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RESUMO

Leishmanioses sdo doencas infecciosas, parasitarias, ndo contagiosas causadas
pelos protozoarios do género Leishmania, transmitida pela picada da fémea dos
insetos flebotomineos infectadas com a forma promastigota do parasita. O
tratamento € realizado com medicamentos a base de antiménio, que além do alto
custo, apresentam efeitos cardiotoxicos e intolerancia gastrointestinal. O acido
elagico (AE) é um polifenol antibacteriano e antioxidante, com baixa
biocompatibilidade causada principalmente pela baixa solubilidade em &gua. Em
contrapartida, as nanoparticulas de oOxido de magnésio (MgO NPs) sao
biocompativeis e estaveis sob condi¢cdes adversas. Com isso, 0 objetivo deste
trabalho foi sintetizar um material hibrido (MgO-AE), modificando o AE com MgO
NPs, e caracterizar por termogravimetria (TG), difracdo de raios X (DRX),
microscopia eletrbnica de varredura (MEV) acoplado com espectroscopia por
dispersdo de luz (EDS) e pelas técnicas espectroscopicas UV-Vis e FTIR. As
andlises de DRX exibiram mudangas na cristalinidade do AE no material hibrido
devido a presenca das MgO NPs. As curvas de TG apontaram para a conversao
térmica de Mg(OH), a MgO NPs ocorrendo em 900 °C. As imagens de MEV
revelaram formacdo de MgO NPs agregadas e uma modificacdo na estrutura
cristalina do AE. O UV-Vis apresentou uma pequena banda em 444 nm atribuida aos
centros F em MgO NPs. O FTIR exibiu mudancgas significativas nos estiramentos de
C=0, C-0O e O-H, indicando os possiveis sitios de interacdes do AE com as espécies
de MgO. Avaliou-se a atividade citotoxica em células de mamiferos e a atividade
antileishmania sobre as formas promastigotas da espécie Leishmania amazonenses
in vitro. Os testes farmacoldgicos exibiram valores de CCsy para MgO NPs (425,85
ug mL™?), para AE (23,81 ug mL™) e para MgO-AE (38,15 ug mL™) mostrando que o
nanomaterial hibrido apresentou uma reducdo na citotoxicidade. Os valores de I1Csg
para MgO NPs (80,32 ug mL™?), para AE (3,64 ug mL™) e para MgO-AE (637,56 ug
mL™) expds que o material hibrido apresentou-se menos eficiente para a atividade

antileishmania.

Palavras-chave: nanoparticulas; 6xido de magnésio; acido elagico; Leishmaniose



ABSTRACT

Leishmaniasis are infectious, parasitic, non-contagious disease caused by
Leishmania protozoa transmitted by the bite of female sandflies of insects infected
with the promastigote form of the parasite. Treatment is performed with antimony-
based drugs, which in addition to high cost have cardiotoxic effects and
gastrointestinal intolerance. Ellagic acid (EA) is an antibacterial and antioxidant
polyphenol with poor biocompatibility primarily caused by low solubility in water. In
contrast, magnesium oxide nanoparticles (MgO NPs) are biocompatible and stable
under adverse conditions. The aim of this study was to synthesize a hybrid
nanomaterial (MgO-AE) modifying EA with MgO NPs, and characterize by
thermogravimetry (TG), X-ray diffraction (XRD), scanning electron microscopy (SEM)
coupled with light scattering spectroscopy (EDS) and UV-Vis e FTIR spectroscopic
techniques. XRD analysis showed changes in EA crystallinity of the hybrid material
due to presence of MgO NPs. TG curves indicated that for the thermal conversion of
Mg(OH), to MgO NPs ocorred at 900 °C. SEM images revealed formation of MgO
NPs aggregates and changes in crystal structure of AE. UV-Vis presented a band at
444 nm attributed to the F centers in MgO NPs. FTIR showed significant changes in
C =0, C-0 and O-H stretches, indicating the possible EA interaction sites with MgO
species. We evaluated cytotoxic activity on mammalian cells and antileishmania
activity on Leishmania amazonenses promastigotes in vitro. Pharmacological tests
exhibited CCsp values for MgO NPs (425.85 mg L™), EA (23.81 mg L™), and MgO-EA
(38.15 mg L™), thus hybrid nanomaterial conferred a reduction on cytotoxicity. 1Csg
values for MgO NPs (80.32 mg L ™), EA (3.64 ug mL™) and MgO-EA (637.56 mg L™)
presented less antileishmania efficacy for the hybrid nanomaterial.

Keywords: nanoparticles; magnesium oxide; ellagic acid; leishmaniasis
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1 INTRODUCAO

1.1 Doencgas Tropicais Negligenciadas

As doencas tropicais negligenciadas (DTNs) sdo definidas pela
Organizacdo Mundial de Saude (OMS), como doencas que causam infeccdes
graves e, em alguns casos, incapacidade cronica e morte. As DTNs afetam
mais de 1 bilhdo de pessoas em regides pobres do mundo, nas quais 0S
servicos basicos de saude sao precarios, sendo estes de fundamentais
importédncia para prevengdo e cuidados de muitas doengas tropicais
negligenciadas (BOISSON et al., 2016; HOTEZ, 2010. HOTEZ et al., 2009;
NORRIS et al., 2012).

A OMS listou um grupo de 17 doencas tropicais negligenciadas. Nesta
lista encontram-se: doenca de chagas, dengue, Ulcera de bauru,
esquistossomose e as leishmanioses. Essas doencgas sédo as principais causas
do déficit de crescimento e problemas de educacdo do mundo, pois a
desigualdade social é favorecida pelos efeitos adversos das doencas que
recaem sobre a produtividade do trabalhador, cognicdo e desenvolvimento das
criancas, limitando suas oportunidades educacionais (NORRIS et al., 2012;
VOGEL, 2006; HOTEZ, 2010. HOTEZ et al., 2009).

1.2 Leishmanioses

Segundo a OMS, a leishmaniose é a sexta doenca mais expressiva nas
regides tropicais e subtropicais. Essa parasitose € infecciosa e ndo contagiosa
causada pelos protozoarios constituintes do género Leishmania. Essa doenca
representa um conjunto de manifestacdes clinicas e epidemiologica
dependentes da espécie de Leishmania envolvida, e da relacdo parasita-
hospedeiro (DESJEUX, 2004; PELISSARI et al., 2011; CALDEIRA et al., 2015;
VIEITES et al, 2009).

As Leishmanioses afetam cerca de 100 paises do mundo, e estédo
associadas as precarias condi¢cdes de vida humana. De acordo com a OMS,
cerca de 310 milhdes de pessoas estdo em risco de infeccao, e

aproximadamente 1 milhdo — 1,5 milhdes de novos casos de Leishmaniose
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cutanea sao registrados por ano. Os paises com maior nimero de casos Sao:
Afeganistao, Argélia, Brasil, Colémbia, Republica Islamica do Ird, Paquistdo,
Peru, Ardbia Saudita e Republica Arabe da Siria. Anualmente, s&o registrados
de 300.000 a 500.000 novos casos de Leishmaniose visceral, nos quais, mais
de 90% dos casos ocorrem em: Bangladesh, Brasil, Etidpia, india e Sud&o
(FEIZ-HADDAD et al., 2015; JEBALI; KAZEMI, 2013; WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2010; DESJEUX, 2004).

A transmisséo é causada por varias espécies de protozoarios do género
Leishmania através da picada da fémea do inseto fleb6tomo infectada com a
forma promastigota do protozoario (GONTIJO; CARVALHO, 2003; BATES,
2007). A epidemiologia é extremamente diversificada, cerca de 20 espécies de
Leishmania sdo patogénicas para humanos e h& cerca de 30 espécies de
fleb6tomos vetores comprovados (DESJEUX, 1999, 2004; KATO et al., 2010;
BATES, 2007). As diferentes espécies de fleb6tomos estdo agrupadas nos
géneros Phlebotomus (Velho Mundo) e Lutzomyia (Novo Mundo), exibidos na
Figura 1 (GONTIJO; CARVALHO, 2003; RATH et al., 2003; BAIOCCO et al.,
2009). Existem duas principais categorias epidemioldgicas: a zoondética que
incluem mamiferos selvagens e domésticos como hospedeiros no ciclo de
transmissdo e a antroponética em que o homem é a unica fonte de infeccao
para o inseto vetor. Em termos de controle, os focos antroponéticos sdo
estabelecidos como prioridade, por viabilidade, uma vez que, sdo mais
suscetiveis a graves epidemias de leishmania visceral que em 95% dos casos,
se nao tratada, pode ser letal (DESJEUX, 2004; WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2010).
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Figura 1 - Fémeas dos insetos vetores das leishmanioses, nos géneros (a)
Phlebotomus (b) Lutzomyia

Fonte Adaptada: < http://www.who.int/leishmaniasis/vector/en/>

Os protozodrios pertencentes ao género Leishmania apresentam um
ciclo de vida digenético (heteroxénico), pois sdo parasitas intracelulares e
vivem alternadamente em hospedeiros vertebrados e insetos vetores. Esses
protozoarios apresentam duas formas, uma flagelada ou promastigota e outra
aflagelada ou amastigota, dependendo do estagio de desenvolvimento (Figura
2) (GONTIJO; CARVALHO, 2003; BATES, 2007; SILVEIRA NETO et al., 2015).



24

Figura 2 — Protozoarios do género Leishmania nas formas (a) promastigota e
(b) amastigota

Fonte Adaptada: <http://www.lookfordiagnosis.com/mesh_info.php?term=Leishmania
&lang=3>

Nos hospedeiros mamiferos, os parasitas encontram-se na forma
amastigota, arredondada e imovel, que se multiplicam, obrigatoriamente, dentro
de células do sistema fagocitico mononuclear (macréfagos). A medida que os
parasitas se multiplicam, a parede celular dos macréfagos se rompe liberando
0s parasitos que sao fagocitados por outros macrofagos. Durante o repasto
sanguineo, os flebétomos ingerem as leishmanias na forma amastigota, estas

vivem no meio extracelular (no tubo digestivo), e sofrem um processo de
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diferenciacéao para formas flageladas, sendo posteriormente inoculadas na pele
dos mamiferos durante a picada, como representado na Figura 3 (GONTIJO;
CARVALHO, 2003; BATES, 2007; SILVEIRA NETO et al., 2015).

Figura 3 - Esquema representativo do ciclo biolégico heteroxénico dos

protozoarios do género Leishmania
Flebotomo Humano ‘

I—b 1 - Contagio l
8 — Divisdo e migracao 2 - Fagocitose

7 — Transformacao

I A 4 — Multiplicagao

6 - Ingestao o v %
y - 5 - Repasto ¢

Fonte: Arquivo pessoal

ApoOs o contagio, a leishmaniose pode se manifestar de diversas formas
clinicas dependendo do agente etiolégico, sendo estas classificadas em dois
grupos: leishmaniose visceral e leishmaniose tegumentar (cutanea) (DESJEUX,
2004; KATO et al, 2010). A leishmaniose visceral (LV), popularmente
conhecida como calazar, & a forma mais grave da doenca e pode ser fatal se
ndo tratada. E caracterizada por episodios irregulares de febre, perda de peso,
aumento do baco (esplenomegalia), aumento do figado (hepatomegalia) e/ou
linfadenopatia e anemia (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2010; DESJEUX,
2004; KATO et al; 2010).
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A leishmaniose tegumentar é sub-dividida em leishmaniose cutanea
localizada (LCL), leishmaniose cutanea difusa (LCD) e leishmaniose
Mucocutanea (LMC). A LCL é forma mais comum da leishmaniose e causa
lesBes na pele, ulcera circular, indolor e bem delimitada, em areas expostas do
corpo, ocasionando cicatrizes ao logo da vida e deficiéncias graves. A LCD é a
forma mais rara da doenca, esta ocorre em individuos com resposta imune
imediata por células defeituosas e & caracterizada por lesdes nodulares, néo
ulcerosas e podem se espalhar por todo o corpo. A LMC, também conhecida
como “Espundia”, é caracterizada pela destruicdo parcial ou total das mucosas
do nariz, boca e garganta com lesbes hediondas e desfigurantes, mutilagcdes do
rosto e grande sofrimento para a vida (WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2010; DESJEUX, 2004; KATO et al; 2010). Na Figura 4, encontram-se alguns
exemplos de pacientes com as referidas manifestacbes clinicas da

leishmaniose.

Figura 4 - Casos de leishmaniose nas formas (a) visceral, (b) cutanea
localizada, (c) cutanea difusa e (d) mucocutanea

Fontes adaptadas: <http://leishnao.blogspot.com.br/2014/02/Ilv-conhecendo-um-
pouco-mais-sobre.html>; <http://www.dermatologia.net/cat-doencas-da-
pele/leishmaniose-cutaneo-mucosa-ou-tegumentar-americana/>;
<http://www.lookfordiagnosis.com/mesh_info.php?term=Leishmaniasis+Cut%C3%Aln
eat+Difusa&lang=2>; VELOZO et al., 2006
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O tratamento das Leishmanioses é fundamentado na administracéo de
farmacos antimoniais pentavalentes, tais como: antimoniato de N-
metilglucamina (glucantime) (Figura 5a) e estibogluconato de sédio (pentostan)
(Figura 5b). Esses medicamentos sao aplicados no tratamento de todas as
formas de leishmaniose, e quando ha resisténcia dos protozoarios esse
tratamento € reforcado por pentamidinas (Figura 6a) e anfotericina B (Figura
6b). No entanto, além do alto custo, o tratamento apresenta efeitos colaterais
graves, como: elevada toxicidade, efeitos cardiotoxicos e intolerancia
gastrointestinal. Com isso, ha a necessidade de identificar meios mais eficazes
e menos toxicos para o tratamento de leishmaniose (RATH et al.,, 20083;
BAIOCCO et al.,, 2009; CARNEIRO et al.,, 2012; JEBALI; KAZEMI, 2013;
VIEITES et al., 2009).

Figura 5 — Estruturas moleculares propostas para 0s antimoniais
pentavalentes: (a) Antimoniato de N-metilglucamina (glucantime®) e (b)
Estibogluconato de sédio (pentostan®)

OH

(@) (b)

OH

OH

\ HO, OH

HN OH

HO ONa o

NaO
HO

Fonte Adaptada: FREZARD et al., 2008
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Figura 6 — Estrutura molecular (a) Pentamidina e (b) Anfotericina B

(a) OMO
HZNTO/ \OW‘/ NH
NH NH

(b)

Fonte: Arquivo pessoal

1.3 Materiais hibridos nanoestruturados

A nanociéncia é uma ciéncia inter/multidisciplinar muito importante
contribuinte para a evolucéo cientifica e tecnoldgica, pois h& a necessidade de
desenvolver materiais mais sofisticados, miniaturizados, reciclavel,
ambientalmente amigavel, com energia eficiente, confidvel e barato. A
miniaturizacéo de sistemas para a escala nanométrica (1 nm = 10" m) desperta
interesse devido a possibilidade de desenvolver nanomateriais com novas
propriedades e funcionalidades (SANCHEZ et al., 2011; JUTZ; BOKER, 2011).

Os nanomateriais s8o materiais que possuem ao menos uma dimensao
em tamanho nanométrico e que estejam, obrigatoriamente, abaixo do tamanho
critico. Esse tamanho € capaz de alterar algumas das propriedades do
material, tais como: comportamentos mecanico, elétrico, dptico e magnético,
solubilidade, reatividade, atividade catalitica, entre outras. Estes, também tém

sido empregados no tratamento de varias doencas graves e crbnicas por
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apresentarem propriedades quimicas, fisicas e biolégicas especificas (ZARBIN,
2007; ANGELI et al., 2008; BARKALINA et al., 2014).

Estudos relatam que a mistura de materiais pode apresentar
propriedades melhoradas quando comparados aos seus componentes de
origem. Esses materiais sdo formados pela incorporacdo de um material de
base estrutural a uma segunda substancia, a matriz. Moléculas organicas
funcionais de materiais hibridos demonstram muitas vezes maior estabilidade e
desempenho numa matriz inorganica. A diminuicdo no tamanho das unidades
inorganicas ao mesmo nivel dos compostos organicos induz a formacédo de
materiais mais homogéneos que permitem uma maior afinidade das
propriedades. Os materiais hibridos formados, na maioria dos casos, por um
material organico e um inorganico, apresentam novas propriedades e
multifuncionalidade, estimulando o surgimento de aplicacdes promissoras na
Optica, eletrdnica, mecéanica, membranas, revestimentos funcionais e
protetores, catdlise, sensores e biologia. Com isso, a producdo de
nanomateriais torna-os interessantes para diversas aplicacdes, em especial,
nas ciéncias biomédicas, com emprego em deteccéo bioldgica, liberacdo de
farmacos, diagnéstico por imagem, engenharia de tecidos e medicina
regenerativa (KICKELBICK, 2007; BARKALINA et al., 2014; ZHANG,
WEBSTER, 2009; JUTZ; BOKER, 2011).

A organizacdo autbnhoma de componentes, que produzem padrdes ou
estruturas em qualquer escala, tem levantado interesse no desenvolvimento de
nanomateriais funcionais com tamanho e morfologia controladas, para isto a
automontagem surge como uma alternativa de adequar componentes de varios
tamanhos e formas e fazé-los interagir ao nivel molecular em maneiras
diferentes, desenvolvendo estruturas funcionais. Os nanomateriais funcionais
automontados séo orientados por interacdes supramoleculares que podem ser
covalentes ou interagbes nao covalentes — interagcbes de van der Waals,
eletrostatica, hidrofobicas, ligagbes de hidrogéneo e ligagbes de coordenacdes
(CARVALHO et al, 2015; BUSSERON et al, 2013; WHITESIDES;
GRZYBOWSKI, 2002).
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1.4 Acido elagico

O acido elagico (AE) representado na Figura 7b € um polifenol dimérico
derivado do &cido gélico (AG), na Figura 7a. O AE € um composto de
ocorréncia natural, encontrado em muitas frutas (morango, roma, framboesa) e
sementes (mirtilo, nozes), e sua estrutura consiste basicamente em dois grupos
lactonas e quatro grupos hidroxilas. Os grupos hidroxilas podem atuar
protegendo, no organismo, as células de danos oxidativos, pois elevam a
atividade oxidante na peroxidacéo lipidica o que denota na remocéo de radicais
livres (SIMIC et al., 2013; MAZZONE et al., 2013; DANIEL et al., 1989; LI et al.,
2015; SADECKA; TOTHOVA, 2012; VEKIARI et al., 2007, RATNAM et al.,
2006).

Figura 7 - Estrutura quimica do (a) acido 3,4,5-trihidroxibenzdico (acido galico)
e (b) 2,3,7,8-tetrahidroxobenzopirano[5,4,3-cde]benzopirano-5,10-diona (acido
elagico)

@) O\ OH RO (b)

HO OH
OH

Fonte: Arquivo pessoal

Em virtude de sua vasta aplicagdo na area farmacologica e atividades
biolégicas, como potente antioxidante, anti-inflamatério, antimutagénico,
antihiperglicémico, antimalarico, além de apresentar atividade antimicrobiana,
antiplasmaddica, antitumoral, antibacteriano e prebiético, o AE pode ser aplicado
na prevengcdo e terapia de diversas doencas cardiovasculares,

neurodegenerativas, e até no combate ao envelhecimento (MAZZONE et al.,
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2013; SADECKA, TOTHOVA, 2012; PRIYADARSINI et al., 2002; YUCE et al.,
2007; RATNAM et al., 2006; LI et al., 2015).

Estudos farmacocinéticos demonstraram que o AE € pouco absorvido
pelo organismo devido a sua baixa solubilidade em meio aquoso, o que denota
uma necessidade de elevar sua biodisponibilidade sem perca de suas funcgdes.
Nanoparticulas tém sido extensivamente aplicadas na liberacdo facilitada de
farmacos e na modificacdo de moléculas organicas. A modificagdo na
cristalinidade do AE por nanoparticulas pode acarretar em melhorias na
solubilidade e bioacessibilidade devido ao aumento da éarea superficial do
material. (MAZZONE et al, 2013; SADECKA, TOTHOVA, 2012;
PRIYADARSINI et al., 2002; YUCE et al., 2007; RATNAM et al., 2006; LI et al.,
2015).

1.5 Nanoparticulas Oxido Metalicas

A sintese de Oxidos metalicos nanoparticulados atrai interesse devido
suas potenciais aplicacées. Os 6xidos metalicos, como didxido de titanio (TiOy),
oxido de zinco (ZnO), 6xido de magnésio (MgO) e o Oxido de calcio (CaO)
destacam-se principalmente pela estabilidade em condicbes adversas e
também por serem seguros a seres humanos e animais (STOIMENOV et al.,
2002).

1.5.1 Oxidos Metdlicos Modificados

Durante os ultimos anos alguns 6xidos metélicos foram modificados com
outros compostos visando diversas aplicacbes. Por exemplo, Bafghi e
colaboradores (2015) revestiram nanoparticulas de 6xido de magnésio (MgO
NPs) com glucose (MONPCG) com vistas no tratamento contra a espécie
Leishmania (L) major. A L. major apresenta duas importantes estruturas
antigénicas chamadas de moléculas de superficie, glicoproteina 63 (gp63) e
cisteina proteinase B (Cpb), que sdo as moléculas mais abundantes na
superficie do parasita. Observou-se que o aumento da concentracdo de MgO

NPs, MONPCG, e o tempo de incubacdo reduziram a viabilidade celular. A
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expressao de genes gp63 e Cpb foi reduzida com o aumento da concentracdo
de MgO NPs e MONPCG. As promastigotas tratadas com MgO NPs
apresentaram expressdo diminuida com o aumento do tempo de incubacéo,
enguanto as tratadas com MONPCG nao sofreram alteracdo na expressao dos
genes gp63 e Cpb, indicando que o material hibrido silenciou os genes com
maior eficacia.

Hussein e colaboradores (2011) sintetizaram o nanohibrido (EAN)
composto por acido elagico intercalado entre camadas de hidréxido de zinco
(ZLH). O trabalho explorou o uso do ZnO como material precursor para
intercalagéo de AE para a formagdo de um novo material AE-ZLH (EAN). Este
estudo mostrou que a AE pode ser intercalado na camada intermédia de ZLH
em meio ndo aquoso por reacao direta com ZnO para a formacao de hibrido
organico-inorganico. O material resultante foi usado na liberacdo controlada do
farmaco ativo, no qual apresentou bom potencial. No ensaio in vitro, o EAN
apresentou discreto efeito sobre as células de hepatdcitos, semelhante ao seu
homologo, AE livre, o que indica que o EAN pode ainda ser usado no estudo

em células cancerosas.

1.5.2 Nanoparticulas de Oxido de Magnésio

Dentre o0s Oxidos citados, varios pesquisadores investigaram as
nanoparticulas de Oxido de magnésio (MgO NPs) e estas apresentaram
excelentes propriedades em diversas area de aplicagcdo, como: Opticas,
térmicas, mecéanicas, quimicas, catdlise, adsorcdo, ceramica, tintas,
supercondutores, lasers, retardantes de chamas, materiais optoeletronicos, e
de possuir elevada biocompatibilidade e biodegradabilidade (SRIVASTAVA et
al., 2015; FAKHRI; ADAMI, 2014; PATIL; BHANAGE, 2013; CHOUDHURY et
al.,, 2014; LI et al.,, 2016). Além disso, as MgO NPs possuem diversas
aplicagbes na area biomédica como agente bactericida, biosensor, amenizador
de queimaduras, regenerador de o0ssos, tratamento de cancer
(KRISHNAMOORTHY et al., 2012; AGHEBATI-MALEKI et al., 2014).

Aspectos como tamanho, morfologia e estabilidade, e inclusive as

propriedades das nanoparticulas metalicas e de O6xidos metalicos sao
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influenciadas pelas condicdes experimentais, que poderdo ser controladas pela
otimizacdo dos métodos de sintese destes nanomateriais (BHOSALE et al.,
2014). Segundo Tang e Shi (2008) relatam que concentracéo (entre 0,4-0,5 mol
L") e velocidade de gotejamento (abaixo de 0,5 mL/min) produzem cristais
pequenos a temperatura ambiente. Vatsha e colaboradores (2013)
investigaram diferentes temperaturas de precipitacdo (23, 60, e 85 °C) e
temperaturas de calcinacdo (500, 600, e 700 °C) e além desses autores,
Veldurthi e colaboradores (2011) também investigaram a temperatura de
precipitacdo e concluiram que em temperaturas maiores produziram Mg(OH),
com poros menores e com menor polidispersdao e que a temperatura de
calcinagéo influencia diretamente na cristalinidade do material originando
estruturas cubicas e hexagonais. A estabilidade e/ou aplicacdo mais especifica
pode ocorrer com a modificacdo quimica de nanoparticulas metalicas e de
oxidos metalicos durante o processo de incorporacdo de novos compostos,
resultando num material hibrido (BHOSALE et al., 2014; SILVA et al., 2013).

No entanto, com intuito de melhor compreender a estrutura molecular,
comportamento espectroscopico e térmico do material hibrido constituido por
MgO e &cido elagico, faz-se necessario relatar aspectos relacionados a
reatividade do MgO com agua.

A literatura relata que o MgO tende a hidratar-se em contato com a
umidade do ambiente, vapor de 4gua, ou em meio aquoso (AMARAL et al.,
2010). Em contato com a umidade do ambiente ocorre a formagdo de uma
monocamada de MgOH™ sobre a superficie das MgO NPs. Esta camada atua
como uma barreira evitando a difusdo de agua para o interior da estrutura do
composto (SALOMAO; PANDOLFELLI, 2008). Sob temperatura e umidade
constantes, a reacao de hidratacdo € interrompida, o que resulta em um nucleo
anidrico de MgO rodeado por uma fina camada de MgOH". A formac&o da
camada se inicia com a doacgdo de elétrons pelo MgO (equacédo 1) que € uma
base forte de Lewis, seguida, da adsorcdo das hidroxilas a superficie carregada
positivamente (equacdo 2), e quando dessorvidas, liberam ion Mg?* em
solucédo (equacédo 3), ao atingir o ponto de saturacdo da concentracdo do ion
Mg**, o Mg(OH), precipita sobre a superficie do MgO (equacéo 4) (AMARAL et
al., 2010; 2011; NEWBERG et al., 2011). A Figura 8 demonstra a formacao da
camada de Mg(OH), sobre a superficie de MgO.



34

MgO + HyOpy > MOH ey piciay + OH{ag) (1)
MgaHl{Lu’pa’rﬂcia} + GHI:_rzq} - MEGH+ 0 I:;:.-:parﬂcia} (2)
MgOH™ - OH, - Mg, +20H, (3)

superficig)

24 -
Mgizp + 20H 1 = Mg(OH )y (4)

Figura 8 - Esquema ilustrativo da formacdo da camada de Mg(OH), sobre as
superficies de MgO NPs
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Fonte Adaptada: NEWBERG et al., 2011

A camada ocasiona um intenso estresse sobre o Oxido, devido o
Mg(OH), (p=2,45 g cm™) possuir menor densidade que a particula de MgO
(p=3,53 g cm™), levando a um aumento aparente no volume e causando
diversos defeitos estruturais. Em meio aquoso, essa reagao pode continuar,
liberando ap6s um periodo, as espécies MgOH" da superficie reagindo com os
OH" da solucdo formando Mg(OH),, e assim uma nova camada se origina
(AMARAL et al., 2010; 2011; SALOMAO; PANDOLFELLI, 2008; 2014).

Na Figura 9 encontra-se um esquema ilustrativo do efeito da
decomposicdo do Mg(OH), na superficie das MgO NPs, na calcinagdo. A

temperatura desse processo afeta diretamente a reatividade do MgO com a
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agua (em suspensao aquosa). Temperaturas abaixo de 350 °C n&do sao
eficientes para desencadear a decomposi¢cdo do Mg(OH),, originando uma
estrutura de elevada &rea superficial e defeitos cristalinos. Entre 350 — 600 °C
ocorre a decomposicao total da camada do Mg(OH),, formando uma estrutura
com elevada area superficial e defeitos, acarretando o aumento da reatividade
do MgO com &gua. Em temperaturas acima de 600 °C, mais precisamente em
torno de 900 °C, ocorre diminuicdo da area superficial nas NPs, e
consequentemente reducdo da reatividade das particulas e dos defeitos
através da reconstrucdo da estrutura cristalina cibica do MgO (SALOMAO;
PANDOLFELLI, 2008).

Figura 9 — Esquema ilustrativo do efeito da decomposicdo do Mg(OH),: (a)
MgO parcialmente hidratado depois de exposto a 4gua ou umidade, (b) depois
de calcinado a temperaturas intermediarias (350 — 600 °C) e (c) depois de
calcinado a temperaturas acima de 600 °C

Mg(OH),
MgO NPs ) MgO NPs ) MgO NPs
(a) (b) (c)
o= =
T<350°C 350-T-600 °C T>600°C
Estrutura hexagonal Estrutura hibrida Estrutura cubica de
do Mg(OH), 245<p<353¢g/cm’ face centrada

Fonte adaptada: SALOMAO; PANDOLFELLI, 2008

Neste sentindo, se faz necessario comentar os defeitos estruturais que
podem ocorrer no composto MgO. A literatura reporta que as MgO NPs
apresentam atomos de baixa coordenacdo nas arestas e veértices, exibindo

absorcdo e luminescéncia, o que permite o surgimento de um defeito



36

cristalografico denominado centro F. O centro F é resultante do aprisionamento
de elétrons devido a perda de oxigénios que promove um ou mais pares de
elétrons para as posicoes cristalograficas normais, deixando para tras alguns
elétrons na vacancia. A remocdo de O resulta em centros F>* no qual nenhum
elétron fica aprisionado, O forma centros F* e o O neutro resulta na formacao
de centros F, como representado na Figura 10. Estes defeitos podem ser
observados entre as regides do ultravioleta e infravermelho, pois apresentam
diferentes energias de excitacdo, além de afetarem diretamente a reatividade
das nanoparticulas (CHOUDHURY et al., 2014a; CHOUDHURY et al., 2014).

Figura 10 — Esquema ilustrativo da estrutura cubica de face centrada (CFC)
das MgO NPs: (a) MgO NPs CFC sem defeitos, (b) MgO NPs CFC com centro
F, (c) MgO NPs CFC com centro F* e (d) MgO NPs CFC com centro F?*

Centro F* Centro F?*

Fonte: Arquivo pessoal

Li e colaboradores (2016) realizaram a sintese das MgO NPs, e durante
0 processo, o0 precursor Mgs(COs3)4(OH),. 4H,O foi submetido a diferentes
temperaturas de calcinacdo (550 °C, 700 °C e 850 °C), seguido de
caracterizagdo por MEV. No trabalho de Li et al., 2016 foi possivel obter MgO

NPs com morfologias variadas. Em temperaturas mais baixas (550 °C), obteve-
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se uma estrutura hierarquica 3D-flower, devido a preservacdo da morfologia do
precursor do composto, como mostrado na Figura 1la, enquanto que em
temperaturas mais elevadas (850 °C), pode-se obter as MgO NPs bem

definidas, como mostrado na Figura 11b.

Figura 11 - Imagens de MEV das MgO NPs obtidas em temperatura de
calcinacéo de 550 °C e 850 °C

Fonte adaptada: Li et al., 2016
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2 Objetivos

2.1 Objetivo Geral

Sintetizar e caracterizar as nanoparticulas de Oxido de magnésio
revestidas pelo polifenol acido elagico, na proporcao de 2:1 para MgO NPs e
AE, respectivamente, resultando na formacdo do material hibrido
nanoestruturado MgO-AE, além da avaliacdo do efeito citotoxico e da atividade

antileishmania, com vistas para o tratamento da leishmaniose.

2.2 Objetivos especificos

» Sintetizar MgO NPs pelo método de co-precipitacdo e o material hibrido
nanoestruturado, por meio da modificacdo do &cido elagico por MgO
NPs, com o intuito de reduzir a citotoxicidade e elevar a
bioacessibilidade do polifenol;

» Realizar a caracterizacdo dos materiais por:

o Andlise termogravimétrica (TG) com o objetivo de investigar a
estabilidade térmica e as mudancas em percentual de massa com
variacdo da temperatura e o grau de hidroxilacao;

o Espectroscopia eletrénica na regido do ultravioleta visivel (UV-
Vis);

o Espectroscopia vibracional na regido infravermelho (FTIR);

o Microscopia  Eletrébnica de  Varredura acoplada com
espectroscopia por disperséo de energia (MEV/EDS) para estudar
a morfologia e identificar os elementos quimicos das amostras;

o Difratometria de Raios-X (DRX) para analisar a cristalinidade e
estrutura das amostras;

» Avaliar a acdo dos materiais in vitro sobre formas promastigotas de
Leishmanias amazonenses, a partir da realizagdo dos protocolos
experimentais pelo método colorimétrico;

» Avaliar a atividade citotoxica dos materiais sobre as células de

mamiferos;
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3 Parte Experimental

3.1 Materiais e Reagentes

A tabela 1 ilustra os principais reagentes empregados na realizacéo
deste trabalho, todos de grau analitico, incluindo suas férmulas moleculares e
respectivas procedéncias. A agua ultrapura, utilizada no preparo de todas as
solucdes e no processo de lavagem dos precipitados, foi obtida pelo sistema
Purelab Option-Q (Elga), com resistividade de 18,2 MQ cm. O meio de cultura
Schneider’s, bem como o suplemento - constituido por soro fetal bovino (SFB),

penicilina e estreptomicina foram adquiridos da Sigma-Aldrich.

Tabela 1 - Reagentes utilizados e suas respectivas procedéncias

Reagentes Formula Procedéncia
molecular
Nitrato de Magnésio (Mg(NO3), 6H,0) Vetec
hexahidratado
Hidréxido de sédio NaOH Impex
Acido Elagico C14HeOs Laboratorio de Produtos
Naturais (LPN) — UFPI
AlamarBlue® C12HgNNaO,4 Sigma-Aldrich
Pandtico rapido - Laborclin
Tioglicolato de sddio C2H3NaO,S Sigma-Aldrich
Azul de tripan C34H24Ns014S4Nay Sigma-Aldrich

Brometo de 3-(4,5-dimetil-2-

tiaZO|il)'2,5'difeni|'2H' C1sH:«BrN=S Siama-Aldrich
tetrazolio (MTT) 1871651 s 9

Fonte: Arquivo pessoal
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3.2 Sinteses dos Nanomateriais

3.2.1 Nanoparticulas de 6xido de magnésio

As nanoparticulas de 6xido de magnésio foram sintetizadas pelo método
de co-precipitacéo relatado por Vatsha e colaboradores (2013), com algumas
alteracdes no procedimento. Em um frasco reacional, 10 mL de nitrato de
magnésio (0,2 mol L) permaneceu sob agitacdo magnética até atingir uma
temperatura de 90 °C, o aquecimento foi cessado e logo em seguida foi
adicionado, gota a gota, 10 mL de hidréxido de sédio (0,4 mol L™). Esta mistura
permaneceu sob agitagdo magnética por 1 h, ocorrendo a formacdo do
hidroxido de magnésio, um precipitado branco de aspecto gelatinoso, que foi
lavado 4 vezes com agua ultrapura com o auxilio de uma centrifuga, por 5 min

a 3000 rpm, para a remocdo dos ions Na* e NOI~. Em seguida, este

precipitado foi seco em estufa a uma temperatura de 100 °C por 2 h, seguido
de desaglomeracdo dos granulos. O precipitado hidréxido de magnésio
(Mg(OH),) foi calcinado em mufla a 900 °C por 4 h, com taxa de aquecimento
de 10 °C/min, para a obtencdo das MgO NPs, como representado na Figura
12. O mecanismo de formacao das MgO NPs foi demonstrado nas Equacdes 5
e 6.

Mg(NOg), 6H,0(,y+2NaOH ., — Mg(OH), + 2 NaNO, (5)

A
Mg(OH), - Mg0 + H,0 (6)
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Figura 12 - Esquema ilustrativo da sintese das MgO NPs

10 mL de NaOH
(0,4 mol L)

Temp. 90 °C
_—)

10 mL de (Mg(NO;), 6 H,0)
(0,2 mol L)

—_

900°C/ 4 h

10 °C/ min 100°C/2h

Fonte: Arquivo pessoal

3.2.2 Nanoparticulas de o6xido de magnésio revestidas por &cido elagico
(MgO-AE)

O material hibrido nanoestruturado foi sintetizado pelo método de co-
precipitacdo, na proporcado de 2:1 para MgO NPs e AE, respectivamente. Em
um frasco reacional, 10 mL de MgO NPs ( 2 g L") permaneceu sob agitacdo
magnética até atingir a temperatura de 80 °C. Em seguida, o aquecimento foi
interrompido e adicionou-se 10 mL, gota a gota, da solu¢do de acido elagico
(0,025 mol L™), como ilustrado na Figura 13. A adicdo do AE (coloracado
amarelo claro) na dispersdao de MgO NPs (coloracdo branca) resultou em uma
mudancga imediata na coloragdo da mistura (verde fluorescente), que

permaneceu sob agitacdo magnética por 1 h. O precipitado foi lavado com
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agua ultrapura, o frasco foi mantido em repouso e apds decantacdo do
precipitado, retirou-se o sobrenadante, repetiu-se o procedimento por 3 vezes,
e o precipitado foi seco em estufa a 110 °C por 2 h.

Figura 13 - Esquema ilustrativo da sintese do nanomaterial hibrido MgO-AE

10 mL de AE
£ (0,025 mol L)

. Mudanca na
Temp. 80 °C coloracao

_

= |
[ \

10 mL de MgO NPs
(2gLY)

Apés 1 h

/ Agua
ultrapura
Decantacéo J:

3vezes
110°C/ 2h

Fonte: Arquivo pessoal

3.3 Animais

O protocolo experimental de avaliagdo citotoxica utilizou quatro
camundongos BALB/c, machos e fémeas, com 20-30g e 8-10 meses de vida.
Esses encontravam-se alojados no Biotério Setorial do Nucleo de Pesquisas
em Plantas Medicinais (NPPM) da Universidade Federal do Piaui (UFPI),
mantidos a 25 + 1 °C em ciclo claro-escuro de 12 h, com agua e ragdo ad
libitum. Os animais foram eutanasiados, por deslocamento cervical conforme
RESOLUCAO N° 1000 do Conselho Federal de Medicina Veterinaria, sob
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responsabilidade do Prof. Dr. Fernando Aécio de Amorim Carvalho (CRMV-PI
N° 0335). Os experimentos desenvolvidos neste projeto foram aprovados pelo
Comité de ética em Experimentacdo Animal da UFPI (CEEA).

3.4 Parasitos e Células

As linhagens da espécie Leishmania (Leishmania) amazonensis
(IFLA/BR/67/PH8) foram mantidas no Laboratério de Atividade Antileshmania,
localizado no NPPM da UFPI, com passagens sucessivas em camundongos
BALB/c e cultivadas em meio Schneider’s suplementado com 10% de SFB,
penicilina (100 U. mL™) e estreptomicina (100 mg.mL™), a 26 °C.

Os macrofagos foram retirados da cavidade peritoneal de camundongos
BALB/c, com 8-10 meses de vida, alojados no NPPM da UFPI. Aplicou-se 2 mL
de tioglicolato de sédio estéril, por 72 h, e apds a eutanasia os camundongos
foram mantidos em alcool para posterior desinfeccdo. A retirada dos
macrofagos foi feita em capela de fluxo laminar com o animal fixado em placa
de cortica, na posi¢cdo decubito dorsal, seguida da administracdo de 6 mL de
tampéo fosfato salino estéril, a 4 °C, na cavidade abdominal. Em seguida, foi
realizada uma massagem leve na regido abdominal e aspirou-se o tampéo
injetado utilizando uma agulha acoplada a uma seringa estéril. O material
obtido foi transferido para um tubo falcon de 50 mL e centrifugado a 1000 rpm,
durante 10 min. Logo apés houve lavagem por trés vezes com PBS estéril na
temperatura de 4 °C. Para a averiguagcao da viabilidade celular, o precipitado
contendo macréfagos foi ressuspenso em 1 mL de meio RPMI e uma pequena
guantidade foi diluida com azul de tripan a 0,4 %. A contagem foi realizada em

hemocitdmetro do tipo camara de Neubauer.

3.5 Técnicas de caracterizacao

3.5.1 Andlise Termogravimétrica (TG)

A técnica de termogravimetria foi utilizada para monitorar a quantidade
de 4gua na amostra e por meio dos resultados obtidos calcular o grau de

hidratacao/hidroxilacdo dos materiais. A analise foi feita utilizando um aparelho
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TGA-50 da Shimadzu, em atmosfera inerte de N,, com fluxo de 50 mL min™,

com porta-amostra de platina, num intervalo de temperatura de 30 a 1000 °C.

3.5.2 Difragdo de Raios X (DRX)

As andlises de difracdo de raios X foram realizadas em um aparelho da
Empyrean Instrument — PANanalytical, cujos parametros determinados para
andlise foram: faixa de varredura de 26 de 10° a 90°, operando em uma
voltagem de 40 KV e uma corrente de 40 mA e a radiagao usada foi de Co Ka.
A técnica de difracdo de raios X foi empregada para investigar a estrutura
cristalina das MgO NPs e a cristalinidade do material hibrido do MgO-AE e do
AE.

3.5.3 Espectroscopia de absor¢cdo molecular na regido do ultravioleta e visivel
(UV-Vis)

A técnica de espectroscopia de absor¢do molecular na regido do UV-Vis
foi utilizada para observar a formacao do material hibrido, tendo como base os
resultados dos materiais precursores. Para acompanhar este estudo, utilizou-se
um espectrofotdbmetro com feixe duplo Mapada UV-6100S, da Allcrom, na faixa
de varredura de 200 nm a 600 nm. Para a realizacdo das medidas preparou-se
solugbes aquosas dos materiais precursores de concentracdo conhecida e
dispersdo do material hibrido, que posteriormente foram colocadas em cubetas

de quatzo de caminho 6ptico igual a 1,0 cm.

3.5.4 Espectroscopia vibracional na regido do infravermelho (FTIR)

A técnica de espectroscopia vibracional na regido do infravermelho foi
realizada para identificar grupos funcionais presentes no material hibrido, bem
como, deslocamentos, estiramentos e deformacdes angulares provenientes da
interacdo. As medidas foram realizadas utilizando um IV espectrofotdmetro FT-
IR/ NIR Spectrometer PerkinElmer, em pastilhas de KBr, e varredura na faixa
de 4000 a 400 cm™.
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3.5.5 Microscopia Eletrbnica de Varredura (MEV) acoplada com

espectroscopia por disperséo de energia (EDS)

A MEV foi utilizada para investigar caracteristicas microestruturais de
objetos solidos, fornecendo informacdes sobre a morfologia e identificacdo de
elementos quimicos, quando acoplado com EDS é possivel quantificar a
composicdo quimica da amostra. Para a realizacdo da técnica utilizou-se um
aparelho da FEI Company, Quanta 250 — FEG, com diferenca de potencial de
20 KV.

3.6 Avaliacdo da citotoxicidade de MgO-AE, MgO NPS e AE sobre
macréfagos peritoneais murinos pelo teste do MTT

Os ensaios de citotoxicidade do material hibrido e seus precursores
foram avaliados pelo teste de MTT (brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-
difenil-2H-tetrazolio), cuja base estd na interacdo de enzimas oxiredutase
dependentes de NADPH, presentes apenas em células viaveis
(D’ALESSANDRO et al., 2011).

Em placa de 96 pocos foram adicionados 100 yL de meio RPMI 1640
suplementado e cerca de 2x10° macréfagos/poco. Essas células foram
incubadas a 37 °C e 5% de CO,, por 4 h para adesao celular. Apds esse
tempo, foram feitas duas lavagens com meio RPMI suplementado, com intuito
de retirar as células que ndo aderiram. Logo em seguida, foram adicionados,
em triplicata, 100 yL de RPMI 1640 suplementado juntamente com as solugdes
das MgO NPs, AE, MgO-AE, diluidas em DMSO variando as concentracfes de
800 a 6,25 pg mL™. As placas foram incubadas por 48 h e, ao final da
incubagéao, foram adicionados 10 pL do sal de MTT diluido em meio RPMI a 5
mg mL™ de PBS. Foram incubados novamente, por 4 h, em estufa a 37 °C com
5% de CO,, e em seguida o sobrenadante foi descartado e adicionou-se 100
ML de Dimetilsulfoxido (DMSO) em todos os pocos. As placas foram colocadas
sob agitacéo por cerca de 30 minutos em agitador de Kline (modelo AK 0506),
a temperatura ambiente, para dissolucdo completa do MTT-formazan. Por

altimo, a leitura foi realizada a 550 nm e os resultados expressos em termos de
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concentracdo citotoxica média (CCsp), sendo o grupo controle considerado
como 100%.

3.7 Avaliacdo da atividade antileishmania de MgO-AE, MgO NPs e AE in

vitro sobre as formas promastigotas de Leishmania amazonenses

3.7.1 Método colorimétrico da resazurina (AlamarBlue®)

O ensaio foi realizado com formas promastigotas de leishmanioses
amazonenses em fase de crescimento logaritmico. Estas foram adicionadas na
quantidade de 1x10° promastigotas/poco em microplacas de cultivo celular de
96 pocos, a 26 °C, contendo meio Schneider's suplementado e as oito
concentracfes das substancias a serem testadas, em triplicata, obtidas por
diluicdo seriada (800 a 6,25 pg mL™ para MgO NPs, AE e para o material
hibrido MgO-AE). A placa foi incubada por 48 h. Faltando 6 h para o término da
incubacdo foram adicionados 20 pL de solucdo de resazurina 1x10° mol L?,
incubou-se novamente a placa.

A resazurina, conhecida como azul de alamar (AlamarBlue®), corante
utilizado para quantificar indiretamente a toxicidade e viabilidade celular. A
resazurina, que apresenta coloracdo azul e ndo-fluorescente, quando incubada
com as células viaveis, penetra no citosol e pela atividade enzimatica nas
mitocéndrias € reduzida, convertendo-se a resofurina, de coloracdo rosea
fluorescente, representado na Figura 14. A Fluorescéncia é emitida em 590 nm
sendo analisada por espectroscopia de fluorescéncia ou no UV-Vis (AL-
NASIRY et al., 2007; NAKAYAMA et al., 1997; PERROT et al., 2003; O'BRIEN
et al., 2000).
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Figura 14 — Esquema representativo da reducao de resazurina em resofurina
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Fonte: Arquivo pessoal

A leitura das placas foi realizada por um leitor de placas de absorvancia
Biotek (modelo ELX800), operando a 550 nm. Os ensaios foram expressos em
termos de inibicdo de crescimento (%). Para desprezar a absorvancia
resultante do proprio meio foi realizado a leitura do branco meio Schneider’s
junto as triplicatas. O controle negativo é equivalente ao meio Schneider’s
contendo 1x10° promastigotas/poco e, neste caso, a viabilidade foi de 100%,
enguanto o controle positivo continha apenas o meio Schneider’s apresentando

0% de viabilidade para o parasito.
3.7.2 Micrografias

As micrografias para avaliagédo da atividade antileishmania foram obtidas
a partir de esfregacos espessos feitos em laminulas apés 1 h de acdo dos
materiais (MgO NPs, AE e MgO-AE) sobre promastigotas de L. amazonensis.
Para esta finalidade, utilizou-se uma placa de cultivo celular similar as citadas
anteriormente, adicionando-se somente as maiores concentracbes de cada
amostra. O controle foi o meio Schneider’s duplamente suplementado contendo
promastigotas em fase logaritmica de crescimento. As laminulas foram
preparadas pela retirada de aliquotas de 10 uL de cada poco e posicionadas
num microscopio digital Olympus (modelo CX31), apos coloracdo por panético

rapido e secagem a temperatura ambiente. O comportamento dos

microrganismos foi observado em dois campos distintos das laminulas.
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3.8 Analise Estatistica

Os ensaios foram realizados em triplicata e os resultados foram
expressos como média + erro padrao da média. A comparacédo entre os dados
foi feita por analise de variancia (ANOVA) seguida do pés-teste de comparacao
multipla de Bonferroni, utilizando o software Graph Pad Prism (versdo 5.0). Os
valores de 1Csq (concentragéo inibitéria 50 — concentragéo que vai inibir 50% do
crescimento dos parasitas) e CCsy (coeficiente de citotoxicidade 50 —
concentracdo que vai causar dano a 50% dos macrofagos avaliados no teste)
foram calculados utilizando o software IBM SPSS Statistics 20.0.0, pelo modelo
de regressao Probit, com limite de confianca de 95%. Valores de p < 0,05

foram considerados estatisticamente significantes para analise.



Resultados e Discussdo
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Estrutura e cristalinidade

A conversdo do Mg(OH), a MgO, durante o processo de calcinacao,
pode ser evidenciada pelas analises de termogravimetria (TG) como mostrado
na Figura 15 e pelo difratometria de raios-x (DRX), Figura 16. A curva de TG do
hidréxido (Figura 15) possui duas perdas de massas que equivalem a 39,4% da
massa total (8,3 mg). A primeira perda ocorre na faixa inicial até 350 °C
proveniente da H,O fisissorvida e quimissorvida na superficie do Mg(OH), que
representa um total de 8,5% da massa total. A segunda perda, correspondente
a 25,5%, ocorre entre 350-470 °C, decorrente do processo de desidratacdo
completa do Mg(OH),. O excesso de massa perdida (5,4%), em temperatura
superior a 470 °C pode ser atribuida a impurezas e agua de oclusdo. Em 900
°C ndo houve diminuicdo de massa, comprovando que esta temperatura é
eficiente para a calcinagdo do Mg(OH), originando MgO ausente de grupos
hidroxilas. A reacdo de desidratacdo do Mg(OH), é demonstrada na equacao 6
(NAHDI et al., 2009; ARMAGHAN; AMINI, 2014; BAUMANN et al., 2015).

Figura 15 — Curva de TG do Mg(OH), formando as MgO NPs, exibindo a
variacdo da perda de massa em gramas e porcentagem, em temperatura de 30
a 1000 °C
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O TG evidenciou a conversao do Mg(OH), a MgO durante o processo de
calcinagdo enquanto que o DRX evidenciou efeito da temperatura de
calcinacdo na estrutura cristalina. Segundo Saloméo e Pandolfelli (2008), a
mudanca da estrutura cristalina reduz a reatividade e os defeitos das NPs
quando ha transicdo da forma hexagonal para a cubica. Na Figura 16
encontram-se as fichas cristalograficas referentes ao Mg(OH), (barras
vermelhas) e MgO (barras azuis) e das MgO NPs calcinadas nas temperaturas
de 500 °C (MgO-500) e 900 °C (MgO-900).

As MgO-500 exibiram os planos cristalograficos (001), (101), (102), (110)
em 21° 44°, 59° e 69° respectivamente, correspondentes aos planos
cristalograficos do Mg(OH), (JCPDS-044-1482) indicando que a decomposi¢cao
total do Mg(OH), ndo é eficiente a 500 °C, apresentando dimorfismo
(hexagonal e cubica). As MgO-900 exibiram somente os planos referentes a
estrutura cubica (111), (200), (220), (311) em 43°, 50° 74° e 89°
respectivamente, concordando com os dados do padrdo JCPDS (077-2364)
(VATSHA et al., 2013).

Figura 16 - Difratogramas de Raios X para nanoparticulas de o6xido de
magnésio Mg0O-500, MgO-900 e o JCPDS do Mg(OH), e MgO
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A curva de TG das MgO NPs obtidas a 900 °C (Figura 17) apresentou
uma perda de massa no intervalo de 350-450 °C referente a desidratacdo do
Mg(OH), e agua adsorvida, demonstrando que houve formacdo de uma
camada sobre a superficie do Oxido. E possivel constatar que a H,O
fisissorvida e quimissorvida representa cerca de 10,1% da massa total (7,5
mg), € que a composicao é de 20,5% de Mg(OH), e 69,4% de MgO NPs.

Figura 17 — Curva de TG das MgO NPs, exibindo a variagcdo da perda de
massa em gramas e porcentagem, em temperatura de 30 a 1000 °C
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Fonte: Arquivo pessoal

As imagens de MEV acopladas com EDS possibilitaram evidenciar a
morfologia e determinar a composic¢éo qualitativa das MgO NPs, AE e MgO-AE.
As imagens de MEV das MgO NPs obtidas nesse trabalho (Figura 18a) estao
em concordancia com a Figura 11b, revelando a formacdo das MgO NPs.
Essas nanoparticulas encontram-se uniformes e agregadas formando uma
estrutura supramolecular com superficie rugosa. A Figura 18b contém o gréfico
de EDS e em destaque os valores percentuais das composi¢des indicando a

formacao das MgO NPs.



55

Figura 18 - (a) MEV das MgO NPs; (b) Andlise de EDS das MgO NPs e
resultado qualitativo da analise quimica de EDS
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Fonte: Arquivo pessoal

A técnica de DRX permitiu estimar o diametro médio do cristalito do
MgO-900 (Figura 16) com valor de 25,2 nm, usando a equagdo de Debye-
Scherrer, como apresentado na Equacdo 7, onde K é um fator de forma
admensional, com valor préximo da unidade, que depende da forma das

particulas, o valor para estruturas cubicas e hexagonais é de 0,89, 0 4 é 0
comprimento de onda de cobalto (1.7902 A), 8 é o angulo de difracdo de Bragg
do pico DRX, B é a largura a meia altura (FWHM) em radiano

(VIJAYALAKSHMI; RAJENDRAN, 2012; VATSHA et al, 2013;
KRISHNAMOORTHY et al., 2012).
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A Figura 19a ilustra a imagem de MEV para o AE, que apresentou
estrutura cristalina ndo uniforme, com boa concordancia com a técnica de DRX.
Os cristais de AE se caracterizam por estruturas ndo organizadas com bastdes
de tamanhos variados na escala micro.

A Figura 19b apresenta o gréfico de EDS e os valores percentuais em
destaque confirmando, qualitativamente, a presenca do C e O, no qual os altos

valores percentuais apontam para um composto de pureza.

Figura 19 - (a) MEV do AE; (b) Analise de EDS do AE e resultado qualitativo da
analise quimica de EDS
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A estabilidade térmica e a perda de massa em diferentes temperaturas
do material hibrido MgO-AE (Figura 20) foram avaliadas utilizando a anélise
termogravimétrica. Na curva de TG do MgO-AE observou-se uma perda em
porcentagem de massa de 22,62%, no intervalo de 0-200 °C, referente a perda
de é&gua fisissorvida e quimissorvida. E interessante colocar que a
decomposicdo do AE foi reportada por Li et al., 2015 e Arulmozhi et al., 2013
observando uma perda brusca de massa total do composto em 632 °C.
Comparando este resultado com a curva de TG obtida para o material hibrido
MgO-AE, no intervalo de 200-800 °C, observou-se uma perda de massa
gradativa de 44,4% referente a massa do AE e conversédo do Mg(OH), a MgO,
indicando aumento da estabilidade térmica do material hibrido nanoestruturado,
devido a forte interacdo entre as MgO NPs e o AE. Essa perda de massa
indicou pouca conversdao de MgO para Mg(OH),, a massa resultante foi de
13,21% de MgO indicando que 7,8% converteu-se em Mg(OH),,
correspondendo a relagdo em massa da reagdao 1AE: 2MgO, no qual usou-se
inicialmente 79% de AE e 21% de MgO NPs,

Figura 20 — Curva de TG para o nanomaterial hibrido MgO-AE, exibindo a
variacdo da perda de massa em gramas e porcentagem, em temperatura de 30
a 1000 °C
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Fonte: Arquivo pessoal

A Figura 21a exibe as imagens de MEV para o material hibrido MgO-AE,

revelando uma estrutura semicristalina formada pela interacdo quimica entre
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MgO NPs e o AE. Essa estrutura apresentou superficie desorganizada com
aglomerados semelhantes a hastes ou bastdes, com tamanhos e formas nao
uniformes, de menor espessura, devido a forte interacao entre as MgO NPs e 0
AE. Essa morfologia é significativamente diferente das estruturas do AE e MgO
NPs isoladas. De acordo com a Figura 21b, o grafico de EDS e em destaque o0s
valores percentuais das composic¢des, qualitativamente, indicaram a formacao
do material hibrido nanoestruturado a partir dos elementos encontrados, C; O e
Mg.

Figura 21 - (a) MEV do nanomaterial hibrido MgO-AE; (b) Anélise de EDS do
MgO-AE e resultado semi quantitativo da analise quimica de EDS
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Fonte: Arquivo pessoal

A Figura 22 reporta os difratogramas das MgO NPs, AE e para o
material hibrido MgO-AE. E possivel observar que as MgO NPs apresentaram
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uma estrutura cubica altamente cristalina formada pela calcinagdo em
temperaturas elevadas. O AE apresenta uma estrutura cristalina, no entanto,
sua forma nédo é definida, como verificado na imagem de MEV. O DRX para o
material hibrido MgO-AE exibiu uma estrutura com modificacbes, quando
comparada ao AE isolado. Essa estrutura apresentou picos mais largos
indicando a formagdo de uma estrutura semicristalina, possivelmente de
interacdes quimicas entre as MgO NPs e o AE. Propde-se que nessa interagao,
0s materiais sdo fortemente unidos por ligacdes de hidrogénio e o AE interage
na superficie das MgO NPs, gerando uma estrutura semicristalina nao
uniforme. Essas novas ligacdes quimicas (ligacbes de hidrogénio, e interacdes
entre os grupos fendlicos do AE) provocam defeitos estruturais (centros F) nas
MgO NPs, que sera observado nos espectros de UV-Vis e nos grandes
deslocamentos no espectro na regido do infravermelho. Por fim, as interacdes
quimicas e fisicas corroboram com a mudanca de estrutura observada na

morfologia do material a partir da MEV.

Figura 22 - Difratogramas de Raios X para MgO-900, AE e para o material
hibrido MgO-AE
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Fonte: Arquivo pessoal
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4.2 Investigacao Espectroscopica

A formacdo dos materiais foi investigada pela espectroscopia de
absorcdo molecular na regido do UV-Vis e pela espectroscopia vibracional na
regido do infravermelho (FTIR).

Na Figura 23 encontram-se 0s espectros de absorcao eletronica das
MgO NPs e do Mg(OH),. Confirmou-se a formacdo das MgO NPs pelo
desaparecimento de uma pequena banda entre 220-240 nm correspondente ao
Mg(OH), (KHANOOKI; FAZILATI, 2014). Além de apresentar uma banda em
444 nm, essa banda € causada da transicdo eletrbnica proveniente do
aprisionamento de elétrons devido a perda dos 4 oxigénios coordenados ao
magnésio. A presenca de centros F afeta diretamente na interacdo que o
material possui com a radiacdo ultravioleta, pois quanto maior o numero de
defeitos na superficie do cristal maior serd o niumero de sitios para que as
hidroxilas sejam adsorvidas a superficie (CHOUDHYRY et al., 2013).

Figura 23 - Espectros de absorcéo eletrbnica na regido do UV-Vis para as MgO
NPs e Mg(OH),, na faixa de 200-600 nm
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Fonte: Arquivo pessoal
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Na Figura 24 encontram-se 0s espectros eletronicos na regido UV-Vis
para o AE e material hibrido MgO-AE. O AE apresentou bandas de absorcéo
com Amnax em 257 nm, correspondente a desprotonacdo de apenas uma
hidroxila. As transi¢cdes © — * referentes as transi¢des eletronicas dos orbitais
HOMO - LUMO sao observadas em 364 nm. Esses orbitais estdo
deslocalizados em toda estrutura indicando que todos os anéis aromaticos
contribuem para a transicdo (MAZZONE et al., 2013; WANG et al., 2010; SIMIC
et al., 2013).

Figura 24 - Espectros de absorcao eletrbnica na regidao do UV-Vis: AE (3,74 x
10°mol. L) e MgO-AE (1,75 x 10* mol.L™") em &gua
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Fonte: Arquivo pessoal

O espectro do material hibrido MgO-AE apresentou absorcdes
semelhantes com Ansx em 254 e 277 nm referentes a desprotonacdo das
hidroxilas do C3; e Cg do AE, que sdo mais favoraveis a desprotonacédo do que
as hidroxilas dos C, e Cg do AE (Figura 25). De acordo com Simic (2013), a

dissociacao e formacdo de dianions (H-A%), podem ocorrer no AE em quatro
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combinacgdes possiveis. Considerando os valores AH; e de carga atdmica para
0 atomo de oxigénio, como ilustrado nas Tabela 2 e Tabela 3, respectivamente,
a desprotonacdo ocorre nesses carbonos, devido a baixa energia necessaria
para que ocorra a dissociacdo e formacdo dos dianions, que sao afetados
diretamente pelo pH da dispersdo do material hibrido. A dispersdo do MgO-AE
apresentou pH igual a 7,32. Segundo Simic (2013), nesse pH inicia a segunda
desprotonacao, pois a primeira desprotonagéo ocorre em pH>4,29 e a segunda
desprotonacao se inicia entre 6,09<pH<7,43, e completa-se em pH>7,9, e 0s
valores de pKa do AE correspondentes a esses pH sdo pKa = 5,42 £ 0,01 e
pKa2 = 6,76 + 0,01.

Figura 25 - Estrutura quimica do acido eladgico com carbonos numerados

Fonte: Arquivo Pessoal

Tabela 2 - Valores de AH; correspondentes aos grupos OH do AE

Grupos OH Valores de AH;
(KI mol™)
C;eCg 1.325,7
Cse Cy 1.320,1
C,eCy 1.320,0
C,eCs 1.290,8

Fonte adaptada: Simic et al., 2013
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Tabela 3 - Valores de carga atdmica para o atomo de oxigénio do AE

Ligagéo C-O Tipo de &nion Valores de carga
formado atdmica para o
atomo de oxigénio

C,-0 Monoanion - 0,28
C,-0 Dianion - 0,30
C;-0 monoanion -0,43
C;-0 dianion - 0,50
C;-0 dianion -0, 30
Cs—0O dianion - 0,50

Fonte adaptada: Simic et al., 2013

Além do processo de desprotonacdo a formacdo do material hibrido
MgO-AE foi evidenciada pela absor¢cdo em 444 nm. Essa absor¢céo se deve a
transicdo dos 4 centros F coordenados do Mg>*O* (CHOUDHURY et al., 2014).

Observou-se ainda um aumento na linha de base caracteristico da
presenca de materiais em baixa dimensionalidade, pois estas séo capazes de
promover a dispersédo da luz. De acordo com a Teoria de Mie, a absorbancia de
luz total obtida ou coeficiente de extingao (Oex) € uma resultante do somatorio
das radiacbes absorvida e espalhada, como expressa a equacao 8
(HORVATH, 2009; CARVALHO et al.,, 2015; NUNES, 2014; SILVA, 2015;
LOPES, 2015).

Oext = Oaps T Oesp (8)

A presenca dos centros F e formacdo do material também poéde ser
investigada pelo FTIR. Na Figura 26, encontra-se o espectro de FTIR para as
MgO NPs no qual observou-se indicio de uma deformag¢ao 6Mg-O-Mg (400-680
cm™) que poderiam ser melhor observada se o aparelho possuisse um limite de

deteccdo em numeros de onda inferiores a 400 cm™. O estiramento vMg-O
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(1440 cm™) é referente & estrutura cubica com centros F. A conversdo das
MgO NPs em Mg(OH), pode ser observada em vMgO-H,0O (1610-1640 cm™)
referente a H,O adsorvida & superficie do 6xido e vO-H (3300-3800 cm™)
resultante da monocamada de MgOH" e das ligacdes de hidrogénio
(ARMAGHAN; AMINI, 2014; MIRONYUK et al., 2006).

Figura 26 - Espectro vibracional na regido do infravermelho para as MgO NPs
em pastilha de KBr
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Fonte: Arquivo pessoal

No espectro de FTIR do AE (Figura 27), os principais estiramentos
foram: vO-H (3557 cm™) de intensidade média, atribuido as hidroxilas livres;
vO-H (3000 - 3300 cm™) correspondente & ligacdo O-H ligados entre as
moléculas do &cido, oriundos dos grupos fenois; vC=0 (1700 cm™) oriundo do
grupo da lactona; os vC-O (1112 cm™) do grupo lactona e vC-O (1056 cm™)
formado pela desprotonacdo dos carbonos C3; e Cg do AE (HUSSEIN et al.,
2011; PRZEWLOKA; SHEARER, 2002).
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Figura 27 - Espectro vibracional na regidao do infravermelho para o AE em
pastilha de KBr
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Fonte: Arquivo pessoal

Em comparacdo aos espectros dos precursores, o espectro de FTIR do
material hibrido (Figura 28) apresentou mudancas significativas nos
estiramentos resultante da interagdo quimica entre MgO NPs e o composto AE.
Houve desaparecimento dos estiramentos referentes as hidroxilas livres,
devido as interacfes existentes entre o acido elagico e as MgO NPs. O material
hibrido apresentou deslocamento do estiramento vC-O (1126 cm™) do grupo
lactona, para niumeros de onda maiores, indicando que houve deslocalizacao
das cargas resultando na forma ionizada do AE (PRZEWLOKA; SHEARER,
2002). O estiramento do grupo da banda da carbonila vC=0 (1650 cm™) sofreu
deslocamento de 50 cm™ para frequéncias menores, devido a diminuicdo do
momento dipolo da ligagdo do grupamento lactona ocasionado por interagdes
com as MgO NPs. A ligacdo Mg-O aparece em dMg-O (470 cm™), e as ligacdes
C-0O’, formadas pelo desprotonamento das hidroxilas nos carbonos C3; e Cg do

AE aparecem em vC-O" (1074 cm™). O espectro na regido do infravermelho
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evidenciou que o AE estad coordenado a camada inorganica por atomos de
oxigénio  carregados negativamente dos agrupamentos  fendlicos
desprotonados, como também as carbonilas (C=0) das lactonas, pois ambos
0S grupos sofreram grandes deslocamentos no espectro (HUSSEIN et al.,
2011; PRZEWLOKA; SHEARER, 2002). Além disso, o material hibrido
apresentou um deslocamento do estiramento para 3300 — 3800 cm™ referente
as vO-H do AE que estdo na mesma regido do estiramento vO-H das MgO

NPs, sugerindo que a interagcdo ocorra nestes grupamentos.

Figura 28 - Espectro vibracional na regiao do infravermelho para o MgO-AE em
pastilha de KBr
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Fonte: Arquivo pessoal

Na Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada. encontram-se 0s estiramentos
e deformagbes com as respectivas atribuicdes para as MgO NPs, AE e MgO-
AE.
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Tabela 4 — Atribuicdes para estiramentos e deformacdes do MgO, AE e MgO-
AE

ESTIRAMENTOS

E MgO NPs AE MgO-AE
DEFORMACOES
5Mg-O-Mg 400-680 cm™ - 470 cm™
vMg-O 1440 cm™ - -
vMgO-H,0 1610-1640 cm™ - -
vO-H 3300-3800 cm™ 3000 - 3300 cm™ 3300 — 3800 cm™
vO-H (livre) - 3557 cm™
vC=0 - 1700 cm™ 1650 cm™
vC-O (lactona) - 1112 cm™ 1126 cm™
vC-O - 1056 cm™ 1074 cm™
(desprotonacao
Cs e Cy)

Fonte: Arquivo pessoal

Segundo Hussein e colaboradores (2011), acredita-se que a formacao
do material hibrido ocorra pelo mecanismo de dissociacdo — deposi¢do. Este

mecanismo é constituido de trés etapas:

1. Formacdo da monocamada de Mg(OH), NPs sobre a superficie das

MgO NPs
A
MHDI:S:I + HED':I} -+ MH(DHJEEEQ} (9)
2. Formacgao dos Mg?* proveniente da dissociacao das Mg(OH), NPs
ﬂ -
Mg(OH)(aq) = Mgigq) + 20Hq (10)

3. Reacdo entre Mg®*, OH’, H,O e AE* produzindo um material hibrido em

camadas
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M-gl?:q} + EUHI:_E:;} + quﬂaq} + AEn?a_q} —* Mg:+ (DH:] 2—x (Eﬂm_j% ’ RHEU (11)

4.3 Avaliacdo das Atividades Citotoxica e Antileishmania

Investigou-se a citotoxicidade das MgO NPs, AE e do material hibrido
sobre os macréfagos peritoneais murinos utilizando o teste de MTT, avaliando
as concentracdes entre 6,25 e 100 ng mL™ (Figura 29, Figura 30 e Figura 31).
Observou-se gue a citotoxicidade das MgO NPs (Figura 29) ndo apresentaram
diferenca estatistica significativa e revelaram uma relacdo dose-dependente
das nanoparticulas. O valor calculado de CCso para as MgO NPs foi de 425 ug
mL™. Ensaios citdtoxicos realizados por Jebali e Kazemi (2013) com MgO NPs
em células de ratos, indicaram a viabilidade celular de 60% préximo a 100 ug
mL™. Em comparacéo, o composto MgO apresentou um efeito citotéxico mais
moderado. Os mecanismos de destruicdo de células peritoneais ainda ndo séo
bem compreendidos, embora admita-se que o principal efeito seja a formacéao
de espécies reativas de oxigénio (ERO) em meio vivo. As ERO constituem-se
de espécies quimicas (principalmente o OH E O;) com elétrons
desemparelhados instaveis. Esses radicais por serem muito reativos, sao
capazes de reagir com moléculas de proteinas, acucares, lipideos e acidos
nucleicos, levando a destruicdo da membrana e nucleo celular, promovendo a
morte das células (VATTEM; SHETTY, 2005).
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Figura 29 - Efeito das MgO NPs sobre a viabilidade de macréfagos peritoneais
murinos. Valores em média + desvio padrdo da média, ***p < 0,0001
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Fonte: Arquivo pessoal

O AE (Figura 30) exibiu elevada citotoxicidade (relacdo dose-
dependéncia) nas concentracdes avaliadas principalmente nas concentracfes
(50pug mL* e 100 pg mL?) no qual menos de 30% dos macréfagos
permaneceram viaveis. O valor calculado de CCsy para o AE foi de 23,81 ug
mL™. Embora seja relatado o efeito benéfico do AE na literatura, como o seu
efeito anticancerigeno, bactericida, e antioxidante, o acido elagico, devido sua
cadeia apolar, € capaz de migrar pela cadeia lipidica das células. Nesse
processo, ocorre a inativagcdo de proteinas e quelacdo de ions que sdao
indispensaveis ao funcionamento dos macréfagos e consequente apoptose dos
mesmos (VATTEM; SHETTY, 2005; GARCIA-NINO; ZAZUETA, 2015).
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Figura 30 - Efeito do AE sobre a viabilidade de macréfagos peritoneais
murinos. Valores em média + desvio padrdao da média, ***p < 0,0001
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Fonte: Arquivo pessoal

O material hibrido nanoestruturado MgO-AE (Figura 31) embora
apresentando elevada citotoxicidade nas concentragfes testadas, apresentou
uma diminuicdo da citotoxicidade quando comparado com AE, devido o
incremento das MgO NPs na composi¢do. O AE, nas concentracbes de 50 e
100 pg mL™, reduziu o nimero de macréfagos vidveis para 30%, enquanto que
as MgO-AE, reduziram para 40% nas mesmas condi¢des. O valor calculado de

CCsp para 0 MgO-AE foi de 38,15 ug mL™,
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Figura 31 - Efeito do material hibrido nanoestruturado MgO-AE sobre a
viabilidade de macréfagos peritoneais murinos. Valores em média = desvio
padrdo da média, ***p < 0,0001
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Fonte: Arquivo pessoal

Ap0s analisar a citotoxicidade foi investigada a atividade antileishmania,
utilizando o método colorimétrico, com corante AlamarBlue®, analisando o
comportamento dos protozoarios na presenca das MgO NPs, do AE e do
material hibrido MgO-AE. Para as MgO NPs observou-se (Figura 32) que os
protozoarios apresentaram inibicdo total do crescimento para a concentracdo
de 800 pg mL™ e que ao reduzir a concentracdo pela metade (400 ug mL™)
houve apenas uma pequena reducéo na inibicdo do crescimento para 92,72 %.
Comparado ao controle a inibicdo mostrou-se significativa até a concentracéo

de 50 pg mL™. O valor de ICs calculado para as MgO NPs foi de 80,33 pg mL
1
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Figura 32 - Efeito inibitério das MgO NPs sobre formas promastigotas de
Leishmania amazonensis na presenca de diferentes concentracdes. Valores
em meédia £ desvio padrdo da média, ***p < 0,0001
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Fonte: Arquivo pessoal

O AE (Figura 33) apresentou boa ac¢do contra os protozoarios do género
Leishmania. O perfil inibitorio foi significativo em todas as concentracfes
testadas, obtendo inibicdo total na maior concentracéo (800 ug mL™). O valor

de ICs calculado para o AE foi de 3,64 pg mL™.
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Figura 33 - Efeito inibitério do AE sobre formas promastigotas de Leishmania
amazonensis na presenca de diferentes concentracdes. Valores em meédia *
desvio padrdo da média, ***p < 0,0001

Fedkedke

*kk

-

o

o
]

(2]
o
1

(2}
o
1

H
o
]

[
o
1

Inibicdo do Crescimento (%)

o
|

C 6,2512,5 25 50 100 200 400 800

AE pg mL"’

Fonte: Arquivo pessoal

No entanto, como apresentado na Figura 34, o material hibrido MgO-AE
ndo exibiu inibicdo total de crescimento contra os protozoarios em nenhuma
das concentracdes testadas. Na maior concentragcdo de MgO-AE, verificou-se
uma inibicdo de 64,62 %. O valor de ICsy calculado para o material hibrido foi
de 637,58 ug mL™, o que sugere uma reducéo da eficiéncia do material hibrido
em baixas concentragdes, necessitando de concentracdes elevadas para inibir

o crescimento de pelo menos 50% dos protozoarios.
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Figura 34 - Efeito inibitorio do material hibrido nanoestruturado MgO-AE sobre
formas promastigotas de Leishmania amazonensis na presenga de diferentes
concentracdes. Valores em média + desvio padrdo da média, ***p < 0,0001
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Fonte: Arquivo pessoal

Além disso, por meio das concentracdes de inibicdo de crescimento
(ICs0) € pelas concentracbes de citotoxicidade (CCsp) foi possivel calcular o
indice de seletividade (IS), pelo qual determinou-se a seletividade dos materiais
para causar mais danos aos parasitas do que aos macrofagos (Equacéo 12).
Os valores de IS para as MgO NPs, o AE e o MgO-AE foram expostos na
Tabela 5, juntamente com os ensaios descritos na literatura para anfotericina B,

farmaco tradicional administrado no tratamento da doenca.

_ CCED (12)
- IC

15
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Tabela 5 - Valores de CC50 para macrofagos e IC50 para formas
promastigotas de Leishmania amazonensis e seus respectivos indices de
seletividade (IS)

Macréfagos Promastigotas
CCsp ICs0 IS
10°mol L™
MgO NPs 10 625 2008, 25 5,29
AE 78, 841 12, 05 6,54
MgO-AE 99, 87 1669, 06 0,06
Anfotericina B* 14 0,2 70

Fonte: Arquivo pessoal
*Anfotericina B testado na forma amastigota (DAS et al., 2013)

Os dados aqui reportados indicam que os materiais utilizados nos
estudos apresentaram uma baixa capacidade de lesar células de ratos, quando
comparados a anfotericina B. Analisando-se o indice de seletividade, os
materiais apontam baixa especificidade, e consequentemente pouca
diferenciacdo com combate ao protozoario e inducdo a apoptose de células
peritoneais.

E descrito na literatura, que tanto o MgO NPs quanto o AE, apresentam
efeito antileishmania nas suas formas livres. Esperava-se neste trabalho, que a
o material hibrido apresentasse um efeito sinergético na aniquilacdo dos
protozoarios. De fato, a forte interacdo quimica existente entre o 6xido e o
acido contribuem para a diminuicdo da atividade antileishmania. Reporta-se
qgue o AE deve estar livre para penetrar pela camada lipidica e modificar o fluxo
de ions no citosol, devido a sua capacidade de quelar ions metalicos, bem
como impedir a cadeia de reacfes da enzima topoisomerase Il do protozoario.
Como indicado pelas técnicas espectroscOpicas, as principais interacdes do
acido elagico com o MgO NPs ocorreram nos grupos hidroxila e carbonila,
principais sitios de interacdo do AE com 0s metais e enzimas do patdogeno. No
modelo proposto, o AE estaria impedido de modificar o ciclo metabdlico do
protozoario, pelo bloqueio dos seus sitios ativos pelo MgO, diminuindo assim,

sua seletividade.
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O efeito da atividade antileishmania pbéde ser visualizado pelas
micrografias apresentadas na Figura 35, onde os protozodarios, em presenca
das MgO NPs e do AE mantiveram sua morfologia, assim como no controle. Na
presenca do material hibrido observou-se a aparéncia incomum de alguns
protozoarios em determinados pontos da imagem, sugerindo que houve o
rompimento de suas membranas.

LOPES (2015), apresentou um trabalho semelhante pertencente ao
grupo do Laboratorio de Automontagem Supramolecular (LAS), em que foram
utilizadas nanoparticulas metalicas (AgNPs) com matriz estabilizante de acido
tanico (AT) aplicada com a mesma finalidade. Em comparacao, observou-se
que as AgNPs (Figura 36) apresentaram uma melhor atividade antileishmania
do que as nanoparticulas de 6xido metalicos (MgO NPs) e maior nitidez na
modificacdo da aparéncia dos protozoarios. Esse efeito deve ser resultante da
capacidade de oxidacdo das nanoparticulas metélicas, que causa maiores
danos as membranas, enzimas e DNA dos protozoérios (JEBALI; KAZEMI,
2013).



77

Figura 35 - Micrografias da cultura de parasitos (a) no grupo controle, (b)
exposta ao AE, (c) exposta a MgO NPs e (d) exposta ao MgO-AE. Aumento de
100x e corante hematolégico pandtico rapido

Fonte: Arquivo Pessoal
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Figura 36- Micrografias da cultura de parasitos (a) no grupo controle, (b)
exposta a AgNPs-AT e (c) exposta a AgNPs. Aumento de 100x e corante

hematoldgico pandtico rapido

(a)

£

(b) &

@

(c)

Fonte adaptada: LOPES, 2015

Por fim, com base nas técnicas utilizadas para investigar a estrutura,

cristalinidade, formacdo do material hibrido e principalmente pela atividade

antileishmania foi possivel propor um mecanismo de interacdo entre o0s

materiais, como representado na Figura 37. Que a ligacdo entre os materiais

pode ocorrer entre camada de Mg(OH), formada na superficie das MgO NPs

por meio de interacdes intermoleculares, como as ligacdes de hidrogéneo, e

ligacdes quimicas entre os grupos fendlicos e carbonilas do AE, que provocam

defeitos estruturais (centros F) nas MgO NPs, como foi observado nos

espectros de UV-Vis e nos grandes deslocamentos no espectro na regido

infravermelho.




Figura 37 - Possiveis interacfes entre as MgO NPs e 0 AE
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5 CONSIDERACOES FINAIS

A estabilidade e composi¢cao do material hibrido foi verificado por TG, na
qual se verificou que as MgO NPs sintetizadas apresentaram uma camada de
Mg(OH),, que representa 20,5% da massa total, sendo a temperatura de 900
°C eficiente para a formacdo das MgO NPs. O DRX demonstrou que as MgO
NPs calcinadas a 900 °C possuem estrutura cubica, e com a equacao de
Debye-Scherrer, estimou-se que o cristalito das MgO NPs possuem um
didmetro médio de 25,2 nm. Ainda com a técnica, determinou-se que o material
hibrido (MgO-AE), possui uma estrutura semi-cristalina, diferente do AE e das
MgO NPs isolados. Essas modificacdes foram verificadas com a microscopia
eletrbnica de varredura acoplada com EDS (MEV/EDS), indicando que as MgO
NPs constituem-se de particulas uniformes e agregadas, formando uma
estrutura com superficie rugosa. O material hibrido MgO-AE revelou uma
estrutura semicristalina superficialmente desorganizada com aglomerados
semelhantes a hastes ou bastdes, com tamanhos e formas ndo uniformes, de
menor espessura, devido a forte interacao entre as MgO NPs e o AE.

A espectroscopia de absorcéo eletronica na regiao do UV-Vis evidenciou
a formacdo das MgO NPs pelo desaparecimento da banda caracteristica do
Mg(OH), e confirmou que houve desprotonacéo de hidroxilas dos carbonos Cj3
e Cg do AE. O espectro vibracional na regido do infravermelho, apresentou um
deslocamento na banda C-O para frequéncias menores, e a presenca de
ligacdo Mg-O, indicando que os principais sitios de interacdo entre as
nanoparticulas e o polifenol ocorrem entre as hidroxilas desprotonadas e
carbonila do AE com a monocamada MgOH".

Os testes de citotoxicidade evidenciaram elevada atividade citotoxica
para o0 AE e a sua modificacdo por MgO NPs, reduziu seu efeito em células
viaveis de murinos. Observou-se, pela avaliacdo da atividade antileishmania in
vitro, que os protozoarios de L. amazonensis foram resistentes na presencga do
MgO-AE, havendo inibicdo apenas em concentracdes mais elevadas. Em
comparacdo com a anfotericina B, 0s materiais causaram menos danos as
células de ratos e pelo indice de seletividade os materiais apontaram baixa
especificidade ndo havendo diferenciagdo ao combater os protozoarios e

induzir a apoptose das células peritoneais.
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O impedimento do AE em modificar o ciclo metabdlico do protozoario,
que ocorre pelo bloqueio dos seus sitios ativos pelas MgO NPs, resultando na
diminuicdo da seletividade justifica o0 modelo que propde os sitios de interacao
do AE com as MgO NPs.



Perspectivas
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6 PERSPECTIVAS

As perspectivas futuras do presente trabalho consistem em:

¢ Investigar a morfologia e arranjo supramolecular das MgO NPs, Mg(OH),
e MgO-AE por Microscopia Eletrénica de Transmissao (MET);

e Investigar os sitios de interacdo entre MgO e AE por modelagem

computacional utilizando Teoria do Funcional da Densidade (DFT);

e Modificar a sintese para que as MgO NPs e o AE tenham interacdes
fisicas ou fracas interac6es, com o objetivo de tentar permitir que as
hidroxilas do AE fiqguem livres para interagirem com os metais e enzimas

do patégeno;

e Publicacao de artigo cientifico em periodico especializado.
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