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RESUMO

O fitoterapico a base de Avena sativa L. (Neuravena®) destaca-se por possuir
relatos na literatura cientifica, demonstrando a presenca de ativos antioxidantes
como avenantramidas, passiveis de serem estudados para obtencdo de
nanoparticulas de prata (AgNPs) a partir de sintese verde. Métodos para
sintetizar nanoparticulas (NPs) sdo caros e podem causar consequéncias
negativas para o meio ambiente devido a utilizacdo de substancias toxicas e
perigosas. Como resultado, tecnologias de sintese verde de AgNPs foram
criadas. A biossintese de nanoparticulas € um tipo de abordagem onde a
principal reacdo que ocorre é a de reducdo/oxidagdo. Os extratos vegetais, com
suas propriedades antioxidantes ou redutoras, sdo geralmente responsaveis
pela reducdo dos compostos metalicos em suas respectivas NPs. O objetivo
desse estudo foi obter AQNPs por meio de sintese verde, utilizando Avena sativa
L. (Neuravena®) como fitoterapico e avaliar a atividade antioxidante por meio do
teste in vitro de sequestro de radical livre estavel DPPH (1,1-difenil-2-
picrilhidrazil) destas nanoparticulas. Para a formacdo das AgNPs testou-se a
variacao da concentracdo de AgNOs, extrato, pH, temperatura e tempo. Por meio
da técnica espectrofotométrica UV-Vis foi possivel a confirmagédo da banda na
regido de 400 nm, a qual indica a formacédo de AgNPs, conforme descreve a
literatura. Para a atividade antioxidante foi aplicado o teste de DPPH (1,1-difenil-
2-picrilhidrazil). O melhor perfil da solugéo coloidal de prata resultou da condicao
de 1,0 mg/mL de extrato, 10 mmol/L de AgNOs em pH 10 a 30°C por 60 min.
Para o teste de DPPH o extrato a 1,0 mg/mL apresentou 19,67+0,65 de atividade
antioxidante e as AgNPs 42,98+1,31. De acordo com os resultados obtidos é
possivel concluir que a metodologia utilizada para obtencédo das AgNPs mostrou-
se eficiente. Como as nanoparticulas de prata exibiram altas propriedades
antioxidantes, as mesmas podem ser utilizadas no tratamento de doencas
causadas por estresse oxidativo e também para o desenvolvimento de
antioxidantes mais potentes.

Palavras-chave: Sintese quimica, Inibidores quimicos, Fitoterapia.



ABSTRACT

The herbal medicine based on Avena sativa L. (Neuravena®) stands out for
having reports in the scientific literature, demonstrating the presence of active
antioxidants such as avenanthramides, which can be studied to obtain silver
nanoparticles (AgNPs) from green synthesis . Methods for synthesizing
nanoparticles (NPs) are expensive and can cause negative consequences for the
environment due to the use of toxic and dangerous substances. As a result, green
AgNP synthesis technologies were created. Nanoparticle biosynthesis is a type
of approach where the main reaction that occurs is reduction/oxidation. Plant
extracts, with their antioxidant or reducing properties, are generally responsible
for the reduction of metallic compounds in their respective NPs. The objective of
this study was to obtain AgNPs through green synthesis, using Avena sativa L.
(Neuravena®) as herbal medicine and to evaluate the antioxidant activity through
the in vitro stable free radical scavenging test DPPH (1,1-diphenyl-2-
picrylhydrazyl) of these nanopatrticles. For the formation of AgNPs, variations in
the concentration of AQNO3, extract, pH, temperature and time were tested.
Using the UV-Vis spectrophotometric technique, it was possible to confirm the
band in the 400 nm region, which indicates the formation of AgNPs, as described
in the literature. For antioxidant activity, the DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl)
test was applied. The best profile of the colloidal silver solution resulted from the
condition of 1.0 mg/mL extract, 10 mmol/L AgNO3 at pH 10 at 30°C for 60 min.
For the DPPH test, the extract at 1.0 mg/mL showed 19,67+0,65 antioxidant
activity and the AgNPs 42,98+1,31. According to the results obtained, it is
possible to conclude that the methodology used to obtain AgNPs proved to be
efficient. As silver nanoparticles exhibited high antioxidant properties, they can
be used to treat diseases caused by oxidative stress and also for the
development of more potent antioxidants.

Keywords: Chemical synthesis, Chemical inhibitors, Phytotherapy.
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1. INTRODUCAO

Uma classe de medicamento importante para o tratamento de diferentes
doencas sao os fitoterapicos, os quais sédo obtidos exclusivamente de matérias-
primas vegetais e podem ser simples (proveniente de uma planta) ou composto
(de mais de uma planta) (FERREIRA et al., 2014). Estes passam por processos
farmacéuticos industriais de producao, seguem rigorosos controles de qualidade
e precisam ter registro na Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA,
2018). A velocidade e intensidade de acéo dos fitoterdpicos dependem de varios
fatores como: os ativos e suas concentracdes, doses, horario de administracéo
e interacdo medicamentosa, assim como ocorre com 0s medicamentos sintéticos
(FAUSTINO et al., 2010). A eficacia deste tipo em questdo nao é maior ou menor
que a dos sintéticos, a diferenca € que os fitoterdpicos apresentam
concentracfes de principios ativos normalmente menores, o que pode diminuir
0s seus efeitos adversos, em comparacdo com medicamentos sintéticos. Porém,
os fitoterapicos também sdo aptos a apresentar efeitos colaterais,
contraindicacdes e efeitos toxicos, sendo assim, devem ser prescritos pelo

médico e utilizados com responsabilidade (AMEH et al., 2010).

O estresse oxidativo ocorre a partir da existéncia de um desequilibrio entre
compostos oxidantes e antioxidantes, em decorréncia da formagao em excesso
de radicais livres ou em detrimento da velocidade de remocéo dos mesmos. Esse
processo leva a oxidacdo de biomoléculas com consequente perda de suas
funcdes biologicas e/ou desequilibrio homeostatico, provocado por dano

oxidativo potencial contra células e tecidos (BARBOSA et al., 2010).

Esse processo em questao possui aspectos relacionados ao processo etiologico
de varias doencas crbnicas ndo transmissiveis, incluindo transtornos
neurodegenerativos, cancer, aterosclerose, obesidade e diabetes. Estudos
comprovam que a geracao de radicais livres desencadeia eventos patologicos
que estdo relacionados a processos cardiovasculares, carcinogénicos e
neurodegenerativos (BARBOSA et al., 2010).



17

Os mecanismos de defesa antioxidantes decorrem da producdo continua de
radicais livres durante os processos metabdlicos. Os mecanismos de defesa tém
por objetivo limitar os niveis intracelulares dessas espécies reativas e controlar

possiveis ocorréncias de danos ao metabolismo (BARBOSA et al., 2010).

Estudos tém demonstrado a importancia da investigagcdo de novos compostos
antioxidantes para o controle e tratamento de enfermidades correlacionadas ao
estresse oxidativo causado principalmente por radicais livres. Um antioxidante
qualquer substancia que, em baixas concentracdes tem o poder de retardar a
oxidacado de moléculas (DE OLIVEIRA et al., 2021). Essa propriedade pode ser
encontrada em moléculas ativas de origem vegetal, principalmente em plantas
consideradas medicinais ou com potencial em produzir compostos ativos de
interesse farmacologico, cosmético e/ou nutricional. Neste contexto, o
fitoterapico a base de Avena sativa L. (Neuravena®) destaca-se por possuir
relatos e dados na literatura cientifica demonstrando a presenca de ativos
antioxidantes, como a avenantramida-C, que representa 30% do total da
avenantramidas no grao de aveia, passiveis de serem estudados para obtencéo

de nanoparticulas metalicas a partir de sintese verde (WONG et al., 2013).

Extensivas pesquisas foram realizadas nas ultimas décadas, com énfase no
estudo sobre o efeito de nanoparticulas (NPs) em sistemas vivos, incluindo
plantas e outros organismos. As NPs sdo amplamente utilizadas no dia a dia,
como na ciéncia médica, agricultura, meio ambiente e outras areas sob ciéncia
e tecnologia, devido a propriedades fisicas especificas (VISHWAKARMA et al.,
2017).

Métodos para sintetizar nanoparticulas sdo caros e podem causar
consequéncias negativas para 0 meio ambiente devido a utilizacdo de
substéancias toéxicas e perigosas. Como resultado, tecnologias de sintese verde
de nanoparticulas foram criadas. Esse método utiliza sistemas biologicos como
leveduras, fungos, bactérias e extratos de plantas, tornando-se uma alternativa
mais segura e ecoldgica as abordagens quimicas. Os extratos vegetais sao
amplamente utilizados por uma variedade de razles, incluindo, distribuicéo
global, diversidade de espécies, manuseio seguro, disponibilidade de uma gama
diversificada de metabdlitos com alto potencial de reducao, baixo desperdicio e
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custos de energia (YAZDANIAN et al., 2022). A nanotecnologia € uma
ferramenta confiavel e favoravel ao meio ambiente para a sintese de particulas
em nanoescala, segue caracteristicas especificas fisico-quimicas, como alta
superficie relacdo area/volume, o que potencialmente resulta em alta
reatividade. A biossintese de nanoparticulas € um tipo de abordagem onde a
principal reagcdo que ocorre é a de reducdo/oxidagdo. Os extratos vegetais, com
suas propriedades antioxidantes ou redutoras, sdo geralmente responsaveis
pela reducdo dos compostos metalicos em suas respectivas nanoparticulas.
(OJHA et al., 2013). A sintese verde fornece avangos sobre produtos quimicos
e método fisico, pois é rentavel e favoravel ao meio ambiente e oferece melhor
manipulacdo. Isso motivou um aumento em pesquisas sobre as rotas sintéticas
que permitem melhor controle de forma e tamanho para diversas aplicacdes

nanotecnoldgicas (OJHA et al., 2013).

Diante do exposto, a obtencao de nanoparticulas de prata (AgNPs) por meio de
sintese verde € de grande importancia, pois além dessas nanoparticulas
apresentarem possivel aplicacdo na induastria farmacoldgica, alimenticia e
cosmetoldgica, sabe-se que ndo existem atualmente dados na literatura sobre
sintese verde dessas nanoparticulas, utilizando Avena sativa L. (Neuravena®)

como fitoterapico.

Assim, o presente trabalho teve por objetivo obter nanoparticulas de prata por
meio da sintese verde, utilizando Avena sativa L. (Neuravena®) como
fitoterdpico e avaliar a atividade antioxidante por meio do teste in vitro de
sequestro de radical livre estavel DPPH destas nanopatrticulas.
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2. FITOTERAPICOS

De acordo com a legislacao brasileira, fitoterapicos sdo medicamentos obtidos a
partir de plantas medicinais (BRASIL, 2014). A utilizagdo desses medicamentos,
se apresenta cada vez mais crescente nos ultimos anos, especialmente em
paises como o Brasil, que possui uma flora extremamente rica e diversa,
proporcionando a maior parcela da biodiversidade do mundo, que constitui a
matéria-prima essencial para a producdo desses medicamentos.
(LOURENZANI, W.; LOURENZANI, A.; BATALHA, 2004). O mercado global de
fitoterapicos movimenta cerca de US$ 22 bilhdes anualmente, com a Alemanha
liderando o maior mercado mundial (VARELA; AZEVEDO, 2014).

Conforme informacgdes da Organizacao Mundial da Saude (OMS), cerca de 80%
da populacdo mundial utiliza produtos a base de plantas para tratar condi¢cdes
de saude (LEITE, 2013). A importancia dos fitoterapicos reside em sua eficacia
e seguranca quando utilizados corretamente. As plantas medicinais possuem
compostos quimicos naturais que apresentam propriedades terapéuticas, como
anti-inflamatorias, analgésicas, antivirais, antioxidantes, entre outras (DE
CROCE, 2020). Esses medicamentos sdo comumente utilizados como uma
alternativa aos farmacos sintéticos convencionais, que muitas vezes podem
apresentar efeitos colaterais (LOURENZANI, W.; LOURENZANI, A.; BATALHA,
2004).

De acordo com o conceito da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA),
o medicamento fitoterdpico € obtido a partir de matérias primas vegetais,
caracterizado por meio do conhecimento da efichcia e dos riscos de sua
utilizagédo, reprodutibilidade e constancia de sua qualidade. A eficacia e
seguranca dos fitoterapicos sdo validadas por meio de levantamentos
etnofarmacologicos de utilizagdo, documentacbes tecnocientificas em
publicacdes ou ensaios clinicos fase 3 (NICOLETTI et al., 2007). Passam por
processos farmacéuticos industriais de produc&o, seguem rigorosos controles de
qualidade e precisam ter registro na Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA, 2018).
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Os avangcos nas pesquisas com fitoterapicos permitiram constatar que estes
apresentam um mecanismo de acado total ou parcialmente esclarecido a nivel
farmacoldgico, toxicolégico e molecular, com avaliacdo toxicoloégica segura e
estudos de farmacologia pré-clinica e farmacologia clinica realizados conforme
as normas que regem os processos de validacdo de farmacos puros (YUNES;
PEDROSA,; FILHO, 2001).

No Brasil, a Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos (PNPMF)
tem como objetivo promover a utilizacdo adequada de plantas medicinais e
fitoterapicos, ampliar o acesso da populacdo a esses produtos, apoio a pesquisa

cientifica e ao desenvolvimento da industria nacional (BRASIL, 2021).

2.1. NEURAVENA®

Neuravena® é um fitoterapico produzido a partir do extrato da parte aérea da
aveia verde silvestre. Estudos recentes sugeriram que o mesmo pode melhorar
a funcdo cognitiva, como a memoria e a atencdo, além de reduzir o estresse e
aprimorar a disposicdo mental (WONG et al.,, 2013). Esses resultados
demonstram uma possivel utilizacdo desse medicamento natural como uma
alternativa para o tratamento de transtornos cognitivos e estresse, pois também
auxilia na capacidade de concentracao em individuos saudaveis e em pessoas
que sofrem de transtornos cognitivos. Ademais, o fitoterapico tem sido
considerado uma opc¢ao segura e bem tolerada, com poucos efeitos colaterais
relatados (KENNEDY et al., 2020).

Aydogan, Schellekens e Wullschleger (2009) estudaram o extrato de aveia verde
silvestre patenteado Neuravena® afim de verificar o controle de fungées como o
aprendizado, aumento do estado de alerta, gerenciamento do estresse,
estimulacdo de habilidades e influéncia da atividade cerebral in vivo. Os estudos
realizados validaram os efeitos benéficos de Neuravena® referente a fungao
cognitiva e corroboraram as propriedades mediadoras estimulantes do extrato,
a melhora da func&o cognitiva como, concentragédo, aprendizado e estado de

alerta sob situacdes de pressao.
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O fitoterapico Neuravena® demonstrou melhora na otimizacdo dos recursos
neurais e de forma positiva influenciou o desempenho cognitivo em tarefas
associadas ao desempenho na execucao de fungdes, bem como, velocidade de

processamento e atencao (JIBRIL et al., 2023).

Em um estudo realizado por Martinez-Horta et al. (2021) a Neuravena® esta
associada a otimizacdo dos recursos neurais e comprova-se 0 aumento da
eficiéncia em termos de desempenho e atividade cerebral em individuos
saudaveis. Outro estudo realizado por Kennedy et al. (2020) comprovou 0s
resultados positivos ao fitoterapico, incluindo o desempenho de uma tarefa de
recordacédo de palavras em termos de diminuicédo do tempo de raciocinio e tempo

de conclusao geral e aumento da extensdo de memoéria de trabalho.

O fitoterapico Neuravena® combina dois diferentes mecanismos que otimizam a
salude mental e possui também acbes exclusivas devido as variedades de
bioativos na sua composicdo. Possui capacidade de inibir a enzima
fosfodiesterase tipo 4 (PDE4), o que promove neuroprotecédo e otimizagcdo da
memoria de longo prazo e também é inibidora da monoamina-oxidase B (MAOB),
0 que previne a degradacao da dopamina, melhora do estado de alerta mental,
depressdo, doenca de Parkinson e Alzheimer. E recomendado em todas as
situacdes em que se busca melhorar a cognicdo e aumentar o desempenho
mental, incluindo situacdes de transtornos cognitivos, com proeminéncia para
déficits de memoria e dificuldades de concentracdo (NEURAVENA 2019).
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3. AVEIA (Avena sativa L.)

A aveia, Avena sativa L., (Figura 1), € um cereal pertencente a familia Poaceae,
classificada como um alimento funcional (KLAJN et al., 2012; MARTINES, 2018),
é cultivada mundialmente com 60% da producédo na Europa e 25% nas Américas,
sendo a Federacdo Russa e o Canada os maiores produtores de grao de aveia
(MAHADEVAN et al., 2016).

Figura 1: Aveia (Avena sativa L.) (In: Fluido da Vida)

Este cereal é amplamente cultivado no Brasil e no mundo, dispde de varias
utilidades, podendo ser empregado na alimentagcdo humana e animal, além de
ser utilizado na fabricacdo de produtos cosméticos (MALANCHEN et al., 2019).

A composicdo da aveia contém nutrientes que sédo benéficos a saude humana,
como compostos fendlicos, antioxidantes, B-glucanas (fonte de fibra alimentar),
aminodacidos, fibras e carboidratos. E importante ressaltar que essa composi¢ao
pode variar de acordo com fatores como método de producdo, processamento,

tratamento térmico e forma de consumo (MALANCHEN et al., 2019).

3.1. ANTIOXIDANTES EM AVEIA

A aveia (A.sativa) € fonte de fitoquimicos ativos em especial os compostos
fendlicos que proporcionam atividade antioxidante evidenciadas in vitro e in vivo.
Foram identificados diversos compostos antioxidantes na aveia em diversos

estudos. Os compostos inicialmente identificados e estudados séo os acidos
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ferulico e caféico (figura 2). Além desses, a vitamina E (tocoferol), acido fitico e
avenantramidas sao os antioxidantes mais abundantes encontrados na aveia.
Estdo presentes também flavonoides e esterdis (KLAJN et al.,, 2012). Os
compostos fendlicos da aveia consistem em uma mistura de derivados dos
acidos benzéico e cinamico, quinonas, flavondis, flavononas, antocianinas e
aminofendlicos (NOVELLO, 2015).

O @)
OH OH

HO HO
OH OCHj3
Acido cafeico Acido fertlico
Figura 2: Estrutura do acido ferulico e caféico (de OLIVEIRA e BASTOS, 2011, p. 1052)

O acido caféico (figura 2), € um polifenol amplamente distribuido em plantas
como forma livre, glicosideos ou ésteres, € um fitocomposto que por sua alta

atividade antioxidante € altamente estudado por técnicas eletroquimicas
(BORGES et al., 2011).

O &cido ferulico (figura 2) é um &cido fendlico vastamente distribuido no reino
dos vegetais. Apresenta uma gama de possibilidades de efeitos terapéuticos no
tratamento do cancer, diabetes, doencas pulmonares e cardiovasculares, bem

como efeitos hepaticos e neuroldgicos (LIMA et al., 2021).

O &cido fitico (Figura 3) € encontrado em altas quantidades nos cereais. Varios
estudos pesquisaram o potencial antioxidante do &cido fitico em sistemas
alimentares. Como o acido fitico oferece potencial para quelar ferro, ele suprime
a catélise desse ion nas reacdes oxidativas e gera uma forte funcdo antioxidante
na preservacao de sementes (QUIRRENBACH et al., 2009).
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Figura 3: Estrutura do acido fitico (BONIN e SARTOR, 2011, p. 25).

Pesquisas tém apontado o efeito benéfico do &cido fitico (figura 3) para a saude
humana, devido seu efeito antioxidante, como a diminui¢ao do risco de doencas
cardiovasculares e diversos tipos de canceres. Estudos realizados com acido
fitico relatam que em ratos diabéticos houve a diminuicdo dos niveis sanguineos
de glicose, podendo assim auxiliar no controle de diabetes (BONIN e SARTOR,
2011).

Figura 4: Estrutura de Vitamina E - Tocoferol (GREGORIO, 2010, p. 8)

A vitamina E (Figura 4) é um importante antioxidante, capaz de prevenir o dano
tissular causado por radicais livres, principalmente em lipidios insaturados. Hoje
em dia, vitamina E é um termo comum para todos os tocoferdis e seus derivados
tendo a atividade biolégica do RRR-a-tocoferol, o estereocisbmero naturalmente
presente e ativo (GREGORIO, 2010).

As avenantramidas (Figura 5) sdo compostos fendlicos especiais da aveia,
ocorrem como componentes constitutivos de graos de aveia e sdo considerados
como compostos centrais do mecanismo de defesa da planta. As
avenantramidas sdo conjugados substituidos do &cido hidroxicinamico, que
apresenta propriedade antioxidante, denominados como fitoalexinas com

potencial de promover beneficios a saude. (SANDRIN, 2013)
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Figura 5: Estrutura de Avenantramidas na aveia (In: KLAJN et al., 2012, p. 295)

Avenantramidas (figura 5) sdo uma familia de fitoquimicos formados por um
acido antranilico ligado com um meio de ligacdo peptidica a um &cido
hidroxicinamico, encontrado apenas na aveia. Sua atividade antioxidante é 10 a
30 vezes maior do que a de outros compostos fendlicos. Além do mais, tém
propriedades anti-inflamatérias e diminui a aterosclerose (CRUZ-GUERRERO e
ALATORRE-SANTAMARIA, 2023; GARCIA, RIBEIRO e REZENDE, 2020).

Em um estudo realizado por Bahraminejad et al. (2008), na deteccdo de
flavonoides por meio do teste de cromatografia liquida de alta eficiéncia da parte
area da A. sativa L. (parte utilizada para desenvolver o fitoterapico Neuravena®),
os flavonoides detectados foram: luteolina-C-hexosideo-O-pentosideo,
apigenina-C-hexosideo-O-pentosideo e O-metil-apigenina-C-desoxihexosideo-
O-hexosideo. Os flavonoides sdo um amplo grupo de metabdlitos secundarios
com papéis variados e importantes na fisiologia vegetal (BAHRAMINEJAD et al.,
2008).

3.2. B-GLUCANAS

As B-Glucanas (Figura 6) sdo polimeros lineares constituidos por unidades de
D-glicose ligadas por meio de ligagdes glicosidicas do tipo B, as encontradas na
aveia tém ligacdes B-(1—3) e B-(1—4) (CRUZ-GUERRERO e ALATORRE-
SANTAMARIA, 2023).
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Figura 6: Estrutura das B-glucanas encontradas na aveia. (In SINGH, DE e BELKHEIR, 2013,
p. 127).

O conteudo de B-glucanas pode ser afetado devido a variedade da aveia, bem
como por fatores ambientais como a germinacao, irrigacdo da lavoura, entre
outros fatores, contudo o teor médio encontrado é de 4 e 7% (CRUZ-
GUERRERO e ALATORRE-SANTAMARIA, 2023). De acordo com Sandhu et al.

(2017) as B-glucanas variam de 1,8 a 7,5 g a cada 100 g de aveia.

Os beneficios das B-glucanas para a saude envolvem a reducdo dos niveis de
colesterol no sangue, desempenhando um papel fundamental na prevencao de
doencgas cardiovasculares (HALIMA et al., 2015). Além disso, podem ter
propriedades anticancerigenas, reduzindo compostos que sao agentes
causadores de céancer de coélon. Esses oligossacarideos sao considerados
ingrediente alimentar funcional que, quando consumido diariamente, auxilia na
reducdo de doencas cronicas (CRUZ-GUERRERO e ALATORRE-
SANTAMARIA, 2023).
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4. ESTRESSE OXIDATIVO

Em condicdes celulares normais, existe o equilibrio entre a producéo de radicais
livres e a neutralizagao por sistemas antioxidantes. No entanto, quando esse
equilibrio se inclina a uma producdo em excesso de radicais livres ou para uma
falta dos sistemas antioxidantes, surge a condicao de estresse oxidativo, que é
prejudicial as células e individuos como um todo (MARTELLI e NUNES, 2014).
A maioria dos radicais livres reagem com defesas antioxidantes da célula como
enzimas e moléculas ndo enziméticas. Quando a producdo de radicais livres
excede a capacidade das defesas antioxidantes ocorre uma série de lesdes aos
constituintes celulares, como a peroxidacao dos lipideos de membrana; oxidacéo
de receptores hormonais e enzimas; e les6es no material genético, bem como
oxidacOes de bases do DNA, que podem resultar em processos mutagénicos e
tumorais (MARTELLI e NUNES, 2014; OLIVEIRA, 2021).

As espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (EROs e ERNs) desempenham
uma funcdo importante na fisiologia celular, onde podem atuar, por exemplo,
como um mecanismo inflamatério de defesa contra microrganismos, sob controle
de moléculas sinalizadoras especificas. Apesar de serem uma parte importante
do processo fisioldgico, as EROs e ERNs possuem elétrons desemparelhados,
que sdo moléculas altamente reativas e interagem com componentes celulares
produzindo véarios danos oxidativos, que podem culminar na inducédo de morte
celular. Desse modo, ocorrem alteragcdes nos mecanismos de producdo ou de
metabolizacdo de EROs e ERNs causando um aumento da concentracao dessas
espécies, assim, o sistema biologico estara diante de uma situacao de estresse
oxidativo (TELES et al., 2015).

4.1. RADICAIS LIVRES

O termo radical livre significa que um atomo ou uma molécula apresenta em sua
oOrbita mais externa um ou mais elétrons ndo-pareados. O ndo emparelhamento

de elétrons na ultima camada confere alta reatividade aos atomos e moléculas,
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visto que esses possuem forte tendéncia em doar ou receber elétrons a fim de
emparelha-los novamente (MARTELLI e NUNES, 2014).

A maioria dos radicais livres sdo formados a base de oxigénio e nitrogénio. De
acordo com Mendes, Pereira e Angelis-Pereira (2020) "Algumas espécies
quimicas podem ser formadas a partir desses radicais, e apesar de nao
apresentarem elétrons desemparelhados, a estrutura instdvel as tornam
moléculas reativas.” Sendo assim, os termos ERO e ERN sao utilizados para
designar radicais livres e as espécies nao radicalares com instabilidade
estrutural (MENDES, PEREIRA e DE ANGELIS-PEREIRA, 2020).

As EROs séao formadas no organismo a partir do oxigénio durante as reacdes
gue ocorrem nas mitocondrias e peroxissomos. Sao originadas por meio da
excitacdo do oxigénio, formando o oxigénio singlete (*O2), ou por adicdes
sucessivas de elétrons ao Oz, formando os radicais superoxido (O2"), radical
hidroperoxila (HO2"), perdxido de hidrogénio (H202) e o radical hidroxila (HO).
Outras EROs compreendem o radical alcoxil (RO"), radical peroxil (ROO") e o
hidroperoxido organico (ROOH) (MENDES, PEREIRA e DE ANGELIS-
PEREIRA, 2020).

Dentre as ERNs, um dos principais exemplos é o oxido nitrico (NO) que é
formado a partir do metabolismo normal do organismo. O 6xido nitrico apresenta
uma funcdo importante de promover o relaxamento dos vasos sanguineos,
evitando o aumento da presséo sanguinea. Porém, pode reagir com as EROs e
formar o radical livre denominado peroxinitrito (ONOO") (figura 7). Outro exemplo
de ERN é o dioxido de nitrogénio (‘NOz2) que também atua como agente oxidante
nos sistemas bioldgicos (MENDES, PEREIRA e DE ANGELIS-PEREIRA, 2020;
DOS SANTOS, 2002).

0, + 'NO —> ONOO (K=1,9x10""M" s

Figura 7: Reacédo de formacgéo do peroxinitrito (In: SANTOS, 2002, p. 7)

Os radicais livres sdo naturalmente produzidos por meio do metabolismo dos

seres vivos. As mitocondrias sdo a maior fonte endogena de producéo de
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radicais livres nos eucariotos. O anion superéxido (0O2") € o mais comumente
produzido, a partir de elétrons que escapam da cadeia transportadora das
mitocondrias e reduzem o O:2 presente nas células. Outra fonte endégena de
radicais livres sdo células do sistema imunolégico, produtoras de enzimas
NADPH Oxidase (Nox). Essas produzem uma grande quantidade de O2" que
sdo capazes de matar microrganismos invasores. As células nervosas, epiteliais,
endoteliais e macréfagos produzem a enzima Oxido nitrico sintetase,
responsavel por produzir o NO. As fontes externas para radicais livres, podem
incluir a radiacdo UV, tabagismo, poluentes, drogas, dietas muito caloricas,
excesso de exercicios fisicos, pesticidas e solventes industriais (MARTELLI e
NUNES, 2014).

4.2. ANTIOXIDANTES

Os antioxidantes sdo compostos que protegem o0s sistemas biologicos. S&o
substancias capazes de impedir a oxidagdo ou que mesmo em baixas
concentragbes conseguem minimizar ou inibir a oxidag&o. Biologicamente, os
antioxidantes sdo compostos que protegem o0s sistemas biolégicos contra os
efeitos negativos das reacdes que levam a oxidacao de estruturas celulares ou
moléculas (PREVEDELLO e COMACHIO, 2021).

O organismo humano apresenta um sistema antioxidante para modificar e
eliminar essas espécies reativas que estdo em excesso, de modo a impedir que
causem efeitos nocivos ao organismo. Esse sistema € estruturado por
antioxidantes e pelo sistema exdgeno, o qual é constituido por antioxidantes
provenientes da dieta. Em conjunto com as defesas antioxidantes enddgenas,
0S compostos antioxidantes da alimentacédo atuam para evitar a sobrecarga de
espécies reativas no organismo. Como destaque estdo os compostos fendlicos,
principalmente os flavonoides, além das vitaminas C e E, o [-caroteno
(provitamina-A) e selénio, provenientes da alimentagdo. Esses compostos
podem ser encontrados, especialmente, em alimento de origem vegetal como as
frutas, os vegetais, os graos integrais e as oleaginosas (MENDES, PEREIRA e

DE ANGELIS-PEREIRA, 2020; PORSCH, SIMAS e GRANZOTI, 2019).
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Acredita-se que com uma dieta rica em alimentos presentes em plantas com
funcBes antioxidantes, faz-se possivel inibir os danos da oxidacao e desse modo
a geracao excessiva de radicais livres que contribuem com o aparecimento de
doencas crbnicas nao transmissiveis (PREVEDELLO e COMACHIO, 2021).

Os flavonoides pertencem a classe dos compostos fendlicos, sendo os mais
abundantes encontrados em frutas, hortali¢cas, cereais e sementes. Apresentam
como estrutura ba sica anéis aromaticos (figura 8) com um ou mais grupos
hidroxilas, conferindo assim, importante capacidade antioxidante aos compostos
fendlicos, pois os tornam importantes doadores de hidrogénio (MENDES,
PEREIRA e DE ANGELIS-PEREIRA, 2020).

Figura 8: Estrutura basica dos flavonoides (In: MORAES et al., 2022, p. 2)

Os antioxidantes podem ser produzidos por meio do organismo, como enzimas
Glutationa peroxidase (GPx), a Catalase (CAT) e a Superoéxido dismutase (SOD),
e os peptideos Glutationa (GSH) (PORSCH, SIMAS e GRANZOTI, 2019).

Os antioxidantes possuem dois tipos de propriedades protetivas contra o
processo oxidativo que sao divididas em primaria e secundaria. Nas
propriedades protetivas primarias, os compostos antioxidantes estabilizam os
radicais livres por meio de doacdo de atomos, que podem ser elétrons ou
hidrogénios. Ja nas propriedades protetivas secundarias, esses compostos sao
capazes de retardar a reacdo dos radicais livres por meio de mecanismos como
complexacdo de metais, sequestro de oxigénio, decomposicdo de
hidroperoxidos, levando assim a formacdo de espécies néo radicais e por
absorcéo da radiacéo ultravioleta (OLIVEIRA, 2021).
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Um exemplo de como ocorre a reacdo entre um radical livre e um sistema
antioxidante pode ser observado na figura 9. O resveratrol € um antioxidante

presente na semente da uva (OLIVEIRA, 2021).

247N
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Resveratrol oxidado e estabilizado por
ressondncia

Figura 9: Reacéo entre o radical livre e o antioxidante resveratrol (In: OLIVEIRA, 2021, p. 31).

E possivel observar que o radical livre é estabilizado por meio do antioxidante
que passa a ser um radical, porém diferentemente do outro, ele é altamente
estavel devido a ressonancia dos elétrons presentes no anel benzénico,
atribuindo estabilidade a molécula (OLIVEIRA, 2021).
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5. NANOTECNOLOGIA

A palavra nano, deriva do termo grego “anao”, prefixo utilizado no sistema
métrico para representar um fator de 10° que se refere a um bilionésimo de
alguma medida. Para ser classificado em nanoescala, um material deve possuir
em suas dimensfes a faixa de 1 e 100 nanbmetros (nm). Com a utilizacédo
desses materiais, podem ser realizadas novas aplicacdes, pois esses materiais
adquirem propriedades fisico-quimicas novas, tornando-se possivel o emprego
de uma quantidade menor quando comparados aos seus equivalentes
macroestruturais, o que corresponde a um menor impacto ambiental e custos
reduzidos com essa faixa de tamanho (ALBERNAZ, 2014; TAPUDIMA, 2022).

Historicamente, materiais organizados em nanoescala ja eram utilizados desde
o tempo dos Romanos em 400 d.C., como a taga de Lycurgus (figura 10), que
alterava sua cor verde para vermelho quando iluminada internamente. Hoje em
dia, sabe-se que esse efeito estava relacionado a presenca de nanoparticulas
de ouro (AuNPs) e prata (AgNPs) contidos em sua composi¢cdo (PEREIRA,
2019).

Figura 10: Taca de Lycurgus sob diferentes ilumina¢des (In: ALBERNAZ, 2014. p. 17)

Além de contribuicbes na area tecnoldgica, a nanotecnologia pode ser
considerada uma categoria de pesquisa. “Ha muito espaco la dentro”, frase dita
por Richard P. Feynman na conferéncia classica do encontro anual da American

Physical Society no California Institute of Technology (Caltech). Essa frase
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reflete uma ampla possibilidade de pesquisas e aplicacfes que trabalham com
as propriedades especiais da matéria que ocorrem em nanoescala (SILVA,
2014).

Mediante integracdo entre tecnologia e ciéncia, a hanotecnologia trabalha com
a matéria em nivel atdmico, molecular e macromolecular, com objetivo de criar
diversos dispositivos, materiais, aplicagdes variadas e sistemas que dispde de
propriedades otimizadas (TAPUDIMA, 2022).

A nanotecnologia € um campo em crescimento, que tem despertado o interesse
da comunidade cientifica nos ultimos anos. Desse modo, existe um aumento em
investimentos e um maior numero de publicacbes e patentes nesta area. Esse
campo em crescimento pode ser acompanhado por métodos de Sintese Verde,
visto que nos esfor¢os globais para reduzir os residuos perigosos produzidos, a
quimica "verde" esta cada vez mais integrada com o desenvolvimento de

processos quimicos na industria (SANTIN et al., 2016).

O interesse no estudo das nanoparticulas provém em virtude de apresentarem
propriedades fisicas, quimicas e/ou biolégicas Unicas, em comparacdo a
particulas macroestruturadas. Devido ao seu tamanho em nanoescala, a razao
entre a area de superficie e o volume das nanoparticulas (NPs) aumenta,
tornando-as mais reativas (ALBERNAZ, 2014).

As NPs também ganharam atencédo consideravel em pesquisas devido as suas
propriedades quimicas e fisicas e por apresentarem importante aplicacdo em
biomedicina, catalise, cosméticos, meio ambiente e embalagens de alimentos
(MELO, 2015 e SILVA, 2014).

5.1. NANOPARTICULAS METALICAS (NPMs)

Em 1857, foi realizada pela primeira vez a sintese de nanoparticulas metalicas
(NPMs) de modo intencional, quando o fisico e quimico Michael Faraday
sintetizou nanoparticulas de ouro (AuNPs) dispersas em suspensao coloidal
(ALBERNAZ, 2014).
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As NPMs dispersas em solvente aquoso sdo consideradas coloides metélicos
que apresentam propriedades importantes e séo aplicaveis em diversos campos
da ciéncia (TAPUDIMA, 2022).

As NPMs apresentam propriedades fisicas, quimicas, fotoeletroquimicas,
mecanicas, eletrénicas, magnéticas, opticas e biologicas unicas. Desse modo,
essas propriedades as conferem diversas op¢fes de aplicagdo na medicina
(diagnéstico e tratamento), na farmécia (sistemas de entrega de medicamentos),
na area cosmeética (protetores solares), na indastria alimenticia e téxtil
(embalagens e tecidos com propriedades antimicrobianas), na engenharia
(painéis solares), entre outros. As NPMs sd@o agentes verséteis por conterem
propriedades Unicas. Logo, nanoparticulas de prata (AgNPs) e de ouro (AuUNPS)
sdo constantemente utilizadas no diagndstico do cancer por imagem devido as
suas propriedades Opticas. Ademais, as NPMs podem ser empregadas no
tratamento do cancer como sistemas de liberagdo de medicamentos inibidores
de angiogénese ou inibidores do crescimento tumoral, entre outros
(OMBREDANE, 2016).

5.1.1. Ressonancia Plasmdnica de Superficie (SPR)

As NPs geralmente s&o encontradas na forma de solugdes coloidais, essas
apresentam fendmenos de superficie caracteristicos, como a ressonancia
plasmoénica de superficie (SPR, do inglés surface plasmon resonance). Esse
fenbmeno estd associado a absorcdo nas regides do UV-Vis do espectro
eletromagnético, devido a oscilacao coletiva de elétrons de superficie do metal
em fase com a radiacdo eletromagnética incidente. A interacdo pode variar de
acordo com o metal analisado, o solvente do meio, o tamanho e a distribuicdo
das NPs (RAOTA, 2018).

O meétodo mais utilizado para a caracterizacdo de NPs é a espectroscopia
eletrbnica de absor¢cdo molecular no ultravioleta e visivel (UV-Vis), que permite
a identificacdo do fenébmeno conhecido como ressonéncia de plasmon de
superficie (SPR), que pode ser observado em estruturas, como o ouro, a prata,
cobre, platina e paladio. Devido a ressonancia de plasmon de superficie, as

AgNPs apresentam uma cor marrom amarelado a marrom escuro, dependendo
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do seu tamanho e forma. A SPR ocorre quando uma onda eletromagnética com
comprimento de onda na regido do visivel incide sobre uma nanoparticula
metalica e provoca a oscilagdo coletiva da nuvem eletrébnica da banda de
conducdo do sistema nanoestruturado, que transforma a energia das ondas

eletromagnéticas em energia térmica (TAPUDIMA, 2022).

Metais como a prata, o0 ouro, a platina e o cobre se destacam, pois exibem uma
banda de SPR intensa, tornando-0s compostos alvos de pesquisas na area de
nanotecnologia (RAOTA, 2018). Especificamente para as AgQNPs o maximo de
absorbancia para o sinal de SPR se situa em 400 nm nos espectros de UV-Vis,
como pode ser observado na figura 11 a). A figura 11 b) ilustra imagens de
Microscopio Eletrébnico de Transmissdo (MET) em um estudo realizado por
Narciso et al. (2019).

Absorbancia (a.u.)

I ) 500
Comprimento de onda (nm) es

Figura 11: a) Espectro de UV-visivel das AgNPs; b) Imagens de MET das AgNPs (In:
NARCISO et al., 2019, p. 71)

O monitoramento dos espectros UV-Vis dos meios reacionais em funcéo do
tempo, permite avaliar a estabilidade dos coloides obtidos (a reducdo do sinal
SPR em tempos mais longos indica uma diminuicdo da quantidade de
nanoestruturas dispersas em meio aquoso, que pode ser associado a possivel
precipitacdo apos aglomeracdo das estruturas ou presenca de um fenémeno
denominado de adsorgéo das NPs com o recipiente que se encontra a dispersao)
e investigar a cinética de formacao de NPs (o aumento da intensidade do SPR
esta diretamente relacionado com a presenca de uma quantidade maior de

nanoestruturas dispersas em meio aquoso) (TAPUDIMA, 2022).
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5.2. NANOPARTICULAS DE PRATA (AgNPs)

Atualmente, as AgNPs séo consideradas as NPs mais produzidas e utilizadas.
Elas tém sido objeto de intensas pesquisas por possuirem caracteristicas
particulares, como o alto potencial bactericida, elevada atividade fotoelétrica e
catalitica, alta condutividade elétrica e superior poder de reducdo. Cerca de 53%
das aplicacfes sédo voltadas a saude (Figura 12), como no tratamento de cancer
e diabetes, na cicatrizacdo de feridas e Ulceras, na liberacdo controlada de
drogas e na odontologia. Apresenta facil incorporacdo em polimeros, permitindo
a utilizacdo em tecidos, tintas e até mesmo produtos hospitalares, como em
cateteres. Um exemplo de emprego das AgNPs na éarea alimenticia é a
incorporacao das mesmas em filtros para desinfeccéo do ar utilizado no processo
de embalagem de alimentos (RAOTA, 2018).

Medicina
a%

Equipamentos
domésticos
6%

Alimentos
10%

Figura 12: Aplicacdes usuais das AgNPs (In: RAOTA, 2018, p. 42).

Uma das primeiras aplicacdes das AgNPs na saude aconteceu por sua acao
antibacteriana efetiva que possibilitou sua utilizagdo em revestimentos de
proteses Osseas, dispositivos cirlrgicos, cateteres, sistemas de infusdo e
compasitos dentarios. O aumento das pesquisas sobre as potenciais aplicaces
das AgNPs levou a identificacdo de vérias atividades biologicas além da
antibacteriana, como a fungicida, larvicida, antiangiogénica, anti-inflamatéria e
antiproliferativa. Seu incrivel potencial terapéutico instiga pesquisas de novas

aplicacOes bioldgicas, principalmente na forma de NPs (OLIVEIRA, 2018).
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A prata, especialmente, é de grande interesse devido as suas propriedades
distintas como condutividade, estabilidade quimica, atividades cataliticas,
antimicrobianas, antioxidantes, antivirais, anti-inflamatérias e ainda na

potencializacdo da cicatrizacéo de feridas (TOLEDO, 2021).

5.2.1. Sintese Verde de Nanoparticulas de Prata (AgNPs)

As abordagens que trabalham com os principios da Quimica Verde dispdem de
vantagens em relacdo aos métodos convencionais por sintetizar produtos menos
nocivos e por favorecer a utilizacdo de fontes renovaveis de matéria-prima no
processo de sintese (TAPUDIMA, 2022).

Em razdo do alto crescimento da utilizacdo de AgNPs em diversas areas,
metodologias de sintese verde foram criadas, pois 0s métodos mais comumente
utilizados sdo os fisicos e quimicos. Contudo, esses métodos utilizam de
reagentes dispendiosos e/ou nocivos ao meio ambiente. Desta forma, tornar
possivel a sua substituicdo por sintese verde, que sado funcionais e que nao
causam danos ao meio ambiente, € uma alternativa vantajosa. A sintese verde
utiliza extratos de plantas que sé@o capazes de gerar NPs de tamanho e
morfologia bem definidos (DIAS et al., 2021).

Extratos provenientes de plantas tém sido os mais citados na literatura, pois
podem atuar como agentes quimicos redutores de sais metalicos contidos em
sua composicdo. Alguns desses compostos também podem agir como agentes
estabilizantes das AgNPs, recobrindo a superficie das NPs, limitando o seu
crescimento e evitando que se agreguem (ALBERNAZ, 2014).

A sintese de AgNPs na auséncia de sintese verde é comumente realizada em
meio aquoso, onde é utilizado um precursor metalico, geralmente o nitrato de
prata (AgNOs) devido a sua alta solubilidade nesse meio, juntamente com
agentes redutores como o boroidreto de sédio e a hidrazina, e de agentes
estabilizadores como o citrato de sodio e também surfactantes como o
polivinilpirrolidona (PVP). No entanto, essas substancias séo toxicas e podem

causar impactos a saude humana e ao meio ambiente. Sendo assim, é

denominado sintese verde quando esses agentes redutores e estabilizadores
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sdo substituidos por substancias de origem natural, como flavonoides,
antocianinas, taninos e acidos hidroxibenzoicos. Essa sintese € mais segura e
menos nociva que os métodos tradicionais, pois apresenta vantagem de ser um

processo ambientalmente correto e de baixo custo (RAOTA, 2018).

O processo quimico de sintese de AgNPs, que se baseia na reducdo de ions
metélicos ao estado de oxidagao zero, utiliza AgNOs3, o0 agente redutor boroidreto
de sddio e o surfactante PVP para interromper a reacéo e estabilizar as NPs em
suspencao coloidal (figura 13). (RAOTA, 2018).

AGNO3qq) + NaBHy a0y = Adlroroidan + lfz Hyigy + 1//2 B,Hg gy + NaNO; g

Figura 13: Reacdo por sintese quimica (In: RAOTA, 2018, p.39)

Ainda que, os produtos da reacdo sejam indécuos, o diborano (Bz2He), €
rapidamente decomposto em acido bérico (figura 14). E comum que 0 excesso
de reagentes permanec¢a no meio reacional, contudo esses s&o considerados
toxicos, irritantes e perigosos, o0 que leva a limitar a sua aplicacdo nas areas
farmacéuticas e clinicas (ALBERNAZ, 2014).

B>Hs + 61,0 2 2B(OH); + 6 I

Figura 14: Diborano & &cido bérico (Fonte: elaboracdo prépria)
A sintese verde exige um pré-requisito, em gue € necessario a presenca de
compostos com atividade redutora, tais como flavonoides, terpenoides, taninos,
compostos fenolicos, antocianinas e acidos organicos (ALBERNAZ, 2014). E
possivel variar as condi¢des de sintese para ajustar o processo de formacéo das
NPs devido a composicao Unica de cada extrato, visando assim, a obtencao de
diferentes caracteristicas das NPs (RAOTA, 2018).

De acordo com Raota (2018), “A possibilidade de realizar a sintese de acordo
com os preceitos da Quimica Verde as tornam ainda mais atrativas, ampliando

as possibilidades de aplicagao”.

Diferentes fatores podem influenciar na formacdo de AgNPs, como o pH,

temperatura, tempo de reacdo e concentracdo de reagentes, que altera
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significativamente o tamanho, a forma e a morfologia dessas nanoestruturas. E
possivel entender os efeitos dessa varidvel nos termos do principio apresentado
por Henri-Louis Le Chételier, onde é afirmado que se um sistema em equilibrio
€ perturbado por uma variacdo na concentracdo de um dos componentes, 0
sistema em que estava em equilibrio, deslocara sua posicdo de forma a
neutralizar o efeito do distirbio. Logo, o pH e temperatura da reacdo
desempenham um papel significativo no controle do processo de nucleacédo de
formacédo de NPs (TAPUDIMA, 2022).

A forca do agente redutor influéncia no diametro das NPs, quanto maior a forca,
menor serdo as nanoparticulas. O pH é um fator influenciavel no meio reacional,
pois 0 meio alcalino € mais favoravel a formacdo de nanoparticulas menores
(MELO, 2015).

E possivel observar que hem sempre o aumento de temperatura podera gerar
um aumento na quantidade de AgNPs formadas, pois na sintese verde, as
biomoléculas dos extratos vegetais podem ser degradadas e ter a sua
capacidade antioxidante e/ou de atuacdo como agente estabilizante
comprometida. Com relacdo ao aumento da concentracdo do extrato,
geralmente ocorre um aumento no valor da absorbancia, que pode estar

relacionado a quantidade de NPs na dispersdao em intervalos mais curtos
(TAPUDIMA, 2022).

A reducdo do ion (Ag*) para a sua forma metdlica (Ag®) é realizada de forma
rapida em condicbes normais de temperatura e pressdo. Alguns autores
denominam essa reducao de biorreducdo, provavelmente porque ocorre por
agentes redutores de origem bioldgica, como as plantas. A vantagem deste
método comparado ao quimico tradicional € que as plantas sdo capazes de
produzir biomoléculas funcionais que reduzem os ions metalicos e aderem a
superficie dessas NPs conferindo-as caracteristicas diferenciais como protecao
e estabilidade (MELO, 2015).

Para a sintese verde de NPs utilizando extrato de plantas, de modo geral, o
extrato é misturado com uma solugdo aquosa de sal metalico, normalmente
AgNOs, onde ocorre a reducao quimica ou biorreducéo. O esquema de sintese

verde de AgNPs pode ser visualizado na figura 15. Como citado anteriormente,
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fatores como a natureza e concentracdo do extrato, a concentracdo de AgNOs,
pH e temperatura podem afetar a velocidade da reac&o, a quantidade obtida, a
estabilidade das NPs, tal como, outras caracteristicas das mesmas (MELO,

2015).

BIORREDUCAO NUCLEACAD

Particulas de prata

lons de
prata
Cascas —
Folhas
Sementes

CRESCIMENTO DAS NANOPARTICULAS ATIVIDADE BIOLOGICA
& Temperatura

Nanoparticula com -
propriedades

Figura 15: Esquema de crescimento das AgNPs (In: MELO, 2015, p. 13)

A figura 16 demonstra um esquema geral das etapas envolvidas na formagéo de

AgNPs por meio da sintese verde (ALBERNAZ, 2014).

Biorredugao da prata pelo
extrato da planta

Nucleagdo Crescimento Nanoparticula

Figura 16: Esquema representativo do mecanismo do crescimento de nanoparticulas de prata
por sintese verde utilizando extrato de planta (In: ALBERNAZ, 2014, p.24).
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A figura 16 representa 0 mecanismo do crescimento de AgNPs por meio de
Sintese Verde. Inicialmente o extrato atua na reducdo do sal metalico utilizado.
Com esse processo, sdo formados atomos neutros. Esses atomos colidem e
formam um nudcleo estavel, apresentado na figura como o processo de
nucleacdo, seguido do crescimento, onde os atomos colidem e formam
particulas maiores. A estabilizacdo ocorre a partir do esgotamento dos ions
metélicos na solugcdo ou por meio do recobrimento da nanoparticula devido
compostos presentes no extrato da planta utilizada, de modo a impedir a
aglomeracao (ALBERNAZ, 2014).



6. MATERIAS E METODOS

6.1.

6.1.1.

MATERIAIS

Utensilios

Balanca Analitica (Shimadzu, AUY220);
Barra Magnética;

Béqueres de vidro;

Cubeta de quartzo;

Cubeta de vidro;

Micropipetas;

Pipeta Pasteur;

Ponteiras;

Suportes para tubos de ensaio;

Tubos de ensaio.

. Reagentes

Nitrato de prata (Sigma-Aldrich);

DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil) (Aldrich Chemistry);
Etanol P.A (ACS Cientifica);

Fitoterapico a base de Avena Sativa L. (Neuravena®);
Acido cloridrico (Reagentes Analiticos Impex);
Hidréxido de sddio (Vetec);

Tampao acetato.

. Equipamentos

Agitador magnético (Logen Scientific, Stirring Hot Plate);

Banho de ultrassom (Ya Xun, YX-3060);
Banho-maria (CIENLAB);

42
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e Espectrofotdmetro de absor¢céo molecular (Bel Photonics, UV-M51)
e PHmetro (MS TECNOPON Instrumentagéo, Mpa210).

6.2. METODOLOGIA

As metodologias empregadas para o desenvolvimento desse trabalho foram
realizadas no laboratério de fitoterapicos e produtos naturais da UNESP -

Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”.

6.2.1. Obtencao do fitoterapico e preparo em diferentes concentracfes

O fitoterapico a base de Avena sativa L. (Neuravena®) foi adquirido na Pharmacia
Antiga, laboratorio farmacéutico da cidade de Assis, fornecedor de

medicamentos com o respectivo laudo de qualidade quimica e microbioldgica.

O fitoterapico foi avaliado em diferentes concentragées, sendo elas: 0,1 mg/mL,
0,5 mg/mL e 1,0 mg/mL para fins de realizacdo dos testes bioldgicos e sintese

verde.

6.2.2. Sintese das nanoparticulas de prata (AgNPs)

A sintese de AgNPs foi realizada de acordo com a metodologia descrita por
Figueiredo et al. (2023), onde o AgNOs foi utilizado como solucéo reagente e a
solugdo extratora Extrato Seco Padronizado de Neuravena® (ESPN) como
agente estabilizante e redutor. Foram realizados testes para avaliar a formacéo
de AgNPs, variando as concentracdes de ESPN (0,1; 0,5 e 1,0 mg/mL), AgNOs
(1, 5 e 10 mmol/L), pHs (4, 6, 10 e 13) e temperatura/tempo (30° C por 60 min e
50°C por 30 min). A mistura foi diluida com agua ultrapura até um volume final
de 20 mL, onde utilizou-se 10 mL de solucdo de ESPN e 10 mL de solucéo de
AgNOs para todas as variagdes, a mudanca de cor (amarelo para marrom

escuro) foi considerada indicativa de formacéo de AgNPs.

A influéncia da concentracdo dos extratos na preparacao das AgNPs foi avaliada
nas concentracdes de 0,1 mg/mL; 0,5 mg/mL e 1,0 mg/mL, por meio de diluicbes
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do extrato em agua ultrapura em temperatura ambiente, essas solucdes foram
levadas ao banho de ultrassom por 5 minutos a 50 W. A concentrag&o de AgNOs
foi mantida fixa em 2,5 mmol/L. O pH do extrato e da &gua utilizados foram
previamente ajustados em 8, uma vez que nesta condicdo é favorecida a
formacdo de AgNPs com uniformidade de tamanhos de acordo com Velgosova
et al. (2016).

A solucdo de AgNOs foi avaliada nas concentragdes de 1; 5 e 10 mmol/L, por
meio de diluicbes em agua ultrapura. A concentracdo do extrato foi igualmente

mantida fixa em 0,5 mg/mL, o pH em 8 em temperatura ambiente.

O pH do extrato foi avaliado em 3; 6; 10 e 13. Foi corrigido com HCI 0,1 mol/L e
NaOH 0,1 mol/L. A concentracao de extrato foi mantida fixa em 0,5 mg/mL e a

de AgNOs em 2,5 mmol/L em temperatura ambiente.

A variacdo de tempo e temperatura foi avaliada nas condi¢cdes de 30°C por 60
minutos e 50°C por 30 minutos. A concentracdo do extrato foi mantida fixa em
0,5 mg/mL, a de AgNOs em 2,5 mmol/L e pH 8.

As AgNPs foram analisadas por espectroscopia de absor¢do molecular na regido
do UV-Vis, no intervalo de 300 a 650 nm, com 1,0 nm de intervalo de leitura,

onde foi utilizada a cubeta de vidro.

6.2.3. Atividade antioxidante sequestradora do radical DPPH

A metodologia descrita por Rufino et al. (2010) foi utilizada para esta analise.
Para o branco foi adicionado aos tubos de ensaio: 1,25 mL de etanol P.A. e 1
mL de tampéo acetato (pH 5,5 e 100 mM). Para o controle foi adicionado: 1,25
mL de etanol P.A., 1 mL de tampdao acetato e 250 pL de solugdo de DPPH (500
uM).

Para as amostras foram adicionados aos tubos de ensaio: 1,25 mL de etanol
P.A., 1 mL de tampéao acetato, 250 pL de solucdo de DPPH (500 uM) e 50 pL de
amostra. A solucado de DPPH foi pipetada em ambiente de baixa luminosidade.
Posteriormente, os tubos foram agitados no vortex e levados a uma camara
escura para reagir durante o periodo de 30 minutos, em seguida as amostras

foram submetidas ao espectrofotometro UV-Vis a um comprimento de onda de
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517 nm, onde foi utilizada a cubeta de quartzo para a leitura. O espectrofotémetro

foi zerado com o branco.

Foram avaliadas as atividades antioxidantes dos extratos secos padronizados,
das AgNPs sintetizadas a partir de sintese verde e da prata, 0s experimentos

foram realizados em triplicata para fins estatisticos.

O calculo da atividade antioxidante foi realizado de acordo com as seguintes
equacoes:

Eqg. 1

Atividade antioxidante (%) = [(Acontrole-Aamostra) / Acontrole] x 100

Onde:
Acontrole é a absorbancia do controle

Aamostra é a absorbancia do radical na presenca das solucdes de ESPN; das

AgNPs em sua condicéo ideal e da solu¢do de AgNOs.

Posteriormente, foi realizado a média de porcentagem de reducdo de DPPH

obtidas, e foi realizado o célculo do desvio padrao das amostras de acordo com

a equacao 2.
Eq. 2 :
| _ /2 x-X)
Dp=+4 <"
Onde:

Xi: valor individual da absorbancia da amostra
X: valor da média da absorbancia das amostras

n: ndmero das amostras



46

7. RESULTADOS E DISCUSSAO

7.1. SINTESE DAS NANOPARTICULAS DE PRATA (AgNPs)

A sintese das AgNPs foi evidenciada pela alteracdo de cor da solucéo de tons
de amarelo para marrom. A figura 17 indica as mudancas de coloracao das
solucdes de AgNOs apdés a aplicacdo do ESPN (figura 17 B) e ap0s ajuste de pH
em 8 (figura 17 C). O pH foi ajustado em 8 nos estudos da influéncia da
concentracdo do extrato, da concentracdo de AgNOs, da influéncia do tempo e
temperatura, uma vez que, de acordo com Velgosova et al. (2016), neste pH é

favorecida a formacéo de AgNPs com uniformidade de tamanhos.

Figura 17: A — somente solucédo de nitrato de prata; B — solucéo de Neuravena com solucédo de
nitrato de prata; C — apoés ajuste de pH.

As mudancas de coloracdo observadas na sintese verde, ocorrem porque a
adicdo da solucdo de ESPN a solugcédo de AgNOs e ajuste de pH, fazem com que

as NPs geradas se aglomerem e se tornem maiores (ALMEIDA et al., 2015).

Os graficos de espectro de extingdo a seguir indicam os resultados de sintese
verde de AgNPs quanto a variacdo da concentracdo de ESPN, variagdo da
concentracédo de AgNOs, variacdo de pH, temperatura e tempo, onde pode ser
observado que as AgNPs apresentam uma forte banda de absorbancia em 400

nm para todas as variacoes.

De acordo com Linardi, Zibordi e Lopes (2022), o fato de a solugéo aquosa de

AgNPs apresentar uma banda de absor¢éo proximo a 400 nm indica a obtencao
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de NPMs com morfologias esféricas, que possuem plasmon de superficie nessa

regido do espectro.
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Figura 18: Espectro de extingdo da variacdo de concentracdo de extrato.
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Figura 19: Espectro de extin¢cdo da variacdo de concentracdo de nitrato de prata.
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Figura 20: Espectro de extin¢cdo da variacdo de pH.

Embora Velgosova et al. (2016) afirmem que o pH 8 favorece a formacao de
AgNPs com uniformidade de tamanhos, esta condicdo tomada como padréo
pode variar de acordo com o extrato utilizado. Por esta razéo foi realizado um
estudo de variacao de pH para verificar qual o melhor para a formacao de AQNPs

guando se utiliza o ESPN.
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Figura 21: Espectro de extin¢cdo da variacdo de temperatura e tempo.

Os resultados dos gréaficos de espectro de extingcdo indicaram que a condicéo
ideal para a sintese verde de AgNPs é AgNOs a 10 mmol/L?, extrato seco

padronizado de Neuravena (ESPN) a 1,0 mg/mL, pH 10 a 30°C durante 60 min.

De acordo com Almeida et al. (2015) os comprimentos de onda maximos e
largura da banda sédo dependentes do tamanho, da morfologia e da composicao
dos extratos. As bandas indicam o resultado de uma combinacgéo de absorcéo e
espalhamento de luz devido as interacbes com o campo de plasmon. Para
AgNPs menores do que cerca de 40 nm de diametro, o grafico irh mostrar uma
forte banda localizada na faixa entre 380 a 420 nm. Esta banda foi observada no
espectro de extingdo de AgNPs quando utilizou-se as condi¢des ideais para sua
sintese. A figura 22 abaixo, representa o espectro de extincdo da condicéo ideal
de sintese de AgNPs obtido para o ESPN, que apresenta um pico de

absorbancia em 400 nm.
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Figura 22: Espectro de Extingdo de AgNPs obtidas com o fitoterapico Neuravena® sintetizado
na condic&o ideal. (AgNOs a 10 mmol/L*, extrato a 1,0 mg/mL, pH 10 a 30°C durante 60 min).

As NPs exibem uma forte banda de absorcédo no espectro UV-Visivel devido a
LSPR (Ressonancia de Plasmons de Superficie Localizado). A espectroscopia
UV-Visivel é a técnica mais eficiente para avaliar qualitativamente a ocorréncia,
0 tamanho médio e a distribuicdo de tamanhos das NPMs por meio dos valores
de maximo e de largura a meia altura da banda plasmonica (KLEIN, 2017).

O valor de absorbancia indica a quantidade de NPs presentes na solucdo, ou
seja, quanto maior a absorcgao Optica, maior sera a quantidade de NPs formadas.
Sendo assim, utilizou-se esse critério para a escolha da melhor variacdo de
sintese, ou seja, a melhor variacdo de sintese € aquela que atingiu a maior
absorbancia (VIANA et al. 2021).

De acordo com Viana et al. (2021) quando a banda apresenta um comprimento
de onda mais longo indica que houve formacdo de AgNPs com tamanho

aproximado de 20 nm e formato esfeérico.
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Em todas as sinteses péde-se observar nitidamente as bandas de plasmon de
superficie (SPR) e seus picos estaveis de méaxima absorbancia em 380 a 400
nm. Portanto, os resultados obtidos indicam um sinal espectroscépico
espontaneo para formacdo de NPs de 20 nm de diametro, demonstrando a
reducado de prata em AgNPs, 0 que corrobora a capacidade redutora do extrato

seco padronizado do fitoterapico Neuravena® a base de A. sativa.

7.2. ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DO FITOTERAPICO, DAS AgNPs DE
NEURAVENA® E DA SOLUCAO DE AgNO3 SEM EXTRATO

De acordo com Xin, Perveen e Khan (2022) o teste de DPPH visa empregar 2,2
difenil-1-1-picrilhidrazil (DPPH; CisH12NsOs) para determinacdo da atividade
antioxidante dos compostos. DPPH é um radical livre estavel, que apresenta um
elétron desemparelhado em um atomo de nitrogénio. Onde consiste, na
capacidade de um antioxidante doar um radical hidrogénio ou um elétron ao
radical DPPH, que apresenta cor violeta. Quando na presenca de um
antioxidante, os radicais DPPH s&o reduzidos a hidrazina correspondente, e a
solucéo passa de violeta (picrilhidrazil) para amarelo (picrilhidrazina) (figura 23)

de maneira depende da concentracao.

NO, NO,
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Figura 23: Rea¢do do mecanismo do DPPH com antioxidante (In: XIN, PERVEEN e KHAN,
2022, p. 37663)

Desse modo, se pode observar a mudanca de coloracéo no teste de DPPH com

evidéncia no tubo de ensaio referente as AgNPs obtidas na melhor condicédo. Os
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tubos de ensaio Al, A2 e A3, indicam, respectivamente, 0,1 mg/mL, 0,5 mg/mL
e 1,0 mg/ mL do fitoterapico Neuravena®. Os tubos NP indicam a condic&o ideal
de sintese de nanoparticulas de prata para o fitoterapico Neuravena® (1,0 mg/mL
de extrato; 10 mmol/L de AgNOs; pH 10 e 30°C por 60 minutos) e os tubos Ag
foram denominados para analise de AgNOs.

Figura 24: Teste antioxidante com o radical estavel DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil).

A tabela 1 apresenta os resultados de reducdo de DPPH pelo ESPN, pelas
AgNPs de Neuravena® e pela solucdo de AgNOs sem extrato. Observa-se uma
porcentagem maior de reducéo para a concentracédo de 1,0 mg/mL do ESPN e
uma capacidade redutora maior das AgNPs sintetizadas na condicao ideal. A
solucéo de AgNOs sem extrato ndo apresentou atividade antioxidante.

Tabela 1: Atividade antioxidante do Extrato Seco Padronizado Neuravena® (ESPN),
solucgéo de nitrato de prata (AgNQO3z) e as Nanoparticulas de Neuravena® (AgNPs).

Tratamento Concentragao DPPH
ESPN 0,1 mg/mL 1,57+2,30
0,5 mg/mL 6,67+2,27
1,0 mg/mL 19,67+0,65
AgNO; 10 mmol/L -
AgNPs 10 mmol/L (AgNOs) + 1,0 mg/mL 42,98+1,31

DPPH = (porcentagem de reducéo)
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A maior atividade antioxidante, calculada pela porcentagem de reducdo de
DPPH, apresentada pelo extrato de ESPN foi quando utilizou-se 1,0 mg/mL. A
atividade antioxidante encontrada foi de 19,67%+0,65 no tempo de 30 minutos.
Os valores de porcentagem de redugéo de DPPH encontrados estdo dentro do
esperado, conforme relato da literatura. Werlang et al. (2015), obtiveram uma
variacdo de 8,43 a 24,09% de inibicdo de DPPH nos 4 cultivares diferentes de

A. sativa estudados.

Os resultados da atividade antioxidante das AgNPs sintetizadas a partir de
sintese verde e do ESPN revelaram um aumento na capacidade percentual de
eliminacdo de radicais livres pelas AgNPs, cerca de 23,31% a mais, em
comparacdo com 0 extrato sozinho. A maior atividade antioxidante das fito-
nanoparticulas de prata em comparacao ao extrato vegetal sozinho, também foi
observada por Fafal et al. (2017), quando os autores estudaram uma fitossintese
rapida de AgNPs utilizando extrato das partes aéreas de Asphodelus aestivus
Brot.
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8. CONCLUSAO

A metodologia utilizada para obtencédo das AgNPs a partir de sintese verde com
o ESPN mostrou-se eficiente. Por meio da técnica espectrofotométrica UV-Vis
foi possivel a confirmacdo da banda na regido de 400 nm, a qual indica a

formacado de AgNPs, conforme descreve a literatura.

Os resultados indicaram que as AgNPs geradas a partir do ESPN apresentaram
maior atividade antioxidante do que o ESPN somente. O resultado da
capacidade antioxidante das AgNPs em sua condicdo ideal foi de 42,98+1,31,
um resultado satisfatério, comprovando a potencialidade antioxidante referente
as AgNPs geradas a partir do fitoterapico Neuravena®. Como as AgNPs exibiram
altas propriedades antioxidantes, as mesmas podem ser utilizadas no tratamento
de doencas causadas por estresse oxidativo e também para o desenvolvimento

de antioxidantes mais potentes.
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