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RESUMO

Nos ultimos anos, o interesse, a rapida producdo e as amplas aplicacGes da
nanotecnologia estimularam de forma significativa o niUmero de nanomateriais
projetados no meio ambiente. No entanto, a relacdo entre nanomateriais com 0s
organismos Vvivos nesse meio necessita ser melhor investigada. Estudos que
buscam compreender os mecanismos de acdo dos nanomateriais sobre a
homeostase das plantas sdo necessarios a fim de caracterizar os efeitos que essas
nanoparticulas podem acarretar no meio ambiente. Nesse contexto, este trabalho
objetiva investigar os efeitos das nanoparticulas de prata (AgNPs) em um
modelo vegetal com potencial utilizacdo em bioenssaios, a Physalis peruviana L.
Foi feita a sintese das nanoparticulas de prata e caracterizagcdo das mesmas com e
sem processamento térmico adicional, a fim de avaliar a acdo da temperatura nas
propriedades das AgNPs. Foram realizadas anélises dos efeitos de diferentes
concentragdes de nanoparticulas de prata (0,39, 0,77, 1,54 mg L) com e sem
processamento térmico (121°C, 1 atm) sobre a germinacdo, parametros de
crescimento da raiz e parte aérea e a na bioguimica (agucares redutores, agucares
sollveis totais, aminoécidos, catalase, ascorbato peroxidase e superdxido
dismutase) de Physalis peruviana. Foi observado que as particulas ap6s o
processamento térmico, em comparacdo com as AgNPs sem processamento
térmico, apresentavam 2 tipos de tamanho (nano e micrométricas). Os resultados
demonstram que as concentragdes de 0,77 e 1,54 mg L do tratamento que
apresentava apenas AgNPs aumentaram a biomassa da parte aérea. No entanto,
a menor concentragdo (0,39 mg L) reduziu a biomassa, o comprimento da raiz e
alguns parametros bioquimicos (acucares sollveis totais e aminoacidos). Além
disso, foi observado que os valores para massa seca da parte aérea e da raiz, teor
de &gua da raiz, acUcares sollveis totais, aminoacidos e acUcares redutores
obtidos com o tratamento com AgNPs e AgMPs (microparticulas de prata) foi
menor em relacdo ao tratamento com apenas AgNPs, a depender da concentracao
analisada. Entretanto, para esta espécie nestas condi¢des, pode-se concluir que
tanto as microparticulas quanto as nanoparticulas acarretaram poucas ou
nenhuma modificacdo na fisiologia das plantas, a depender do tratamento
analisado.

Palavras-chave: Plantas. Nanotecnologia. Sintese. Temperatura. Meio

Ambiente.
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ABSTRACT

In the last years, interest, rapid production, and extensive nanotechnology
applications have significantly stimulated the nanomaterials number projected at
the environment. However, the relationship between nanomaterials and living
organisms in this environment needs to be better investigated. Studies that seek
to understand the mechanisms of nanomaterials action on plant homeostasis are
necessary in order to characterize the effects that these nanoparticles can have on
the environment. In this context, this work aims to investigate the effects of
silver nanoparticles (AgNPs) in plant model with potential use in bioassays,
Physalis peruviana L. The synthesis of silver nanoparticles and their
characterization were done with and without additional thermal processing, In
order to evaluate the temperature action on the AgNPs properties. Analysis of
the effects of different silver nanoparticles concentrations (0.39, 0.77, 1.54 mg L
1y with and without thermal processing (121 ° C, 1 atm) on germination, root and
aerial part growth parameters and in biochemistry (reducing sugars, total soluble
sugars, amino acids, catalase, ascorbate peroxidase and superoxide dismutase) of
Physalis peruviana. It was observed that particles after thermal processing, in
comparison with AgNPs without thermal processing, had 2 size types (nano and
micrometric). The results demonstrate that the 0.77 and 1.54 mg L%
concentrations of the treatment with only AgNPs increased the biomass of the
aerial part. However, the lower concentration (0.39 mg L) reduced biomass,
root length and some biochemical parameters (total soluble sugars and amino
acids). In addition, it was observed that root and shoot dry matter, root water
content, total soluble sugars, amino acids and reducing sugars values obtained
with AgNPs and AgMPs (silver microparticles) treatment were lower in relation
to treatment with only AgNPs, depending on the concentration analyzed.
However, for this species under these conditions, it can be concluded that both
microparticles and nanoparticles have little or no modification in plant
physiology, depending on the treatment analyzed.

Keywords: Plants. Nanotechnology. Synthesis. Temperature. Environment.
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PRIMEIRA PARTE
1 INTRODUCAO

As nanoparticulas sdo definidas como materiais em dispersées ou fragdes
solidas em escala nanométrica, cujas dimensdes variam até 1-100 nm
(MOHANRAJ e CHEN, 2007). Elas podem ser sintetizadas por rotas fisicas,
guimicas ou biosustentaveis, as quais utilizam reagentes naturais que danificam
menos 0 meio ambiente (KHARISSOVA et al, 2013). Dependendo do método
de preparacdo, o produto final obtido pode apresentar conformacdes variadas,
como por exemplo, nanoesferas, nanocubos, nanohastes, entre outras
(KHODASHENAS e GHORBANI, 2015).

Cada nanoparticula apresenta propriedades fisicas e quimicas diferentes
que podem direcionéd-la a uma aplicacdo especifica nos mais variados setores,
sejam alimenticios, medicinal, mecanico ou ambiental. No ramo da medicina,
algumas empresas ja investigam a aplicacdo desses nanomateriais na
administracdo de farmacos e genes, terapias de cancros e tumores, marcagdes
biomoleculares e até mesmo engenharia de tecidos (SALATA, 2004). Outras
aplicacbes das nanoparticulas estdo voltadas a tratamento de efluentes
industriais, producdo de filmes comestiveis, confeccdo de materiais mais
resistentes, entre outros (TANG e LO, 2013; KORDKHEILI; FARSI,
REZAZADEH et al, 2013; LIU et al, 2015).

As nanoparticulas de prata tornaram-se as mais comumente utilizadas em
produtos de consumo, devido sua acgdo bactericida (HUND-RINKE et al. 2008).
Elas, atualmente, estdo inseridas em diversos itens comerciais, como por
exemplo, embalagens, suplementos alimentares, cosméticos e produtos de
higiene pessoal (SENJEN e ILLUMINATO, 2009). Pois os 0rgéos

governamentais (Food and Drug Administration e Anvisa, por exemplo)



responsaveis por controlar a insercdo desses produtos de consumo no mercado,
classificaram essas nanoparticulas como substancias geralmente reconhecidas
como seguras ou GRAs. Principalmente, devido a falta de estudos que
comprovem a nocividade desses materiais em organismos vivos (GAO, 2010).

Entretanto, ndo se sabe quais consequiéncias podem acarretar a interagéo
dessas nanoparticulas em células, 6rgdos e/ou metabolismo de seres vivos, sejam
animais, humanos, microorganismos ou plantas. Dessa forma, tém-se buscado
tanto espécies com caracteristicas conhecidas para utilizacdo em bioenssaios
quantas condi¢fes experimentais que promovam resultados imediatos e
confiaveis (GAGNE; GAGNON; BLAISE et al, 2007; KWAK et al, 2016).

A literatura tém abordado a utilizacdo de diversas espécies vegetais
padrdo em bioenssaios relacionados a interagdo de AgNPs em plantas, como a
Arabidopsis thaliana, Allium cepa, Lactuca sativa, entre outras (QIAN et al,
2013; KUMARI; MUKHERJEE; CHANDRASEKARAN et al, 2009;
BARRENA et al, 2009). A Physalis peruviana, no entanto, € uma espécie
vegetal nativa da Amazonia e dos Andes, pertencente a familia Solanaceae. Esta
espécie é bastante utilizada no Brasil para fins tanto alimenticios quanto
medicinais (MUNIZ; MOLINA; MUNIZ et al, 2015). Além disso, a Physalis
peruviana apresenta propriedades germinativas, ultra-estruturais e bioquimicas ja
elucidadas na literatura, o que faz com que esta espécie também seja uma
potencial ferramenta em estudos de bioenssaios (SALAZAR et al, 2008;
PUENTE et al, 2011).

Ademais, algumas técnicas utilizadas em estudos de toxicidade em
modelo experimental vegetal, por exemplo, necessitam de ambientes altamente
estéreis, a fim de minimizar possiveis erros e/ou perdas relacionadas a
contaminagéo (CID, 2014). Um desses principais meios de esterilizagdo consiste

no processo de autoclavagem, o qual submetem as amostras a alta temperatura e
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pressdo (121°C e 1 atm) (ZAFAR et al, 2016). No entanto, observa-se que as
condigdes experimentais sdo uma das variaveis que devem ser analisadas em
experimentos utilizando AgNPs. Uma vez que tais condi¢cdes podem alterar as
propriedades fisico-quimicas desses materiais, tais como, dimensdo, morfologia,
cargas na superficie, composicdo quimica, etc e consequentemente
comprometerem os resultados (MOON et al, 2005).

A partir desse contexto, foi realizado um estudo a fim de avaliar os
efeitos de nanoparticulas de prata na germinacdo, crescimento e alguns

pardmetros bioquimicos de Physalis peruviana.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Nanotecnologia no setor do agronegdcio e no mercado

As perspectivas de inovacdo no regime agricola iniciaram sua evolugdo
nos Estados Unidos e Europa no inicio de 1960 com a chamada Revolucédo
Verde. Essa revolucdo estabeleceu a modernizacdo e mecanizagdo da agricultura,
com o desenvolvimento de novas técnicas e protocolos de plantio que elevaram
0s niveis de produtividade e sustentabilidade. Este fato contribuiu para um
melhoramento na producdo e exportacdo agricola através da aplicacdo de
modernas tecnologias (HALL et al, 2011).

A partir disso, novas ferramentas acessiveis a populacdo foram
necessarias para atender a demanda do mercado global e evitar um colapso
provocado pela falta de alimentos mundial (SAYER e CASSMAN, 2013). A
descoberta da tecnologia do DNA recombinante nos anos 70 e o advento da
biotecnologia foram considerados um marco na evolucdo agricola, onde
mudancas radicais foram impostas nos padrdes tecnoldgicos e organizacionais de
todos os setores, ligados de forma direta ou indireta a agricultura e toda a cadeia
produtiva da agroindustria, desde o mercado de fertilizantes a industria de
insumos (SILVEIRA; BORGES; BUAINAIN et al, 2005).

A Comissdo Européia estima que a nanotecnologia, atualmente, seja uma
das tecnologias que mais contribuem para a competitividade e o crescimento
sustentavel em diversos campos de aplicacdo (GOUVEA, 2013). Os
nanomateriais podem ocorrer de duas formas diferentes: naturalmente, em cinzas
vulcanicas, argilas, nuvens e espumas oceanicas, por exemplo. Ou podem ser
produzidos com propriedades especificas através de processos quimicos ou
fisicos, de forma intencional. Esses sdo denominados “"nanomateriais artificiais"
(BUZEA; PACHECO; ROBBIE et al, 2007). A depender das propriedades

12



requeridas, esses nanomateriais sdo distribuidos para diversas &reas, como
medicina, eletrdnica e energia, producdo agricola e processamento de alimentos
(SHAH, 2010).

No setor agroindustrial, diversas inovagdes tecnoldgicas sdo necessarias,
principalmente, devido os crescentes desafios globais de seguranca alimentar e
alteracdes climaticas. A Tabela 1 demonstra as diversas contribuicdes que as

nanoparticulas tém oferecido ao ramo do agronegdcio.

Tabela 1 — Aplica¢des da nanotecnologia no agronegdcio
Aplicacdes de nanoparticulas no

Autor (es)

agronegocio

WANG et al (2010); LIU et al
Desenvolvimento de sensores para deteccdo (2012)

de pesticidas

Confeccdo de embalagens ESPITIA et al (2012)
Remediacdo de efluentes NASSAR (2013)
Producéo de inseticidas OLIVEIRA et al (2014)
Liberacdocontrolada de agrotdxicos AOUADA e MOURA (2015)
Fertilizantes RUI et al (2016); ABDEL-
AZIZ, HASANEEN; OMER
et al (2016)

Fonte: Do Autor (2017)

A sintese e a manipulacdo deliberada de nanomateriais iniciaram-se ha
milénios sem o devido entendimento dos processos basicos envolvidos.
Atualmente sabe-se que a tinta nanquim, desenvolvida pelos chineses ha mais de

dois mil anos, apresentava nanoparticulas de carvdo suspensas em sua
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composigdo. Eles estabilizavam a tinta nanquim com uma mistura de goma
arabica na solucdo com po de carvado e agua. Da mesma forma, as cores dos
vitrais das catedrais medievais sdo o resultado de nanoparticulas de ouro de
tamanhos distintos (MELO e PIMENTA, 2007).

No contexto histérico o homem ja produzia as nanoparticulas sem
elucidar seus mecanismos de acdo. A fim de registrar a insercdo da
nanotecnologia no mercado consumidor, o Centro Internacional Wilson
Woodrow para académicos e o0 Projeto sobre Nanotecnologias Emergentes
criaram o Inventario de Produtos Nanotecnoldgicos de Consumo em 2005,
listando 54 produtos. E em 2010, a lista de produtos com nanotecnologia
aumentou para 1012 itens de 409 empresas em 24 paises (VANCE et al, 2015).

Entretanto, em outubro de 2010 o Conselho Nacional de Padrdes
Organicos recomendou a proibicdo de nanomateriais artificiais em produtos
alimentares nos Estados Unidos da América (EUA) até obter uma legislacao
vigente que regulamente a seguranca dos namomateriais para a salide e 0 meio
ambiente (KESSLER, 2011). Isso porque o FDA (Food and Drug
Administration), o 6rgdo governamental dos EUA responsavel pelo controle dos
alimentos (humano e animal), suplementos alimentares, medicamentos (humano
e animal), cosméticos, entre outros, classificou nanomateriais artificiais como
substancias Geralmente Reconhecidas como Seguras ou GRAS, devido a falta de
documentos que comprovem a nocividade das nanoparticulas para 0 organismo
de seres vivos. A utilizacdo de GRAS ¢ voluntéria e as empresas acabam nao
sendo obrigadas a identificar os nanomateriais em seus produtos. Dessa forma, o
FDA né&o tem nenhum controle sobre a inser¢do de nanomateriais no
abastecimento alimentar dos Estados Unidos (GAO, 2010).

No Brasil ainda ndo ha uma legislacdo especifica sobre o uso de

nanoparticulas em alimentos ou em materiais em contato com alimentos.
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Atualmente, a aprovagdo para uso de substancias nanométricas em alimentos
depende de sua inclusdo nas listas de legislagdes ou referéncias utilizadas pela
ANVISA para elaboracdo dos regulamentos nacionais, como a legislacdo da
Unido Europeia, FDA e Codex Alimentarius (ANVISA, 2014).

Segundo as legislagBes vigentes no mercado, varios produtos contendo
algum tipo de nanotecnologia ja se encontram nas prateleiras, tanto no ambito
internacional como brasileiro. Alguns alegam a urgente necessidade de uma
legislacdo especifica para a nanotecnologia. Em paralelo, hd também a
concepgdo de que tais legislacBes vigentes seriam aplicaveis a regulamentacao
das nanotecnologias no mercado, principalmente aquelas legislacdes associadas
a salde humana devido o alto rigor em premissas técnicas (RICCARDI e
GUASTALDI, 2013). Tais alegagdes consideram as consequéncias promovidas
pelo amianto, bifenilospoliclorados, inseticida DDT, entre outras inovagdes de
carater duvidoso que acarretaram grandes problemas a salde publica e ao meio
ambiente devido a falta de vigilancia (KESSLER, 2011).

2.2 Interacdo de nanoparticulas com plantas

Nos Gltimos anos, pesquisadores tém realizado estudos a cerca dos efeitos
de nanoparticulas na germinacdo e crescimento de plantas, na bioacumulacdo da
cadeia alimentar de diversos ecossistemas e na contaminacdo de recursos
naturais, com o objetivo de observar a sua interacdo em organismos vivos (LIN e
XING, 2007; BLINOVA et al, 2010; RICO et al, 2011).

Porém, nanomateriais demonstram muitas vezes, mudancas consideraveis
nas suas propriedades quando comparados com 0s seus homdlogos em escala
macro (SHARMA; YNGARD; LIN et al, 2009). Além disso, as diferentes

composi¢des quimicas de cada nanoparticula seja carbono, prata, ouro, zinco,
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etc, relacionam-se com o meio de formas diferenciadas. Mesmo que a regido
hidrofilica interaja com o solvente e a hidrofébica com outra regido, existem
muitos conjuntos possiveis de moléculas que podem resultar apds a agregacao
das mesmas, assim 0 mecanismo de atuacdo das nanoparticulas vai depender do
tipo de modelo utilizado no bioenssaio (SCHATZ, 2007).

As plantas sdo importantes componentes dos ecossistemas e podem atuar
como ferramentas em estudos a cerca de transporte de nanoparticulas na
agricultura e sobre bioacumulacdo na cadeia alimentar. Um importante
mecanismo, possivelmente, causador de efeitos nocivos as plantas modulado
pelas nanoparticulas em plantas € a sua capacidade em causar um desequilibrio
na producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) no organismo, processo
esse conhecido como stress oxidativo que danifica componentes celulares, como
proteinas, lipidios e DNA e pode levar a morte da planta (DU et al, 2011).

Embora as espécies reativas de oxigénio (EROs) sejam um subproduto do
metabolismo celular normal em plantas. Quando estas sdo submetidas a
condicBes de estresse, a homeostase da producdo de EROs é perdida e estas
espécies reativas comecam a inativar enzimas rapidamente, degradar
macromoléculas importantes na manutencdo organica da planta, danificar
organelas celulares vitais e desestabilizar as membranas celulares,
principalmente, através da inducdo da degradacdo de pigmentos, proteinas,
lipidios e &cidos nucléicos, acarretando o processo de morte celular
(KARUPPANAPANDIAN et al, 2011). Tal comportamento téxico ocorre
devido a reducdo do tamanho das particulas, o qual promove alteracBes na
estrutura e propriedades eletronicas do material. Como consequéncia, as
nanoparticulas acabam pro-oxidando grupos funcionais, ativando ciclos redox e
interagindo com a superficie celular (MANKE; WANG; ROJANASAKUL et al,
2013).

16



No entanto, nem sempre os efeitos que as nanoparticulas proporcionam
ao sistema vegetal sdo deletérios. Alguns estudos tém demonstrado o quéo
complexo € o mecanismo de acdo das nanoparticulas em diferentes espécies
vegetais. Alguns pesquisadores tém analisado também os efeitos (positivos e
negativos) de diferentes nanoparticulas sobre a germinacdo de sementes de
diferentes espécies. Mudancas na morfologia e tamanhos de nanoparticulas de
diéxido de titanio e de oxido de zinco quando expostas a sementes de trigo
(Triticuma estivum L.) demonstraram ter um efeito toxico para a esta espécie,
além de provocarum acumulo diferenciado em regibes especificas da plantula
crescida, penetrando através da parede celular (DU et al, 2011).

Observa-se que a os efeitos que as nanoparticulas vdo desencadear no
sistema vegetal dependem da capacidade de absorgdo, translocacdo e
acumulacdo desse material no interior do modelo experimental vegetal e de
variaveis referentes as nanoparticulas também (RICO et al, 2011). Lin e Xing
(2008) investigaram o efeito fitotoxico de 5 tipos de nanoparticulas (nanotubos
de carbono de paredes multiplas, nanoparticulas de aluminio, alumina e 6xido de
zinco) na germinacdo de sementes e crescimento radicular de seis espécies de
plantas superiores (rabanete, colza, azevém, alface, milho e pepino). Os
resultados demonstraram que cada uma das nanoparticulas apresentaram um
efeito especifico na planta. Apenas as nanoparticulas de zinco e dxido de zinco,
com dimensoes entre 20-35 nm inibiram de forma significativa a germinacao de
sementes e 0 crescimento da raiz das seis espécies de plantas, apds 2 horas de
embebicdo. O crescimento da raiz foi claramente restrito com o aumento da
concentragéo e quase terminou a 200 mgL™t.

No entanto, Khodakovskaya et al (2009) observaram que a adigdo de
nanotubos de carbono em meio de cultura contendo sementes de tomate acelerou

0 processo de germinagdo e promoveu um aumento de 2,5 vezes na
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biomassa vegetal. Os autores ressaltam que tais resultados podem estar
associados a capacidade dos nanotubos de carbono melhorar a captacdo de agua
para o interior das sementes.

Alguns autores observaram que fatores inerentes as condigdes
experimentais e o0s reagentes de sintese também podem alterar os efeitos
resultantes dessas nanoparticulas, uma vez que modifica sua funcionalizacdo e
atividade. Elsaesser e Howard (2012) relataram que as nanoparticulas podem
interagir com variantes ambientais (ar, a 4gua e o solo) e consequentemente
alterar as propriedades e cargas de sua superficie o que resulta na perda da
estabilidade e agregacdo das mesmas. Ademais a escolha do agente redutor e do
estabilizante pode interferir diretamente na distribuicdo de tamanhos das
nanoparticulas e consequentemente alterarem a capacidade de penetracdo das
nanoparticulas nas células (AUFFAN et al, 2009; KHODASHENAS e
GHORBANI, 2015).

2.3 Cultivo in vitro de plantas e suas implica¢Ges em estudos de
nanotecnologias

Nos ultimos anos a cultura de tecidos vegetais vem se destacando
mundialmente como ferramenta biotecnoldgica, sua evolucdo se deve,
primordialmente, pelo carater multidisciplinar que Ihe é submetido, 0 que tem
desencadeado avancos significativos em termos de conhecimento e
aplicabilidade a muitos entraves na producdo de alimentos e na preservacao da
biodiversidade (CRIBB, 2004).

Neste processo evolutivo da micropropagacdo de plantas € importante
reconhecer que a cultura de tecidos vegetais teve varias etapas até observar a
grandeza de seus efeitos sobre a ciéncia (MARTINS e CARVALHO, 2012). Na
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cultura de tecidos vegetais, por exemplo, as técnicas associadas ao cultivo in
vitro de plantas tém dado suporte a diversas linhas de pesquisa envolvendo
genotoxicidade,  fitotoxicidade, fisiologia de plantas, germinacéo,
nanotoxicidade, etc (CID, 2014). A técnica de cultura de tecidos vegetais
varia de espécie para espécie e depende de um protocolo que combine os fatores
inerentes ao meio de cultura e condicdes de cultivo. A micropropagacdo in vitro
de Alibertia edulis, por exemplo, exige como condicdes ideais para germinacao
uma temperatura de 25°C, 80% de umidade relativa e um fotoperiodo de 16h
(SILVA et al, 2008). Qualquer desordem nos fatores de propagacéo vegetal pode
culminar em alteracdes morfofisiologicas nocivas ao desenvolvimento da planta
(PALMA et al, 2011). Sendo assim, observa-se que estas técnicas estabelecem
variaveis especificas de controle.

Uma dessas variaveis bastante importantes sdo as exigéncias referentes as
condicdes assepticas dos processos. A esterilizacdo por autoclavagem é o
processo de assepsia mais utilizado na cultura in vitro e é feita sob condicdes de
alta temperatura e pressdo (121°C, 1 atm) (YUCESAN et al, 2015; ZAFAR et al,
2016). No entanto, tais condi¢Ges podem alterar as propriedades de determinados
materiais que possam ser inseridos no meio, como por exemplo, nanoparticulas
de prata em analises nanotoxicoldgicas, e consequentemente alterar os efeitos
resultantes desse material (LIN e XING, 2007; KHODAKOVSKAYA et al,
2009).

Estudos tém mostrado que as reducdes do tamanho das particulas
promovem uma diminuicdo drastica no seu ponto de fusdo. De acordo com Qadri
et al (1999) o recozimento a vacuo de nanoparticulas de sufulreto de zinco,
realizado a partir da temperatura ambiente e aumentado até 500°C, promoveu a
fusdo das particulas. Ou seja, ha medida que as nanoparticulas receberam energia

houve uma tendéncia de aumento das particulas. Os autores ressaltaram que tais
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resultados podem estar associados a reducdo na temperatura de equilibrio de
transicdo devido ao tamanho reduzido das particulas. As propriedades eletronicas
e Oticas das nanoparticulas sdo determinadas tanto pelo seu tamanho como pela
forma (LINK e EL-SAYED, 1999).

Ademais, a sinterizagdo também pode estar associada ao aumento no
diametro de nanoparticulas. Esse fendmeno consiste em um processo fisico,
termicamente ativado, responsavel por reduzir a temperatura de fusdo de
particulas finas e produzir resisténcia mecéanica (BRITO; MEDEIROS;
LOURENCO et al, 2008). A sinterizacdo em nanoparticulas metélicas ocorrem
sob alta pressdo e alta temperatura. E observa-se que tal fenbmeno ocorre a uma
temperatura (200 °C) muito inferior ao ponto de fusdo da prata em escala macro
(960 °C), isso é normalmente atribuido ao ponto de fusdo reduzido das
nanoparticulas em comparacdo com o do metal macrométrico (MAGDASSI et
al, 2010). A partir da cinética e dinamica deste fendmeno, acredita-se que a
elevada nanoporosidade de superficie resultam em uma propor¢do aumentada de
atomos defeituosos interfaciais que também causam a reducéo da temperatura de
sinterizagdo (MOON et al, 2005).

2.4 Nanoparticulas de prata
A prata é um elemento utilizado desde tempos primitivos para confecgdo
de utensilios, joias, materiais odontoldgicos, fotografia, explosivos, etc. Varios
tipos de compostos de prata atuam também como agentes antimicrobianos,
dentre eles, destacam-se 0s nitratos de prata, sulfadiazina de prata, ze6lita de
prata, po de prata, 0xido de prata e cloreto de prata (WIJNHOVEN et al, 2009).
Antes do inicio da terapia com antibidticos, a prata era utilizada devido a

sua atividade antisséptica, especificamente para o tratamento de feridas e
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queimaduras abertas. O efeito antibacteriano de sais de prata tem sido utilizado,
atualmente para controlar o crescimento bacteriano em uma variedade de
aplicacdes, incluindo processos odontoldgicos, cateteres e queimaduras/feridas
(KIM et al, 2007). Observa-se que as nanoparticulas de prata apresentam a
mesma propriedade bactericida da escala macrométrica (RAI; YADAV; GADE
et al, 2009)

Conforme ilustra a figura 1, as nanoparticulas de prata na ceélula
bacteriana podem interagir com as proteinas da membrana e afetar sua
homeostase (LI et al, 2010). Quando as nanoparticulas de prata entram na célula
bacteriana, podem liberar ions de prata e formar uma regido de baixo peso
molecular no interior, a qual as bactérias se conglomeram, protegendo assim seu
DNA dos ions (MORONES et al, 2005). Além disso, pode ocorrer a formacédo de
espécies reativas de oxigénio capazes de se ligar as proteinas de membrana da
célula bacteriana causando alteracbes estruturais na parede celular e
consequentemente vazamento de substancias intracelulares acarretando a morte
celular do microrganismo (CHOI e HU, 2008). As EROs e os ions de prata
também podem afetar o DNA, inibindo sua replicacdo (FENG et al, 2000;
FABREGA et al, 2011).
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Figura 1 — InteragBes de nanoparticulas de prata em célula bacteriana

ROS i 7 o @ Nanoparticulas de prata

@ @ ons de prata

Proteinas de membrana

Fonte: Adaptado de CIOFFI e RAI (2012)

A prata em escala nanométrica apresenta propriedades bactericidas
eficazes contra um largo espectro de bactérias, incluindo estirpes resistentes a
antibidticos de acdo rapida, alguns fungos comuns como Aspergillus, Candidae
Saccharomyces. Outros estudos demonstraram a capacidade de alteracdo em
enzimas de expressao, importantes em processos inflamatérios e de reparacéo,
por nanoparticulas de prata (ASHARANI et al, 2008). Além disso, as
nanoparticulas de prata sdo também responsaveis pela modulacdo de citocinas
durante a cicatrizacdo de feridas e inibicdo da formacdo de comunidades
bacterianas, supressdo de interleucinas pro-inflamatdrias (IL-1p) e interleucinas
responsaveis pelas respostas citoldgicas (IL-12), supressdo do fator de necrose
tumoral (TNF) e inducdo na apoptose de células inflamatorias (KANG; JUNG;
LIM et al, 2012).

As AgNPs podem ser sintetizados por diferentes métodos, sejam eles

22



quimicos (BANERJEE et al, 2014) fisicos (TIEN et al, 2008) e bioldgicos
(THAKKAR; MHATRE; PARIKH et al, 2010). As nanoparticulas de prata sao
tipicamente sintetizadas quimicamente atraves da reducdo de um sal de prata na
presenca de um agente redutor, como o borohidreto de sddio, o acido ascorbico,
0 citrato de sédio, entre outros (SCHMIDT, 2010). Os ions do agente redutor
utilizado atuam sobre os precursores de ions metalicos formando pequenos
aglomerados com variagdes de tamanhos em um processo chamado de
nucleacdo. Porém, a geracao das particulas finais ocorre através da agregacgdo de
particulas menores e instaveis em prol do aumento das particulas maiores,
através do processo de "Maturacdo de Ostwald". Esse fendmeno consiste na
dissolucdo das particulas pequenas em suspensdo e deposi¢do da sua massa em
particulas maiores, minimizando a area interfacial para que se atinja um sistema
de maior estabilidade termodindmica. Em outras palavras, a solubilidade das
particulas aumenta com a reducéo do seu raio (FILHO e SERRA, 2015).

A estabilizacdo de nanoparticulas metalicas consiste numa das principais
dificuldades observadas durante sua aplicacdo. Isso se deve ao fato de que
nanoparticulas metalicas possuem uma alta energia superficial, favorecendo
termodinamicamente a imediata agregacdo destas para a formacdo de ligacdes
metal-metal (MELO JR et al, 2012). Os estabilizadores coloidais atuam
promovendo uma adsorcdo de cargas elétricas sobre a superficie das moléculas
no meio, levando a uma repulsdo das nanoparticulas enquanto uma distancia
critica é mantida entre elas, impedindo, dessa forma, a precipitacdo (SCHMIDT,
2010). Dentre os estabilizadores mais comumente utilizados estdo: o poli(alcool
vinilico), polivinilpirrolidona (PVP), aloumina de soro bovino (BSA) e alguns
derivados da celulose (MODYet al, 2010).

As solucges coloidais de prata em escala nanométrica requerem o devido

controle sobre sua morfologia durante a sintese, por isso parametros como pH ,
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tempo de agitacdo, quantidades relativas de reagentes e temperatura devem ser
respeitados (GARCIA- BARRASA; LOPEZ-DE-LUZURIAGA; MONGE,
2011). A coloracdo amarela resultante das solucdes de nanoparticulas de prata é
proveniente do fenbmeno denominado ressonancia de plasmons de superficie, o
qual se caracteriza por oscilagGes de elétrons de conducdo, em ressonancia com a
luz incidente. Quando a fracdo da luz é absorvida pelo objeto, ocorre excitacéo
dos elétrons em virtude da separacdo entre niveis de energia eletrénicos dos
compostos que constituem o objeto. E a coloracdo observada é proveniente de
ondas resultantes da oscilagdo coletiva de elétrons presentes em um composto
(BERNI NETO, 2010).

Estima-se que as AgNPs sejam o tipo de nanoparticulas mais
comercializado no mercado e também sdo consideradas as mais tdxicas
(KESSLER, 2011; BRAYDICH-STOLLE et al, 2005). Estudos apontam que a
exposicdo dessas AgNPs em  plantas podem acarretar efeitos variados
(KHODAKOVSKAYA et al, 2009). Com isso, nota-se que mais pesquisas em
nanotecnologia voltadas aos efeitos de nanoparticulas resultantes de diferentes
vias de sintese ainda sdo requeridas, uma vez que cada propriedade da
nanoparticula (tamanho, conformacdo e composicdo quimica, por exemplo)

consiste numa variavel a ser estudada.

2.5 Efeitos de nanoparticulas de prata em plantas

As nanoparticulas de prata podem ser liberadas no meio ambiente de
varias formas, por exemplo, durante sua sintese, fabricacdo de produtos,
utilizacdo e também pelo processo de reciclagem em compostos que apresentam
esses materiais em sua composicdo (MATHIAS; ROMANO; ROMANO et al,

2014). Como algumas nanoparticulas podem apresentar didmetros muito
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pequenos (<5 nm), esses materiais se tornam capazes de atravessar paredes
celulares intactas de plantas de forma eficiente, uma vez que os tamanhos de
poros de paredes celulares de plantas variam em dimensGes de alguns
nandmetros, por exemplo, 3,5-3,8 nm em pélos radiculares e 4,5-5,2 nm em
células do parénquima palicddico (CARPITA et al, 1979; DIETZ e HERTH,
2011). Dessa forma, as nanoparticulas, inclusive AgNPs, acabam alcangando a
membrana plasmatica e penetrando a célula através de processos endociticos e
transportes carreados por proteinas transportadoras ou canais i6nicos
(NAVARRO et al., 2008).

A figura 2 representa as consequéncias dessa internalizacdo
descontrolada de nanoparticulas de prata. Foi observado na espécie Eruca sativa
Mill. queas nanoestruturas podem ligar-se a diferentes tipos de organelas e
interferir nos processos metabdlicos. Observa-se que nanoparticulas de prata
conduzem potencialmente a efeitos secundarios toxicos, tais como 0 aumento na
geracdo de espécies reativas de oxigénio, perturbaces da homeostase e danos
nas membranas. Além disso, pode acarretar diminuicdo de biomoléculas
importantes para diversas vias metabdlicas, como proteinas, carboidratos,
lipidios, entre outras (VANNINI et al, 2013; HOSSAIN; MUSTAFA;
KOMATSU et al 2015).
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Figura 2 — Resposta celular de Eruca sativa induzida ao stress por nanoparticulas de

prata

Ag/ ZnO-NPs

= Manutengéo da
4 homeostase redox

Pertubagio da
! homeostase redox

Fonte: Adaptado de HOSSAIN; MUSTAFA; KOMATSU et al (2015)

Entretanto, os mecanismos de acdo das nanoparticulas de prata ndo sao
bem elucidados, uma vez que nem sempre sdo observados efeitos negativos
para a fisiologia das espécies. A tabela 2 apresenta alguns estudos sobre a
interacdo de AgNPs em modelos experimentais vegetal.
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Tabela 2 — Estudos da interagdo de nanoparticulas de prata em plantas

Tamanho Concentracao Espécie Efeitos Autor (es)
de
AgNPs
29+ 11 nm 1.5 -10%2 Cucumis sativus Baixa ou nula BARRENA et
nanoparticulas e Latuca sativa toxicidade na al (2009)
mL* germinagao e
cresimento das
plantas
<100 nm 25 ppm, 50 Allium cepa Genotoxicidade KUMARI;
ppm, 75 ppm e MUKHERJEE;
100 ppm CHANDRASE
KARAN et al
(2009)
5-25nm 0,5,10,20e Phaseolus Inibigdo de LEE; KWAK;
40mg Lt (em radiatus e crescimento em AN et al (2012)
meio &gar) Sorghum bicolor meio agar foi
0, 100, 300, maior que em solo
500, 1000 e
2000 mg kg *
(em solo)
25 nm 0,20,40e 60 Borago Aumento do SEIF et al
ppm officinalis comprimento da (2011)

parte aérea e do
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6,0+17
nm
(AgNPs
revestida
scom
goma
arabica) e
210+
17,0 nm
(AgNPs
revestida
scom
polivinilp

irrolidina

1,10e40mg
L-l

L. multiflorum,
Panicum
virgatum, Carex
lurida, C.
scoparia, C.
vulpinoidea, C.
crinita,
Eupatorium
fistulosum,
Phytolacca
americana,
Scirpus
cyperinus,
Lobelia
cardinalis e

Juncus effusus

ndmero de folhas

AgNPs revestidas YIN et al
com goma arabica (2012)
reduziram a taxa
de germinacéo de
em S. cyperinus,
J. effusus e P.
americana, mas
aumentou a
velocidade de
germinacdo em E.

fistulosum

Fonte: Do Autor (2017)

Dessa forma, observa-se que os estudos associados aos efeitos de

nanoparticulas de prata em plantas possuem grandes desafios. O de decifrar os

eventos que regulam os efeitos finais das nanoparticulas de prata em diferentes

modelos experimentais. E a busca de espécies que podem ser utilizadas como

bioenssaio, a fim de elucidar tais mecanismos (GEISLER-LEE et al, 2014).
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2.6 Physalis (Physalis peruviana L.)

O género Physalis € originario dos Andes e pertence a familia
Solanaceae, sua distribuicdo é cosmopolita tropical, sendo encontrada cerca de
3.000 espécies s6 na América do Sul. A espécie Physalis peruviana (Figura 3A),
a depender da regido recebe nomes variados como camapu, uchuva, uvilla ou
jué-de-capote, € uma espécie nativa dos Andes, mas atualmente ja existe varias
cultivares na América, Europa e Asia (GONZALEZ et al, 2008;
YILMAZTEKIN, 2014). A espécie apresenta diferentes usos na alimentagdo e
medicinal. Seus frutos podem ser consumidos in natura, bem como utilizados
para producdo de doces, geléias, sorvetes, bombons e molhos para saladas e
carnes. Foi identificada uma substancia chamada "Physalina”, capaz de atuar no
sistema imunolégico humano, fazendo com que essa espécie seja utilizada
também para fins medicinais (RUFATO et al, 2008).

Os frutos da Physalis peruviana (Figura 3B e 3C) apresentam coloracédo
alaranjada durante a maturidade, contendo de 100 a 300 sementes e ficam
envoltos por um célice formado por cinco sépalas com comprimento de cinco

centimetros durante seu desenvolvimento (MUNIZ et al, 2014).
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Figura 3 — (A) Planta de Physalis peruviana L. (B) Frutos de Physalis peruviana L.
envoltos pelo célice (C) Frutos e sementes de Physalis peruviana L.

r v

Fonte: Do autor (2017)

Além disso, os frutos desta espécie sdo ricos em vitaminas (A e C),
flavondides, ferro, fdsforo, alcaldides e fitoesterdides (RODRIGUES et al,
2014).

Devido as diferentes aplicacdes, essa espécie vem ganhando cada vez
mais espago na agricultura, e com isso mais estudos sobre seu crescimento e
desenvolvimento vem gerando uma melhor caracterizagdo da mesma. A P.
peruviana é uma planta (Figura 3A) que apresenta uma estrutura herbacea e
perene, ou seja, apresenta um caule ndo lenhoso ou flexivel e um ciclo de
vida longo, com uma boa taxa de crescimento (MUNIZ et al, 2014). Além de
que, a Physalis apresenta caracteristicas germinativas e bioquimicas bem
elucidadas na literatura, sendo, portanto, uma alternativa eficiente na

30



caracterizagcdo especifica dos efeitos de nanoparticulas durante seu cultivo.
(PUENTE et al, 2011). Tais fatores representam uma potencial aplicacdo dessa
espécie em bioenssaios, uma vez que, tais caracteristicas favorecem a obtenc¢éo

de resultados em curto prazo.
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RESUMO

As nanoparticulas de prata estdo inseridas em diversos produtos de consumo e
consequentemente acabam sendo descartadas no meio ambiente. Devido a falta
de estudos que comprovem a nocividade desse material para 0s organismos
vivos sua comercializagdo ocorre sem um prévio controle de seguranca. No
entanto, alguns estudos com plantas sugerem que em alguns casos os efeitos das
nanoparticulas de prata (AgNPs) podem ser tdxicos. A partir desse contexto,
investigou-se os efeitos das AgNPs com e sem tratamento térmico na
germinacdo, no crescimento e alguns parametros bioquimicos da Physalis
peruviana. Foi feita a sintese das nanoparticulas de prata e caracterizacdo das
mesmas com e sem processamento térmico adicional, a fim de avaliar a acdo da
temperatura nas propriedades das AgNPs. Foram realizadas analises dos efeitos
de diferentes concentragdes de nanoparticulas de prata (0,39, 0,77, 1,54 mg L)
com e sem processamento térmico (121°C, 1 atm) sobre a germinacéo,
parametros de crescimento da raiz e parte aérea e a na bioquimica (agUcares
redutores, agucares solUveis totais, aminoacidos, catalase, ascorbato peroxidase e
superoxido dismutase) de Physalis peruviana. Os resultados demonstram que as
concentracdes de 0,77 e 1,54 mg L de AgNPs aumentaram a biomassa da parte
aérea. No entanto, a menor concentracdo (0,39 mg L™?) reduziu a biomassa, o
comprimento da raiz e alguns parametros bioquimicos (agucares solUveis totais e
aminoacidos). Além disso, foi observado que os valores para massa seca da parte
aérea e da raiz, teor de agua da raiz, acucares sollveis totais, aminoacidos e
acucares redutores obtidos com AgNPs tratadas termicamente foi menor que
AgNPs ndo tratadas termicamente, a depender da concentracdo analisada.
Contudo, para esta especie nestas condicOes, pode-se concluir que as AgNPs
apresentaram baixa ou nenhuma toxicidade, a depender da concentracdo e da

temperatura.
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INTRODUCAO

A producao de novos materiais nanotecnoldgicos tem levado a crescente
proliferacdo de nanoparticulas aos mais variados setores industriais. Cada
nanoparticula apresenta propriedades Unicas, tais como a elevada &rea de
superficie e mobilidade, capazes de acarretar conseqliéncias inesperadas tanto
para a salde quanto ao meio ambientel. As nanoparticulas de prata tornaram-se o
tipo de nanomaterial mais comumente utilizado em produtos de consumo, devido
sua acdo bactericida2. Com isso, espera-se que estas nanoparticulas possam ser
liberadas no meio ambiente, onde seu destino e comportamento sdo amplamente
desconhecidos.

Os efeitos provocados pelas nanoparticulas de prata em espécies vegetais
podem estar relacionados a danos nas membranas celulares, reducdo de
biomoléculas importantes na reparacéo celular, liberacdo de ions Ag* no meio ou
a inducdo de estresse oxidativo®*. Diversos estudos tém demonstrado que os
efeitos das nanoparticulas de prata em plantas podem ser potencialmente
imprevisiveis quando expostas de forma descontrolada®®. Embora os
mecanismos de acdo desses nanomateriais sejam ainda desconhecidos, alguns
estudos revelam que seus efeitos dependem das dimensdes, morfologia e
composicdo quimica da nanoparticula. E também das condicBes experimentais,
como a concentracdo do material no meio, o tempo de exposicdo e a
temperatura’®,

Na cultura de tecidos vegetais, as técnicas associadas ao cultivo in vitro
de plantas tém dado suporte a diversas linhas de pesquisa envolvendo
genotoxicidade,  fitotoxicidade, fisiologia de plantas, germinagéo,
nanotoxicidade, etc®. No entanto, esta técnica requer condigdes assépticas através
de processos de esterilizagdo, entre estas, destaca-se a autoclavagem, feita sob

condigbes de alta temperatura e pressdo (121°C, 1 atm)®!!.  Tais condicdes
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podem alterar as propriedades de determinados materiais que possam ser
inseridos no meio, como por exemplo, nanoparticulas de prata em analises
nanotoxicologicas, e consequentemente alterar os efeitos resultantes desse
material'?13,

A literatura tém abordado a utilizacdo de diversas espécies vegetais
padrdo em bioenssaios relacionados a interacdo de AgNPs em plantas, como a
Arabidopsis thaliana, Allium cepa, Lactuca sativa, entre outras***>°, A Physalis
peruviana € uma espécie vegetal nativa dos Andes, pertencente a familia
Solanaceae. A rapida germinacéo e crescimento e a elucidacéo das caracteristicas
fisioldgicas desta espécie, na literatura, favorece sua utilizagdo em bioenssaios,
além disso, a familia Solanaceae apresenta importantes aplicacGes
agrondmicas®®l’,

A partir desse contexto, este estudo tem como objetivo avaliar os efeitos
de nanoparticulas de prata com e sem tratamento térmico para germinacao,

crescimento e alguns aspectos bioquimicos de Physalis peruviana L.

SECAO EXPERIMENTAL
Sintese e caracterizacdo de nanoparticulas de prata. As AgNPs
(nanoparticulas de prata) foram sintetizadas segundo metodologia descrita por

Turkevich (1951)! e Moco (2013)'° com adaptagbes. Foi preparada uma

solucdo de nitrato de prata 1,06 x 103 mol LY(Cennabras®) contendo 0,03g
de carboximetilcelulose sddica (Sigma-Aldrich®) em aquecimento e agitacdo
constantes. Apos atingir 95°C, a solucdo foi reduzida com 1 mL de solucdo de
citrato de sodio 1% (Synth®). A estabilidade das nanoparticulas de prata pos-
sintese foi monitorada por espectroscopia de absor¢do de UV-VIS (modelo
UV-1800, Shimadzu) de 7 em 7 dias, por um periodo de 21 dias. As AgNPs

eram armazenadas a 4°C em auséncia de luz. A morfologia e o tamanho das
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AgNPs com e sem tratamento térmico foram determinadas através de um
microscopio eletrénico de transmissdo (FEI Tecnai G2 F20) a 200 kv. A
distribuicdo de tamanhos das nanoparticulas com e sem tratamento térmico
também foi avaliada usando o equipamento Zetasizer Nano ZS (Malvern

Instruments, Inglaterra).

Condicdes experimentais e tratamentos. Sementes de Phylasis peruviana L.
(Empresa Ocati®) foram previamente desinfestadas com alcool 70% durante 30
segundos e uma solugdo de hipoclorito de sodio 2% e alcool 70% (1:1) por 2
minutos. Apos sucessivas lavagens em agua destilada, elas foram cultivadas em
caixas Gerbox (11 x 11 cm e 3,5cm de altura) contendo duas folhas de papel
Germitest. O teste de germinacdo foi realizado de acordo com a Regra de
Andlise de Sementes — RAS (BRASIL, 2009)?°. O papel foi umedecido com
volumes (mL) equivalente a 2,5 vezes o peso do papel seco, com solugdo de
nanoparticulas de prata em diferentes concentragdes (0,39 mg L™; 0,77 mg Lte
1,54 mg L1). A fim de avaliar a acdo do tratamento térmico nas nanoparticulas
de prata e seus efeitos no cultivo da Physalis, os nanomateriais foram
submetidos ao processo de autoclavagem (121°C, 1 atm) por 20 min, para
posterior etapa. De acordo com a tabela 1, foram avaliados os efeitos
relacionados a concentragdo de nanoparticulas (0,39 mg LY 0,77 mg L e 1,54
mg L) e a presenga e auséncia de tratamento térmico nas solucdes de
nanoparticulas. O controle negativo foi utilizado &gua destilada. As caixas
gerbox contendo as sementes nos diferentes tratamentos foram armazenadas em

BOD com temperatura de 25°C e fotoperiodo de 16 horas.
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Tabela 1. Condicdes experimentais de cada tratamento

Tratamentos Concentragéo Tratamento
(mg LY térmico
TO 0 -
T1 0,39 121°C, 1
atm por 20
min
T2 0,39 -
T3 0,77 121°C, 1
atm por 20
min
T4 0,77 -
T5 1,54 121°C, 1
atm por 20
min
T6 1,54 -

Parametros avaliados. Foram analisados os efeitos das AgNPs na germinacéo
das sementes de Physalis peruviana L. Calculado de acordo com a férmula de
Maguire (1962)2L,

VG = (%) + (%) + (%) + ..+ (%), em que:

IVG= indice de velocidade germinativa;

Gl, G2, G3..Gn= numero de plantulas computadas na primeira, segunda,
terceira e Gltima contagem;

N1, N2, N3...Nn= nimero de dias da semeadura a primeira, segunda, terceira e

ultima contagem.

O ensaio foi realizado até todas as sementes germinarem ou obter-se um
numero constante de germinagfes para 0S respectivos tratamentos. ApoOs esse

periodo, as plantulas foram transferidas para tubetes de polipropileno (11 x 5 x
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5cm) contendo substrato a base de casca de pinus, turfa e vermiculita expandida,
enriquecido com macro e micronutrientes (Tropstrato HT Hortalicas®) e depois
colocadas em uma sala a 25 + 5 °C e fotoperiodo de 16 h . Os tubetes com as
plantulas foram irrigados com 4,5 ml com a solucdo de AgNPs dos seus
respectivos tratamento a cada 7 dias.

Apo6s 60 dias da transferéncia para substrato, foram realizadas
avaliacOes de crescimento: comprimento da raiz (cm), comprimento da parte
aerea (cm), massa seca (g) e massa fresca da raiz (g), massa seca(g) e massa
fresca da parte aérea (g), numero de folhas, teor de agua da raiz (%) e teor de
agua da parte aérea (%). A analise de massa seca foi realizada segundo
Figueiredo et al (2006)?. E o teor de 4gua (TA) foi calculado de acordo com
Amaral et al (2000)> com base na massa fresca e seca das plantulas, a partir

da relacéo:

massa fresca—massa seca

Teor de agua (%) = x 100 (23)

massa fresca

Foram realizadas andlises bioguimicas das plantas inteiras, para
quantificacdo de aglcares sollveis totais através do método da Antrona?t. Para
os agUcares redutores foi utilizado o método de DNS?°. Os aminoacidos foram
quantificados pelo método da Ninidrina? e as proteinas pelo método de Bradford
(1976)?". Foram feitas analises bioquimicas, para analisar a atividade da
Superdxido Dismutase (SOD) de acordo com Giannopolitis e Ries (1977)%, da
Catalase (CAT) segundo Havir e McHale (1987)%° e da Ascorbato peroxidase
(APX) de acordo com Nakano e Asada (1981)%°.

Analise estatistica dos dados. Todos os experimentos foram realizados em

delineamento inteiramente casualizado (DIC). Foi realizada andlise de variancia
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(ANOVA) e comparacdo de médias pelo Teste de Scott Knott com um nivel de
significancia 5% de probabilidade (p < 0,05) utilizando o programa estatistico
SISVAR®,

RESULTADOS E DISCUSSAO

Sintese e Caracterizacdo de AgNPs. A figura 1 representa a analise da
estabilidade das nanoparticulas de prata sintetizadas ao longo de 21 dias de
armazenamento. E possivel observar um aumento na concentracio das
nanoparticulas no meio, sem fase estavel, ou seja, a reacdo nao foi finalizada

apos a sintese e continuou ao longo dos 21 dias.

®— Concentragdo de AgNPs,

20

10 4

Concentragio (mg L)
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Figura 1. Estabilidade de nanoparticulas de prata (AgNPs) ap6s 0, 7, 14 e 21 dias.

A carboximetilcelulose utilizada para estabilizar as nanoparticulas pode
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atuar também como agente redutor da reacdo, desta forma, nenhum outro
reagente é necessario®2. Os resultados deste trabalho diferem com os obtidos por
Chen et al (2008)*3, o oqual obteve AgNPs, estabilizadas com
carboximetilcelulose, estaveis por 2 meses a temperatura ambiente, sem qualquer
alteracdo visivel, no entanto, os autores utilizaram o microondas como método
para indugdo do crescimento das nanoparticulas. Segundo He e Zhao (2007)*,
nanoparticulas de ferro sintetizadas a base de dgua sdo menos estaveis quando
comparados a nanoparticulas sintetizadas com outros meios e exigem a adi¢do de
agentes estabilizantes. A estabilidade dessas nanoparticulas durou 9 dias a
temperatura ambiente.

O diametro médio das nanoparticulas de prata com e sem o tratamento
térmico adicional foi analisado através do espalhamento dindmico de luz e da
microscopia eletronica de transmissdo. De acordo com a figura 2, AgNPs sem
tratamento térmico apresentaram uma distribuicdo bimodal de tamanhos em
gue,a média dessas nanoparticulas no primeiro pico foi de 4 nm e no segundo
pico de 50 nm. As AgNPs obtidas apds tratamento térmico apresentaram uma
distribuicdo trimodal de tamanhos, cujo primeiro pico apresentou uma média de
58nm, o segundo pico média de 459 nm e o terceiro pico uma média de 5560
nm. O agente redutor utilizado na sintese das nanoparticulas, o citrato de sédio, é
considerado um redutor fraco que produz AgNPs com uma larga distribuigédo de

tamanhos®®,
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Figura 2. Distribuicdo de tamanhos de AgNPs (A) sem tratamento térmico (B) com tratamento
térmico.

Esses resultados demonstram que 0 processo térmico altera o didmetro
inicial de particulas em escala nanométrica no meio. Embora ainda haja
nanoparticulas, outras escalas sdo observadas, como por exemplo, particulas em
escala micrométricas. As nanoparticulas sdo materiais ou fracdes sélidas que
atinge dimensdes de 1-100 nm, ap6s esse intervalo, as particulas sdo
consideradas micrométricas®®.

A figura 3 demonstra que, em geral, as amostras tanto com tratamento
térmico quanto as sem tratamento térmico dicional sdo dimensionalmente poli-
dispersas. A maioria das particulas individuais detectadas mostra uma forma
quasi-esférica.

48



. & -
> |

c‘\

500 nm IE SO'gnm

Figura 3. Microscopia eletronica de transmissdo mostrando residuos organicos (setas pretas), A)
Microparticulas de prata (AgMPs) e B) Nanoparticulas de prata (AgNPs).

Observou-se também a presenca de residuos organicos do processo de
producdo nas imagens (indicados pelas setas pretas nas figuras 3A e 3B),
inseridos como na forma de alguns sombreamentos acinzentados proximos a
pontos menores e mais escuros, que representam AgNPs agregadas. Os fatores
determinantes da morfologia das nanoparticulas estdo inerentes a reacdes
ocorridas no meio, como, nucleacao, crescimento das particulas, concentracao de

reagentes e tipo do reagente®’.

Efeito de AgMPs e AgNPs no indice de velocidade germinativa e
crescimento de Physalis peruviana L. O indice de velocidade germinativa
apresentou uma média geral de 16+ 2 e ndo foi observado diferenga significativa
entre eles. Segundo Lin e Xing (2007)® o tegumento das sementes podem
apresentar permeabilidade seletiva. Sendo assim, poluentes nocivos ao
crescimento da raiz, ndo afetam a germinacdo. Isto pode explicar porque a

germinacdo das sementes neste estudo ndo apresentou diferenga significativa
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quando expostas as diferentes solugdes de nanoparticulas de prata.

Observa-se na figura 4 que todas as concentragfes do tratamento com
apenas AgNPs afetaram significativamente, em relacdo ao controle, a biomassa
(massa seca e massa fresca) da parte aérea, promovendo um aumento de 0.01+1
g da massa seca. Embora os resultados ndo apresentaram diferenca significativa
em relacdo ao controle para a massa fresca da parte aérea é possivel observar
uma certa propensao a este aumento de massa em funcdo da utilizacdo de
AgNPs.
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Figura 4. Efeito de microparticulas de prata (AgMPs) e nanoparticulas de prata (AgNPs) na biomassa
da parte aérea de Physalis peruviana expostas a diferentes concentragdes (0, 0,39, 0,77 e 1,54 mg L1).
*Médias seguidas de letras maiusculas nas colunas e letras minasculas nas linhas ndo diferem entre si
a 5% de probabilidade pelo teste de Scott Knott.

A biomassa (massa seca € massa fresca) da parte aérea também foi
afetada significativamente, em relacdo ao controle, quando expostas a solugédo
contendo AgNPs e AgMPs, mas apenas nas concentracfes de 0,77 e 1,54 mg
L. A exposicio das plantas a essas concentragdes promoveram um aumento

na massa seca de 0.015 e 0.018 g, respectivamente e na massa fresca de 0.111
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e 0.130 g, respectivamente.

Estudos apontam espécies do género Physalis como potenciais
ferramentas de fitorremediacdo em areas acumuladoras de metais pesados®>.
Sabe-se que os efeitos de AgNPs e AgMPs pode estar associado com a
liberacdo de Ag® no meio que estdo inseridas. Dessa forma, AgNPs e AgMPs
sdo uma fonte de Ag* o que, consequentemente, pode levar ao rapido
acumulo desse elemento no interior das plantas***2, Colman et al (2013)*
observoram que cinco espécies de plantas que ocorrem comumente (Carex
lurida, Juncus effusus, Lobelia cardinalis, Microstegium vimineum e Panicum
virgatum) acumulam significativamente mais Ag* nos tecidos acima do solo,
ou seja, na parte aérea. Tais fatores podem explicar o aumento da biomassa na
parte aérea pelos tratamentos.

A figura 5 ilustra que a menor concentragéo (0,39 mg L) do tratamento
contendo AgNPs e AgMPs afetou significativamente a biomassa da raiz, em
relacdo ao controle, promovendo uma reducdo de 0.004 e 0.038 g na massa

seca e massa fresca, respectivamente.
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Figura 5. Efeito de microparticulas de prata (AgMPs) e nanoparticulas de prata (AgNPs) na biomassa
da raiz de Physalis peruviana expostas a diferentes concentragdes (0, 0,39, 0,77 e 1,54 mg L1).
*Meédias seguidas de letras mailsculas nas colunas e letras minusculas nas linhas néo diferem entre si
a 5% de probabilidade pelo teste de Scott Knott.
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N

parte aérea, pois diferentes espécies de plantas tém diferentes sensibilidades a
toxicidade induzida por AgNPs. De acordo com Colman et al (2013)® a
espécie Microstegium vimineum mostrou maior sensibilidade aos efeitos de
AgNPs que as outras espécies (Carex lurida, Juncus effusus, Lobelia
cardinalis e Panicum virgatum), a qual reduziu a biomassa da parte aérea em
32%, em relacdo ao controle, mas sua biomassa radicular ndo foi afetada de
forma significativa.

O tratamento contendo apenas AgNPs ndo afetou significativamente a
massa seca da raiz, mas a massa fresca da raiz aumentou 0.014 g, em
relacdo ao controle, apenas quando exposta a concentracdo de 1,54 mg L.
As diferencas aparentes sobre os efeitos de AgNPs nas plantas podem surgir
de propriedades relacionadas a concentracdo de nanoparticulas no meio, a
espécie da planta e 0o tempo de exposicdo e as concentragdes**. Segundo
Hojjat e Hojjat (2015)*°, a acdo de AgNPs em feno-grego (Trigonellafoenum-
graecum) apresentou uma variacdo dose-dependente quanto aos seus efeitos
no crescimento da espécie. O comprimento e o teor de agua da parte aérea e 0
numero de folhas ndo foram afetados de forma significativa, independente dos
tratamentos. Porém, teor de &gua da raiz (Figura 6) foi reduzido em 9 e 6% em
relacdo ao controle, nas concentragdes de 0,39 e 0,77 mg L™, respectivamente,
nos tratamentos contendo apenas AgNPs.

O tratamento com AgNPs e AgMPs nas concentragdes de 0,39 mg L e
1,54 mg L promoveram uma redugio no comprimento da raiz de 2,22 e 3,09
com, respectivamente (Figura 6). Tal reducdo também foi observado na

concentragdo de 0,39 mg L (3,67 cm) do tratamento com apenas AgNPs.

52



AaAa

20 t
Aa Aa
1 Aa Ab % Sis
= WAENPs/AsMPs
WAENPs/AsMPs ; AgNPs
AgNPs 5
£
ol M

0 039 0 039
Concentragdo de AgPs (mg LY Concentragdo de AgPs (mv L- 1)

Comprimento daraiz (cm)

Teor de 4 araiz
9 va o
323233

Figura 6. Efeito de microparticulas de prata (AgMPs) e nanoparticulas de prata (AgNPs) no teor de
agua e comprimento da raiz de Physalis peruviana expostas a diferentes concentragoes (0, 0,39, 0,77 e
1,54 mg L),

*Médias seguidas de letras maiusculas nas colunas e letras minudsculas nas linhas néo diferem entre si
a 5% de probabilidade pelo teste de Scott Knott.

As paredes celulares nas superficies radiculares apresentam uma
permeabilidade seletiva que permitem a passagem de moléculas de agua e
solutos pequenos através dos poros, mas impedem a passagem de materiais
coloidais com diametros de particula maiores que 8 nm. Em alguns casos a
acumulacdo de particulas coloidais nas paredes celulares da raiz pode reduzir
0 didmetro médio dos poros na matriz da parede celular. Tal mecanismo pode
promover a acumulacdo de particulas na interface de parede e
consequentemente reduz o transporte de agua para o interior da raiz formando
camadas de agregados na superficie e diminuindo a entrada de agua nas
paredes celulares epidérmicas radiculares. Estas respostas sintomaticas
parecem envolver interagBes fisicas e ndo toxicas entre nanoparticulas e
raizest.

Além disso, vérias transformacgdes podem ocorrer com as particulas de
prata no ambiente, tais como a agregacdo e dissolucdo, afetando suas
propriedades, comportamento e efeitos*. A determinagéo dos efeitos finais de

particulas coloidais metalicas e seus 6xidos em organismos vivos é complexa,
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devido a dissolucédo potencial dos ions metalicos dessas particulas e a captacdo

destes pela célula®’.

Efeito de AgMPs e AgNPs em alguns parametros bioquimicos de Physalis
peruviana L. Na figura 7 observa-se que as concentracdes de 0,39 e 0,77 mg L*
promoveram uma reducdo no teor de agucares solUveis totais (AST) de 485,25 e
225,25 umol g, em relagdo ao controle, quando expostas ao tratamento com
AgNPs e AgMPs. No entanto, no tratamento com AgNPs apenas, quando
comparado com o controle, a menor concentragdo (0,39 mg L) promoveu um
aumento de 607,73 pmol g no teor de AST, enquanto a concentragio de 0,77
mg L continuou a reduzi-lo (463,09 umol g2).

O teor de acucares redutores (AR) foi significativamente reduzido, em
relagdo ao controle, nas concentragdes 0,77 mg L™ (450.9 pmol g) e 1,54 mg L
1 (34351 umol g?) de nanoparticulas de prata, apenas. Esses resultados
corroboram com o0s obtidos por Arora et al (2012)*8, que observaram um
aumento significativo dose-dependente de AST e AR em Brassica juncea
guando expostas a 25 ppm de nanoparticulas de ouro. Apds atingir um limiar de
concentracdo dessas nanoparticulas, o teor de aclcares solUveis totais e agucares
redutores foi reduzido.

Estudos sugerem que plantas (especialmente aquelas com capacidade
bioacumuladora) geralmente depositam o0s metais na forma de nanoparticulas no
seu interior e os acUcares presentes nos extratos de plantas podem também
induzir a formacdo de nanoparticulas metalicas. Foi observado que agUcares
redutores, tais como a glicose e a frutose atuam como um agente redutor com

potencial atividade antioxidante também?*®°,
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Figura 7. Andlises bioquimicas do efeito de AgMPs e AgNPs em acUcares solUveis totais, agUcares
redutores e aminoacidos de plantulas de Physalis peruviana expostas a diferentes concentracdes (0,
0,39,0,77 € 1,54 mg L-1).

*Médias seguidas de letras maidsculas nas colunas e letras minUsculas nas linhas ndo diferem entre si
a 5% de probabilidade pelo teste de Scott Knott.

O teor de aminoacidos (Figura 7) foi significativamente reduzido nas
concentracdes 0,39 e 1,54 mg L apenas no tratamento com AgNPs e AgMPs,
alcancando valores de 75.85 e 79.95 umol g. De acordo com Olkhovych et al
(2016)°!, os aminoacidos de plantas de Pistia stratiotes L. expostas a nanoparticulas
metalicas (cobre, zinco, e a sua composicédo binaria) foram reduzidos em proporgdes
diferentes, a depender do tipo da nanoparticula. A quantidade de metionina, por
exemplo, foi reduzida significativamente, apenas na presenca de nanoparticulas

de zinco a uma concentragdo de 89 mg L.
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Os resultados do teor de proteinas e das atividades enzimaticas ndo
apresentaram diferencas significativas com o controle para nenhum dos
tratamentos e concentracGes utilizadas. A primeira hipGtese para atividade das
enzimas antioxidantes ndo apresentar diferencas significativas com o controle,
é a de que apenas a fragdo de tamanhos entre 1-10 nm foi capaz de penetrar
nas células das plantas, considerando que essa € uma fracdo pequena, neste
estudo, muitas nanoparticulas podem ter ficado agregadas as células da
periderme formando aglomerados e ndo foi suficiente para provocar um
estresse oxidativo e consequentemente aumentar a concentragdo dessas
enzimas antioxidantes®. A segunda hipotese é a de que a Physalis peruviana
possa ter reduzido os efeitos de EROs causadas por AgNPs com um aumento
na concentragdo de outras substancias antioxidantes no seu interior, como por
exemplo, terpendides e carotendides>>*,

Além disso, a carboximetilcelulose foi o agente estabilizante utilizado
neste trabalho. A carboximetilcelulose é um polimero natural bastante utilizado
em sinteses sustentaveis de nanomateriais, as quais reduzem o uso de solventes
perigosos ou outros ingredientes toxicos. Os processos incluem a producdo de
nanomateriais sem prejudicar o meio ambiente ou a salde humana. A principal
aplicacdo da carboximetilcelulose nessas rotas de sintese é devido sua baixa
toxicidade e elevada sensibilidade®.

Ademais, utilizou-se o citrato de sédio como agente redutor. Quando
comparado com outros agentes redutores (borohidreto de sédio, por exemplo), as
nanoparticulas obtidas pelo método com citrato sdo maiores e consequentemente
menor sua capacidade de penetragio®®.

Com isso, conclui-se que tanto as microparticulas quanto as
nanoparticulas acarretaram poucas ou nenhuma modificacdo na fisiologia das

plantas, a depender da concentracdo e temperatura analisada. Além disso, foi
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observado neste estudo, que a temperatura influenciou os efeitos das AgNPs,
de forma significativa. Estes resultados sugerem que a utilizacdo de
metodologias aplicadas a andlises nanotoxicologicas utilizando variacdes na
temperatura pode comprometer as propriedades fisico-quimicas das
nanoparticulas e consequentemente a validacdo dos efeitos das mesmas no
modelo experimental. Contudo, mais estudos sdo necessarios a fim de consolidar

a acdo de AgNPs em Physalis.
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