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RESUMO

O estudo aborda a sintese verde de nanoparticulas de 6xido de zinco funcionalizadas
com a fragdo organica de acetato de etila obtida da particao do extrato das folhas de Maytenus
llicifolia (ZnNPs-Mi). A caracterizagao das ZnNPs-Mi foi realizada por meio de espectroscopia
Ultravioleta-Visivel (UV-Vis), Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier
(FT-IR), Espalhamento Dinamico de Luz (DLS), Potencial Zeta e métodos para determinar o
potencial antioxidante in vitro das ZnNPs-Mi, pela eliminacao de radicais livres de 2,2-difenil-
1-picrilhidrazil (DPPH), potencial antioxidante redutor férrico (FRAP) e capacidade de
absorcao do radical oxigénio (ORAC). Os espectros UV-Vis mostraram picos de absor¢do em
torno de 450 nm devido a elevada energia de excitacdo de ligacdo. Analises de FT-IR
confirmaram ligagdes quimicas no 6xido de zinco, enquanto DLS revelou o tamanho da
nanoparticula em 967 nm. O Potencial Zeta, foi de -5,83 mV, evidenciando a presenca de FAE-
Mi como uma camada de revestimento sobre as nanoparticulas. As analises do potencial
antioxidante revelaram que a ZnNPs-Mi possuiram efeitos antioxidantes. Com isso, foi
abordado um projeto mais sustentavel e econdmico com potencial de aplicagdes biomédicas e

agricolas.

Palavra-Chave: Espinheira Santa, Nanoparticulas ZnO, Biossintese.
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1. INTRODUCAO

A espinheira santa, com nome cientifico Maytenus ilicifolia Martius ex Reissek, € uma
planta nativa do Brasil. E utilizada na medicina popular por auxiliar no tratamento de problemas
gastrointestinais, como gastrite, ulceras, azia, ma digestao e refluxo acido (Lorenzi & Matos,
2002). No entanto, ¢ evidente, que os usos populares e mesmo tradicionais nao sao suficientes
para validar a eficacia e seguranca do uso medicinal das plantas (ARGENTA, 2011).

Atualmente, a planta possui diversos estudos e comprovagdes cientificas sobre seu
potencial e propriedades medicinais para problemas de gastrite e ilcera gastrica comprovadas
por pesquisas coordenadas pelo CEME (Central de Medicamentos) do Ministério da Satide do
Brasil (Di Stasi, 2004). Desde 2009 o uso da M. ilicifolia é estimulado pelo Sistema Unico de
Satde (SUS) como tratamento complementar para problemas gastrointestinais.

A espinheira santa pertence a familia Celastraceae, também conhecida popularmente
como “cancorosa”, sendo nativa do sul do Brasil, Uruguai, Paraguai e norte da Argentina
(Vitoria et al.,, 2013). Hoje em dia a Espinheira-santa consta na Relacdo Nacional de
Medicamentos Essenciais (Rename) e na lista de produtos tradicionais fitoterapicos de registro
simplificado da RDC 26/2014.Essa resolucdo da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) estabelece os procedimentos para o registro simplificado de medicamentos
fitoterapicos tradicionais. A RDC 26/2014 apresenta critérios especificos para a comprovagao
da seguranga e eficacia de medicamentos fitoterapicos tradicionais, com base na experiéncia de
uso consolidada por um periodo minimo de 30 anos. Esses medicamentos sdo geralmente
produzidos a partir de matérias-primas vegetais e utilizados na medicina popular.

A M. ilicifolia contém uma variedade de compostos quimicos que sao responsaveis pelas
suas propriedades terapé€uticas, tais como triterpenos e polifendis (flavonoides e taninos)
(Xavier et al, 1996; Cordeiro et al., 1999; Carvalho et al., 2008; Marliére et al., 2008). Estas

substancias quimicas presentes na planta contribuem para os efeitos benéficos que ela possui



no tratamento de certas condigdes de saude. Os polifendis, por sua vez, sdo substancias que
combatem os radicais livres e vém despertando muito interesse devido a sua capacidade de
prevenir ou reduzir o estresse oxidativo causado por esses radicais (Lien et al., 1999; Morais et
al., 2009; Rocha et al., 2007). As propriedades antioxidantes sdo associadas a habilidade dos
polifendis de neutralizar os radicais livres, seja por meio da doagdo de hidrogénio e formagao
de complexos quimicos estaveis, seja pela capacidade de quelar metais presentes no estresse
oxidativo ou inibir enzimas que contribuem para a geracdo de espécies reativas de oxigénio
(ROS) (S. Kumar, 2013).

Por outro lado, temos a nanotecnologia que se refere a capacidade de manipular atomos
e moléculas em uma escala nanométrica, que varia de 0,1 a 100 nanometros, a fim de criar
estruturas com uma nova organizagao molecular (Atividades de Pesquisa Em Biotecnologia e
Nanociéncias, 2019). Esta ¢ uma inovagdo tecnologica em ascensdo com o potencial de
revolucionar diversos dominios cientificos (Fakhari et al., 2019). Os nanomateriais t€ém diversas
aplicagdes devido as suas dimensdes e formas, sendo de grande importancia nas ci€ncias basicas
e aplicadas (Fakhari et al., 2019).

Atualmente as nanoparticulas sdo fundamentais na biomedicina, usadas em
diagnosticos, terapias e na produgdo de produtos farmacéuticos devido as suas pequenas
dimensodes (Khan et al., 2019). As estruturas em escala nanométrica exibem propriedades nicas
e distintas, incluindo maior resisténcia, pureza aprimorada e, as vezes, novas capacidades
cataliticas e magnéticas em comparacdo com o material original (Atividades de Pesquisa Em
Biotecnologia e Nanociéncias, 2019). A variedade de nanoparticulas disponiveis, com
caracteristicas Uinicas como composicao quimica especifica e dimensdes reduzidas em relagdo
a sua superficie, oferece um notavel potencial de interacdo com sistemas bioldgicos (Benatti
Justino et al., 2023, Jeevanandam et al, 2018). As propriedades das nanoparticulas, incluindo

tamanho, forma, estabilidade e caracteristicas quimicas e fisicas, sdo influenciadas por



condi¢des experimentais, interagdo dos ions metalicos com agentes redutores e processos de
adsorc¢ao dos agentes estabilizantes nelas (Bio-NaNoparticles, 2015). A nanotecnologia ¢ uma
industria potencialmente multibilionaria, com diversas aplicagdes vidveis na medicina, no meio
ambiente, nos alimentos, na captacdo de energia, entre outros (Khan et al., 2019).

A nanomedicina utiliza nanomateriais com propriedades e modificagdes diversas. Por
serem menores que as células, sdo valiosos em varias aplicagdes médicas, incluindo a
administracdo direcionada de medicamentos (Moghimi, 2012). Esses nanomateriais, sao
conhecidos como "drug delivery" e estes, otimizam a administragdo precisa de agentes
terapéuticos em locais especificos, representando um avango crucial no tratamento de doengas
cronicas (Patra et al., 2018). No entanto, ao serem introduzidas no corpo por ingestdo ou
inalag¢do, as nanoparticulas podem migrar para diferentes o6rgdos e tecidos, potencialmente
causando reatividade e efeitos toxicoldgicos (Khan et al., 2019). E provavel que essas
nanoparticulas interajam de maneira Unica com células e tecidos, o que pode resultar em
citotoxicidade por meio de mecanismos distintos em comparacdo com atomos ou ions (Bio-
NaNoparticles, 2015). Também ha estudo que indica que a aplicacdo de NPs para tratamento
ambiental pode resultar na liberacdo de NPs modificadas no solo ou nos sistemas aquaticos,
causando preocupagdes (Khan et al., 2019).

O oxido de zinco (ZnO), um composto metalico versatil, ¢ amplamente reconhecido
como um dos Oxidos metalicos mais eficazes em nanoescala devido as suas notaveis
propriedades Opticas e elétricas (Vayssieres et al., 2001). A sintese de nanoparticulas de zinco
pode ser realizada tanto quimicamente quanto biologicamente. No entanto, o processo quimico
¢ mais complexo e pode resultar em efeitos toxicos prejudiciais ao ecossistema (Mathin et al.,
2023). Por contrapartida, a producao biologica de nanoparticulas de zinco requer menos tempo,
¢ mais econdmica e mais ecologicamente sustentavel (Mathin et al., 2023). Além disso, as

ZnNPs sdo semicondutores versateis, caracterizados por sua notavel transparéncia Optica e



propriedades luminescentes na faixa UV-Visivel. Seu valor tem aumentado devido a notéavel
estabilidade quimica e térmica (Fakhari et al., 2019). Por esse motivo, os cientistas tém
demonstrado crescente interesse em métodos bioldgicos para a sintese de nanoparticulas de
zinco (Mathin et al., 2023).

A sintese verde fitomediada ¢ uma abordagem econdmica e ecologica, permitindo a
producdo eficiente de nanoestruturas (Benatti Justino et al., 2023). E estd atraindo muitos
pesquisadores devido a viabilidade e natureza menos toxica dos processos, pois sdo economicos
e ecologicos, devido a sintese de NPs ser realizada por meio de sistemas bioldgicos, como o
uso de extratos vegetais (Khan et al., 2019). A sintese verde se encaixa na técnica “Bottom-Up
Syntheses” que segue uma abordagem inversa, pois as nanoparticulas sdo formadas a partir de
substancias comparativamente mais simples, “de baixo, para cima”. E por isso que também é
conhecida como abordagem de constru¢do. Exemplos disso incluem técnicas como a
sedimentacao (Iravani, 2011). A sinergia entre nanotecnologia e praticas de quimica verde ¢
essencial para edificar uma sociedade ambientalmente sustentavel no século XXI (Green
Biosynthesis of Nanoparticles Mechanisms and Applications, 2013).

Neste estudo, sintetizamos ZnNPs funcionalizadas com Maytenus Ilicifolia. Utilizamos
0 acetato de zinco como precursor e funcionalizamos com a fra¢do acetato de etila (FAE-Mi).
As propriedades estruturais das ZnNPs-Mi sintetizadas foram caracterizadas usando
espectrofotometria de absor¢do na regido do ultravioleta-visivel (UV-Vis), andlises de
Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier (FT-IR), Espalhamento

Dinamico de Luz (DLS).

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral:



O objetivo deste estudo foi sintetizar nanoparticulas de Zinco (ZnNPs) funcionalizadas

com Maytenus Ilicifolia (ZnNPs-Mi).

2.2. Objetivos especificos

o Realizar a maceragdo, produzir e quantificar o rendimento do extrato bruto das folhas
de Maytenus ilicifolia.

e Realizar a partigdo do extrato para obtencdo das fragcdes orgénicas, como a fragdo
acetato de etila (MiEAF).

e Realizar a Sintese de ZnNPs funcionalizadas com a fragdo organica das folhas de
Maytenus Ilicifolia (ZnNPs-Mi).

e Avaliar a caracterizac¢do fisico-quimica das ZnNPs-Mi através dos métodos UV-Vis,
FTIR, DLS.

e Avaliar a capacidade antioxidante das ZnNPs-Mi através dos métodos DPPH (sequestro
do radical livre 2,2-difenil-1-picrilhidrazil), ORAC (capacidade de absor¢ao de radicais

de oxigénio) e FRAP (capacidade de reducao do ferro).

3. METODOLOGIA

3.1. Preparacao do Extrato das folhas de Maytenus ilicifolia

Para a obtencdo do extrato etanolico, foram utilizadas folhas secas de Maytenus ilicifolia
adquiridas da empresa Santos Flora Comércio de Ervas Ltda. (Maripora, Sdo Paulo, Brasil),
devidamente registrada na ANVISA. 200 gramas das folhas secas foram submetidas a uma
maceragdo estatica em 1 litro de etanol com 98% de pureza, na propor¢do de 1:5 (m/v), por um
periodo de sete dias, a temperatura ambiente e protegidas da luz. Apos essa etapa, a solugdo foi

filtrada usando um filtro de papel comum, e o solvente remanescente foi removido por



rotaevaporacdo a 40°C, sob pressdo controlada e reduzida, utilizando o equipamento Buchi
Rotavapor R-215 da Suica. O extrato etandlico de M. ilicifolia obtido foi posteriormente
liofilizado, utilizando o equipamento L101 da Liotop do Brasil, para assegurar a completa
remocao da dgua presente na amostra. Este procedimento foi repetido 4 vezes para obtengdo de

30 gramas de extrato etandlico (Bittar et al., 2024).

3.2. Particao do extrato das folhas de Maytenus llicifolia

Para obter as fracdes orgénicas, 20 gramas do extrato etandlico de M. ilicifolia (EE-Mi)
foram diluidos em uma soluc¢do hidrometandlica composta por 90% de metanol (36 ml) e 10%
de agua ultrapura (4 ml). Apos a diluicdo, a mistura foi submetida a um processo de
particionamento liquido-liquido, utilizando diferentes solventes orgénicos selecionados. Os
solventes foram adicionados em um volume fixo de 200 mL, na seguinte ordem crescente de
polaridade: hexano (FH-Mi), diclorometano (FDM-Mi), acetato de etila (FAE-Mi) e n-butanol
(FB-Mi). A fragdao hidrometanolica (FHM-Mi) representa o residuo final do processo de
particionamento, ap6s todas as adi¢des dos solventes organicos. Os solventes restantes em cada
etapa do processo de particionamento foram removidos por liofilizacdo (utilizando o
equipamento L101 da Liotop, Brasil) e secagem. As amostras de EE-Mi, FH-Mi, FDM-Mi,
FAE-Mi, FB-Mi e FHM-Mi, ja secas, foram armazenadas a -20°C até serem utilizadas nos

experimentos (Bittar et al., 2024).

3.3. Sintese Verde de ZnNPs-Mi

As nanoparticulas de zinco funcionalizadas com M. ilicifolia (ZnNPs-Mi) foram
sintetizadas utilizando Zn(OAc), (Sigma-Merck, EUA) e a fragdo organica acetato de etila
obtida do particionamento liquido-liquido, conforme descrito anteriormente. O método de

sintese foi baseado no procedimento proposto por Khoobchandani et al. (2016) e Fakhari



(2019), com algumas modifica¢des. Para a sintese, 1,0 mL da solu¢do FAE-Mi (3 mg/mL) foi
diluida em 5 mL de 4gua deionizada, enquanto era agitado vigorosamente usando um agitador
magnético por 20 minutos a 50°C. Apds esta etapa, foram adicionados 120 pL de 0,1 M de
Zn(OAC)2 a mistura, que foi agitada suavemente por 2 horas na auséncia de luz a temperatura
ambiente (25°C) (adaptado de Khoobchandani et al. (2016) e Nune et al. (2009)).

O inicio da sintese foi indicado por uma mudan¢a de cor de amarelo claro que
gradualmente escureceu até atingir a cor amarelo escuro apds as 2 horas de agitacdo. Para atingir
o pH 7 foram utilizadas gotas de KOH 3 M. As ZnNPs-Mi sintetizadas foram centrifugadas a
15.000xg a 12°C por 15 minutos e lavadas com agua deionizada. Esse processo foi repetido trés
vezes para remover qualquer residuo de solu¢gdo FAE-Mi ou Zn(OAC)2 ndo reagido. O
sedimento resultante foi disperso em 1 mL de dgua deionizada a pH neutro e coletado em um
unico tubo, que foi entdo liofilizado por 24 horas para total remogdo da agua restante. O
procedimento de sintese foi repetido varias vezes para obtengdo da concentracdo necessaria

para realizacao de todos os ensaios fisicos e biologicos descritos.

3.4 Caracterizacio das Nanoparticulas

3.4.1 Caracterizacoes fisicas da ZnNPs-Mi

Para a caracterizagdo da ZnNPs-Mi, foram utilizadas as seguintes técnicas analiticas:
espectrofotometria de absor¢do na regido do ultravioleta-visivel (UV-Vis), andlises de
Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier (FT-IR), Espalhamento
Dinamico de Luz (DLS) e Potencial Zeta. O ensaio de UV-Vis foi realizado a 25°C, utilizando
um espectrofotdometro Perkin-Elmer LS 55 (Massachusetts, EUA), abrangendo a faixa de 230
até 1000 nanometros, com uma resolugdo espectral de 1 nm. Para a analise FT-IR, empregou-

se um espectrometro Vertex 70 da Bruker Optics (Reinstetten, Alemanha), no qual as amostras,



previamente liofilizadas, foram analisadas na faixa de nimero de onda de 400 a 4000 cm™. As
analises de DLS foram conduzidas com um analisador de dispersdo de luz DelsaMax Pro da
Beckman Coulter Inc. (Atlanta, GA, EUA). Além disso, o Potencial Zeta das nanoparticulas foi

analisado para caracteriza¢ao do potencial elétrico no plano de cisalhamento das mesmas.

3.5. Capacidade antioxidante

3.5.1 Avaliacao da capacidade de reducao do ferro (FRAP)

A técnica FRAP, ¢ usada para avaliar a capacidade de um composto em reduzir Fe**
para Fe?*. Neste método, o Fe?*" forma um complexo com o reagente 2,4,6-tri-(2 piridril)-s-
triazida (TPTZ), resultando numa coloragdo azul intensa (Antolovich et al., 2002). As amostras,
em concentragdes de 2 mg/mL, 1 mg/mL e 0,50 mg/mL, foram incubadas com o reagente FRAP
(composto por tampao acetato de sddio a 300 mM e pH 3,6, TPTZ e cloreto férrico a 20 mM,
na proporgao de 10:1:1, respectivamente) numa microplaca de 96 pocos, por 6 minutos a 37°C
para permitir a reagdo. Apds esse periodo, a absorbancia dos pogos foi medida a 593 nm
utilizando uma leitora de microplacas (Versamax, Molecular Devices, EUA). Para garantir a
precisdo dos resultados, foi criada uma curva padrao de Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcroman-2-carboxilico), um composto analogo da vitamina E. Os resultados foram

expressos em pumol de trolox por grama (eq.g).

3.5.2. Avaliacio da capacidade de absorc¢ao de radicais livres de oxigénio (ORAC)
O método empregado visa avaliar a capacidade antioxidante das amostras ao reduzir a
taxa de decaimento da fluorescéncia causada pela oxidacdo da fluoresceina (uma sonda
fluorescente). Isso ocorre na presenca de radicais peroxilas gerados pela reacdo com o reagente
Azobis (Diidrocloreto de 2,2-azobis (2-metilpropionamidina)), conforme descrito por Litescu

et al. em 2014.



As amostras foram incubadas em uma placa de 96 pocos com Fluoresceina (0,085 mM)
e Azobis (153 mM), ambos os reagentes diluidos em tampao fosfato a 75 mM e pH 7.4. A
fluorescéncia foi medida com 485 nm de excita¢dao e 528 nm de emissao de 3 em 3 minutos ao
longo de 90 minutos, a 37°C, utilizando um leitor de microplacas (EnSpire, PerkinElmer, EUA).
Adicionalmente, foi construida uma curva padrdo analitica utilizando trolox para quantificar a
capacidade antioxidante das amostras neste ensaio. O tampao fosfato foi empregado como

controle negativo, enquanto a FAE-Mi foi utilizada como controle positivo.

3.5.3. Avaliac¢ao do sequestro do radical DPPH (DPPH)

A técnica do DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazila) se fundamenta na avaliagdo da
capacidade antioxidante de uma amostra especifica ao neutralizar o radical estdvel DPPH,
transformando-o em hidrazina. Quanto maior a atividade antioxidante da amostra, mais a
solugdo adquire uma coloragdo amarela. Por outro lado, amostras com menor atividade
antioxidante apresentam uma coloragao violeta, indicando a presenca do radical DPPH (Huang
et al., 2005).

Em uma placa de 96 pogos, as amostras foram incubadas nas concentragdes de 2 mg/mL,
I mg/mL e 0,50 mg/mL com o radical DPPH 60mM (previamente diluido em metanol) por 30
minutos a 37°C, na auséncia de luz. Posteriormente, a absorbancia foi medida a 517nm
utilizando um leitor de microplacas (Versamax, Molecular Devices, EUA). O célculo da

atividade antioxidante das amostras foi realizado com base na seguinte equa¢cdo matematica:

X controle — X amostra
DPPH (%) = x 100
X controle — X branco

Figura 1: Equacdo matematica para calcular a atividade antioxidante do DPPH



Em que o termo "X controle" indica a absorbancia do DPPH diluido em metanol, "X
amostra" refere-se a absorbancia do sistema composto pelo DPPH e pela amostra e "X branco"
corresponde a absorbancia das amostras diluidas em metanol sem a presenga do DPPH (metanol

+ amostras). O controle negativo foi representado pelo metanol.

4. RESULTADOS

4.1. Rendimento dos extratos e fracdes de Maytenus ilicifolia
A tabela 1 apresenta o rendimento obtido do particionamento das folhas de Maytenus

ilicifolia utilizando 20 gramas do extrato bruto.

Tabela 1. Rendimento do processo de extragdo e particdo das folhas de Maytenus
ilicifolia.. Observagao: FHM-Mi: fracdo hidrometanolica, FAE-Mi: fracdo acetato de etila,

FNB-Mi: fracao n-butanol, FHE-Mi: fragdao hexano, FDM-Mi: fragdo diclorometano.

Rendimento obtido a partir da execugao e particionamento das folhas de Maytenus ilicifolia

Massa (g) Rendimento (%)
FHM-Mi 1,8614 9,3
FAE-Mi 6,0315 30
FNB-Mi 2,2750 11,3
FHE-Mi 0,3852 1,9
FDM-Mi 1,0201 5,1

4.2. Sintese Verde de ZnNPs-Mi
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A sintese de ZnNps funcionalizadas com a FAE-Mi foi verificada através da observagao

de uma mudanga de cor de amarela clara para amarelo escuro.

Figura 2. A figura 2A apresenta o inicio da sintese verde de ZnNps-Mi. A figura 2B apresenta a sintese

verde de ZnNps-Mi apos 2h.

O rendimento das nanoparticulas esta apresentado Tabela 2.

Tabela 2. Rendimento obtido da sintese verde de ZnNPs funcionalizadas com a FAE-

Mi das folhas de Maytenus ilicifolia.

Rendimento obtido na sintese de ZnNPs-Mi

Sintese Massa (g)
1° Sintese 0,0017
2° Sintese 0,0009
3° Sintese 0,0004
4° Sintese 0,001
5° Sintese 0,0016
6° Sintese 0,0021
7° Sintese 0,0013
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4.3. Espectros UV-Vis

A espectroscopia UV-vis foi usada para caracterizar as propriedades de absor¢ado Optica
das ZnNPs-Mi, FAE-Mi e Ac.Zn. A Figura 3 mostra o espectro UV-Visivel dessas amostras.
A absor¢ao na faixa de 400-450 nm ¢ caracteristica das nanoparticulas de zinco devido a sua
energia de ligagdo de excitagdo (Bhuyan et al., 2015). A baixa intensidade desse pico esta
relacionada ao tamanho da particula, sendo que particulas menores tendem a ser mais reativas
e apresentam um pico de absor¢do mais pronunciado (Fakhari et al., 2019). A variagdo na
absorbancia do espectro da Maytenus ilicifolia ¢ resultado da presenca de diversas moléculas
na fragdo acetato de etila. O acetato de zinco isolado ndo apresentou nenhuma variacdo de
absorbancia.

Para determinagao desses valores foi utilizado o software GraphPad Prism versao 10.0.0

para fazer uma andlise ANOVA.

UV-Vis
6 —  ZnNps-Mi
— FAE-Mi
— Ac.Zn
o 47
[&]
C
«©
£
S 2-
Q
<
0 T T T T — T 1
200 300 400 500 600 700 800 900 1000
-2- Comprimento de onda (nm)

Figura 3. Espectro UV-Visivel de nanoparticulas de Maytenus ilicifolia conjugadas com acetato de zinco (ZnNPs-

Mi), fragdo acetato de etila de Maytenus ilicifolia (FAE-Mi) isolada e acetato de zinco puro (Ac.Zn).

4.4. DLS
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Tabela 3: Espalhamento Dindmico de Luz (DLS) da nanoparticula de Maytenus

ilicifolia conjugadas com acetato de zinco (ZnNps-Mi).

Diametro Hidrodindmico 967,18 nm
Indice de Polidispersao 11,99%
Coeficiente de Difusdo 0,43 cm?/s

Potencial Zeta -5.83mV
Condutividade 0,0044 mS/cm

A distribuicao de tamanhos das nanoparticulas foi analisada usando Espalhamento
Dinamico de Luz (DLS). Conforme apresentado na Tabela 3, os resultados indicam um indice
de polidispersao de 11,99%, sugerindo que a maioria das nanoparticulas na amostra possui um
diametro hidrodindmico proximo a 967 nandmetros. O coeficiente de difusdo foi calculado
como 0,43 cm?/s. O potencial zeta das nanoparticulas foi encontrado como negativo (- 5,83mV),
no valor de indicando uma carga superficial na amostra e a condutividade da nanoparticula foi

de 0,0044 mS/cm.

4.5. FT-IR

Os espectros de FT-IR da FAE-Mi e das ZnNPs-Mi estdo apresentados na Figura 4.
Foram conduzidas analises de espectroscopia infravermelha na faixa de 4000 a 400 cm™ para
investigar a composicdo quimica e estrutural das amostras estudadas. Conforme ilustrado na
figura acima, varios picos de comprimento de onda foram observados em todos os espectros,
indicando a presenca de grupos funcionais especificos em cada amostra analisada.

Conforme descrito por Pavia et al., 2008, nos dois espectros, o pico em 3300 cm™
corresponde as vibragdes de estiramento das ligacdes O-H, indicando a presenca desses grupos

hidroxila, possivelmente devido aos fenois encontrados nas folhas de Maytenus ilicifolia. E
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notavel um estiramento com maior area sob a curva dessas hidroxilas nas folhas de M. ilicifolia
em comparagdo com as nanoparticulas, sugerindo que esses grupos foram possivelmente
utilizados na reducdo das nanoparticulas. De acordo com Smith et al, 1998, os picos distintos
observados exclusivamente no espectro da FAE-Mi em 1408 cm™ (curvatura O-H em acidos
carboxilicos), 1490 cm™ (curvatura assimétrica de CHs em anéis aromaticos), 1552 cm™
(curvatura de N-H em amidas secundarias) e 1610 cm™ (estiramento C=0 em cetonas) sugerem
que esses compostos podem estar sendo utilizados na conjugacdo do Ac.Zn com a FAE-Mi.

Para determinagao desses valores foi utilizado o software GraphPad Prism versao 10.0.0
para fazer uma analise ANOVA.

FT-IR — ZnNps-Mi

— FAE-Mi
1.00 1552

0.95- 1408 149§

0.90 \

0.85

0.80 3300

Transmitancia (%)

0.75- 1600
1138

0.70

T T T T T T T 1
500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000

Numero de onda (cm'1)
Figura 4: Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FT-IR) da nanoparticula de Maytenus

ilicifolia conjugadas com acetato de zinco (ZnNPs-Mi) e fragdo acetato de etila de Maytenus ilicifolia (FAE-Mi)

isolada.

4.6. DPPH
A analise do grafico (Figura 5) revela que a FAE-Mi, em todas as concentracdes
testadas, apresentou a maior capacidade de sequestrar o radical livre DPPH, com valores de (98

+ 1,13 %) na concentragdo de 0,5 mg/mL, (94 + 0,08%) na concentrag@o de 0,25 mg/mL e (62
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+ 4,03%) na concentragao de 0,025 mg/mL. Em seguida, observam-se os valores das ZnNPs-
Mi, que apresentaram uma capacidade de sequestro menor em comparagdo com a FAE-Mi, com
valores de (80 + 2,08%) na concentracdo de 0,5 mg/mL, (50 + 2,90%) na concentragdo de 0,25
mg/mL e (21 £ 0,69%) na concentracdo de 0,025 mg/mL. Os menores valores foram
encontrados em todas as concentragdes de Acetato de Zn (Ac.Zn), sendo (37,66 = 1,51%) na
concentragdo de 0,5 mg/mL, (8,41 + 1,04%) na concentragdo de 0,25 mg/mL e (8,25 = 0,56%)
na concentra¢do de 0,025 mg/mL. Para determinacdo desses valores foi utilizado o software

GraphPad Prism versdo 10.0.0para fazer uma analise ANOVA.

<

= DPPH

T

2 100~ b b _
(=) 1l a ] El ZnNps-Mi
3 @ EAF-Mi
o ] d

=] - 3 Ac.Zn.

o d ]

= -

g 50 : .

n ]

3 f

g ] e e

3 o] ] ]

G 1 1 1 1 1 1

g 0,5 mg/mL 0,25 mg/mL 0,025 mg/mL

© L ] I ] L ]

o T 1 T 1 T 1

Figura 5. Grafico comparativo da capacidade de sequestro do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazila
(DPPH) em diferentes concentragdes de ZnNPs-Mi (nanoparticulas de zinco funcionalizadas com Maytenus
ilicifolia, da FAE-Mi (fragdo acetato de etila) e do acetato de zinco. As letras iguais correspondem as amostras que
ndo apresentaram diferenca estatistica significativa entre si. A andlise estatistica foi realizada com confecgdo de

Anova e pelo pos teste de Tukey (p < 0.05).

4.7. FRAP

A analise dos dados do método FRAP, conforme apresentados na Figura 6, revela que
os niveis mais elevados de atividade antioxidante foram registrados no extrato acetato de etila
(FAE-Mi) em ambas as concentra¢des. Na concentracdo de 0,070 mg/mL, obteve-se uma
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atividade antioxidante de (929 + 11,40 umol trolox eq.g), na concentrac¢do de 0,035 mg/mL, a
atividade antioxidante foi de (900 = 10,26 pumol trolox eq.g), € na concentracdo de 0,0035
mg/mL, a atividade antioxidante foi de (92 £ 1,14 pumol trolox eq.g). Por outro lado, as ZnNPs-
Mi apresentaram atividade antioxidante menor. Na concentragdo de 0,070 mg/mL, a atividade
antioxidante foi de (331 + 4,56 umol trolox eq.g), na concentragao de 0,035 mg/mL, foi de (141
+ 0,45 pmol trolox eq.g), e na concentracdo de 0,0035 mg/mL, ndo foi detectada atividade
antioxidante (0 + 0 umol trolox eq.g). O acetato de zinco ndo demonstrou atividade antioxidante
em nenhuma das concentragdes testadas. Para determinagdo desses valores foi utilizado o

software GraphPad Prism versao 10.0.0para fazer uma analise ANOVA.

FRAP
1000~ d d ,
. i HEl ZnNps-Mi
e 800- @ EAF-Mi
=
e 1 Ac.Zn.
g 600
S
= 4004 2@
H
- C
200 c
b - b b 7y b
0- T T T | T T T
0,070 mg/mL 0,035 mg/mL 0,0035 mg/mL

Figura 6. Grafico comparativo da capacidade de reducdo de Fe3+ em Fe2+ entre FAE-Mi (fra¢ao acetato
de etila) (controle positivo), as ZnNPs-Mi nanopartiuclas de zinco funcionalizadas com Maytenus ilicifolia € o
acetato de zinco. As letras iguais correspondem as amostras que ndo apresentaram diferenca estatistica
significativa entre si. A analise estatistica foi realizada com confeccdo de Anova e pelo pos teste de Tukey (p <
0.05).

4.8. ORAC
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A andlise dos dados do método ORAC, apresentados na Figura 7, revela que a fracao

organica acetato de etila de Maytenus ilicifolia (FAE-Mi) demonstrou a maior atividade

antioxidante na concentragao de 0,0024 mg/mL, com um valor de 2473 = 57,9 umol trolox eq.g.

Nas concentragdes de 0,0012 mg/mL e 0,00012 mg/mL, a FAE-Mi apresentou atividades

antioxidantes de 2494 + 69,2 pmol trolox eq.g € 2219 + 24,2 umol trolox eq.g, respectivamente.

Por outro lado, as ZnNPs-Mi mostraram atividade antioxidante menor em comparagdo com a

FAE-Mi. Na concentragdo de 0,0024 mg/mL, a atividade antioxidante das ZnNPs-Mi foi de

2029 + 34,4 umol trolox eq.g. Nas concentragdes de 0,0012 mg/mL e 0,00012 mg/mL, as

ZnNPs-Mi apresentaram atividades antioxidantes de 1547,2 &= 86,4 umol trolox eq.g e 1258 +

24,2 umol trolox eq.g, respectivamente. O acetato de zinco ndo apresentou atividade

antioxidante em nenhuma das concentragdes testadas. Para determinacdo desses valores foi

utilizado o software GraphPad Prism versdo 10.0.0para fazer uma analise ANOVA.

ORAC
3000
b b
i — b
°0
c' a [
@ 2000
»
=
§ d
g 1000-
0- 1 | T 1 | |
0,0024 mg/mL 0,0012 mg/mL 0.00012 mg/mL

HEl ZnNps-Mi
= EAF-Mi
1 Ac.Zn.

Figura 7. Grafico comparativo da capacidade de transferéncia de elétrons entre FAE-Mi (controle

positivo), as ZnNPs-Mi e o Ac.Zn. As letras iguais correspondem as amostras que nao apresentaram diferencga

estatistica significativa entre si. A analise estatistica foi realizada com confecgdo de Anova e pelo pods teste de

Tukey (p < 0.05).
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5. DISCUSSAO

Segundo o estudo realizado por Bittar et al., 2024, a particdo do extrato de Maytenus
llicifolia que apresentou maior capacidade antioxidante foi a FAE-Mi, atingindo niveis
semelhantes aos da molécula de referéncia quercetina, uma molécula com alto potencial
antioxidante. De modo geral a Maytenus Ilicifolia é rica em polifendis, flavonoides, taninos,
etc e segundo Basnet et al., 2018, estes fitoquimicos sdo responsaveis pela reducdo dos sais
metalicos que levam a formagao de nanoparticulas de ZnO.

Na sintese de nanoparticulas, a FAE-Mi atuou como agente redutor para os sais de zinco,
como o precursor acetato de zinco utilizado na sintese. Essa abordagem visa reduzir o sal de
zinco sem a necessidade de produtos quimicos. Em seguida, ocorre a complexagao do ion zinco
com 0s compostos presentes no extrato vegetal, resultando na produgdo de nanoparticulas de
ZnO funcionalizadas com a FAE-Mi.

Os espectros de absor¢ao UV-vis da amostra de nanoparticulas biossintetizadas (ZnNPs-
Mi) (Figura 3) revelam um pico de absor¢ao situado na faixa de 400-450 nm. Este achado esta
em concordancia com os resultados obtidos por Bhuyan et al., 2015, que conduziram a
biossintese de nanoparticulas de zinco (com pico de absor¢do em 377 nm), valor préximo ao
encontrado, reforcando assim a confirmagdo da presenca das nanoparticulas.

Conforme observado por Azizi et al.,, os picos de comprimento de onda das
nanoparticulas de Zn, obtidas por meio da sintese com extrato de plantas, apresentou pico em
382 nm. Ao observarmos nosso pico deslocado ligeiramente para a direita em comparagdo a
literatura, torna-se evidente que essa alteracdo aponta para modificacdes na morfologia,
tamanho e microestrutura superficial das particulas em que podemos comprovar em outras
analises de caracterizagdo realizadas. Segundo Fakhari et al., 2019 e Goh et al., 2014, ¢
relevante destacar que a intensidade deste pico estd diretamente associada ao tamanho da

particula, o que consolida as descobertas de estudos anteriormente citados.
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Particulas de menor tamanho tendem a exibir maior reatividade, resultando em um pico
de absor¢do mais pronunciado (Bhuyan et al., 2015). Esta observacao sugere que o controle do
tamanho das nanoparticulas pode ser um fator chave na modulagdo de suas propriedades
reativas, sendo que particulas maiores podem ser desejaveis em certas aplicagdes, devido a sua
menor reatividade.

Importante destacar que os espectros de absor¢do dptica de nanoparticulas de metais
nobres exibem propriedades unicas devido a Ressonancia Plasmatica de Superficie (SPR), que
varia para comprimentos de onda mais longos com o aumento do tamanho das particulas
(Sangeetha et al., 2011). A posi¢do e largura da banda plasmodnica sdo influenciadas pelo
tamanho, forma e constante dielétrica das espécies adsorvidas na superficie € no meio (Smitha
et al., 2008).

A caracteriza¢do da nanoparticula pelo método DLS revelou um tamanho de 967,18 nm
(Tabela 3), para as ZnNPs-Mi produzidas, o que inicialmente surpreendeu devido a sua
dimensao além do esperado para uma nanoparticula. No entanto, mesmo com esse tamanho
relativamente maior, ¢ importante ressaltar que ainda apresenta aplicacdes valiosas no ambito
cientifico.

Segundo Justino et al., 2023, a disparidade no tamanho da nanoparticula pode estar
atribuida a atuacao do composto isolado de uma planta utilizado em seu experimento, como
agentes de protecdo, formando uma cobertura protetora nas nanoparticulas. Sendo assim, ¢
possivel acontecimento similar em nosso experimento devido ao uso da FAE-Mi que possui
diversos compostos. Além disso, a nanoparticula indicou um indice de polidispersidade
moderado de 11,99%, indicando uma distribui¢cdo de tamanho uniforme (Danaei et al., 2018).

A medicao do Potencial Zeta foi de - 5,83 mV (Tabela 3), demonstrando a existéncia de
FAE-Mi como camada de revestimento sobre as nanoparticulas. A carga negativa ¢ originada

dos grupos hidroxila presentes na superficie da nanoparticula, o que gerou forgas repulsivas que
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evitaram a aglomeracdo das ZnNPs-Mi (Chavva et al., 2019). A formagdo de pontes de
hidrogénio entre os grupos da cadeia polietilénica e intera¢des dipolo-dipolo, resultando em
valores negativos de potencial zeta, pode ser uma explicacdo para essa observagdo (Soares et
al., 2012). Tais ligagdes podem ser comprovadas pelos resultados do FT-IR (Figura 4).

O valor do Potencial Zeta observado neste estudo pode ser atribuida a diversos fatores,
como variagdes na composicdo quimica das nanoparticulas ou nas condi¢des de sintese.
Conforme evidenciado na Figura 4, segundo Pavia et al., 2008, o pico em 3.300 cm
corresponde as vibragdes de estiramento das ligagdes O-H e apresentou maior intensidade na
FAE-Mi. Apesar da reducao desse pico na ZnNPs-Mi, ele foi detectado. Segundo Azizi et al.,
esse alongamento OH pode estar relacionado a taninos, acidos graxos e flavonoides. Sendo
assim, podem significar o potencial antioxidante, que permaneceu nas nanoparticulas como
comprovado nos experimentos antioxidantes apresentados nas Figuras 5,6 ¢ 7.

A analise revelou que as nanoparticulas de ZnO biossintetizadas com o uso da FAE-Mi
estavam envoltas por metabolitos, incluindo flavonoides com grupos funcionais. Com base
nesses resultados, sugere-se que esses metabolitos desempenham um papel fundamental na
formacgao e estabilidade das nanoparticulas de ZnO, conforme observado. Além disso, a banda
em 1408 cm™, foi associada a 4cidos carboxilicos (Smith, 1998). Estudos prévios trouxeram
que os grupos carbonila provenientes de residuos de polifenois t€ém uma maior afinidade para
ligagdo com o metal, sugerindo que esses polifenodis tém a capacidade de formar uma camada
ao redor das nanoparticulas metélicas, estabilizando o meio. (Joy Prabu & Johnson, 2015).

Além disso, foi testada a capacidade antioxidante usando os ensaios DPPH, FRAP e
ORAC, conforme mostrado nas Figuras 5, 6 e 7. Esses ensaios avaliam a habilidade das
substancias em neutralizar radicais livres ou estabilizar espécies reativas de oxigénio, o que
permite a avaliagdo de suas propriedades antioxidantes (Justino et al., 2019). As ZnNPs-Mi

apresentaram uma vantajosa capacidade antioxidante nos métodos DPPH, FRAP ¢ ORAC. Em
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compara¢cdo com a FAE-Mi pura, as nanoparticulas demonstraram uma menor capacidade
antioxidante, pois observamos que o acetato de zinco ndo obteve quase nenhum efeito
antioxidante nos experimentos realizados.

Fazendo uma comparagdo das andlises com a analise de vibragdes do FT-IR, o Ac.Zn.
pode ter interagido com os grupos OH redox-ativos da FAE-Mi durante a sintese, como
observado nos resultados encontrados. Apesar da possivel redugdo na atividade antioxidante
devido a interacdo entre Ac.Zn. ¢ o grupo OH da FAE-Mi, observou-se que a ZnNPs-Mi ainda
¢ capaz de neutralizar radicais livres por meio de processos envolvendo transferéncia de
elétrons e oxigénio, ndo perdendo o potencial antioxidante.

A habilidade da ZnNPs-Mi de eliminar radicais livres por meio de mecanismos variados

a torna um candidato promissor em diversas aplica¢des biomédicas.

6. CONCLUSAO

O presente estudo aborda uma estratégia sustentavel tanto do ponto de vista ambiental
quanto economicamente acessivel para a biossintese de nanoparticulas de zinco, as quais foram
funcionalizadas com o extrato acetato de etila (FAE-Mi) extraido das folhas de Maytenus
ilicifolia. Este composto demonstrou eficacia como agente redutor e estabilizante. A sintese das
nanoparticulas foi conduzida utilizando acetato de zinco (Ac.Zn) como precursor para a
producdo do ZnO, eliminando a necessidade de produtos quimicos adicionais. Apesar das
ZnNPs-Mi terem alcangado uma escala nanométrica um pouco maior do que o esperado para
aplicagdes biomédicas, suas notdveis propriedades antioxidantes conferem-lhes relevancia
significativa no campo cientifico, sugerindo um potencial de aplicagdo em diversas areas. A
andlise por FT-IR evidenciou de forma explicita a formacdo de ZnO, ao mesmo tempo que

indicou a presenca de diversos fitoquimicos no extrato vegetal. Esses compostos desempenham
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papel crucial como agentes de protecdo e estabilizagdo das ZnNPs sintetizadas. Este estudo
destaca de maneira consistente o potencial dessas nanoparticulas como agentes antioxidantes,
apontando para perspectivas promissoras em futuras aplicacdes e avangos na area da
nanotecnologia. Porém, serdo feitas outras analises, como Difragdo de Raios X (DRX) e
Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) para conferir o tamanho das nanoparticulas e sua
morfologia. Posteriormente, sera feito testes em culturas de células para averiguar a
citotoxicidade nas nanoparticulas e ver seu alcance até células alvo. Assim, poderemos

confirmar sua aplicabilidade como “drug delivery”.
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