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RESUMO

Nanoparticulas de ouro foram funcionalizadas utilizando a fragdo acetato de etila do
extrato etanolico de Centella asiatica, a qual atuou como agente redutor dos sais de ouro
durante o processo de sintese. A formacdo das nanoparticulas foi confirmada por
espectroscopia na regido do ultravioleta-visivel (UV-Vis). Analises por espalhamento
dindmico de luz (DLS) indicaram um didmetro hidrodindmico ligeiramente superior ao
esperado para nanoparticulas convencionais. Apesar desse aumento de tamanho, os testes
biologicos ex vivo evidenciaram o potencial cientifico relevante dessas nanoparticulas.A
caracterizacdo por potencial zeta e espectroscopia no infravermelho por transformada de
Fourier (FTIR) demonstrou que a superficie das nanoparticulas esta recoberta por compostos
presentes na fracdo acetato de etila, conferindo estabilidade coloidal e preservacao das
propriedades bioativas do extrato. Adicionalmente, os ensaios de capacidade antioxidante
ORAC e hemolise reforcaram o perfil antioxidante das nanoparticulas, ainda que os testes de
FRAP e DPPH ndo tenham apresentado resultados tao expressivos. Esses achados sugerem
que, mesmo com limitagdes em alguns ensaios, as nanoparticulas apresentam atividade

antioxidante significativa.

Palavra-chave: Estresse oxidativo, Extrato etandlico, Hemolise.
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1 INTRODUCAO

A nanotecnologia ¢ a ciéncia do diminuto. O prefixo "nano” vem da palavra latina

"nanus", que significa minasculo. De acordo com a convencao do Sistema Internacional de
. . 9
Unidades (SI), esse prefixo denota um fator de redugdo de 10" vezes, correspondendo a 1

nanometro (Inm= 107 m). Assim, a nanotecnologia abrange o estudo de sistemas, materiais
e dispositivos em que ao menos uma de suas dimensdes se encontra na escala entre 1 e 100
nandémetros (KONWAR e AHMED, 2016). Dentro dessa escala, os materiais passam a
apresentar novas propriedades fisico-quimicas em comparagdo com suas versdes macro
estruturadas, isso porque eles possuem uma area superficial muito alta, que permite que os
atomos e moléculas fiquem mais expostos, possibilitando que grupos funcionais sejam
aderidos a eles, conferindo as nanoparticulas (NPs) propriedades quimicas, estruturais,
mecanicas, elétricas, magnéticas e biologicas interessantes (FIGUEIRA, 2023; PATRA e, al.,
2016).

Diante disto, estudos no campo da nanomedicina tem emergido muito rapidamente em
virtude das nanoparticulas serem capazes de interagirem com maior facilidade com as células
e tecidos quando comparadas com materiais de tamanho bulk, permitindo assim, uma
interacdo direta com o organismo (PATRA et al, 2016; KONWAR ¢ AHMED, 2016;
(FIGUEIRA, 2023). Além disso, as propriedades das NPs permitem o desenvolvimento de
nanomedicamentos com potencial para atuarem no encapsulando drogas, como agentes de
entrega ou anexando farmacos e entregando-os aos tecidos-alvo com maior precisdo e
controle (PATRA et al., 2016) . A vista disto, a nanomedicina é uma combinagdo entre os
conhecimentos e técnicas da nanociéncia e a medicina, com a finalidade de serem usadas em
diagnosticos, terapias e na produgdo de produtos farmacéuticos (PATRA et al, 2016;

CHAVVA et. al., 2019).

As NPs podem possuir diferentes componentes como carbono, metal ou o6xidos
metalicos, que proporcionam caracteristicas singulares com evidente potencial de interacao
com sistemas bioldgicos (KUMARI et al, 2021; CHAGAS, 2023). O ouro ¢ largamente
utilizado nas NPs devido a sua grande compatibilidade com o sistema humano e a baixa
toxicidade, sendo grandemente aplicado em diversos estudos voltados para area médica. As
nanoparticulas de ouro (AuNPs) tém ganhado notoriedade em tais aplicacdes dado a sua

facilidade de sintese em uma ampla gama de tamanhos (dentro da escala nanométrica), bem
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como em diferentes morfologias; a suas propriedades Opticas e elétricas as quais variam

conforme suas dimensdes e conformagdes estruturais; e a presenga de carga negativa em sua
estrutura que facilita a sua funcionalizagdo com variados tipos de biomoléculas, como
farmacos, genes e anticorpos. Consequentemente, tais propriedades proporcionam as AuNPs
uma ampla gama de aplicagcdes como transportadores de farmacos, biossensores, diagnostico

ndo invasivo, imagem molecular, dentre outros (KONG et al.,2017; CHAV VA et al., 2019).

Na contemporaneidade, diferentes abordagens quimicas, fisicas e bioldgicas ja foram
desenvolvidas a fim de sintetizar nanoparticulas de ouro, cada uma obtendo diferentes
caracteristicas (JUSTINO et al.,, 2023). Os processos fisicos utilizam uma abordagem
“Top-down” que consiste na manipulagdo do ouro em escala macro de maneira que ocorre a
quebra das particulas até a escala nanométrica (KUMARI et al, 2021; FIGUEIRA, 2023). J&
a sintese quimica, utiliza métodos baseados em reagdes quimicas, com precursores
moleculares ou atdmicos para a obten¢ao das nanoparticulas de interesse, sendo assim, mais
simples e passiveis de controle do processo. Todavia, tais metodologias apresentam algumas
desvantagens como custo elevado, toxicidade biologica e impacto ambiental negativo haja
vista que produzem residuos perigosos e utilizam solventes organicos toxicos, caracteristicas
que limitam a sua utilizacdo para fins farmacéuticos e clinico (FIGUEIRA, 2023). Dessa
forma, a utilizagdo de compostos bioativos extraidos de plantas sdo uma alternativa viavel a
medida que sdo amplamente disponiveis, de facil manuseio e desempenham a funcdo de
agentes redutores moderando a toxicidade das nanoparticulas e adicionando-as as suas

propriedades (FARD et al., 2018; JUSTINO et al., 2023).

A sintese verde fitomediada permite a producdo eficiente de nanoestruturas. Dado que
os vegetais sintetizam metabdlitos secundarios com propriedades antioxidantes,
antimicrobianas e antitumorais, a fitossintese, sintese de NPs mediada por vegetais, é capaz
de reduzir ions metalicos e aderi-los a superficie das nanoparticulas de forma que lhes
conferem propriedades como boa estabilidade, grande rendimento e baixo custo. Ademais, a
sintese verde acontece por meio de uma acdo conjunta de biomoléculas como éacido tanico,
flavonoides e terpenoides capazes de liberar atomos de hidrogénio, facilitando a redugao dos
precursores metalicos e promovendo a formagao das nanoparticulas (SINGH, TIWARI e

TIWARI, 2017; JUSTINO et al., 2023).

Sob outro enfoque, a Centella asiatica (L.) Urb. ¢ uma planta herbacea pertencente a

familia Apiaceae, nativa das regides tropicais da Asia, como a China e paises do sudeste
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asiatico, podendo ser encontrada em regides da América Central e do Sul, onde ¢ conhecida

como “pennywort” e “gotu kola” (SUN et a/.,2020; HASHIM et al., 2011). No Brasil, ¢
denominada como “centelha”, “pata-de-mula” e “cairugu-asiatico” (PITTELLA et al., 2009).
E comumente vista no sul africano, Ir3, Paquistao e ndia, onde ¢é difundida na medicina

Ayurvédica (BORGES et al., 2024).

Retratada como: “Centella asiatica, amarga, ndo toxica. Adequada para uso em febre
e problemas de pele” é, por séculos, grandemente difundida na medicina tradicional chinesa a
fim de tratar diferentes doencas como asma, ulceras, lipus e psoriase, sendo o seu uso mais
comum na promog¢ao da cicatrizacdo de feridas (SUN et al., 2020; HASHIM et al., 2011;
ADTANI et al., 2011). No limiar deste século, seu amplo potencial terapéutico e seu
mecanismo de a¢cdo vem sendo estudado in vitro e in vivo, com o proposito de confirmar seu
uso tradicional com base cientifica, assim, resultados promissores para o tratamento da
diabetes mellitus, obesidade e doencas cardiovasculares (KABIR et al., 2014;
SUPKAMONSENI et al., 2014), tratamento de doengas neurologicas, melhora de fungdes
cognitivas ¢ memoria (HAFIZ et al., 2020; NASIR et al., 2012; RATHER et al., 2018),
potencial cicatrizante e tratamento de diversas doencas da pele (ARRIBAS-LOPES et al.,
2022), além do seu potencial anti-inflamatério e antioxidante foram obtidos

(BURANASUDIJA et al., 2021; SUN et al., 2020; BORGES et al., 2024).

Como descrito por diversos estudos, a C. asiatica possui em sua composi¢ao uma
vasta quantidade de classes quimicas diferentes, como compostos fenolicos e triterpenoides
(BORGES et al., 2024). Os compostos fendlicos, caracterizam-se pela presenga de um anel
aromatico ligado a um ou mais grupos hidroxila (-OH), o que confere a essas substincias
propriedades antioxidantes capazes de desempenharem um papel crucial na modulagdo do
estresse  oxidativo, um fator etiologico relevante em diversas patologias
cronico-degenerativas, incluindo diabetes mellitus, neoplasias e processos inflamatorios
(ROCHA et al., 2011). Na C. asiatica, esses sdo encontrados como: flavonoides presentes nas
folhas (quercetina e kaempferol), fitosterois (campesterol, sitosterol e estigmasterol), acido
gluconico, acido ferulico e acido clorogénico (SUN ef al., 2020) que auxiliam na capacidade

terapéutica da planta.

No entanto, a atividade farmacologica da C. asiatica é predominantemente atribuida a
presenca dos metabolitos secundarios majoritarios da planta, os triterpenoides (RAZALI et

al., 2019). Esses sdo uma subclasse dos terpenos, compostos de 30 atomos de carbono
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originados em plantas a partir do acido mevaldnico (no citoplasma) ou piruvato e

3-fosfoglicerato (nos plastideos). A estrutura quimica desses compostos ¢ caracterizada pela
presenga de seis unidades de isopreno, e eles exibem uma ampla gama de atividades
biologicas, incluindo propriedades anti-inflamatorias, antioxidantes e antimicrobianas

(SILVA et al., 2020).

A identificagdo dos compostos da planta em questdo ja foi estabelecida na literatura,
assim, o acido asiatico, acido madecassico e seus derivados glicosilados, asiaticosideo e
madecassoside sao os mais expressos (HASHIM et al., 2011; SUN et al., 2020; WONG et al.,
2021; BORGES et al., 2024). Outrossim, tais metabdlitos isolados sdo obtidos a partir do
extrato de plantas preparados a partir de folhas, flores, raizes, caules ou frutos (SILVA ef al,
2020). Nesse sentido, estudos dos extratos etandlico, metanolico e aquoso da C. asiatica ja

foram explorados (WONG et al., 2021; BORGES et al., 2024).

No estudo conduzido por BORGES ef al., 2024, investigou-se as atividades
antioxidante, antiglicante, antimicrobiana e citotdxica do extrato etanolico da C. asiatica e as
suas fragdes organicas, indicando as fragdes acetato de etila e n-butanol como aquelas que
obtiveram os resultados mais notaveis nos testes realizados, sendo entdo as mais indicadas

para futuros estudos.

A vista disso, no presente estudo sio sintetizadas nanoparticulas funcionalizadas com
Centella asiatica (AuNPs-Ca). Utilizamos o tetracloroaurato de potassio (KAuCls) como
precursor e funcionalizamos com a fragdo acetato de etila da C. asiatica. As propriedades das
AuNPs-Ca sintetizadas sdao caracterizadas, e a capacidade antioxidante in vitro e ex vivo, bem

como a capacidade hemolitica, ¢ avaliada.
2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Sintetizar e caracterizar nanoparticulas de ouro com fragdo acetato de etila de Centella

asiatica, avaliando a sua capacidade hemolitica e antioxidante in vitro e ex vivo.
2.2 Objetivos Especificos

e C(Caracterizar as nanoparticulas AuNPs-Ca pelos métodos espectrofotometria de

absorcdo na regido do ultravioleta-visivel (UV-Visivel), espalhamento dindmico de
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luz (DLS), mensuragdo do potencial zeta e espectroscopia de infravermelho com

transformada de Fourier (FTIR);

e Analisar a capacidade antioxidante in vifro das nanoparticulas pelos métodos de
capacidade de reducao do ferro (FRAP), capacidade de sequestro do radical peroxil
(ORAC) e sequestro do radical livre 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH);

e Determinar a capacidade de inibi¢do de hemolise oxidativa das nanoparticulas pelo
ensaio de inibi¢ao da hemolise oxidativa induzida com AAPH;

e Determinar a atividade antioxidante ex-vivo das AuNPs-Ca pelos métodos analises de
espécies reativas do acido tiobarbitirico (TBARS); espécies reativas de oxigénio

(ROS); glutationa reduzida (GSH); conteudo de sulfidrilas.
3 METODOLOGIA
3.1 Sintese Verde

No presente estudo, nanoparticulas de ouro funcionalizadas com Centella asiatica
(AuNPs-Ca) foram sintetizadas utilizando tetracloroaurato de potéssio (KAuCl:) e a fracao
organica acetato de etila (FAE-Ca), obtida por meio do particionamento liquido-liquido do

extrato etanolico das folhas da planta.

Inicialmente, 1 mL de uma solucdo de FAE-Ca (3 mg/mL) foi diluida em 5 mL de
agua deionizada sob agitagdo vigorosa utilizando um agitador magnético por 20 minutos a 50
°C. Em seguida, 120 pL de KAuCl: (0,1 M) foram adicionados a mistura, que foi mantida sob
agitagcdo leve e protegida da luz por um periodo de 2 horas a 50 °C. O progresso da sintese
foi evidenciado por uma mudanca de coloracao, passando de incolor para um roxo escuro ao
longo do periodo de reacdo. O ajuste do pH para 7 foi realizado por adigdo controlada de

solucao de KOH 3 M.

As nanoparticulas sintetizadas foram submetidas duas vezes a centrifugacdo a 15.000
x g a 12 °C durante 15 minutos, seguida de lavagens com agua deionizada para remocao de
residuos de FAE-Ca ou KAuCl: ndo reagidos. O pellet obtido foi dissolvido em 1 mL de agua
deionizada e submetido a liofilizagdo por 24 horas para eliminacdo completa da umidade

residual.
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O processo de sintese foi repetido multiplas vezes, a fim de obter quantidade

suficiente para a realizacdo dos ensaios fisico-quimicos e bioldgicos subsequentes. A

metodologia empregada na sintese foi descrita por JUSTINO et al. (2023).
3.2 Caracterizacio das Nanoparticulas

De maneira geral, a caracterizagdo das nanoparticulas ocorre com base em parametros
essenciais, como sua dimensao, morfologia e carga superficial, empregando-se metodologias

avangadas de analise.

A andlise de UV-Vis foi realizada a 25°C, utilizando um espectrofotometro
Perkin-Elmer LS 55 (Massachusetts, EUA), abrangendo a faixa de 190 até 1000 nanometros,
com uma resolucdo espectral de 1 nm (CHAGAS, 2023), em que leu-se 0,1 mL das

nanoparticulas recém sintetizadas.

Os resultados de DLS e potencial zeta foram obtidos utilizando um analisador de
dispersdao de luz DelsaMax Pro da Beckman Coulter Inc. (Atlanta, GA, EUA). Para isso,

solubilizou-se em agua ultrapura 1 mg/mL das nanoparticulas.

No ensaio de FT-IR. as amostras liofilizadas (5mg) foram analisadas na faixa de
numero de onda de 500 a 4000 cm™ utilizando um espectrometro Vertex 70 da Bruker Optics

(Reinstetten, Alemanha).

3.3 Analise da Capacidade Antioxidante In vitro
3.3.1 Método da capacidade de reducido do Ferro (FRAP)

A técnica da capacidade de reducdo do ferro (FRAP) é amplamente empregada para
avaliar a capacidade de um determinado composto em reduzir ions férricos (Fe*") a ions
ferrosos (Fe*"). Nesse método, os ions Fe* formam um complexo com o reagente
2,4,6-tri-(2-piridil)-s-triazina (TPTZ), resultando em uma coloragdo azul intensa (CHAGAS,
2023).

No estudo em questdo, as amostras foram preparadas nas concentragoes 0,1; 1; 3 e 10
mg/mL e incubadas com o reagente FRAP, composto por tampao acetato de s6dio (300 mM,
pH 3.,6), TPTZ e cloreto férrico (20 mM), na proporg¢ao de 10:1:1, respectivamente. A reacao

foi conduzida em microplacas de 96 pogos, a 37 °C, por um periodo de 6 minutos.
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Posteriormente, a absorbancia foi medida a 593 nm por meio de uma leitora de microplacas

(VersaMax, Molecular Devices, EUA) (BORGES, 2022).

Para garantir a precisdo dos resultados, utilizou-se uma curva padrdo com Trolox
(6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico) na concentragdo de 2mM, um andlogo
hidrossoluvel da vitamina E. Os resultados foram expressos em micromoles de Trolox por

grama de amostra (umol eq. Trolox/g).
3.3.2 Método do sequestro do radical peroxil (ORAC)

O método tem como objetivo avaliar a capacidade antioxidante das amostras por meio
da reducao da taxa de decaimento da fluorescéncia, resultante da oxidagao da fluoresceina,
uma sonda fluorescente. Esse processo ocorre na presenca de radicais peroxila, gerados pela
reagdo com o reagente Azobis (diidrocloreto de 2,2-azobis(2-metilpropionamidina))

(CHAGAS, 2023).

Para a realizag¢do do ensaio, as amostras foram incubadas em microplacas de 96 pogos
na presen¢a de fluoresceina (0,085 mM) e Azobis (153 mM), ambos diluidos em tampao
fosfato (75 mM, pH 7,4). A fluorescéncia foi monitorada ao longo de 90 minutos, com
medicoes realizadas a cada 3 minutos com comprimento de onda de excitacao de 485 nm e

emissao de 528 nm, sob temperatura controlada de 37 °C (BORGES, 2022).

Além disso, foi estabelecida uma curva padrio analitica utilizando Trolox, a fim de
quantificar a capacidade antioxidante das amostras. Como controle negativo, utilizou-se

tampao fosfato, enquanto a FAE-Ca foi empregada como controle positivo.
3.3.3 Método do sequestro do radical DPPH (DPPH)

Amplamente empregada para determinar a capacidade antioxidante de uma amostra, a
técnica baseada no radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH) ocorre por meio da
neutralizacdo do radical DPPH estavel, resultando em sua conversio em hidrazina. A
intensidade da atividade antioxidante apresenta uma correlacao direta com a variagdo da
coloracdo da solu¢do. Amostras com elevada atividade antioxidante resultam em uma
coloragdo amarela intensa, refletindo a reducdo do radical DPPH. Em contrapartida, amostras
com menor atividade antioxidante preservam a coloragdo violeta, indicando a presenca do

radical DPPH nao reduzido (CHAGAS, 2023).
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O presente ensaio foi realizado de acordo com Benatti Justino et al., 2023, em que as

amostras foram incubadas em microplacas de 96 pogos nas concentragdes 0,1; 1 e 3mg/mL,
na presenca do radical DPPH a 60 mM, previamente diluido em metanol. A rea¢do ocorreu
por um periodo de 30 minutos a 37 °C, sob condi¢do de auséncia de luz, a fim de evitar
degradacao fotoquimica do reagente. Apdés o tempo de incubagdo, a absorbancia foi
mensurada a 517nm utilizando um leitor de microplacas (VersaMax, Molecular Devices,

EUA).

A atividade antioxidante das amostras foi calculada com base na seguinte equacao

matematica:

DPPH (%) = A controle — A amostra 100
)= "4 controle — A branco

Figura 1. Equagdo matematica para calcular a atividade antioxidante do DPPH.

Na equacao apresentada acima, o termo "A controle" refere-se a absorbancia do
radical DPPH diluido em metanol, enquanto "A amostra" corresponde a absorbancia do
sistema contendo o DPPH na presenga da amostra em andlise. J4 o termo "A branco"
representa a absorbancia das amostras diluidas em metanol, na auséncia do radical DPPH
(metanol + amostras). O controle negativo do experimento foi constituido exclusivamente por

metanol (BORGES, 2022).
3.4 Analise da capacidade hemolitica

O método foi realizado de acordo com Zhao et al. (2013) e Zheng et al (2022) com
modificacdes. Resumidamente, sangue fresco coletado em tubo contendo heparina de um
voluntario saudavel foi centrifugado a 1500 g por 10 min a 4 °C. Uma suspensdo de
eritrocitos a 20% foi obtida apds os eritrocitos terem sido lavados trés vezes em tampao

fosfato salino (PBS, pH 7,4).

A solugdo de eritrécitos (0,1 mL), foi pré-tratada com 0,10 mL de PBS (absorbancia
A1) e incubada a 37°C por 20min com agitacao suave. Em seguida, adicionamos 0,2 mL de

AAPH 200 mM e incubamos a 37 © C por 2 h com agitag¢do suave (Controle positivo).

Foi adicionado 100 uL. do composto antioxidante acido ascérbico 1,5mM a 0,1 mL da
suspensdo de eritrocitos e co-incubamos com 0,2mL de PBS como um grupo de controle de

toxicidade a 37 © C por 2 horas com agitagao suave. Fez-se o0 mesmo para as amostras
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FAE-Ca nas concentragdes 3, 1 e 0,1 mg/mL, AuNPs-Ca nas concentragdes 1 e 0,lmg/mL e

ouro 2mM.

Finalmente, apds a incubacgao, 100 pL. da mistura reacional foi removida e diluida com
1 mL de tampao PBS, depois foi centrifugado a 1500g por 10 min. A absorbancia do

sobrenadante foi registrada a 540 nm pelo leitor de microplacas.

% hemolise = ((abs . da amostra - abs. do branco) / (abs. do controle - abs. do branco)) * 100,
onde o branco ¢ solucao de eritrécitos + PBS.

3.5 Atividade Antioxidante Ex-Vivo

3.5.1 Processamento do Tecido Hepatico

Para a analise da atividade antioxidante, amostras de figado armazenadas a -70 °C até
o dia do procedimento foram homogeneizadas em tampao fosfato com KCI (1:10 p/v, pH 7,4)
e centrifugados a 800g por 10 minutos a 4 °C (JUSTINO et al., 2023). A concentragdo de
proteina nas amostras foi avaliada de acordo com o método de Bradford (BRADFORD,

1976).
3.5.2 Espécies reativas do acido tiobarbitiarico (TBARS)

Esta técnica ¢ baseada na reagdo entre o malondialdeido (MDA), um subproduto
liberado quando os radicais livres atacam as membranas lipidicas, ¢ o0 TBA. O método de
substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) foi realizado a fim de avaliar a
peroxidacdo lipidica, de acordo com Vilela et al. (2022). Os homogeneizados de tecido foram
misturados com 4acido tricloroacético (TCA) a 10% (p/v) e TBA a 0,67% (p/v), diluido em
Na:SO: a 7,1%. Apds, as amostras foram centrifugadas a 10.000g por 6 minutos a 4 °C e em
microplacas de 96 pocos foi avaliado a fluorescéncia do sobrenadante resultante com
comprimento de onda de excitacdo de 515 nm e comprimento de onda de emissdo de 553 nm
(PerkinElmer LS 55, Boston, MA, EUA). Foi utilizado 1,1,3,3-tetrametoxipropano (TMP)
como composto de referéncia padrao para realizar uma curva analitica a fim de quantificar a

peroxidagao lipidica (JUSTINO et al., 2017).
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3.5.3 Espécies reativas de oxigénio (ROS)

A determinacdo dos niveis de ROS ocorreu de acordo com o método descrito por
Sommerfeld et al. (2022). Resumidamente, os homogeneizados foram incubados com
diacetato de diclorodiidrofluoresceina (10 uM) e tampao Tris-HCI (5 mM, pH 7,4) durante 3
minutos. Posteriormente, em microplacas de 96 pogos foi medido a fluorescéncia a 530 nm
com excitacao a 474 nm (Perkin-Elmer LS 55) (SOMMERFELD et al,, ; JUSTINO et al.,
2023).

3.5.4 Glutationa Reduzida (GSH)

Com a finalidade de quantificar o conteudo de glutationa reduzida (GSH), o
homogeneizado foi tratado com &cido metafosfoérico (1:1) para que houvesse precipitacdo das
proteinas. A mistura resultante foi submetida a centrifugacao a 7000g por 10 minutos, e ao
sobrenadante obtido foi adicionado tampao de fosfato de sodio e o-ftalaldeido (I mg/mL,

diluido em metanol).

Em microplacas de 96 pogos, foi medido a intensidade da fluorescéncia com
comprimentos de onda de excitagdo e emissdo de 350 nm e 420 nm, respectivamente
(Perkin-Elmer LS 55). Foi utilizado GSH na constru¢cao de uma curva padrdao (VILELA et.
al., 2021; JUSTINO et al., 2023).

3.5.5 Conteudo de Sulfidrilas

Tal método ¢ utilizado na determinagao dos tiois totais da amostra, sendo assim,é um
parametro de medida de dano oxidativo as proteinas da mesma. O reagente de cor (DTNB) ¢
reduzido por tiois gerando um derivado amarelo (TNB) no qual € possivel ser lido por

espectrofotometria a 412 nm (AKSENOV, 2001).

Em uma microplaca de 96 pogos foi adicionado 50uL. de amostra, 980uL de PBS pH
7,4 e 30uL de DTNB 10 mM. Adicionalmente, para o branco da amostra 50uL. de amostra e
1010uL de PBS. Ja para o branco do reagente, 1030uL de PBS e 30uL de DTNB.
Posteriormente, foram incubados em condi¢des de auséncia de luz durante 30 minutos. Apds

o tempo de incubacgdo, a absorbancia foi mensurada a 412 nm (Endpoint).
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3.6 Analise Estatistica

Para avaliar a diferenca entre os resultados obtidos foi realizada a andlise estatistica
utilizando a Andlise de Variancia (ANOVA) para comparacao multipla e pos-teste de Tukey.
Os graficos e andlises estatisticas foram realizados utilizando o software Prism versao 10.0.
De maneira geral, as andlises foram conduzidas em duplicata, e os dados foram expressos
como média + erro padrdo da média (SEM) ou média + desvio padrao (SD). Um valor de p <

0,05 foi considerado estatisticamente significativo.
4 Resultados
4.1 Sintese Verde

A sintese das nanoparticulas (AuNPs-Ca) foi observada a partir da mudanca de

coloragao de amarelo claro, caracteristica da FAE-Ca, para roxo escuro (figura 2).

Figura 2. Processo de sintese verde de nanoparticulas de ouro funcionalizadas com FAE-Ca.
4.2 Caracterizacio
4.2.1 Espectros UV-Visivel

A espectroscopia UV-visivel (figura 3) foi realizada com a finalidade de confirmar a
sintese e caracterizar as propriedades de absor¢ao Optica das AuNPS-Ca, FAE-Ca e KAuCl..

As AuNPS-Ca apresentam absor¢do na faixa de 500-550nm enquanto a absorbancia do
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espectro da C. asidtica apresenta uma oscilagao entre 270-330nm. O KAuCls ndo apresenta

pico de absorbancia.
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Figura 3. Espectro UV-Visivel de nanoparticulas de Centella asiatica conjugadas com ouro

(AuNPs-Ca), fragdo acetato de etila de Centella asiatica (FAE-Ca) e tetracloroaurato de potassio (KAuCly).
4.2.2 Espalhamento Dinamico de Luz (DLS)

O Espalhamento Dinamico de Luz (DLS) foi utilizado para avaliar o tamanho médio
das particulas. Em conformidade com a Tabela 1, os resultados indicam um indice de
polidispersdo de 28,9% e um diametro hidrodinamico de 341,1 nandmetros. O coeficiente de
difusdao encontrado ¢ igual a 1,4 cm?/s. O potencial zeta das nanoparticulas foi obtido como

negativo (-0,7mV) e a condutividade da nanoparticula foi de 0,001 mS/cm.

Tabela 1 - Espalhamento Dindmico de Luz e Potencial Zeta das nanoparticulas de ouro

funcionalizadas com Centella asiatica (AuNPs-Ca).

Diametro Hidrodinamico 341,1nm
indice de Polidispersio 28,9%
Coeficiente de Difusao 1.4 cm 2/

Potencial Zeta -0,7mV
Condutividade 0,001mS/cm

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).
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4.2.3 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR)

Os espectros de FT-IR das amostras AuNPs-Ca e FAE-Ca encontram-se representados
na Figura 4. As andlises foram realizadas por espectroscopia na regido do infravermelho,
abrangendo a faixa de 4000 a 500 cm™, com o objetivo de identificar os grupos funcionais
presentes e caracterizar a composicdo quimica e estrutural das amostras. A partir dos
espectros obtidos, observaram-se bandas em comprimentos de onda especificos, compativeis

com a presenc¢a de grupos funcionais nas nanoparticulas e na fracdo analisada.

O espectro de FTIR revelou bandas caracteristicas atribuidas ao estiramento O—H de
alcoois, observadas em 3288 cm™, de forma mais intensas na FAE-Ca, mas também presentes
nas AuNPs-Ca. Bandas correspondentes ao estiramento C—H foram identificadas em 2900 e
2850 cm™ no extrato de Centella asiatica. No mesmo extrato, foi identificado um pico em
1690 cm™!, atribuido ao estiramento C=C de grupos carbonila. Além disso, uma banda em
1600 cm™ foi observada tanto no extrato quanto nas AuNPs-Ca, correspondente ao
estiramento C=C de grupos benzénicos. Bandas relacionadas ao estiramento C—N de aminas
aromaticas, fendis e aminas alifaticas foram identificadas em 1290, 1150 ¢ 1050 cm™ no
extrato de C. asiatica, apresentando deslocamentos para 1200, 1210 e 1050 cm™ nas

AuNPs-Ca.
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Figura 4. Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR) de fragdo acetato de

etila de C. Asidtica (CA) e nanoparticulas de ouro sintetizadas com CA (AuCA NPs).
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4.3 Analise da Capacidade Antioxidante in vitro

4.3.1 Método da capacidade de reducido do Ferro (FRAP)

No FRAP (figura 5), os niveis mais elevados de atividade antioxidante foram
registrados no extrato acetato de etila (FAE-Ca) na concentracdo 3mg/mL. Na concentragao
de Img/mL, obteve-se uma atividade antioxidante de (861,6 = 8,5 umol trolox eq.g), na
concentracdo de 3mg/mL, a atividade antioxidante foi de (1796 £+ 81,95 umol trolox eq.g).
Por outro lado, as AuNPs-Ca apresentaram atividade antioxidante significativamente menor.
Na concentragdo de na concentracdo de Img/mL, foi de (0,26 + 0,37 pumol trolox eq.g), € na
concentracdo de 3 mg/mL, foi de (20,03 + 1,25 pumol trolox eq.g). A quercetina, usada como
controle positivo, apresentou atividade antioxidante de (1829 + 30,6 pumol trolox eq.g) na
concentragdo 0,Img/mL. O KAuCl: ndo apresentou atividade antioxidante na concentragdo

de uso para a sintese verde.
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Figura 5. Grafico da capacidade de redugdo de Fe3+ em Fe2+ da quercetina (controle positivo),
KAuCls e diferentes concentragdes de FAE-Ca (fracdo acetato de etila de C. asiatica) e AuNPs-Ca
(nanoparticulas de ouro funcionalizadas com C. asiatica). As letras similares correspondem as amostras que nao

apresentaram diferenca estatistica significativa entre si.
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4.3.2 Método do sequestro do radical peroxil (ORAC)

Apresentada na Figura 6, a analise dos dados do método ORAC demonstra que a
fracdo organica acetato de etila de Centella asiatica demonstrou atividade antioxidante na
concentracdo de 1 mg/mL, com um valor de 1499 + 74,76 umol trolox eq.g € na concentragdo
de 3 mg/mL, com um valor de 1353 £ 31,65umol trolox eq.g. Outrossim, a AuNPs-Ca, na
concentracdo de 3mg/mL, apresentou uma atividade antioxidante de 1338 + 7,09 umol trolox
eq.g. No entanto, a concentragdo Img/mL apresentou uma baixa atividade antioxidante de
185,6 + 23,77 umol trolox eq.g. A quercetina, controle positivo, apresentou atividade
antioxidante de (1181 + 13,487 umol trolox eq.g). O KAuCl: ndo apresentou atividade

antioxidante na concentracao testada.
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Figura 6. Grafico da capacidade antioxidante obtida pelo método ORAC do KAuCls, quercetina e
diferentes concentracdes de FAE-Ca (controle positivo) e AuNPs-Ca (nanoparticulas de ouro funcionalizadas
com C. asiatica). As letras similares correspondem as amostras que ndo apresentaram diferenga estatistica

significativa entre si.
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4.3.3 Método do sequestro do radical DPPH (DPPH)

A andlise do grafico (Figura 7) aponta que as AuNPs-Ca, apresentaram uma baixa
capacidade de sequestrar o radical livie DPPH, com valores de (8 + 3,5%) na concentragdo de
I mg/mL e (16 £ 4,9%) na concentracdo de 3 mg/mL. Em contrapartida, observa-se que a
FAE-Ca, em todas as concentragdes testadas, apresenta uma maior capacidade de sequestro,
com valores de (94 + 1,4%) na concentragdo de 1 mg/mL e (97 = 0%) na concentragdo de 3
mg/mL. O tetracloroaurato de potéassio (KAuCl:) ndo apresentou atividade antioxidante (0 +

0%) na concentracdo de uso da sintese (0,5 mg/mL).
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Figura 7. Gréafico da capacidade de sequestro do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH) em
diferentes concentragdes de FAE-Ca (fragdo acetato de etila de C. asiatica), AuNPs-Ca (nanoparticulas de ouro
funcionalizadas com C. asiatica) e KAuCl.. As letras similares correspondem as amostras que ndo apresentaram

diferenga estatistica significativa entre si.
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4.4 Analise da capacidade hemolitica

Os resultados do ensaio de atividade hemolitica (Figura 8) apontam que as AuNPs-Ca
apresentam valores de (10,6 +£0,4950%) na concentracdo de 0,1 mg/mL e (9,3 £2,192%) na
concentracdo de 1 mg/mL. Além disso, a FAE-Ca apresenta valores de (10 + 2,192%) na
concentracdo de 0,ImL e (13,7 + 1,273%) na concentracdo de 1 mg/mL. O tetracloroaurato
de potassio (KAuCls) apresentou um valor de 9,7 + 3,465% na concentragdo de uso da sintese

(2mM).
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Figura 8. Grafico da atividade hemolitica em diferentes concentragdes de FAE-Ca (fragdo acetato de
etila de C. asiatica), AuNPs-Ca (nanoparticulas de ouro funcionalizadas com C. asiatica) ¢ KAuCls, em que C-
¢ o controle negativo (solugdo de eritrocitos + PBS + acido ascorbico 1,5mM), C+ o controle positivo (solugdo
de eritrocitos + PBS + azobis 200mM) e B o branco da amostra (PBS+DMSO). As letras similares
correspondem as amostras que ndo apresentaram diferenca estatistica significativa entre si. A analise estatistica

foi realizada utilizando Anova e pelo pos teste de Tukey (p < 0.05).
4.5 Atividade Antioxidante ex-vivo
4.5.1 Espécies reativas do acido tiobarbitirico (TBARS)

Os resultados obtidos no ensaio de TBARS (Figura 9) indicam que o tecido hepatico
tratado com a amostra FAE-Ca apresentou baixos niveis de peroxidagdo lipidica, tanto na
auséncia quanto na presenca do indutor de estresse oxidativo azobis, com valores de 0,1484 +
0,001 nmol/mg prot e 0,1541 + 0,0007 nmol/mg prot, respectivamente. Esses resultados sdao

similares aos obtidos para a quercetina, que apresentou 0,1567 + 0,004 nmol/mg prot na
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auséncia e 0,1658 + 3,457 nmol/mg prot na presenga de azobis. Adicionalmente, o tecido
tratado com as nanoparticulas, na auséncia do agente indutor de estresse oxidativo,
apresentou um percentual de 0,2106 = 0,0001 nmol/mg prot. Na presenca do azobis,

observou-se um aumento nos valores obtidos (0,4977 £ 0,006 nmol/mg prot).

Quantificagdo de TBARS
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Figura 9. Grafico comparativo da quantificagdo, na auséncia e presenca de azobis , de espécies reativas
do acido tiobarbitarico (TBARS) de FAE-Ca (fragao acetato de etila de C. asiatica), AuNPs-Ca (nanoparticulas
de ouro funcionalizadas com C. asiatica), KAuCls e quercetina. O controle negativo é o homogeneizado junto
com o tampdo de reacgdo, ja o controle positivo, ¢ o homogeneizado + tampao de reagdo e azobis (100mM). As

letras similares correspondem as amostras que ndo apresentaram diferenca estatistica significativa entre si.
4.5.2 Espécies reativas de oxigénio (ROS)

Os resultados obtidos no ensaio de espécies reativas de oxigénio (Figura 10)
demonstram que o tecido hepatico em condi¢des basais, tratado tanto a FAE-Ca quanto as
nanoparticulas apresentou niveis regulares de ROS, com valores de 109344 + 3084% e
122469 + 831,6%, respectivamente. Tais resultados, sdo similares aos obtidos com o tecido
tratado com quercetina, também na auséncia de azobis, que apresentou valores de 114205 +
4158%.

Além disso, o tecido em condigdes de estresse oxidativo induzido, quando tratado
com as AuNPs-Ca, apresentou um resultado expressivo de 107385 + 2904%, um valor
semelhante ao controle positivo (105279 + 6805%) e abaixo do obtido para a quercetina

(115375 + 2909%) nas mesmas condigoes.
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Quantificagao de Espécies Reativas de Oxigénio
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Figura 10. Grafico comparativo da quantifica¢do, na auséncia e¢ presenca de azobis, de espécies
reativas de oxigénio (ROS) de FAE-Ca (fragdo acetato de etila de C. asiatica), AuNPs-Ca (nanoparticulas de
ouro funcionalizadas com C. asiatica), KAuCls e quercetina. O controle negativo ¢ o homogeneizado junto com
o tampao de reacdo, ja o controle positivo ¢ o homogeneizado + tampao de reagdo ¢ azobis (100mM). As letras

similares correspondem as amostras que ndo apresentaram diferenga estatistica significativa entre si.

4.5.3 Glutationa Reduzida (GSH)

Os resultados obtidos no ensaio de glutationa reduzida (Figura 11) apontam que o
tecido na auséncia de azobis, quando tratado com as nanoparticulas na concentragdo de
3mg/mL, apresentou niveis elevados de GSH 0,3548 + 0,04 nmol/mg prot. Tal resultado
apontou valores mais expressivos que o tratamento da fracdo estudada 0,1514 + 0,02
nmol/mg prot e a quercetina 0,0590 + 0,005 nmol/mg prot, ambas amostras notoriamente
antioxidantes. De maneira semelhante, sob estresse oxidativo, o tecido tratado com as

AuNPs-Ca apresentou um valor de 0,1364 + 0,08 nmol/mg prot.
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Figura 11. Grafico comparativo da quantificag@o, na auséncia de azobis, de glutationa reduzida (GSH)

em FAE-Ca (frag@o acetato de etila de C. asiatica), AuNPs-Ca (nanoparticulas de ouro funcionalizadas com C.
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asiatica), KAuCls e quercetina. O controle negativo ¢ o homogeneizado junto com o tampao de reagdo, ja o
controle positivo ¢ o homogeneizado + tampao de reacdo e azobis (100mM). As letras similares correspondem

as amostras que ndo apresentaram diferenca estatistica significativa entre si.

4.5.4 Conteudo de Sulfidrilas

Os resultados obtidos no ensaio de contetido de sulfidrilas (Figura 12) demonstraram
que o tecido tratado com a fracdo acetato de etila e as nanoparticulas apresentou valores de
26,35 £ 0 nmol TNB/mg prot e 19,1 + 0 nmol TNB/mg, respectivamente, na auséncia de
azobis. Além disso, sob estresse induzido, os valores obtidos foram 6,05 + 0 nmol TNB/mg
prot para o tratamento de FAE-Ca e 4,35 £ 0 nmol TNB/mg prot para o tratamento com as
AuNPs-Ca. Sendo superiores ao observado para a quercetina nas mesmas condi¢des (0,75 £ 0

nmol TNB/mg prot).
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Figura 12. Grafico comparativo da quantificagdo, na auséncia de azobis, de contetido de sulfidrilas em
FAE-Ca (fragdo acetato de etila de C. asiatica), AuNPs-Ca (nanoparticulas de ouro funcionalizadas com C.
asiatica), KAuCls e quercetina. O controle negativo ¢ o homogeneizado junto com o tampao de reagdo, ja o
controle positivo ¢ o homogeneizado + tampao de reagdo e azobis (100mM). As letras similares correspondem

as amostras que ndo apresentaram diferenca estatistica significativa entre si.

5 DISCUSSAO

Segundo o estudo realizado por BORGES et al. (2024), a fracdo acetato de etila do
extrato etandlico das folhas de Centella asidatica (FAE-Ca) apresentou grande capacidade
antioxidante, além de baixa toxicidade dado a grande presenca de flavonoides e compostos
fenodlicos em sua composigdo. Tais metabdlitos estdo amplamente envolvidos na formacao de

nanoparticulas por sintese verde devido a sua capacidade de redugdo de ions metalicos
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(BHARADWAI, et al., 2021). Nesta perspectiva, sintetizamos nanoparticulas de ouro

funcionalizadas com fracdo acetato de etila de Centella asiatica, caracterizando-as ¢
avaliando o seu potencial antioxidante in vitro e ex vivo, bem como a sua capacidade

hemolitica.

A sintese das nanoparticulas (AuNPs-Ca) foi observada a partir da mudanga de
coloracdo de amarelo claro, caracteristica da FAE-Ca, para roxo escuro (figura 2), que
caracteriza a formagdo de nanoparticulas de ouro (YEH et al., 2012). Tal processo ocorre
devido ao alto teor de compostos polifendlicos presentes na planta, os quais possuem grupos
funcionais como hidroxila que atuam como doadores de elétrons, permitindo a interagdo com
ions de ouro (Au3+), que promovem uma reducdo em nanoparticulas de ouro, além de

atuarem como agentes estabilizadores (JUSTINO et al., 2023; BHARADWAI, et al., 2021).

A banda de absorcdo localizada na faixa de 500 a 550 nm, observada na analise por
espectroscopia UV-visivel, € caracteristica das nanoparticulas de ouro, sendo atribuida a
ressonancia plasmonica de superficie, além de refletir a capacidade dessas nanoparticulas em
suprimir a fluorescéncia (YEH et al., 2012). Dessa forma, o pico evidenciado na Figura 3

confirma a formagao das AuNPs-Ca.

Apos a sintese, torna-se essencial a caracterizagdo das nanoparticulas, a fim de
compreender sua estrutura e assegurar sua adequacdo para aplicacdes futuras. Conforme
apresentado na Tabela 1, os resultados obtidos por DLS indicam que as AuNPs-Ca
apresentam tamanho superior ao intervalo convencionalmente atribuido as nanoparticulas
(1-100 nm) (SHARMA et al., 2015). Contudo, apesar desse valor ligeiramente elevado, as
nanoparticulas ainda apresentam relevancia cientifica, uma vez que nanoparticulas maiores

podem ser vantajosas, dado a sua menor reatividade (BHUYAN et al., 2015).

Outrossim, com o objetivo de avaliar a homogeneidade da distribui¢do de tamanhos
das nanoparticulas, foi determinado o indice de polidispersao (PDI), que apresentou valor de
28,9%. De acordo com DANAEI et al. (2018), valores de PDI inferiores a 0,05 sao
caracteristicos de sistemas altamente monodispersos, enquanto valores superiores a 0,7
indicam elevada heterogeneidade na distribui¢do de tamanhos. Nesse contexto, o valor obtido
neste estudo sugere uma distribuigdo de tamanho heterogénea entre as particulas. Conforme
JUSTINO et al. (2023), a discrepancia no tamanho das nanoparticulas pode estar relacionada

a acdo do composto isolado da planta utilizada no experimento, atuando como agente



27
estabilizante ao formar uma camada protetora sobre as particulas. Nesse contexto, ¢

considerado que algo analogo possa ter ocorrido, dado a presenca de compostos bioativos da
FAE-Ca, a qual ¢ rica em diferentes polifendis com diversos agrupamentos organicos que
possuem tamanhos distintos, o que pode ter influenciado na heterogeneidade do tamanho das

particulas.

E relevante destacar que, para um conhecimento preciso da atividade das
nanoparticulas e, consequentemente, de sua aplicacdo, ¢ imprescindivel que estas apresentem
estabilidade. Conforme descrito por RUTH et al. (2024), nanoparticulas estaveis apresentam
valores de potencial zeta inferiores a -30 mV ou superiores a +30 mV, em que ha repulsao
suficiente entre as particulas para evitar a agregacdo. O valor obtido para as AuNPs-Ca
(Tabela 1) revela um valor proximo a zero, o que indica que a nanoparticula ¢ instavel e
possui quase nenhuma carga elétrica efetiva na camada de cisalhamento. Como consequéncia,
ndo ha forca eletrostatica suficiente para manter as particulas afastadas umas das outras

favorecendo assim a sua aglomeragao.

Os resultados obtidos por meio da analise de FT-IR para a FAE-Ca ndo apresentaram
diferencas significativas em relacdo aos dados previamente reportados por DAS et al. (2010)
e RUTH et al.(2024). Por outro lado, as nanoparticulas de ouro sintetizadas com extrato de C.
asiatica (AuNPs-Ca) exibiram alteracdes espectrais relevantes, possivelmente atribuidas a
utilizagdo, neste estudo, de uma fragdo organica (acetato de etila) em contraste com o extrato

etanolico bruto empregado pelos autores mencionados.

Picos de forte intensidade observados no extrato de Centella asiatica em torno de
1690 cm™ e 1600 cm™, bem como as bandas atribuidas ao estiramento C—N de aminas
aromaticas, fenois e aminas alifaticas, localizadas em aproximadamente 1290, 1150 e 1050
cm (RUTH et al., 2024), apresentaram deslocamento e redu¢do significativa na intensidade
espectral apos a formacdo das nanoparticulas. Esses resultados indicam que os grupos
hidroxila presentes nos compostos da fragdo vegetal podem estar envolvidos na

funcionalizacdo da superficie das AuNPs-Ca.

Outrossim, a presenga residual dessas bandas, ainda que com baixa intensidade, nas
AuNPs-Ca, constitui uma evidéncia de que componentes da fragdo organica foram
efetivamente adicionadas na superficie das nanoparticulas (JUSTINO et al., 2024). Conforme

ilustrado na Figura 4, o pico em 3.300 cm’, relacionado ao estiramento das ligacdes O—H
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(PAVIA et al., 2008), apresentou maior intensidade na FAE-Ca. Apesar da consideravel

reducdo desse sinal nas AuNPs-Ca, sua presenca ainda foi observada. Segundo AZIZI et al.,
esse tipo de vibracdo estd associado a presenca de taninos, acidos graxos e flavonoides,
substancias amplamente reconhecidas por suas propriedades antioxidantes. Dessa forma, a
manutengdo, ainda que reduzida, dessas bandas caracteristicas nas AuNPs-Ca sugere que
compostos bioativos com potencial antioxidante permanecem ancorados a superficie das

nanoparticulas.

A capacidade antioxidante foi avaliada por meio de ensaios in vitro, utilizando os
métodos FRAP, DPPH e ORAC. Os antioxidantes, por sua capacidade de neutralizar radicais
livres, desempenham um papel fundamental na reducdo do estresse oxidativo, sendo,
portanto, essenciais na prevencdo e¢ no tratamento de diversas patologias (Farhood et al.,
2024). A andlise dos graficos (figuras 5, 6 e 7) obtidos nos diferentes ensaios de atividade
antioxidante, indicam que os niveis mais elevados foram registrados na fra¢ao acetato de etila
(FAE-Ca), atingindo niveis semelhantes aos da quercetina, molécula com alto potencial
antioxidante utilizada como controle positivo. Esses achados estdo de acordo com o estudo de
BORGES et al. (2024), no qual a FAE-Ca também demonstrou elevada atividade
antioxidante, atribuida a sua expressiva concentracao de polifenois. Tal correlagao ¢ reforcada
por RUTH et al. (2024), que destacam a associagdo entre o conteudo de polifendis e a

atividade antioxidante em diversas espécies vegetais.

Em contraste, no ensaio FRAP (figura 5), as AuNPs-Ca apresentaram baixa atividade
antioxidante, sugerindo uma capacidade limitada de reduzir ions férricos (Fe*") e,
consequentemente, uma ineficiéncia na quelagem de metais de transicdo. De forma
semelhante, embora os resultados obtidos no ensaio DPPH tenham sido superiores aos do
FRAP, ainda indicaram uma capacidade reduzida de estabilizar espécies reativas, como o
radical DPPH, o que talvez possa ser atribuido a presenca de KAuCls, haja vista que esse ndo

obteve quase nenhum efeito antioxidante nos experimentos realizados.

A atividade catalitica das nanoparticulas de ouro (AuNPs) ¢ afetada por seu tamanho
e pelas suas propriedades fisico-quimicas. De modo geral, particulas menores apresentam
maior area superficial, o que favorece uma interacao mais eficiente com espécies reativas,
resultando em maior atividade catalitica. Assim, quando comparadas, AuNPs de maior
tamanho tendem a exibir uma atividade antioxidante reduzida, conforme observado por

SULIASIH et al. (2024). Nesse contexto, os baixos valores de atividade antioxidante obtidos
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para as AuNPs-Ca nos ensaios realizados podem estar relacionados ao seu didmetro

relativamente elevado e ao fato de estarem aglomeradas. Outrossim, no que tange as
propriedades fisico-quimicas das nanoparticulas, o deslocamento das bandas atribuidas aos
grupos de aminas aromadticas, fendis e aminas alifaticas, apresentados no ensaio de FT-IR,

também podem ser a causa da reducao de tal potencial antioxidante.

Além disso, deve-se notar que, substancias consideradas antioxidantes devem ser
ativas em baixas concentragdes, de modo que essa deve ser satisfatoriamente alta apenas para
desativar a molécula-alvo. Frequentemente, antioxidantes fenodlicos perdem sua atividade
antioxidante em altas concentragdes ¢ agem como pro-oxidantes (BEDLOVICOVA et al.,
2025). Dado a alta concentracdo de compostos fendlicos na FAE-Ca, encontrado por
BORGES et al., 2024, ¢ ao fato de as AuNPs-Ca estarem revestidas com a fragdo, tende-se
pensar que a baixa capacidade antioxidante dos métodos FRAP e DPPH est4 atrelada a esses
fatores, todavia, o resultado do método ORAC demonstrou capacidade de neutralizar o
radical peroxil, um dos principais responsaveis pelo estresse oxidativo em sistemas

bioldgicos. Tal achado esta atribuido as AuNPs-Ca na maior concentragdo testada (3mg/mL).

Ademais, apesar de suas vantagens, as nanoparticulas metalicas apresentam riscos
quanto a toxicidade e sdo particularmente propensas a provocar estresse oxidativo (DARE ¢
LAUTENSCHLAGER, 2025; SULIASIH et al, 2024). A atividade hemolitica das
AuNPs-Ca foi avaliada com o objetivo de conhecermos a sua toxicidade. Os resultados
demonstram que as nanoparticulas ndo apresentam capacidade hemolitica, o que demonstra

que as amostras ndo sao toxicas para eritrocitos nas concentragdes avaliadas.

Com o objetivo de aprofundar a compreensdo das propriedades antioxidantes das
amostras e reforcar os dados obtidos in vitro, avaliou-se sua capacidade antioxidante em
condi¢des ex vivo, por meio dos ensaios TBARS, ROS, GSH e grupos sulfidrila, realizando

uma comparacao de amostras na presenca e auséncia do indutor de estresse oxidativo, azobis.

Os resultados obtidos no ensaio de TBARS (Figura 9) demonstraram que a fracdo
organica protegeu o tecido hepatico da peroxidacdo lipidica, tanto na auséncia quanto na
presenga de azobis. Esse resultado é caracterizado pela sua capacidade antioxidante, como ja
observado por BORGES et al. (2024). Nesse contexto, verificou-se que, na presenca do
azobis, o tecido apresentou discreto aumento nos niveis de peroxidacao lipidica apds o

tratamento com as nanoparticulas. Contudo, os resultados indicaram também que as
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AuNPs-Ca exerceram efeito protetor sobre o tecido hepatico. Tal resultado pode ser

parcialmente atribuido a presenga residual de KAuCls, precursor utilizado na sintese verde, o
qual, isoladamente, demonstrou induzir niveis elevados de peroxidagdo. Ainda assim, os
dados obtidos indicam que as propriedades antioxidantes da fracdo acetato de etila foram
preservadas apds a funcionalizacdo, e que as AuNPs-Ca mantém eficacia na prevengao da
peroxidagdo lipidica, mesmo sob condi¢des de estresse oxidativo. Essa atividade protetora
pode estar relacionada a capacidade das nanoparticulas em neutralizar espécies reativas

altamente agressivas, como os radicais hidroxila (OH).

Os resultados referentes a produgdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) (Figura
10), revelam que o tecido, tanto na presenca da FAE-Ca quanto na presenca das AuNPs-Ca,
apresentou baixos niveis de ROS na auséncia do indutor de estresse oxidativo, azobis. Esses
dados indicam que, mesmo em condigdes basais, as amostras sdo capazes de manter o
equilibrio redox intracelular, devido a atuagao dos compostos antioxidantes constituintes da
FAE-Ca, como descrito por BORGES et al. (2024). Tal efeito ¢ comparavel ao da quercetina,
haja vista que os valores sdo similares aos obtidos para esse flavonoide nas mesmas
condigdes, o que sugere que a FAE-Ca possui eficacia semelhante em prevenir a formacgao de

ROS.

Na condicdo de estresse oxidativo, o tecido tratado com as nanoparticulas
apresentaram uma reducdo expressiva nos niveis de ROS, indicando uma capacidade
antioxidante ampliada frente a inducdo exdgena de espécies reativas. Esse resultado vai de
acordo com os dados de caracterizagdo fisico-quimica obtidos, que demonstraram a presenga

de FAE-Ca aderida a superficie das nanoparticulas, conferindo-lhes propriedades bioativas.

A agdo das AuNPs-Ca de mitigar o estresse oxidativo pode ser atribuida a sinergia
entre o nicleo metalico das nanoparticulas e os compostos fenolicos e flavonoides da
FAE-Ca. Estudos prévios demonstram que fracdes obtidas com acetato de etila,
especialmente aquelas ricas em polifendis, sdo capazes de atuar diretamente na neutralizagdo
de radicais livres (AISHWARYA et al., 2020; CHEN et al., 2007). Portanto, os dados obtidos
ndo apenas confirmam a atividade antioxidante da FAE-Ca, mas também evidenciam que sua

associacao com nanoparticulas de ouro pode potencializar esse efeito.

De forma semelhante, os dados referentes aos niveis de glutationa reduzida (GSH),

apresentados na Figura 11, evidenciam o potencial antioxidante das amostras analisadas. Na
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auséncia de azobis, o tecido hepatico contendo nanoparticulas apresentou niveis

significativamente elevados de GSH. Considerando que a glutationa ¢ uma das principais
moléculas antioxidantes enddgenas, pois atua na neutralizagdo direta de radicais livres e na
regeneragdo de outros antioxidantes, como as vitaminas C e E (Lushchak, 2012), esse
resultado indica que as AuNPs-Ca promovem ou mantém o estado redox celular em
equilibrio.

Sob estresse oxidativo induzido pela presenca de azobis, o tecido tratado com
AuNPs-Ca também apresentou niveis elevados de GSH, indicando a eficicia das
nanoparticulas em proteger as células da deplecao da glutationa, frequentemente observada
em condi¢des de estresse (LABARRERE; KASSAB, 2022). Esse achado sugere que a
conjugacdo da FAE-Ca com as nanoparticulas ndo apenas preserva, mas potencializa sua acao
antioxidante, reforcando a hipotese de que a utilizagdo de compostos fenolicos na sintese
verde ¢ promissora na redu¢do de danos oxidativos induzidos por nanoparticulas de ouro
(JUSTINO et al., 2023).

Somado a isso, os resultados obtidos do contetido de sulfidrilas (Figura 12) revelam
que o tecido tratado tanto com a fragdo acetato de etila, quanto com as nanoparticulas,
apresentaram niveis expressivos de grupos sulfidrila na auséncia de azobis. Tal achado pode
ser atribuido a presenga de compostos bioativos previamente identificados na fragdo. Nao
obstante, mesmo apoOs a exposi¢do ao azobis, os niveis de grupos sulfidrila permaneceram
elevados em ambos os tratamentos, o que sugere que a funcionalizacdo da fra¢do as

AuNPs-Ca nao comprometeu sua bioatividade.

6 CONCLUSAO

Diante do exposto, o presente estudo apresenta uma estratégia ambientalmente e
economicamente vidvel para a biossintese de nanoparticulas de ouro. A sintese verde
demonstrou ser um método eficaz, sustentdvel e promissor. A presenca de compostos
bioativos, como os flavonoides da FAE-Ca, foi fundamental para a formagdo das
nanoparticulas, atuando como agentes redutores, como demonstrado nas analises de UV-Vis e
FT-IR. Apesar de as AuNPs-Ca apresentarem um tamanho ligeiramente superior ao padrao,
como apresentado na analise de DLS, elas ainda apresentam importancia cientifica,
entretanto, com o potencial zeta proximo a zero, mais estudos devem ser realizados para
melhorar a estabilidade em solucdo dessas particulas. Ademais, apesar das AuNPs-Ca

apresentarem baixa atividade em alguns ensaios, como o FRAP e o DPPH, sua eficécia contra
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a hemolise sugere que a abordagem de sintese verde, utilizando a Centella asiatica, pode

mitigar os riscos de toxicidade associados as nanoparticulas. Os ensaios biologicos ex vivo

reforcaram a manuten¢do da atividade antioxidante da FAE-Ca apds a funcionalizagdo,

evidenciando que as AuNPs-Ca demonstraram capacidade de neutralizar espécies reativas de

oxigénio, proteger contra a peroxidacao lipidica e preservar os niveis de glutationa reduzida e

grupos sulfidrila. Assim, as AuNPs-Ca revelaram eficidcia antioxidante significativa,

conferindo protecao ao tecido hepatico sob estresse oxidativo.

7
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