trinta minutos evidencia a presenca de saponinas

espumidicas nas amostras.

2.5.2 Perfil cromatogréafico

As analises cromatograficas foram realizadas utilizando cromatégrafo liquido de alta
eficiéncia (Shimadzu®, Tokio — Jap&o) hibrido equipado com sistema binario de bombas LC-
6AD, um desgaseificador DGU-20As, detector UV-vis SPD-20A e um controlador CBM-20A.
Foi utilizada nos ensaios uma coluna cromatografica Phenomenex®-Luna C18 (250 mm x 4,6
mm x 10 um) e o software LC solution Release® 1.24 SP1.

Os extratos foram preparados em concentragdo de 10 mg/mL utilizando-se como
solvente metanol a 0,2% (v/v) de acido fosférico. Uma aliquota foi filtrada em membrana de

0,45um (Chromafil® Xtra) e 20 uL foram mantidas como o volume de injecdo em todas as
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analises. Os comprimentos de onda de leitura utilizados foram de 290 e 329 nm, proveniente
do estudo de espectro de varredura realizado em espectrofotémetro Shimadzu®-1800/UV-Vis-
Spectrophotometer na faixa de 190 a 1100 nm.

As condicgdes de analise envolveram a utilizacdo de uma fase movel contendo uma
mistura dos solventes, sendo a bomba A composta por agua Milli-Q® a 0,1% (v/v) de acido
férmico e a bomba B por metanol a 0,1% (v/v) de &cido trifluoroacético. O gradiente utilizado
foi 100% de A e 0% de B até 0% de A e 100% de B por 40 minutos e de 40 a 55 minutos, de
0% de A e 100% de B até 100% de A e 0% de B. A vazdo utilizada foi de 0.8 mL min™.,

2.6 Espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

As andlises de espectroscopia na regido do infravermelho foram realizadas em
espectrémetro Shimadzu IRAffinity-1S®, na faixa espectral de 4000-700 cm™ de resolucéo, pela
técnica ATR (Atenuated Total Reflectance). Foram realizadas 45 scans em cristal de seleneto

de zinco para a identificacdo dos grupos funcionais presentes nos extratos de H. sabdariffa.

2.7 Determinacéo do teor de compostos fendlicos totais

Os valores de compostos fendlicos totais das amostras foram determinados por um
ensaio colorimétrico baseado em procedimentos descritos por Singleton e Rossi (1965) com
modificacbes, baseado no reagente Folin-Ciocalteu, que reage com fendis reduzidos,
produzindo, assim, um produto azul estavel no final da reac¢do. Para a mistura reacional utilizou-
se em 25 pl de amostra ou solugao padrdo, 75 pl de dgua ultrapura e 25 pl de reagente Folin®-
Ciocalteu. Ap6s 6 minutos, foram adicionados 100 pul de Na2COs (75 g/l). A absorbéancia foi
medida a 765 nm, ap6s incubacdo durante 90 minutos a temperatura ambiente. Para a
construcdo da curva de calibracéo utilizou-se &cido galico (AG) em concentragdes que variaram
de 10 a 200 pg de AG/mL de agua e os resultados foram expressos como pg equivalentes de

acido galico (AGE)/mg de amostra. As quantificacfes foram realizadas em triplicata.

2.8 Determinacéo do teor de flavonoides

Os valores de flavonoides das amostras foram determinados por um ensaio
colorimétrico baseado em procedimentos descritos por Zhishen, Mengcheng e Jianming (1999)
com modificacdo, baseado na formacéo de composto de flavonoide-aluminio. Resumidamente,

25 uL de amostra foram misturados com 100pL de agua ultrapura e 10 pL de solucdo de NaNO>
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a 5%. Apds 5 minutos, adicionou-se 15 pL de solugdo de AIClz a 10%. Apds 1 minuto (6
minutos apds adi¢cdo da amostra), adicionaram-se 50 pL de NaOH 1 mol/L. A solucéo foi
homogeneizada por 30 segundos, e a absorbancia foi lida a 593 nm. A epicatequina foi usada
paratracar a curva padrdo variando de 15 a 300 pg/mL em agua, e os resultados foram expressos

em pg de epicatequina (EEC)/mg de amostra. Todas as medidas foram realizadas em triplicata.

2.9 Atividades bioldgicas dos extratos

2.9.1 Atividade antioxidante

a) Ensaio da atividade sequestrante de 2,2-azinobis (3- etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico)
(ABTS)

A capacidade antioxidante foi obtida pela determinacao da capacidade de sequestro do
radical livre ABTS™ [2,2-azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico)] de acordo com a
metodologia proposta por Re et al. (1999) e modificada por Gido et al. (2007). Nesta técnica ha
producdo direta do cromdforo (azul/verde) por meio da reacdo entre ABTS e persulfato de
potassio. A solucdo de ABTS', foi preparada através da adicdo, a 1:1 (v/v), de 7 mmol/I de
solucdo de sal de ABTS™ (2,2-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico) a 2,45 mmol/l de
solucBes de persulfato de potéssio.

Utilizou-se um volume preciso de cada amostra para obter uma porcentagem de
inibicdo entre 20 e 80%, por 6 min de reacdo, com 1 mL de solugdo ABTS™" a partir da férmula
Pl (%) = (Absapts-+ - AbSamostra/ AbSaBTS.+) X 100, onde Pl (%) representa a porcentagem de
inibicdo, AbsagTs.+ corresponde a absorbancia inicial do ABTS " diluido e AbSamostra refere-se a
absorbancia da amostra ap6s 6 minutos de reacdo. As leituras foram realizadas em em
espectrofotdmetro 6405/UV-Vis-Spectrophotometer® (Jenway, United Kingdom) a 734 nm em
triplicata. Foi utilizada curva de calibragdo previamente preparada com acido ascérbico como
padrdo (y = 444,42x + 1,8098, Rz = 0,999), o resultado final foi expresso como concentracao

equivalente de acido ascorbico (AAE).
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b) Ensaio da atividade sequestrante de 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH)

A atividade antioxidante das amostras foi determinada espectrofotometricamente a
517 nm contra o radical de azoto estavel DPPH". O radical livre DPPH" ¢ reduzido a hidrazina
correspondente, quando reage com doadores de hidrogénio, tais como um antioxidante. Nesta
técnica, 25 pl da amostra foram misturadas com 200 pl de solugdo etandlica de 10* mol/I de
DPPH'. A mistura, agitada vigorosamente, foi deixada em repouso durante 30 min no escuro
(até valores de absorcdo estaveis) e determinada em espectrofotdmetro 6405/UV-Vis-
Spectrophotometer® (Jenway, United Kingdom) a 517 nm. A curva de calibracéo foi preparada
com Trolox (6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid) (y = - 0,00161x +
0,871, Rz =0,996) e os resultados foram expressos como equivalentes de Trolox.

c¢) Potencial antioxidante de reducéo férrica (FRAP)

O ensaio FRAP ¢ caracterizado pela reducdo do complexo férrico ao estado ferroso
pela acdo de um compostos antioxidante, em meio &cido, (pH ~ 3,6), de forma a manter a
solubilidade do ferro (MAGALHAES et al., 2008). As determinacdes foram obtidas pela adig&o
de 20 pl de amostra a 180 ul de reagente FRAP (Fe3 + - 2,4,6-Tri (2-piridil)-s-triazina) e a
absorbancia foi medida em espectrofotdmetro 6405/UV-Vis-Spectrophotometer® (Jenway,
United Kingdom) a 593 nm. A curva de calibracdo foi preparada com acido ascorbico (y =
0,0121x + 0,1262, R2=0,970) e os resultados foram expressos como equivalentes de acido

ascorbico (AAE). Todas as medidas foram realizadas em triplicata.

2.9.2 Atividades antimicrobiana e antiparasitaria

a) Atividade antibacteriana

A avaliacdo da atividade antibacteriana foi realizada por meio do método de difusao
em agar, com utilizacdo de pogos conforme atualiza¢cdes do Clinical and Laboratory Standards
Institute — CLSI (2012), onde os extratos foram testados na concentracdo de 20 mg/mL para
bactérias Gram-positivas (Staphylococcus aureus ATCC 29213, Staphylococcus epidermidis
ATCC 12228 e Enterococcus faecalis ATCC 29212) e Gram-negativas (Escherichia coli
ATCC 25922 e Salmonella typhimurium ATCC 1401).
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Os microrganismos utilizados no ensaio foram repicados em placas com agar Mueller-
Hinton por meio do método de esgotamento e incubados em estufa bacterioldgica em aerobiose,
a uma temperatura de 37 °C por 24 horas.

As suspensoes bacterianas (1-2 x 108 UFC/mL) foram preparadas em solucéo salina
estéril a 0,9% e semeadas em placas com agar Mueller-Hinton (HIMEDIA) com auxilio de um
swab estéril e realizou-se perfuracbes de 6 mm, onde foram adicionados 100 pL dos extratos.
Os aquosos (EAHSC e EAHSF) foram solubilizados em &gua destilada e os etandlicos (EEHSC
e EEHSF) em &gua e dimetil-sulfoxido (DMSO 10% v/v). As placas foram incubadas nas
mesmas condicOes citadas anteriormente.

Os resultados foram interpretados a partir da verificacdo e medi¢cdo do didametro da

zona sem crescimento microbiano ao redor dos pocgos.

b) Atividade antifingica

A atividade antifungica foi avaliada utilizando-se 0 método de microdiluigdo em caldo
preconizado pelo documento M27-A3 do CLSI contra o fungo Candida albicans. A suspensao
do microorganismo foi preparada em solugéo salina a 0,85% a uma concentracéo de 1-3 x 10°
UFC/mL. O fungo foi inoculado em caldo RPMI-1640 tamponado com MOPS (&cido
morfolinopropanosulfonico) e adicionou-se os extratos diluidos em &agua destilada com
concentragdes variando de 5000 a 39 pg/mL, de acordo com o desenho experimental
demonstrado na figura 1. As placas foram incubadas a 37 °C por 24 horas em condicdes

aerdbicas. O ensaio foi realizado em triplicata.

Figura 1. Desenho experimental para determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM)
de extratos aquosos e etandlicos de Hibiscus sabdariffa frente ao fungo C. albicans.

Teste (caldo com indeulo + amostras em Controle de
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Fonte: Autoria propria (2018)

Capitulo 2 — Caracterizacdo e atividades bioldgicas de extratos de Hibiscus sabdariffa L.



Martins, N. E. Caracterizacdo e avaliacdo de atividades bioldgicas de extratos de Hibiscus
sabdariffa L. e nanoparticulas de prata

41

¢) Avaliacdo in vitro da atividade antileishmania

O ensaio foi realizado com formas promastigotas da espécie Leishmania amazonensis
(IFLA/BR/67/PH-8) em fase logaritmica de crescimento de acordo com metodologia descrita
por Carneiro et al. (2012). Os parasitas foram semeados em placas de cultivo celular de 96
pocos contendo meio Schneider’s suplementado (10% de SFB, 100 U/ml de penicilina e 100
ug/ml de estreptomicina), na quantidade de 1 x 10° de leishmanias por 100 pL de meio. Em
seguida, os extratos (diluidos em DMSO) foram adicionados aos pogos em triplicata e realizou-
se diluicdes seriadas até se atingir as oito faixas de concentragdes finais desejadas (800 a 6,25
pg/mL).

As placas foram incubadas em estufa a temperatura de 26°C por 48h e, 6h antes do
término deste periodo, foram adicionados 20 pL de resazurina 1x107 mol/L, quando se incubou
novamente a placa. A leitura da placa foi realizada num leitor de placas de absorbancia Biotek
(modelo ELx800), no comprimento de onda de 550 nm e os resultados foram expressos em
termos de porcentagem de inibi¢do do crescimento.

O controle positivo foi realizado com 2 pg/mL de Anfotericina B diluido em meio
Schneider’s contendo 1 x 10° promastigotas por poco. Ja o controle negativo equivaleu ao meio
Schneider’s contendo 1 x 10 promastigotas por pogo e, neste caso, a viabilidade sera de 100%
para o parasita. A leitura do branco, para cada concentragdo e para os controles fez-se necessaria
para desprezar a absorbancia resultante do proprio meio com interferéncia ou ndo dos
compostos estudados (SOARES et al., 2007; VALADARES et al., 2011).

Os dados foram expressos como média + desvio padrdo ou erro padrdo de trés
experiéncias independentes, tabelas e figuras. As representacdes graficas foram obtidas com o
software OriginPro®8.

Todos os ensaios antileishmania foram realizados em triplicata em trés experimentos
independentes. A concentracdo inibitoria média (Clsp) com limite de confianca de 95% foi
calculada utilizando regressdo de probitos do programa SPSS® 13.0. Foram realizadas analises
de varidncia ANOVA seguida pelo Teste de Bonferroni, através do programa GraphPad Prism®

versdo 5.0, tomando-se o valor de p<0,05 como nivel maximo de significancia estatistica.

2.9.3 Ensaio in vitro de inibigcdo da enzima acetilcolinesterase (AChE)

Os extratos foram testados para suas atividades inibitorias de AChE em concentragdes

que variaram para cada extrato, utilizando-se diluicGes seriadas de razdo dois e foram
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dissolvidos em tampéo A (50mM Tris-HCI, pH 8) com 10% de metanol ou DMSO, seguindo o
método espectrofotométrico desenvolvido por Ellman et al. (1961). Dividiu-se uma placa de 96
pocos de acordo com a figura 2, onde foram adicionados em cada poco: 25 pL de solucdes
aquosas de iodeto de acetilcolina (ATCI) (15 mM), 125 pL de Reagente de Ellman (DTNB
3mM em Tampédo C - 50mM Tris-HCI, pH 8 com 0,1 M NaCl e 0,02 M MgCl,.6H20), 50 pL
de Tampéo B (50mM Tris-HCI, pH 8 com 0,1% albumina), 25 pL de amostras e 25 pL de
AChE. Foram feitos pogos para os brancos de cada concentracdo de amostra e controle, onde
foram adicionados todos os componentes, exceto as enzimas. As amostras foram monitoradas
a 405 nm 6 vezes a cada 2 minutos. O ensaio foi realizado em triplicata.

A porcentagem de inibicdo foi calculada utilizando-se a seguinte equacao: % inibi¢ao
= (declivec.co— declivea-an) / (declivec.cy), onde declivec, declivecy, declivea e declivea, séo as
cinéticas de inibicdo do controle branco do controle, amostras e branco das amostras,
respectivamente. A concentracdo do extrato que inibiu a atividade enzimatica em 50% (Clso)
foi determinada por uma analise de regressdo linear entre as percentagens de inibicdo em

relagdo as concentragdes do extrato utilizando o programa Excel®.

Figura 2. Desenho experimental do ensaio in vitro de inibicdo da enzima acetilcolinesterase.

‘ Controle negativo
!
\__ Branco do controle negativo
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__ Brancos das amostras

Fonte: Adaptado de Grosso (2017)

2.9.4 Atividade hemolitica

Foi investigada a possivel capacidade dos extratos de H. sabdariffa causarem lesGes
diretas a membrana plasmatica de eritrocitos baseando-se em meétodo descrito por Marani et al.
(2015). Para isso, sangue de um doador voluntario saudavel foi coletado em tubo contendo

anticoagulante e os eritrocitos foram lavados 3 vezes em solugdo salina (NaCl 0,85%) por
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centrifugacdo (3000 rpm/15 min) para redugdo da contaminagdo plasmatica e ressuspensos em
salina para obtencdo de uma suspenséo de eritrécitos a 2,5%.

Os ensaios foram realizados em placas de 96 pocos. Cada poco, a partir da fileira B
recebeu 150 pL da solucdo salina. Na fileira A, os pocos receberam 300 pL de solugcao de
solucdo de cada extrato em triplicata partindo de uma solucdo mée de 10 mg/mL em salina
(0,85%), em seguida foi retirado 150 uL. de cada pogo da fileira A e realizou-se dilui¢des
seriadas de razdo 2 para cada fileira vertical de modo que as concentragdes variaram de 0,039
a 5 mg/mL. Em seguida, foram plaqueados em todos os pogos 150 uL de suspensdo de
eritrocitos. Para o controle positivo utilizou-se a mesma proporcdo de salina/Triton X
(concentracdo). Apés incubacdo de 30 minutos em estufa a temperatura de 36 °C, as amostras
foram centrifugadas (5000 rpm por 1 min) e o sobrenadante transferido para uma outra placa
para a leitura da absorbancia no leitor de microplacas (Bioeasy®) a 492 nm.

Os resultados de porcentagem de hemdlise foram obtidos por meio da férmula:
Hemolise (%) = AbSamostra — AbScnegativo/ ADScpositivo = AbScnegativo, ONde AbScnegativo representa a
absorbancia da salina e Abscpositivo indica a absorbancia do Triton. Os resultados foram expressos
em concentracdo efetiva capaz de hemolisar 50% das hemacias (CHsp) que foi calculada
utilizando-se equacdes da reta (y = ax+b) obtidas por meio de regressao linear com coeficientes
de correlagdo proximos a1 (R2=0,97 —0,99), de acordo com a metodologia descrita por Brien-
Simpson et al. (2016).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Rendimento de extragéao e potencial hidrogenionico dos extratos

As porcentagens do rendimento de extracao e os valores de pH obtidos para os extratos
de H. sabdariffa estdo expressos na tabela 1.

De acordo com os valores de pH obtidos, todos os extratos apresentaram perfil &cido
e verificou-se uma sutil diferenca nos valores de acordo com as partes da planta utilizadas, onde
o0s extratos de calices apresentaram-se levemente mais acidos que os das folhas. Comparando
0s solventes de extragdo ndo houve grandes diferencas nos valores de pH para ambas as partes.

Sobota et al. em 2016 obtiveram resultados semelhantes quanto aos valores de pHs de
extratos aquosos (1,8) e etanolicos (2,6) de calices de H. sabdariffa. Para as folhas, valores

semelhantes foram encontrados tanto para extrato aquoso com valor de 3,2 (PUTSHAK’A et

Capitulo 2 — Caracterizacao e atividades bioldgicas de extratos de Hibiscus sabdariffa L.



Martins, N. E. Caracterizacdo e avaliacdo de atividades bioldgicas de extratos de Hibiscus
sabdariffa L. e nanoparticulas de prata

44

al., 2013) quanto para alcoolicos com valores que variaram de 2,8 a 3,6 (MEYER, CHAUHAN
e MACDONALD, 2016).

Provavelmente, os perfis acidos exibidos pelos extratos derivam da grande quantidade
de compostos acidos, tais como o acido protocatecuico, acido citrico e acido malico presentes
nessa espécie (VILLANI et al., 2013) e, possivelmente, os teores de acidos organicos em
extratos de folhas sdo menores que os de calices, visto que esses apresentam, geralmente,

valores de pH mais baixos.

Tabela 1. Porcentagem de rendimento de extracéo e valores de pH para extratos etanolicos e
aquosos de Hibiscus sabdariffa L.

Parte da planta Extratos Rendimento (%) pH
_ EEHSC 18,0 + 3,45 2,4 +0,05
Calices
EAHSC 13,8 +10,72 24+0,1
EEHSF 19,1 + 3,50 3,3+0,15
Folhas EAHSF 14,2 + 9,61 3,1+0,06

EEHSC: extrato etandlico de célices; EEHSF: extrato etandlico de folhas; EAHSC: extrato aquoso de calices;
EAHSF: extrato aquoso de folhas. Fonte: Autoria prépria (2016)

Segundo Melecchi (2005), que comparou diferentes métodos de extracdo para uma
espécie do mesmo género, extracbes que utilizam solventes menos polares apresentam
rendimentos superiores aos solventes mais polares, como ficou evidenciado nesse estudo, onde
0s extratos etandlicos apresentaram rendimentos muito superiores aos aquosos.

Sobota e colaboradores (2016), ao realizarem extracdo de calices da espécie, obtiveram
resultado semelhante para o extrato alcodlico, embora um pouco superior (19%), mas obtiveram
rendimentos bem superiores para o extrato aquoso (46,2%), o que pode sugerir que o solvente
utilizado ndo é a Unica varidvel que influencia no rendimento da extracdo. Outros fatores tais
como temperatura, tempo de extracdo, velocidade de agitacdo, bem como alguns intrinsecos a

cada um dos extratos também podem interferir nesse rendimento (OLIVEIRA et al., 2016).

3.2 Prospeccéo fitoquimica dos extratos

Na tabela 2 estdo demonstrados os resultados obtidos a partir dos testes de deteccéo

qualitativos de compostos fitoquimicos nos extratos de H. sabdariffa produzidos.
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Tabela 2. Resultados para a prospeccdo fitoquimica realizada para extratos etanolicos e
aquosos de Hibiscus sabdariffa L.

Testes Calices Folhas
EEHSC EAHSC EEHSF EAHSF
Fenois e Taninos + + + +
Antocianinas e antocianidinas - + - -
Flavonas, flavonois e xantonas + + + +
Alcaloides + - + -
Polissacarideos + + + +
Acidos organicos + + + +
Acucares redutores - - - +

Saponinas - - - -

EEHSC: extrato etandlico de calices; EEHSF: extrato etanélico de folhas; EAHSC: extrato aquoso de calices;
EAHSF: extrato aquoso de folhas. (+) Positivo (-) Negativo. Fonte: Autoria prépria (2017)

A partir dos resultados, foi possivel verificar que os extratos apresentaram perfis
semelhantes, embora exista algumas diferencas na presenca de alguns compostos dependendo
do solvente de extracdo utilizado e das partes da planta. Fendis, taninos, flavonas, flavondis,
xantonas, polissacarideos e &cidos organicos estiveram presentes em todos 0s extratos.
Acucares redutores somente foram encontrados em EAHSF.

Antocianinas e antocianidinas foram encontradas somente no extrato aquoso de calice,
mas ha relatos da presenca desses compostos em extratos etandlicos de folhas da espécie
(MUNGOLE e CHATURVEDI, 2011). A pequena quantidade desses compostos nas folhas e
a limitacdo do teste realizado para determinacéo de alguns constituintes em solventes menos
polares podem ter sido os interferentes para o resultado obtido.

Alcaloides somente foram encontrados nos extratos etanolicos de ambas as partes,
corroborando com os resultados encontrados por Mungole e Chaturved (2011) que demonstrou
a presenca dos compostos em extrato de folhas de H. sabdariffa e por Okerere, Iroka e
Chukwuma (2015) que também verificaram a auséncia desses compostos em extratos aquosos
de célices da e a presenca em extratos etandlicos da mesma espécie.

Os resultados encontrados estdo de acordo com estudos sobre a mesma especie ja
realizados, onde também foram relatadas a presenca de compostos fendlicos, antocianinas,
flavonoides, alcaloides e polissacarideos em extratos aquosos e etanolicos de diferentes partes
de H. sabdariffa (MUNGOLE; CHATURVED, 2011; OBOUAYEBA et al., 2014).
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3.3 Perfil cromatografico dos extratos

O método utilizado foi adequado para o isolamento dos principais compostos das
amostras e indicou variagfes nos tempos de retencdo, quantidade e intensidades dos picos
exibidos pelos diferentes extratos.

Apenas EAHSF, devido a presenca de grande quantidade de compostos, nao
apresentou todos os picos totalmente resolvidos, mas ainda assim exibiu trés majoritarios, como
pode ser observado na figura 3. Chiu et al. (2015) em anélise por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) de extratos aquosos de folhas da espécie também verificaram trés picos
majoritarios e identificaram os mesmos em ordem decrescente de intensidade como sendo acido
elagico, epigalocatequina e catequina. Provavelmente, os trés picos identificados em EAHSF

estejam relacionados as mesmas substancias.

Figura 3. Perfil cromatogréafico (CLAE/UV, 290 nm - azul e 329 nm - rosa) de extrato aquoso
de folhas de Hibiscus sabdariffa (EAHSF) com identificacdo dos tempos de retencao dos picos
majoritarios.

oV

e

Fonte: Autoria propria (2018)

Wang e colaboradores (2014) identificaram as trés substancias majoritarias em
extratos hidrometandlicos de folhas de Hibiscus sabdariffa, sendo elas em ordem decrescente
de intensidade de pico (isoquercitrina, acido clorogénico e rutina). O presente estudo também
encontrou trés substancias majoritarias em EEHSF, como demonstrado na figura 4, que
possivelmente estéo relacionadas aquelas, visto as polaridades mais proximas dos solventes de

extracdo majoritarios.
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Figura 4. Perfil cromatografico (CLAE/UV, 290 nm - azul e 329 nm - rosa) de extrato etanolico
de folhas de Hibiscus sabdariffa (EEHSF) com identificacdo dos tempos de retencéo dos picos
majoritarios.
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Fonte: Autoria prépria (2018)

Oboh et al. (2018), utilizando metodologia bastante similar ao do presente estudo
identificou alguns compostos isolados de extrato metandlico de calices da espécie. O perfil
cromatografico do presente estudo (figura 5) apresentou-se bastante similar aquele, inclusive
em relacdo aos tempos de retengdo, sugerindo que as substancias majoritarias encontradas nesse

extrato sejam o &cido clorogénico, catequina e rutina.

Figura 5. Perfil cromatografico (CLAE/UV, 290 nm - azul e 329 nm - rosa) de extrato etanolico
de célices de Hibiscus sabdariffa (EEHSC) com identificacdo dos tempos de retencdo dos picos
majoritarios.
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Fonte: Autoria propria (2018)
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Sindi, Marshall e Morgan (2014) também analisando extratos aquosos de calices de H.
sabdariffa identificou, por meio de analise por espectrometria de massas, duas substancias
majoritarias como sendo as antocianinas delfinidina-3-sambubioside e cianidina-3-
sambubioside, o que demonstra a possibilidade de que os componentes majoritarios isolados

em EAHSC (figura 6) sejam tais substancias.

Figura 6. Perfil cromatografico (CLAE/UV, 290 nm - azul e 329 nm - rosa) de extrato etandlico
de célices de Hibiscus sabdariffa (EAHSC) com identificacdo dos tempos de retencdo dos picos
majoritarios.
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Fonte: Autoria prépria (2018)

3.4 Quantificacdo dos teores de compostos fenodlicos e flavonoides

Os compostos fendlicos sdo estruturas quimicas que apresentam hidroxilas e anéis
aromaticos, nas formas simples ou como polimeros. Tais compostos podem estar em formas
livres ou complexadas a acUcares e proteinas em plantas e muitos desses metabdlitos
secundarios estéo relacionados a atividades bioldgicas de extratos vegetais, como por exemplo,
as propriedades antioxidantes (ANGELO; JORGE, 2007).

Na tabela 3 estdo expressos os resultados da quantificacdo de compostos fendlicos e

flavonoides encontrados nos extratos produzidos.
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Tabela 3. Teores de compostos fenolicos e flavonoides presentes nos extratos de Hibiscus
sabdariffa.

Compostos fendlicos .
Flavondides (ug

Parte da planta Extratos totais (ng EAG/mg
EEC/mg extrato)
extrato)

) EEHSC 31,06 £1,11 8,34 +£0,84
Calices

EAHSC 24,86 + 2,44 5,38 + 1,09

EAHSF 12,32 + 0,87 11,51 + 0,60
Folhas

EEHSF 13,67 £ 0,95 36,88 + 1,47

EEHSC: extrato etandlico de calices; EEHSF: extrato etanélico de folhas; EAHSC: extrato aquoso de calices;
EAHSF: extrato aquoso de folhas. Fonte: Autoria prépria (2017)

Pode-se observar que os extratos de célices apresentaram maiores concentracdo de
compostos fendlicos que os extratos de folhas. O EEHSC exibiu maior teor de compostos
fenolicos totais, seguido por EAHSC. O extrato que apresentou menor teor de compostos
fendlicos totais foi o EAHSF.

Os teores de compostos fendlicos encontrados no presente estudo tanto para os extratos
aquosos quanto para os etanélicos de célices de H. sabdariffa foram proximos aos encontrados
por Obouayeba et al. (2015) onde o teor desses compostos foi de 23.21 + 2.70 em extratos
hidroalcodlicos de calices da espécie. Ja os teores encontrados por Mohd-esa e colaboradores,
(2010), diferiram bastante dos encontrados nesse estudo. Os valores foram bem inferiores,
sendo que os extratos aquosos de calices e folhas apresentaram teores de 1,85 +0,11e 1,71 +
0,04 respectivamente. Os extratos alcoolicos desse mesmo estudo foram obtidos com 80% de
metanol, para 0s quais encontraram-se 0s teores de compostos fenolicos de 2,91 ug EAG/mg
extrato + 0,07 para extratos de célices e de 2,20 ug EAG/mg extrato + 0,02 para os foliares.

ZHEN e colaboradores (2016) quantificaram o teor de compostos fendlicos de extratos
de folhas de H. sabdariffa coletadas em véarios paises e obtidos com 70% de metanol e
encontraram teores que variaram de 18,98 + 2,7 a 29,9 + 0,5 ugeAG/g de extrato, portanto
maiores que os do presente estudo para a mesma parte da planta.

Os flavonoides também sdo importantes constituintes fitoquimicos presente em
extratos de H. sabdariffa e também estéo bastante relacionados a atividade antioxidante. Os
extratos foliares apresentaram maiores teores de flavonoides, quando comparados aos extratos

de célices. Resultado semelhante foi encontrado por Formagio et al. (2015) em extratos
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metandlicos das mesmas partes da planta. Verificou-se também que o etanol extraiu melhor os
flavonoides tanto dos calices quanto das folhas, indo de encontro com dados apresentados por
Do e colaboradores (2014), que realizaram um estudo para verificar os efeitos de diferentes
solventes na extracdo de flavonoides e observaram que o etanol se destacou em relacdo a agua
nesse caso.

As variagdes encontradas na literatura para a determinagdo desses compostos em
extratos da mesma especie, possivelmente derivam da influéncia de alguns fatores, tais como a
sazonalidade, a area geogréafica e os métodos de extracdo utilizados no teor desses metabolitos
(ANOKWURU et al., 2011; AL-RIMAWI et al., 2014; DO et al., 2014; ZHOU; ZHANG,
2017).

3.5 Espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de Fourrier (FTIR)

Os resultados de espectro de absor¢édo na regido do infravermelho para os extratos de
H. sabdariffa estéo apresentados na figura 7.

Os espectros de FTIR dos extratos apresentam-se bastante semelhantes, tais quais 0s
encontrados em outros estudos que também analisaram extratos de H. sabdariffa (EDDY et al.,
2012; KUMAR, MANOJ e GIRIDHAR, 2015; (MOLINA-OCAMPO; VALLADARES-
CISNEROS; GONZALEZ-RODRIGUEZ, 2015), salvo diferencas pontuais dependendo das
condicdes de extracdo e das partes da planta.

De uma maneira geral, 0s espectros mostram a presenca de uma banda larga na regido
de 2700 a 3600 cm™ atribuida a ligagdes O — H resultantes de associagao polimérica. As ligacoes
C - H indicativas de anel aromético foram observadas para as bandas de estiramento entre 700
- 900 cm™. Na regido entre 1721 — 1741 cm™, foram observadas bandas relacionadas a ligacéo
C = O, atribuida a um grupo carbonila. A presenca do grupo éter foi observado na faixa de
1062-1100 cm™ (AMIR et al., 2013).
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Figura 7. Espectros de absorcdo na regido do infravermelho para extratos etanolicos (EEHSC
e EEHSF) e aquosos (EAHSC e EAHSF) de calices e folhas de Hibiscus sabdariffa,
respectivamente.
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Fonte: Autoria prépria (2018)

Entre os extratos, 0 EEHSF demonstra bandas de maior proximidade as regides que
sdo encontradas em compostos flavonoides, que possuem estrutura quimica como a observada
na figura 8. O que corrobora com os resultados encontrados na determinacdo quantitativa de
flavonoides em que esse extrato exibiu maior teor desses compostos.

O EAHSF exibe uma banda em 1031 cm™ que ndo estd presente ou esta em baixa
intensidade nos outros extratos, o que provavelmente decorre das ligacbes glicosidicas
especificas nesse comprimento, o que corrobora com os resultados obtidos na propeccéo
fitoquimica que identificou a presenca de acucares redutores somente nesse extrato.
Possivelmente EEHSC também apresenta tais compostos, porém em menor quantidade, visto

gue 0 mesmo exibiu uma banda de menor intensidade na mesma regiéo.
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Figura 8. Estrutura quimica geral dos flavonoides e os comprimentos de onda atribuidos aos

principais grupamentos quimicos contidos nesses compostos por espectroscopia na regido do
infravermelho.
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Fonte: Molina-ocampo, Valladares-cisneros e Gonzalez-rodriguez (2015)

O EAHSC foi o tnico que exibiu banda no com de 1017 cm™, atribuida a deformagao
C-H do anel aromatico de antocianinas, o que também corrobora com os resultados da
prospecgdo fitoquimica do presente estudo, visto que somente esse extrato demonstrou a
presenca qualitativa desses compostos.

3.6 Atividades bioldgicas dos extratos

3.6.1 Atividade antioxidante

Os resultados obtidos a partir dos ensaios de determinacdo da atividade antioxidante
dos extratos de H. sabdariffa por diferentes métodos estdo expressos na tabela 4. Os padrdes
Trolox e &cido ascérbico sdo bastante utilizados para determinacdo de atividade antioxidante,
visto que 0s mesmos possuem elevada atividade antioxidante. Portanto, maiores teores dos
padrdes nos extratos indicam maiores atividades antioxidante (POLJSAK; RASPOR, 2008).

Tabela 4. Atividades antioxidantes determinadas por diferentes métodos de sequestro de
radicais DPPH, ABTS e reducéo férrica (FRAP) de extratos de Hibiscus sabdariffa L.

Parte da Extrat DPPH (mg ABTS (mg AAE/g FRAP (mg AAE/g
xtratos
planta Trolox/g extrato extrato extrato
_ EEHSC 18,48 + 0,76 71,6 +22 22,06 + 0,12
Calices
EAHSC 11,55+ 0,79 46,9+ 1,8 9,84 £1,05
Eolh EEHSF 33,27 £ 2,87 1542+ 28 45,33+ 1,26
olhas
EAHSF 22,88 £ 0,88 104,0 £ 3,3 20,64 £ 0,21

EEHSC: extrato etanolico de calices; EEHSF: extrato etandlico de folhas; EAHSC: extrato aquoso de célices;
EAHSF: extrato aquoso de folhas. Fonte: Autoria prépria (2018)
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Na literatura existem diversos trabalhos que relatam atividade antioxidante em extratos
de H. sabdariffa, especialmente dos calices (BORRAS-LINARES et al., 2015; SOBOTA,;
PINHO; OLIVEIRA, 2016; MACIEL et al., 2018). Tal propriedade varia muito nessa especie,
0 que pode ser devido a variaveis que influenciam os teores de compostos relacionados a
atividade antioxidante em extratos vegetais, tais como origem geografica da planta (WANG et
al., 2014; ZHEN et al., 2016), adubacdo (RAMOS et al., 2011; FORMAGIO et al., 2015) e
métodos de extracdo de compostos ativos (SOBOTA; PINHO; OLIVEIRA, 2016; MACIEL et
al., 2018).

Verificou-se também que possivelmente exista uma relacdo entre os teores de
flavonoides e as atividades antioxidantes obtidas nesse estudo, visto que o0s extratos em ordem
decrescente de teores desses compostos (EEHSF, EAHSF, EEHSC e EAHSC)
correlacionaram-se com a ordem decrescente das capacidades antioxidantes nas duas técnicas
gue tem como principio o sequestro de radicais (DPPH e ABTS), assim como ja observado em
outro estudo com a mesma espécie (ANOKWURU et al., 2011).

Para a técnica de reducdo férrica, os extratos com maior e menor atividade antioxidante
foram os mesmos dos outros métodos, corroborando também com os resultados de flavonoides.
A mudanca na ordem de capacidade antioxidante dos outros dois extratos nessa técnica
possivelmente relaciona-se com a proximidade dos teores desses compostos em EAHSF e
EEHSC e também com as limitacdes existentes nesse teste, tais como a interferéncia com
compostos redox que mesmo sem possuir propriedades antioxidantes pode reduzir o Fe (I11); o
fato de que nem todos os compostos antioxidantes sdo capazes de reduzir o metal a uma taxa
tdo rapida que seja possivel verificar durante o tempo do teste; a produ¢do concomitante de Fe
(11) que possui propriedades pré oxidantes (MAGALHAES et al., 2008).

3.6.2 Atividade antimicrobiana e antiparasitaria

a) Atividade antibacteriana

A resisténcia microbiana tornou-se um dos mais sérios e preocupantes problemas de
salde publica em todo o mundo. Portanto, cada vez mais busca-se novas substancias que
possam ter propriedades antibacterianas ou antifungicas. Visto que tais potenciais sao
demonstrados empiricamente em varias espécies vegetais, muitas sdo as pesquisas que focam

nessas plantas, a procura de antibioticos (DUARTE, 2006).
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N&o foram observadas zonas de inibicdo evidentes contra as estirpes bacterianas na
concentracdo testada. Poucos sdo os estudos que ja realizaram o teste de difusdo em agar para
determinacéo da atividade antibacteriana em extratos de H. sabdariffa, mas ha relatos de que
extratos alcdolicos de célices e folhas da espécie com concentracdes menores que 20 mg/mL
demonstraram efeitos inibitorios in vitro contra véarias cepas bacterianas, incluindo S. aureus e
E. coli, sendo que os extratos etandlicos apresentaram maior efeito antimicrobiano que aquosos
(OLALEYE, 2007; DA-COSTA-ROCHA et al., 2014).

A auséncia de atividade dos extratos de H. sabdariffa contra as bactérias testadas
possivemente pode ter sido devido a fatores, tais como 0 método de extracdo utilizado que
podem ter influenciado a concentracdo de compostos bioativos responsaveis por tal propriedade
nos extratos (GOBBO-NETO; LOPES, 2007), os ja citados fatores sazonais e genéticos
relacionados a espécie (DA-COSTA-ROCHA et al., 2014) e até mesmo o método empregado
para a determinacdo da atividade antibacteriana. No caso do presente estudo, a metodologia
empregada pode ter gerado uma falsa ideia de que o extrato ndo apresentava atividade, visto
que a mesma vai depender da capacidade de difusdo dos compostos no meio soélido, o que é
muito varidvel entre extratos. Sera necessario o emprego de método diferente para determinar
a real capacidade antibacteriana dos extratos.

A literatura ja descreve que os compostos fendlicos sdo considerados como ativos
antimicrobianos, mas nem sempre, um alto teor total em compostos fendlicos, esta
correlacionado com a alta atividade antibacteriana. Borras-linares et. al. (2015) observaram que
extratos de H. sabdariffa com maior atividade antibacteriana, ndo exibiram o maior contetdo
desses compostos, 0 que possivelmente esta relacionado a complexa composicdo dessas
substancias e a possivel existéncia de efeitos sinérgicos ou antagonistas com outros compostos

nao fendlicos.

b) Atividade antifingica

Os resultados obtidos para o ensaio de determinacdo de CIM dos extratos de H.
sabdariffa estdo expressos na tabela 5.

Houve crescimento flngico em todos 0s pogos, mesmo na maior concentracao testada,
0 que possivelmente decorre dos teores de compostos envolvidos na atividade antifungica, tais
como os fenolicos ndo serem em quantidade suficiente para gerar a atividade antimicrobiana.

Sdo poucos os estudos que demonstrem atividade antifingica de extratos de H. sabdariffa.
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Tabela 5. Concentrac@es inibitdrias minimas de extratos de Hibiscus sabdariffa frente ao fungo
C. albicans.

Parte da planta Extratos Concentracéo (ug/mL)
_ EEHSC >5000
Calices
EAHSC >5000
EEHSF >5000
Folhas
EAHSF >5000

EEHSC: extrato etandlico de calices; EEHSF: extrato etanélico de folhas; EAHSC: extrato aquoso de calices;
EAHSF: extrato aquoso de folhas. Fonte: Autoria prépria (2018)

Rukayadi, Shim e Hwang (2008) encontrou resultados positivos para o extrato
metanolico de frutos da espécie contra cepas de C. albicans em uma concentracao, porém com
uma concentracdo duas vezes maior que a utilizada no presente estudo. Ainda constataram que
0 extrato ndo se apresentou efetivo para outras espécies de Candida. Alshami e Alharbi (2014)
também verificaram que o extrato aquoso de célices apresentou alta poténcia (MIC < 2000

pg/mL) contra cepas clinicas de C. albicans, isoladas de infe¢Bes recorrentes do trato urinario.

c¢) Avaliacdo in vitro da atividade antileishmania

Os resultados desse estudo demonstraram pela primeira os efeitos de inibic¢éo in vitro
de extratos etanodlicos e aquosos de H. sabdariffa contra formas promastigotas de L.
amazonensis e estdo apresentados na figura 9. O controle positivo Anfotericina B, na
concentracdo testada (2 ug/mL) apresentou 89,95% =+ 0,07 de inibicdo de crescimento.

Verificou-se que os extratos aquosos de ambas as partes estudadas se destacaram na
avaliacdo da capacidade antileishmania, no entanto, EAHSC (figura 9 - A) apresentou menor
Clso (128,974 ug/mL) e, portanto, maior atividade. EAHSF (Figura 9 - B) foi o segundo a
apresentar melhor atividade (Clso = 325,599 pg/mL).

Com relacdo aos extratos etandlicos, nao foi possivel calcular a Clso, visto que na
maior concentracdo testada, os mesmos apresentaram porcentagens menores de 50% de
inibicdo. O EEHSC (figura 9 - C) se mostrou mais efetivo, pois na concentragéo de 800 ug/mL
demonstrou 48,18% de inibi¢&o, enquanto que EEHSF (figura 9 - D) na mesma concentragéo,
exibiu 42,89% de atividade inibitoria.

Os compostos fendlicos, especialmente os flavonoides estdo bastante relacionados

com a atividade antileishmania de diferentes extratos vegetais (KAUR; KAUR, 2018;
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AREVALO-LOPEZ et al., 2018). Apenas o extrato EAHSC demonstrou a presenca de
antocianinas, como demonstrado nos resultados de prospecgdo fitoquimica e FTIR. Dessa
forma, possivelmente a presenca de tais compostos esteja relacionada a melhor eficacia desse
extrato quando comparado aos demais, visto que ja foi descrita uma relacéo direta entre o teor

desses compostos e a atividade antileishmania (MANSOUR et al., 2013).

Figura 9. Atividade antileishmania de extratos aquosos (EAHSC e EEHSF) e etandlicos
(EEHSC e EEHSF) de calices e folhas de Hibiscus sabdariffa e do antibidtico Anfotecina B
(Anf B). Os resultados estdo representados por média + desvio padrdo (*p<0,05; **p<0,01;
***p<0,001).
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3.6.3 Ensaio in vitro de inibicdo da enzima acetilcolinesterase

O presente estudo demonstrou pela primeira vez por meio de ensaio in vitro a atividade

de inibicdo de AChE de extratos aquosos e etanolicos de folhas e célices de H. sabdariffa. Os
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resultados estéo expressos na figura 10. O EEHSC apresentou melhor porcentagem de inibi¢ao
(69%) quando comparado aos outros extratos testados.

Figura 10. Porcentagens de inibicdo da atividade de AChE por extratos aquosos (EAHSC e
EEHSF) e etanodlicos (EEHSC e EEHSF) de calices e folhas de H. sabdariffa.
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Devido a distancia entre a porcentagem de inibicdo na maior concentracdo e na
imediatamente anterior seguindo a diluicdo seriada para o EEHSC, foi feita uma diluicéo
intermediaria para ser possivel calcular a concentracdo necesséaria para provocar 50% de

inibicdo enzimatica, que foi de 2,80 mg/mL como demonstrado na figura 11.

Figura 11. Porcentagens de inibigdo da atividade de AChE por extrato etanolico de célices de
Hibiscus sabdariffa (EEHSC).
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Alguns autores testaram extratos da espécie para verificacdo da mesma atividade. No
entanto, os mesmos utilizaram extratos obtidos por diferentes rotas e com a utilizagdo de
solventes toxicos. Seung e colaboradores (2016) testaram fracdo hexanica de calices de H.
sabdariffa e obtiveram uma resposta de 47,23% para a inibicdo da AChE numa concentragédo
de 1 mg/mL. Em estudo semelhante, OBOH e colaboradores (2018) verificaram uma Clso de
46,96 pg/mL para extrato de calices obtido com metanol e &cido cloridrico (HCI).

Alguns estudos correlacionam quantidades de compostos fendlicos totais em extratos
com acdo de inibicdo da enzima AChE, apoiando a ideia de que esses constituintes apresentem
efeito neuroprotetor (PAPANDREOU et al., 2009; GIRONES-VILAPLANA et al., 2012). Essa
correlagdo corrobora com os resultados desse estudo, em que 0 extrato com maior teor de
compostos fenolicos foi o que possuiu melhor atividade de inibicdo enziméatica. No entanto, a
diferenca de concentracédo entre EEHSC e EAHSC néo foi tdo grande e, no entanto, a atividade
apresentou-se muito discrepante, 0 que sugere que a atividade também depende da interacdo
com outros compostos ndo fendlicos.

OBOH e colaboradores (2018) realizaram a identificagdo dos compostos presentes em
extrato de célices obtido com metanol e HCI por meio de CLAE e confirmaram os compostos
fenolicos possivelmente envolvidos nessa atividade (acido clorogénico, rutina e catequina). O
perfil de EEHSC apresentou-se bastante similar com o obtido pelos autores e possivelmente as
mesmas moléculas sdo as responsaveis pela melhor resposta exibida pelo mesmo na inibicdo
enzimatica por esse extrato, visto os relatos de estudos anteriores sobre o potencial dessas
moléculas na terapia de disturbios neurodegenerativos (OBOH et al., 2016; OLASEHINDE;
OLANIRAN; OKOH, 2017).

3.6.4 Atividade hemolitica

Os resultados para analise da citotoxicidade dos extratos de H. sabdariffa contra
eritrécitos humanos estdo expressos na tabela 6.

Pbde-se verificar que os extratos foliares apresentam-se mais toxicos que os de calices.
N&o ha na literatura informac6es acerca dos efeitos toxicos de extratos foliares de H. sabdariffa,
mas alguns estudos in vivo ja verificaram que extratos aquosos de calices da espécie exibiram
um efeito protetor contra o dano causado pelo estresse oxidativo provocado por acido sulfdrico
(H2S0O2) em membranas plasmaticas de hemacias de camundongos saudaveis (MOHAMED;
NOR; BUDIN, 2012) e com diabetes induzida por estreptozotocina (MOHAMED et al., 2013).
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Também ja foi constatado que extrato do calice tem efeito hematoprotetor em casos de anemia
e leucocitose induzida por tetracloreto de carbono (FAMUREWA; KANU; OGUGUA, 2015).

Tabela 6. Concentracdes eficientes de extratos aquosos e etanolicos de Hibiscus sabdariffa
para causar 50% de hemolise (CHsp).

Parte da planta Extrato CHso (mg/mL)
) EEHSC 2,95+ 0,06
Calices
EAHSC 2,47 £ 0,27
EEHSF 1,09 + 0,09
Folhas
EAHSF 1,34+0,14

EEHSC: extrato etanélico de calices; EEHSF: extrato etanélico de folhas; EAHSC: extrato aquoso de calices;
EAHSF: extrato aquoso de folhas. Fonte: Autoria prépria (2018)

Todos esses estudos relacionam essa atividade hematoprotetora com a presenca nesses
extratos de compostos antioxidantes, responsaveis por reduzir o estresse oxidativo e
consequentemente o dano as membranas e a morte celular. Essas informacg6es corroboram os
resultados encontrados nesse estudo, visto que os extratos de calices apresentaram maiores
CHso, ou seja, menores capacidades hemoliticas e esses sdo 0s que exibiram maiores teores de
compostos fenolicos.

Os resultados demonstram que as concentracdes dos extratos que apresentaram boas
respostas nos testes antilesihmania estdo abaixo das concentragdes hemoliticas dos extratos.

Ja com relacdo ao teste de inibicdo da acetilcolinesterase, verificou-se que a Clso de
EEHSC foi abaixo, no entanto muito préxima a concentracao que causou 50% de hemdlise no
teste de citotoxicidade. Dessa forma, seria interessante a busca de estratégias para reduzir a Clsg

ou a CHsp desse extrato como por exemplo a aplicacdo do extrato em sistema nanoestruturados.

4 CONSIDERACOES FINAIS

o Foram isolados de forma eficiente compostos diferentes dos diferentes extratos, sendo
ainda necessarios mais estudos para confirmar a identidade dessas substancias;

o Determinou-se a concentracdo de compostos polifendlicos totais e flavonoides, bem
como a correlagdo dos ultimos com as atividades antioxidantes determinadas por duas das

técnicas empregadas;
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o Pela primeira vez foram avaliadas as atividades antileishmania contra formas
promastigotas de L. amazonenses e de inibicdo da enzima acetilcolinesterase de extratos de
calices e folhas de H. sabdariffa, verificando-se um destaque para os extratos aquoso e etandlico
do célice para cada atividade, respectivamente;

o Nenhum dos extratos exibiu atividade antimicrobiana satisfatoria nas concentracdes e
para as estirpes testadas, sendo necessario a investigacdo dessa atividade contra outros
microrganismos.

o Os extratos obtidos a partir de folhas da espécie apresentaram maior citotoxicidade
contra eritrocitos humanos que os provenientes de calices;

o A Clso de interesse para a utilizacdo de EEHSC em atividade de inibigdo enzimatica esta
muito proxima da CHso hemolitica, sendo necessaria a busca de estratégias que reduzam a ICsg
ou a citotoxicidade dos extratos;

o A Clsp de EAHSC e EAHSF para a atividade antileishmania foram bem abaixo que as
CHso hemoliticas, demonstrando que os extratos podem ser utilizados no desenvolvimento de
tratamentos alternativos para a leishmaniose cutanea, sendo necessarios ainda a realizacao de

testes de citotoxicidade contra outras células normais.
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SINTESE VERDE, CARACTERIZACAO E ATIVIDADES BIOLOGICAS
DE NANOPARTICULAS DE PRATA OBTIDAS UTILIZANDO
EXTRATOS AQUOSOS DE Hibiscus sabdariffa L.

1 INTRODUCAO

O desenvolvimento de nanoparticulas metélicas, especialmente derivadas de metais
nobres, como por exemplo a prata, tem se destacado para aplicagdes médicas devido a suas
propriedades unicas, tais como estabilidade quimica, boa condutividade, atividade catalitica,
além de propriedades antimicrobianas (AHMED et al., 2016).

A maioria dos métodos quimicos de sintese de nanoparticulas de prata (AgNPs) baseia-
se no uso de produtos redutores e estabilizantes tdxicos. No entanto, vém surgindo alguns
métodos viaveis e ambientalmente seguros, chamados de “verdes” que utilizam extratos
vegetais para a sintese dessas nanoparticulas (HAIDER; KANG, 2015).

Alguns estudos ja confirmaram que extratos aquosos da espécie Hibiscus sabdariffa
podem ser utilizados em quimica verde para sintetizar AgNPs (KUMAR et al., 2014,
CATALDO; URSINI; ANGELINI, 2016; KALITA; GANGULLI, 2016). No entanto, o enfoque
desses estudos ndo foi avaliar suas propriedades bioldgicas.

Dessa maneira, 0 presente estudo teve como objetivo empregar extratos aquosos de
folhas e célices de H. sabdariffa em método verde para sintetizar AgNPs e avaliar as possiveis

atividades bioldgicas e de toxicidade das mesmas.
2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Sintese das AgNPs

Para a sintese verde de AgNPs, utilizou-se os extratos EAHSC e EAHSF, obtidos
segundo metodologia descrita no capitulo 2 (item 2.2). Nove mililitros de solucdo aquosa de
nitrato de prata (AgNOz) com concentracdo de 1 mM foram colocados sob agitacdo magnética
constante e entdo 1 mL de solu¢do de EAHSC e EAHSF a 20 mg/mL e pH ajustado para 11
com hidréxido de sodio (NaOH) foi adicionado a cada um dos sistemas. As misturas

permaneceram em agitacao a temperatura ambiente por 60 minutos.
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2.2 Caracterizagdo das AgNPs

2.2.1 Espectroscopia UV-VIS

O progresso das reagdes de sintese das AgNPs foram monitorados por medicGes de
espectroscopia UV-VIS utilizando um espectrofotdmetro Shimadzu® UV-1800.

2.2.2 Espalhamento de luz dindmico (Dynamic Light Scatterin - DLS) e Mobilidade

eletroforética (potencial zeta)

O tamanho médio das nanoparticulas e o indice de polidispersdo (PDI) foram
determinados pela técnica de analise de espalhamento de luz dindmico (espectroscopia de
correlacdo de fétons — DLS), com laser de comprimento de onda de 633 nm em um angulo de
dispersdo fixo de 90° e o potencial zeta foi determinado pela mobilidade eletroforética das
amostras utilizando equipamento Malvern Zetasizer Nano®, Modelo ZS 3600. As amostras

foram medidas em triplicata e descritas em média + desvio padrao.

2.2.3 Analise de rastreamento de nanoparticulas (Nanoparticle Tracking Analysis - NTA)

As medicdes foram realizadas em equipamento Malvern NanoSight® NS300,
utilizando um modulo LASER de 542 nm e o software NTA 3.2. Uma aliquota de 1 ml de
amostra diluida em agua Milli-Q® foi injetada lentamente na cdmara de amostra e, entdo, foram
capturados 5 videos de 1 minuto (total de 5 minutos). Em cada video um conjunto distinto de
nanoparticulas foi analisado, de modo a aumentar a representatividade estatistica. Cada um foi
analisado independentemente, determinando-se uma distribuicdo de tamanhos e uma
concentracdo total por video. No final, o software combinou os dados, apresentando a
distribuicdo média (ponderada) de tamanhos e o valor da concentracdo, com 0s respetivos

valores de erro associados.

2.2.5 Espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

A andlise de espectroscopia na regido do infravermelho foi realizada em espectrometro
Shimadzu® IRAffinity-1S, na faixa espectral de 4000-700 cm™ de resolugéo, pela técnica ATR
(Atenuated Total Reflectance). Em todas as amostras foram realizadas 45 scans em cristal de

seleneto de zinco para a identificacdo dos grupos funcionais presentes na AQNP-EAHSC.
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2.3 Atividades bioldgicas das AgNPs

2.3.1 Atividade antioxidante

a) Ensaio da atividade sequestrante 2,2-azinobis (3- etilbenzotiazolina-6- acido sulfénico)
(ABTS)

A capacidade antioxidante foi determinada pela determinacdo da capacidade de
sequestro do radical livre ABTS™ [2,2-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico)] de
acordo com a metodologia proposta por Re et al. (1999) e modificada por Gido et al. (2007).
Nesta técnica ha producdo direta do croméforo (azul/verde) por meio da reacdo entre ABTS e
persulfato de potassio. A solucdo de ABTS™, foi preparada através da adicéo, a 1:1 (v/v), de 7
mmol/l de solucdo de sal de ABTS™ (2,2-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico) a 2,45
mmol/l de solucdes de persulfato de potassio.

Utilizou-se um volume preciso de cada amostra para obter uma porcentagem de
inibicdo entre 20 e 80%, por 6 min de reacdo, com 1 mL de solucdo ABTS'" a partir da formula
Pl (%) = (Absapts.+ - AbSamostra/ AbSaBTs-+) X 100, onde Pl (%) representa a porcentagem de
inibicdo, Absapts.+ corresponde a absorbancia inicial do ABTS diluido e AbSamostra refere-se a
absorbancia da amostra ap6s 6 minutos de reacdo. As leituras foram realizadas em
espectrofotdmetro 6405/UV-Vis-Spectrophotometer® (Jenway, United Kingdom) a 734 nm em
triplicata. Foi utilizada curva de calibracdo previamente preparada com acido ascorbico como
padrdo, o resultado final foi expresso como concentracdo equivalente de &cido ascorbico
(AAE).

2.3.2 Atividade antimicrobiana

Foi realizado o ensaio de microdiluicdo em caldo de acordo com metodologia descrita
em 2013 por Quelemes e colaboradores para determinagdo da concentracao inibitéria minima
(CIM) das AgNPs frente a cinco espécies de bactérias, trés Gram-positivas (Staphylococcus
aureus ATCC 29213, Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 e Enterococcus faecalis ATCC
29212) e duas Gram-negativas (Escherichia coli ATCC 25922 e Salmonella typhimurium
ATCC 1401) e a uma espécie de fungo Candida albicans. As suspensdes bacterianas foram
preparadas em caldo Mueller-Hinton a uma concentragéo de 5 x 10° UFC/mL e, a flingica, em
caldo RPMI 1640 tamponado com MOPS a 10® UFC/mL. Por meio de diluicdes seriadas de
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razdo dois (1:2) foram obtidas concentracGes variando de 3 a 48,6 pg Ag*/mL, disposta em
placas de 96 pogos de acordo com a figura 1.

Figura 1. Desenho experimental para determinacdo da CIM de AgNP-EAHSC e AgNOs frente
as bactérias E. coli, E. faecalis, S. aureus, S. epidermidis, S. typhimurium e ao fungo C. albicans.
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Fonte: Autoria propria (2018)

2.3.3 Atividade hemolitica

Foi investigada a possivel capacidade da AgNP causar lesdes diretas a membrana
plasmaética de eritrécitos baseando-se em método descrito por Marani et al. (2015). Para isso,
sangue de um doador voluntario saudavel foi coletado em tubo contendo anticoagulante e os
eritrocitos foram lavados 3 vezes em solucdo salina (NaCl 0,85%) por centrifugacdo (3000
rpm/15 min) para reducdo da contaminacgdo plasmatica e ressuspensos em salina para obtencédo
de uma suspenséo de eritrécitos a 2,5%.

Os ensaios foram realizados em placas de 96 pocos. Cada poco, a partir da fileira B
recebeu 150 pL da solugdo salina. Na fileira A, os pocos receberam 300 pL de solugao de AgNP
em triplicata, em seguida foi retirado 150 uL de cada pogo da fileira A e realizando dilui¢des
seriadas para cada fileira vertical de modo que as concentragdes variaram de 0,38 a 48,6 g
Ag*/mL. O mesmo procedimento foi realizado com a AgNOs pura nas mesmas concentragdes.
Em seguida, foram plaqueados em todos os pocos 150 puL de suspensédo de eritrocitos. Para o
controle positivo utilizou-se a mesma propor¢do de salina/Triton X (concentracdo). Apds
incubacdo de 30 minutos em estufa a temperatura de 36 °C, as amostras foram centrifugadas
(8000 rpm por 1 min) e o sobrenadante transferido para uma outra placa para a leitura da

absorbancia no leitor de microplacas a 492 nm.
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Os resultados de porcentagem de hemolise foram obtidos por meio da férmula:
Hemolise (%) = AbSamostra — AbScnegativo/ ADScpositivo = AbScnegativo, ONAe AbScnegativo representa a
absorbancia da salina e Abscpositivo indica a absorbancia do Triton. Os resultados foram expressos
em concentracdo efetiva capaz de hemolisar 50% das hemacias (CHso) que foi calculada
utilizando-se equacdes da reta (y = ax+b) obtidas por meio de regressao linear com coeficientes
de correlacdo proximos a 1 (R2=0,97 —0,99), de acordo com a metodologia descrito por Brien-
Simpson et al. (2016).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Caracterizacao das AgNPs

Verificou-se que em AgNP-EAHSC houve uma mudancga progressiva na coloragao

(figura 2), indicativa da formacdo de AgNPs.

Figura 2. Mudanca na coloragdo da solugdo de nanoparticulas de prata sintetizadas por rota
verde com extrato aquoso de cdlices de Hibiscus sabdariffa (AgNP-EAHSC) - (A) dia da
sintese; (B) 4 semanas apds a sintese.

Fonte: Autoria propria (2018)

3.1.1 Espectroscopia UV-VIS

A partir dos resultados de espectroscopia, foi possivel verificar que apds duas semanas
surgiu uma banda plasménica na regido de 420 nm em AgNP-EAHSC, como mostrado na
figura 3 (A). Essa banda indica a reducéo de AgNO3z e formagdo de AgNPs. A reagdo continuou

ocorrendo em AgNP-EAHSC até a quarta semana, estabilizando ap6s esse periodo.
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No tocante a AgNP-EAHSF, observou-se que somente ap0s 4 semanas da sintese,
houve o indicativo da formacdo de uma banda na regido de 400 a 450 nm que néo ficou tdo
evidente mesmo apos 5 semanas da sintese, como demonstrado na figura 3 (B).

Dessa forma, optou-se pelo prosseguimento das outras etapas de caracterizacdo e
avaliacdo de atividades bioldgicas apenas com a AQNP-EAHSC, visto 0 menor tempo de sintese
e estabilizacdo das mesmas quando comparadas a AQNP-EAHSF e, a maior possibilidade de
esta apresentar tamanhos de particulas maiores, visto que quanto maior a largura da banda,

maiores serdo os tamanhos e a dispersao das particulas (MLALILA etal., 2017).

Figura 3. Espectros de UV-VIS para as AgNPs. (A) AgNP-EAHSC; (B) AgNP-EAHSF.
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Fonte: Autoria prépria (2018)

Os resultados encontrados na literatura corroboram com os espectros de UV-VIS desse
estudo, pois extratos aquosos de H. sabdariffa, j& foram empregados em sintese verde de
AgNPs, tanto os de calices (KUMAR et al., 2014) quanto os foliares (KALITA; GANGULLI,
2016). Tais estudos verificaram que AgNPs obtidas com extratos de folhas da espécie
apresentaram maior dispersdo entre as particulas com diametros variando de 5-60 nm, enquanto
as sintetizadas com extratos do calice apresentaram-se mais homogéneas com tamanhos em

torno de 20 nm.

3.1.2 Espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

O FT-IR foi realizado para identificar as ligagdes e grupos funcionais associados a
sintese da AgNP. Os resultados de FTIR obtidos para a AQNP-EAHSC estdo expressos na
figura 4.
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Os espectros de EAHSC e AgNPs-EAHSC demonstram algumas diferengas. As
bandas 3331 cm™ e 2940 cm do extrato relacionadas a ligages O-H resultantes de associaces
poliméricas e ligacdes de hidrogénio intramolecular com C=0, estdo deslocadas na
nanoparticula para 3386 cm™ e para 3186 cm™ , com aumento de intensidade na segunda. Além
disso, todas as bandas presentes na regido de 700-1800 cm™ que incluem bandas de estiramento
relacionadas a ligages C-H de anel aromatico, ligacbes C=0, atribuida a grupos carbonila e
grupos éter, foram consumidas, sendo que houve o surgimento de uma banda em 1648 cm™
em AgNP-EAHSC que corresponde a ligacBes C=0 de amidas associadas (AMIR, 2013).

Figura 4. Espectros de absor¢do na regido do infravermelho para EAHSC e AgNP-EAHSC
EAHSC - extrato aquoso de calices; AgNP-EAHSC — nanoparticulas de prata obtidas com
extrato aquoso de calices de Hibiscus sabdariffa.
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Fonte: Autoria prépria (2018)

Dessa forma, confirma-se que compostos fitoquimicos presentes no extrato estiveram
envolvidos na reducio dos ions Ag* em Ag® e consequentemente no processo de sintese verde
das AgNPs.

3.1.3 Tamanho médio, indice de polidisperséo e potencial zeta de AQNP-EAHSC

O tamanho médio, o indice de polidispersdo e o potencial zeta das AQNP-EAHSC

estdo descritos na Tabela 1.
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Tabela 1. Tamanho médio, PDI e potencial zeta da AQNP-EAHSC.

Tamanho meédio (nm) Indice de Polidispersio (PDI) Potencial zeta (mV)
56,27 + 4,6 0,693 +0,14 -20,58 + 0,3

Fonte: Autoria prépria (2018)

O valor médio observado para o didmetro hidrodinamico indicado pelo equipamento
foi de 56,7 £ 4,6 nm, estando, portanto, em escala hanométrica.

O grau de polidispersao (PDI), que indica estabilidade coloidal em solugdo de AgNPs,
foi 0,693 * 0,14. As nanoparticulas de prata formadas por rotas de sintese verde geralmente
possuem um PDI moderado, os quais variam de 0,3 a 0,5.

O valor de potencial zeta indica estabilidade do sistema, para os quais valores acima
de 30 em mddulo demonstram boa estabilidade por repulsdo idnica. O valor encontrado para as
AgNPs sintetizadas foi de -20,58 = 0,3 mV, confirmando que o principio de estabilizacdo de
AgNP-EAHSC ndo é por repulsdo ibnica e que se deve, possivelmente a ligacdes
intermoleculares dos compostos bioativos do extrato, como demonstrado nos resultados de
FTIR.

A analise de rastreamento mostrou que o0 processo de sintese utilizado resultou em uma
suspensdo contendo 5,93x10%° nanoparticulas/ml como pode ser observado na figura 5. O
tamanho médio das AgNP-EAHSC foi de 50,2 + 1,6 nm, semelhante ao encontrado por analise
de DLS, mas levemente menor. O didametro hidrodindmico refere-se ao tamanho da particula
propriamente dita acrescida do tamanho das moléculas advinda do material vegetal que ficam
ao redor da particula estabilizando-a, o que explica o tamanho médio maior nas analises por

essa técnica.
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Figura 5. Distribuicdo do tamanho e concentracdo de AgNP-EAHSC por andlise de
rastreamento de nanoparticulas.
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Fonte: Autoria prépria (2017)

3.2 Atividades bioldgicas de AgNP-EAHSC

3.2.1 Atividade antioxidante

A atividade antioxidante das nanoparticulas foi realizada empregando o método de
sequestro do radical ABTS. Foi obtido resultado de 5,8 + 6,1 pg AAE/mL de AgNP, portanto
menor que o encontrado para EAHSC apresentado no item 3.6.1 do capitulo 2 (46,9 + 1,8 mg
AAE/g de extrato), o que era esperado, visto que as moléculas com essa capacidade foram
consumidas durante o processo de sintese da AgNP.

O resultado desse ensaio demonstrou que possivelmente a AGQNP-EAHSC tem outros
mecanismos diferentes de acdo antioxidante e direciona para a escolha de testes que se baseiem

em outras técnicas para uma melhor avaliacao de sua capacidade.

3.2.2 Concentracdo inibitéria minima (CIM)

Os resultados obtidos para o teste antimicrobiano das amostras estéo representados na
tabela 2.

A atividade foi dose-dependente tanto para as nanoparticulas quanto para o controle
nitrato de prata. Ndo foram expressas as trés menores concentracfes testadas na tabela visto

que houve crescimento em todos esses pocos.
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A AgNP-EAHSC foi capaz de inibir todos os microrganismos na mais alta
concentracéo testada (48,6 pg Ag*/mL) e na segunda mais alta (24,3 ug Ag*/mL) inibiu E. coli,
E. faecalis, S. epidermidis e S. typhimurium. O AgNOz exibiu uma atividade levemente superior
a AgNP-EAHSC, no entanto é importante verificar a biocompatibilidade e o perfil toxicologico
do sal e dos nanomateriais, visto que a maioria deles parece ndo serem biodegradaveis e

permanecerem na natureza e nos tecidos durante anos (SOARES, 2014).

Tabela 2. Concentrac@es inibitdrias minimas (CIM) de AgNP-EAHSC e do controle de solugéo
de nitrato de prata (AgNOs).

Espécies MIC (ug Ag*/mL)
AgNP-EAHSC AgNOs3
C. albicans 48,6 6,1
E. coli 24,3 24,3
E. faecalis 24,3 12,5
S. aureus 48,6 24,3
S. epidermidis 24,3 12,5
S. typhimurium 24,3 24,3

Fonte: Autoria propria (2018)

3.2.3 Atividade hemolitica

Os resultados obtidos para o teste de hemodlise estdo expressos na tabela 3.

Tabela 3. Concentrages efetivas de AQNP-EAHSC e AgNO3 para causar 50% de hemolise.

Amostra CHso (MgAg*/mL)
AgNP-EAHSC 50, 93 + 3,15
AgNOs3 29,59 + 2,69

Fonte: Autoria propria (2018)

Verificou-se que, embora AgNP-EAHSC tenha apresentado menor atividade
antimicrobiana que AgNOs para algumas das cepas testadas (C. albicans, E. faecalis e S.
epidermidis), a mesma exibiu menor toxicidade contra eritrocitos e que a CHso observada foi

maior que as concentragdes de interesse demonstradas nos testes.
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4 CONSIDERAQ@ES FINAIS
o Utilizou-se extratos aquosos de célices e folhas de H. sabdariffa para a sintese verde de
nanoparticulas de prata;
o Verificou-se que os extratos de calices foram mais eficientes que os de folhas na reducao
dos ions Ag" e consequente formacao das AgNPs.
o Caracterizou-se AgQNPs-EAHSC obtida com extratos de calice por meio das técnicas de
FTIR, PDI, NTA, DLS e Potencial zeta.
o Confirmou-se que os compostos fitoquimicos presentes no extrato estiveram envolvidos

no processo de sintese, o tamanho nanométrico das particulas, a estabilidade coloidal
compativel com o tipo de nanoparticula e que o principio de establilizacdo das mesmas néo se
da por repulsdo ibnica.

o Verificou-se capacidade antioxidante da AQNP-EAHSC e que a mesma exibiu atividade
contra todas as cepas microbianas testadas, sendo mais efetiva contra E. coli, E. faecalis, S.
epidermidis e S. typhimurium.

o Verificou-se que AgNP-EAHSC apresentou-se menos citotdxicas que AgNO:s.
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PERSPECTIVAS

e |solar e identificar por meio de espectrometria de massas 0s picos majoritarios de cada
extrato de H. sabdariffa obtidos nas analises por CLAE;

e Auvaliar a atividade antibacteriana dos extratos de H. sabdariffa por meio da técnica de
diluicdo em caldo;

e Caracterizar morfologicamente a AgQNP-EAHSC por meio da técnica de microscopia de
forca atdmica;

e Auvaliar a capacidade antioxidante de AgNP-EAHSC por meio das técnicas de DPPH e
FRAP;

e Determinar as atividades antileishmania e de inibicdo enzimética in vitro de AgNP-
EAHSC,;
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