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RESUMO

A sintese verde de nanoparticulas ¢ uma moderna alternativa para tratamentos biomédicos de
precisado de modo sustentdvel. Nesse cenario, os processos de oxidacdo e glicagdo nao
enzimatica de proteinas constituem processos quimicos associados a formacao de produtos
finais de glicacdo avangada (AGEs), contribuindo para alteragdes estruturais e funcionais
decorrentes do estresse glicoxidativo. Este estudo teve como objetivo sintetizar nanoparticulas
de ouro (AuNPs) e prata (AgNPs) por via verde utilizando fragdes da casca de Annona
crassiflora como agentes redutores e estabilizantes, caracteriza-las por espectroscopia UV-Vis,
FTIR, DLS e potencial zeta, e comparar suas atividades antioxidante, antiglicante e perfil de
viabilidade celular com as fra¢des livres correspondentes. Nos ensaios antioxidantes (FRAP,
DPPH e ORAC), a fracdo acetato de etila apresentou maior capacidade redutora quando
comparada a fragdo diclorometano, comportamento redox parcialmente modulado apds
nanoformulacdo. No modelo BSA—frutose (~230 mM), a AuNP—EtAc promoveu maior reducao
da fluorescéncia global de AGEs (350/420 nm) em relacdo a fracdo livre correspondente,
enquanto no modelo BSA-MGO (10 mM) observou-se menor magnitude de inibi¢do para todas
as amostras avaliadas. A redugdo da forma¢dao de AGEs foi acompanhada por diminui¢do do
contetdo de proteina carbonilada e maior preservagao de grupos sulfidrila, destacando-se as
AgNPs com reducdo na faixa de 70 a 80%. Nos ensaios de viabilidade celular, as AuNPs
apresentaram menor impacto na viabilidade de macrofagos e fibroblastos quando comparadas
as AgNPs nas condigdes testadas. Os resultados indicam que a nanoformulag¢do pode modular
a atividade antiglicante da fragdo rica em compostos fenolicos, particularmente em modelos

dependentes de etapas oxidativas do processo glicativo.

Palavras-chave: Annona crassiflora; nanoparticulas metélicas; glicacdo; AGEs;

proantocianidinas; citotoxicidade.



ABSTRACT

Green nanoparticle synthesis is a modern alternative for sustainable precision biomedical
treatments. In this context, the oxidation and non-enzymatic glycation processes of specific
proteins, chemical processes associated with the formation of advanced glycation end products
(AGEs), contribute to structural and functional alterations resulting from glycoxidative stress.
This study aimed to synthesize gold (AuNPs) and silver (AgNPs) nanoparticles via a green
pathway using fractions of the Annona crassiflora cascade as reducing and stabilizing agents,
characterize them by UV-Vis spectroscopy, FTIR, DLS and zeta potential, and compare their
antioxidant, antiglycation activities and cell prediction profile with the corresponding free
fractions. In antioxidant assays (FRAP, DPPH and ORAC), the ethyl acetate fraction showed
greater reducing capacity when compared to the dichloromethane fraction, a redox behavior
partially modulated after nanoformulation. In the BSA—fructose model (~230 mM), AuNP—
EtAc promoted a greater reduction in the overall fluorescence of AGEs (350/420 nm) compared
to the corresponding free fraction, while in the BSA-MGO model (10 mM) a smaller magnitude
of impact was observed for all samples evaluated. The reduction in AGE formation was
accompanied by a reduction in carbonyl protein content and greater preservation of sulthydryl
groups, with AgNPs standing out with a reduction in the range of 70 to 80%. In cell prediction
assays, AuNPs had less impact on macrophage and fibroblast predictions when compared to
AgNPs under the tested conditions. The results indicate that the nanoformulation can modulate
the antiglycation activity of the fraction rich in phenolic compounds, particularly in models

dependent on oxidative steps of the glycation process.

Keywords: Annona crassiflora; metallic nanoparticles; glycation; AGEs; proanthocyanidins;

cytotoxicity.
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1 INTRODUCAO

A nanotecnologia constitui uma area estratégica da ciéncia contemporanea, com
impacto crescente nas ciéncias da saude, na induastria farmacéutica e em diversas aplicagdes
biotecnoldgicas. Nesse contexto, as nanoparticulas metdlicas, especialmente as de ouro
(AuNPs) e prata (AgNPs), tém despertado amplo interesse cientifico devido as suas
propriedades singulares em escala nanométrica, como comportamento Optico diferenciado,
elevada area superficial e grande capacidade de funcionalizagdo. Tais caracteristicas conferem
a esses nanomateriais aplicagdes relevantes em sistemas de liberagdo controlada de farmacos,
terapias antineoplasicas, agentes antimicrobianos, antioxidantes e no desenvolvimento de
biossensores (PASPARAKIS, 2022; AHMAD et al., 2024).

Apesar da eficacia dos métodos fisico-quimicos convencionais para a obtencao de
nanoparticulas metalicas, esses processos frequentemente empregam reagentes toxicos e
exigem condicdes severas de reagdo, o que limita sua aplicacdo em sistemas bioldgicos. Em
resposta a essas limitagdes, a sintese verde surge como uma abordagem inovadora e sustentavel,
baseada no uso de compostos de origem natural como agentes redutores e estabilizantes.
Extratos vegetais ricos em metabolitos secundarios — como fenois, flavonoides, alcaloides e
terpenos — tém se mostrado eficientes na producao de nanoparticulas mais biocompativeis e
ambientalmente seguras, além de possibilitar a obtencdo de sistemas nanoestruturados com
propriedades bioativas adicionais (BURLACU et al., 2019; MUJAHID et al., 2024).

Paralelamente ao avango da nanotecnologia, observa-se crescente interesse na
exploracdo racional da biodiversidade como fonte de compostos bioativos. O Cerrado
brasileiro, reconhecido como um dos principais “hotspots” de biodiversidade do mundo, abriga
espécies vegetais de elevado potencial biotecnologico ainda pouco exploradas. Entre essas
espécies, destaca-se Annona crassiflora Mart. (Annonaceae), popularmente conhecida como
araticum ou marolo, cuja composi¢ao fitoquimica tem sido amplamente investigada.

Estudos demonstram que diferentes partes de A. crassiflora, especialmente a casca do
fruto, concentram compostos fenolicos, flavonoides, proantocianidinas e alcaloides, associados
a atividades antioxidantes, antiglicantes, anti-inflamatdrias e citotdxicas descritas em diferentes
modelos experimentais (ROESLER et al., 2007; JUSTINO et al., 2016). Evidéncias recentes
indicam ainda que compostos fenolicos e aminas bioativas presentes em A. crassiflora sdo
capazes de exercer efeitos quimiopreventivos em modelos animais de carcinogénese colonica,

correlacionando a atividade antioxidante da matriz vegetal com a redugdo de lesdes pré-
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neoplasicas ¢ modulagio de processos celulares associados ao estresse oxidativo (AVILA et
al., 2024).

A particdo liquido-liquido do extrato etanolico da casca do fruto de A. crassiflora
permite o enriquecimento seletivo de diferentes classes de metabolitos secundarios, sendo a
fracdo acetato de etila descrita como enriquecida em fenolicos/proantocianidinas, enquanto a
fragdo diclorometano ¢ frequentemente associada a maior contribuigdo de alcaloides (JUSTINO
etal.,2016; PEREIRA et al., 2017). Do ponto de vista bioldgico, essas fragcdes tém demonstrado
elevada capacidade de neutralizagdo de radicais livres e significativa inibi¢do da formagao de
produtos finais da glicagdo avangada (AGEs), processos intimamente relacionados ao estresse
oxidativo e a progressdo de doengas metabolicas e inflamatorias (JUSTINO et al., 2016;
JUSTINO et al., 2019).

Nesse cendrio, a integra¢do entre produtos naturais do Cerrado e a nanotecnologia
representa uma estratégia promissora para potencializar a atividade bioldgica de compostos
naturais. Estudos recentes em nanotecnologia verde demonstram que nanoparticulas metalicas,
como AuNPs e AgNPs sintetizadas por métodos sustentaveis, exibem amplo potencial
terapéutico e aplicagdes biomédicas em sistemas biologicos, incluindo liberagdo de fArmacos,
terapia fototérmica, diagndstico e aplicagdes antimicrobianas (AHMAD et al., 2024).

As AuNPs e AgNPs destacam-se ainda por apresentarem ressonancia plasmonica de
superficie (SPR), fendmeno Optico caracteristico monitoravel por espectroscopia UV-Vis, com
bandas tipicas entre 520—-550 nm para AuNPs e 400450 nm para AgNPs. A caracterizagdo
fisico-quimica das nanoparticulas metélicas ¢ fundamental para compreender sua formagao,
estabilidade coloidal e interagdo com sistemas biologicos. Técnicas como a espectroscopia no
infravermelho com transformada de Fourier possibilita a identificagdo de grupos funcionais
associados a superficie das nanoparticulas. Adicionalmente, o espalhamento dindmico de luz
fornece informagdes sobre o didmetro hidrodindmico, indice de polidispersdo e potencial zeta,
parametros diretamente relacionados a estabilidade coloidal € ao comportamento biologico dos
nanomateriais (LINK; EL-SAYED, 1999; BHATTACHARIJEE, 2016; PASPARAKIS, 2022).

Dessa forma, o presente trabalho propde a sintese verde de nanoparticulas de ouro e
prata utilizando as fragdes diclorometano e acetato de etila da casca do fruto de Annona
crassiflora Mart., bem como a caracterizacdo de suas propriedades fisico-quimicas e a
avalia¢do de suas atividades antioxidante, antiglicante e de viabilidade celular. A abordagem
adotada visa contribuir para o desenvolvimento de nanomateriais bioativos sustentaveis,
ampliando o conhecimento acerca da aplicagdo biotecnoldgica de recursos vegetais do Cerrado

brasileiro.
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1.1 Potencial bioativo de Annona crassiflora

Annona crassiflora Mart., espécie nativa do Cerrado brasileiro pertencente a familia
Annonaceae, tem despertado crescente interesse cientifico devido ao seu elevado potencial
bioativo associado a diversidade de metabdlitos secundarios presentes em diferentes partes do
fruto, especialmente na casca. Estudos fitoquimicos demonstram que essa matriz vegetal ¢ rica
em compostos fenodlicos, flavonoides, proantocianidinas, alcaloides aporfinicos e acetogeninas,
classes quimicas amplamente reconhecidas por suas atividades bioldgicas (ROESLER et al.,
2007; JUSTINO et al., 2017).

A casca do fruto de A. crassiflora apresenta concentragdo significativamente superior
de compostos fendlicos quando comparada a polpa, o que tem sido correlacionado com sua
elevada capacidade antioxidante e com a modulagdo de processos celulares associados ao
estresse oxidativo e inflamagdo (ROESLER et al., 2007; JUSTINO et al., 2017). Anélises
quimicas detalhadas indicam que proantocianidinas do tipo B representam uma das principais
subclasses fenodlicas presentes nessa matriz, contribuindo de forma decisiva para sua
bioatividade (JUSTINO et al., 2019).

Além dos compostos fendlicos, alcaloides aporfinicos isolados da casca do fruto, como
a estefalagina, tém sido associados a atividades farmacologicas relevantes, incluindo efeitos
citotoxicos seletivos, antinociceptivos € moduladores de canais i0nicos, evidenciando o
potencial multifuncional dessa espécie vegetal (PEREIRA et al., 2017; JUSTINO et al., 2020).
Esses compostos apresentam estruturas quimicas capazes de interagir com diferentes alvos
biologicos, ampliando o espectro de aplicagdes biotecnologicas de 4. crassiflora.

Estudos in vivo refor¢gam o potencial bioativo dessa espécie, demonstrando que fragoes
enriquecidas em compostos fenolicos e aminas bioativas provenientes de 4. crassiflora foram
capazes de reduzir danos oxidativos, modular processos inflamatérios e exercer efeitos
quimiopreventivos em modelos animais de doengas cronicas, incluindo carcinogénese colonica
(JUSTINO et al., 2017; AVILA et al, 2024). Esses achados refor¢am a relevancia da
exploracdo dessa espécie como fonte de compostos funcionais de interesse biotecnologico.

Dessa forma, o conjunto de evidéncias cientificas disponiveis sustenta o elevado
potencial bioativo de Annona crassiflora, especialmente da casca do fruto, justificando sua
utilizagdo como matéria-prima para o desenvolvimento de estratégias inovadoras, incluindo a

sintese verde de nanoparticulas metalicas funcionalizadas com compostos naturais bioativos.
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1.2 Propriedades antioxidantes de Annona crassiflora e relevancia biologica

A atividade antioxidante de produtos naturais esta diretamente relacionada a capacidade
de seus compostos bioativos em neutralizar espécies reativas de oxigénio e nitrogénio,
prevenindo danos oxidativos a lipidios, proteinas e acidos nucleicos. No caso de Annona
crassiflora, diversos estudos demonstram que a casca do fruto apresenta elevada capacidade
antioxidante, atribuida principalmente a alta concentragdo de compostos fendlicos e
proantocianidinas presentes nessa matriz vegetal (ROESLER et al., 2007; JUSTINO et al.,
2017).

Os compostos fenodlicos exercem sua agdo antioxidante por mecanismos
complementares, incluindo a doagdo de elétrons ou 4&tomos de hidrogénio para estabilizagdo de
radicais livres, a quelagdo de ions metalicos de transi¢do envolvidos em reacdes redox ¢ a
inibi¢do de processos de oxidacdo em cadeia. Esses mecanismos sdo amplamente descritos na
literatura e fundamentam a utilizag¢ao de ensaios como DPPH, FRAP ¢ ORAC para a avaliagao
do potencial antioxidante de extratos e fragdes vegetais (ANTOLOVICH et al., 2002; HUANG;
OU; PRIOR, 2005).

No contexto especifico de 4. crassiflora, estudos demonstraram que fragdes obtidas da
casca do fruto apresentam desempenho antioxidante superior ao de antioxidantes sintéticos em
determinados modelos experimentais, evidenciando elevada eficiéncia na neutralizagdo de
radicais livres e na protecdo contra a oxidagdo lipidica. Esse efeito tem sido associado a
presenca de proantocianidinas do tipo B, flavonoides e outros polifendis com elevada
capacidade redox (JUSTINO et al., 2017).

Além da acdo antioxidante direta, evidéncias experimentais indicam que compostos
fenodlicos de A. crassiflora podem atuar de forma indireta, modulando vias celulares associadas
a resposta antioxidante enddgena. Estudos in vivo demonstraram que fracdes polifendlicas
dessa espécie foram capazes de reduzir marcadores de estresse oxidativo e modular parametros
bioquimicos relacionados a defesa antioxidante, sugerindo um efeito protetor sistémico
(JUSTINO et al., 2017; AVILA et al., 2024).

A relevancia bioldgica da atividade antioxidante de A. crassiflora torna-se ainda mais
evidente quando considerada sua relagdo com processos patoldgicos associados ao estresse
oxidativo, como inflamagdo cronica, doengas metabodlicas e carcinogénese. A reducao de
espécies reativas e de danos oxidativos pode contribuir para a prevencao da progressao dessas

condigdes, justificando o interesse no desenvolvimento de estratégias biotecnologicas capazes
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de preservar e potencializar a atividade antioxidante dessa matriz vegetal (THORPE; BAYNES,
1996; ELOSTA et al., 2012; JUSTINO et al., 2017)

Nesse contexto, a utilizacao de fracdes antioxidantes de A. crassiflora na sintese verde
de nanoparticulas metélicas representa uma abordagem promissora para ampliar a estabilidade
e a eficacia biologica desses compostos. A associagdo entre compostos fenolicos e nucleos
metalicos nanoestruturados pode favorecer a prote¢do dos antioxidantes contra degradacdo,
além de potencializar seus efeitos por mecanismos sinérgicos, aspecto que sera explorado nos

capitulos subsequentes deste trabalho (IRAVANI, 2011; MUJAHID et al., 2024).

1.3 Propriedade antiglicante de Annona crassiflora e releviancia para AGEs

A glicagdo ndo enzimatica ¢ um conjunto de reagdes entre grupos amino livres de
proteinas (por exemplo, lisina e arginina) e espécies carbonilicas reativas derivadas do
metabolismo de carboidratos, culminando na formagao de produtos finais da glicagdo avancada
(AGEs). Esses produtos estdo relacionados a alteragdo estrutural e funcional de proteinas,
amplificacdo do estresse oxidativo e ativagao de vias pro-inflamatérias, contribuindo para
complicacdes metabodlicas e associadas ao envelhecimento. (THORPE; BAYNES, 1996;
ELOSTA etal., 2012; JUSTINO et al., 2017; DESAI;, WU, 2007).

Entre os precursores mais relevantes para a formacao de AGEs destaca-se o metilglioxal
(MGO), um dicarbonil altamente reativo capaz de reagir rapidamente com residuos de arginina
e lisina, gerando adutos avancados e intermedidrios carbonilicos que aceleram o processo
glicativo. Por 1isso, estratégias antiglicantes frequentemente buscam interferir na
formacgao/reatividade de dicarbonilicos ou inibir a geragdo/estabilizacdo de adutos avancados,
especialmente em modelos in vitro (THORPE; BAYNES, 1996; DESAIL WU, 2007).

Dessa forma, a comparagdo entre BSA—frutose ¢ BSA-MGO permite discriminar
efeitos sobre etapas iniciais/tardias da reacdo de Maillard (modelo agtcar) versus efeitos sobre
carbonilagdo reativa ja estabelecida (modelo dicarbonilico), sustentando inferéncias
mecanisticas sobre predominancia de a¢do antioxidante/glico-oxidativa ou de sequestro direto
de dicarbonilicos.

Nesse contexto, compostos fenolicos — particularmente proantocianidinas e
flavonoides — té€m recebido atengdo por sua capacidade de atuar como sequestradores de
espécies carbonilicas reativas (“carbonyl trapping”), reduzindo a disponibilidade de
dicarbonilicos como MGO e, consequentemente, inibindo a formacdo de AGEs. Evidéncias

experimentais indicam que proantocianidinas podem reagir com carbonilicos reativos e reduzir
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marcadores de glicacdo, sustentando esse mecanismo como uma via relevante de acdo
antiglicante (PENG et al., 2008; HO; WANG, 2013).

Em se tratando da Annona crassiflora, ha evidéncias diretas de atividade antiglicante
associada a casca do fruto e suas fragdes. Em estudo do grupo da Universidade Federal de
Uberlandia, a casca do araticum foi descrita como fonte de compostos com atividade inibitdria
de glicacdo, além de ac¢des antioxidantes e efeitos sobre enzimas relacionadas ao metabolismo
de carboidratos, reforgando a aplicabilidade biotecnoldgica dessa matriz vegetal em condig¢des
relacionadas ao estresse glicativo (JUSTINO et al., 2016).

Além disso, proantocianidinas do tipo B identificadas/associadas a fra¢cdes da casca do
fruto apresentaram capacidade de reduzir a glicagdo e danos oxidativos correlatos, refor¢ando
a conexdo entre estresse oxidativo e estresse glicativo e sustentando a hipotese de que
compostos polifendlicos podem atuar simultaneamente como antioxidantes e antiglicantes,
especialmente em modelos que monitoram AGEs fluorescentes e produtos carbonilados
(JUSTINO et al., 2019; ELOSTA et al., 2012; Justino et al., 2017).

Como suporte mecanistico adicional (fora do sistema A. crassiflora, mas altamente
aceito para justificar mecanismos), estudos com matrizes ricas em fendlicos demonstraram que
a inibi¢do de AGEs pode ocorrer por: (i) sequestro de dicarbonilicos, (ii) inibi¢cdo de oxidagdo
associada a glicacao (glico-oxida¢ao) e (iii) reducdo de intermediarios reativos que amplificam
o processo. Trabalhos com fitoquimicos de frutas demonstram esse padrdo em modelos in vitro
de glicagdo e reforcam que proantocianidinas/catequinas podem formar adutos com
carbonilicos reativos, apoiando uma explicagdo mecanistica robusta para os efeitos
antiglicantes observados em extratos vegetais (WANG et al., 2011; PENG et al., 2008).

A utilizagdo concomitante dos modelos BSA—frutose € BSA-MGO permite explorar
diferentes etapas do processo glicativo. Enquanto o sistema BSA—frutose representa um modelo
completo da reacdo de Maillard, incluindo formagdo de intermedidrios de Amadori e
subsequente glico-oxidagdo, o sistema BSA-MGO avalia especificamente a capacidade das
amostras em interagir com dicarbonilicos altamente reativos ja formados. Assim, a comparacao
entre ambos os modelos possibilita inferéncias mecanisticas sobre o potencial antiglicante das
fragdes e das nanoformulagdes, distinguindo efeitos predominantemente antioxidantes daqueles

relacionados ao sequestro direto de carbonilas reativas.

1.4 Viabilidade celular e citotoxicidade: fundamentos, interpretacio e cuidados

metodologicos
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A avaliacdo de viabilidade celular e citotoxicidade ¢ uma etapa critica na triagem de
seguranca biologica de extratos vegetais, fragdes e nanomateriais, pois permite estimar, em
condig¢des controladas, o impacto do tratamento sobre parametros como metabolismo celular,
integridade de membrana e capacidade proliferativa. Ensaios baseados em sais tetrazolios,
como o MTT, sdo amplamente empregados porque a reducdo do MTT a formazan depende da
atividade metabolica de células viaveis, funcionando como um indicador indireto de vitalidade
celular (MOSMANN, 1983).

Do ponto de vista regulatorio e comparativo, recomendagdes consolidadas para ensaios
in vitro de citotoxicidade — especialmente em materiais e sistemas com potencial aplicagdo
biomédica — utilizam como referéncia critérios de reducdo de viabilidade em relagdo ao
controle, sendo que, em diretrizes consolidadas para avaliagdo de materiais biomédicos,
reducdes superiores a aproximadamente 30% na viabilidade celular sdo frequentemente
consideradas indicativas de citotoxicidade, devendo essa interpretagdo ser contextualizada
conforme desenho experimental, linhagem celular e tempo de exposi¢ao de avaliagdo, embora
a interpretacdo deva respeitar desenho experimental, linhagem celular, tempo de exposi¢do e
natureza do material testado (GRUBER; NICKEL, 2023).

Entretanto, ao trabalhar com nanoparticulas metalicas (AuNPs e AgNPs) e com extratos
vegetais ricos em metabdlitos secundarios, ¢ essencial reconhecer que diferentes ensaios
reportam “‘viabilidade” por vias distintas e podem sofrer interferéncia dependente da particula
e do sistema analitico. Assim, recomenda-se interpretar o MTT a luz de controles célula-free e,
quando possivel, corroborar achados com um ensaio ortogonal (por exemplo, liberacdo de
LDH, NRU ou ATP), reduzindo risco de falsos positivos/negativos (KROLL et al., 2012;
HOLDER et al., 2012; ANDRAOS et al., 2020).

No caso especifico de nanoparticulas metalicas, a literatura mostra que AuNPs tendem
a apresentar perfis de biocompatibilidade que variam fortemente em funcao de tamanho, forma,
agregacao e quimica de superficie, e que esses parametros modulam captacao celular, interagdo
com proteinas do meio (corona proteica) e respostas de estresse celular (KUS-LISKIEWICZ;
FICKERS; BEN TAHAR, 2021; SANI; CAO; CUI, 2021; CARNOVALE et al., 2019). Para
nanoparticulas metalicas, varios estudos indicam que as nanoparticulas de prata (AgNPs)
podem desencadear citotoxicidade em células e tecidos por meio de mecanismos envolvendo
estresse oxidativo acentuado e lesdo mitocondrial. Um estudo experimental demonstrou que
AgNPs induziram dano mitocondrial, aumento de espécies reativas de oxigénio e consequente

redugdo da viabilidade celular em linhagens humanas de células pulmonares e hepaticas,
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evidenciando a importancia desses mecanismos na resposta celular (XIN; WANG; FAN; CHE,;
WU; GUO; TONG, 2016).

A compreensao desses mecanismos € relevante no contexto da avaliagcdo bioldgica de
nanomateriais sintetizados por rotas verdes, uma vez que a funcionalizacdao superficial e a
composicao associado as fragcdes vegetais podem modular a intensidade desses efeitos e sua

interacdo com as células (KUS-LISKIEWICZ; FICKERS; BEN TAHAR, 2021).

Um ponto metodologico especialmente relevante em estudos com nanoparticulas ¢ a
possibilidade de interferéncia analitica nos ensaios colorimétricos/fluorimétricos (por
absorc¢ao/espalhamento de luz, adsor¢do de corantes, catdlise redox ou interagdo com
componentes do meio). Isso pode produzir “falsos positivos” ou “falsos negativos” de
viabilidade, exigindo controles apropriados (por exemplo: branco contendo nanoparticula +
reagente sem células; controle de extrato colorido; leitura de referéncia; e, quando possivel,
validagdo cruzada com um segundo método) (PODGORSKI; WOJASINSKI; CIACH, 2022;
KROLL et al., 2012; HOLDER et al., 2012; ANDRAOS et al., 2020).

No contexto deste trabalho — que envolve fragdes diclorometano e acetato de etila de
Annona crassiflora e sua aplicagdo na sintese verde/fucionalizacdo de AuNPs ¢ AgNPs — a
etapa de viabilidade/citotoxicidade ¢ particularmente importante por dois motivos: (1) fracdes
vegetais podem conter compostos com atividade citotoxica seletiva (dependente de
concentragdo e linhagem), e (ii) a nanoformulacao pode modificar biodisponibilidade, captagao
celular e intensidade do efeito, exigindo que os resultados sejam interpretados a luz das
propriedades fisico-quimicas e dos controles de interferéncia (KUS-LISKIEWICZ; FICKERS;
BEN TAHAR, 2021; MUJAHID et al., 2024).

Nesta dissertagdo, a avaliacdo de viabilidade celular teve como objetivo investigar o
impacto inicial das fragdes vegetais e das nanoparticulas sintetizadas sobre linhagens celulares
ndo tumorais, contribuindo para a caracterizacdo preliminar de seguranca biologica e perfil

citotoxico in vitro.

1.5 Propriedades e principios fisico-quimicos das nanoparticulas de ouro (AuNPs)

As nanoparticulas de ouro (AuNPs) destacam-se entre os nanomateriais metalicos
devido a sua elevada estabilidade quimica, facilidade de funcionalizagdo superficial e
comportamento Optico singular em escala nanométrica. Diferentemente do ouro em estado

macroscopico, as AuNPs exibem propriedades fisico-quimicas fortemente dependentes do
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tamanho, forma e ambiente quimico, o que amplia significativamente seu potencial de aplicacao
em sistemas biologicos e biotecnologicos (LINK; EL-SAYED, 1999; PASPARAKIS, 2022).

Um dos fendmenos mais caracteristicos das AuNPs ¢ a ressonancia plasmoénica de
superficie (SPR), resultante da oscilagdo coletiva dos elétrons de conducao quando excitados
por radiacdo eletromagnética. Esse fenomeno confere as AuNPs bandas de absor¢do intensas
naregido do visivel, tipicamente entre 520 e 550 nm para particulas aproximadamente esféricas,
permitindo sua detec¢do e monitoramento por espectroscopia UV-Vis (LINK; EL-SAYED,
1999). Alteragdes no tamanho, forma ou estado de agregacdo das particulas promovem
deslocamentos da banda plasmdnica, tornando a SPR uma ferramenta sensivel para avaliagdo
da estabilidade coloidal.

Além do comportamento optico, parametros como diametro hidrodindmico, indice de
polidispersao (PDI) e potencial zeta sdo fundamentais para a caracterizagao fisico-quimica das
AuNPs, especialmente em sistemas destinados a aplicagdes biologicas. O didmetro
hidrodinamico, obtido por espalhamento dindmico de luz (DLS), reflete ndo apenas o ntcleo
metalico, mas também a camada de moléculas adsorvidas a superficie, enquanto o PDI fornece
informagdes sobre a homogeneidade da suspensdo coloidal (BHATTACHARIJEE, 2016).

O potencial zeta, por sua vez, esta relacionado a carga superficial das nanoparticulas e
constitui um importante indicador de estabilidade coloidal. Valores elevados em modulo
(positivos ou negativos) indicam maior repulsdo eletrostatica entre particulas, reduzindo a
tendéncia a agregacdo. Em AuNPs obtidas por sintese verde, compostos organicos provenientes
de extratos ou fragdes vegetais permanecem adsorvidos a superficie, influenciando diretamente
o potencial zeta e, consequentemente, a estabilidade e interagdo com sistemas biologicos
(IRAVANI, 2011; BURLACU et al., 2019).

A quimica de superficie das AuNPs ¢ um dos fatores mais relevantes para seu
comportamento biologico. Compostos fenolicos, flavonoides e outros metabdlitos secundarios
podem atuar como agentes estabilizantes naturais, promovendo funcionaliza¢do espontanea das
particulas. Essa funcionalizacao influencia a formagdo da chamada corona biomolecular em
meios biologicos, modulando a interagdo das AuNPs com proteinas, membranas celulares e
receptores, além de impactar diretamente a biocompatibilidade e o perfil toxicolégico do
sistema (CARNOVALE et al., 2019; PASPARAKIS, 2022).

Diversos estudos indicam que AuNPs apresentam, de modo geral, menor citotoxicidade
quando comparadas a outras nanoparticulas metalicas, especialmente quando sintetizadas por
rotas verdes e funcionalizadas com compostos naturais. Entretanto, a resposta bioldgica

depende fortemente de parametros como tamanho, concentragdo, tempo de exposicdo e
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natureza da superficie, reforcando a necessidade de caracterizagdo fisico-quimica detalhada
antes da avaliagdo biologica (SANI; CAO; CUI, 2021; KUS-LISKIEWICZ; FICKERS; BEN
TAHAR, 2021).

No contexto da conjugagao com fragdes vegetais de Annona crassiflora, as propriedades
fisico-quimicas das AuNPs tornam-se ainda mais relevantes, uma vez que a presenga de
compostos fendlicos e alcaloides adsorvidos a superficie pode conferir estabilidade coloidal
adicional e potencializar atividades antioxidantes e antiglicantes. Dessa forma, a caracterizagao
detalhada das AuNPs sintetizadas ¢ essencial para compreender sua interagdo com sistemas

bioldgicos e interpretar adequadamente os resultados obtidos nos ensaios subsequentes.

1.6 Propriedades e principios fisico-quimicos das nanoparticulas de prata (AgNPs)

As nanoparticulas de prata (AgNPs) tém sido amplamente investigadas devido as suas
propriedades fisico-quimicas singulares e ao seu pronunciado potencial bioldgico,
particularmente em aplica¢des antimicrobianas, antioxidantes e citotoxicas. Diferentemente das
nanoparticulas de ouro, as AgNPs apresentam maior reatividade quimica, o que resulta em um
comportamento biologico fortemente dependente de parametros como tamanho, forma, estado
de agregacao e quimica de superficie (ASHARANI et al., 2009; XIN et al., 2016).

Do ponto de vista 6ptico, as AgNPs apresentam ressonancia plasmonica de superficie
localizada (SPRL) caracterizada por bandas de absor¢do na regido de 400 a 450 nm para
particulas predominantemente esféricas. Assim como observado para AuNPs, deslocamentos
ou alargamentos da banda plasmonica estdo associados a variagcdes no tamanho, agregagao ou
interacdo superficial das particulas, tornando a espectroscopia UV-Vis uma ferramenta
essencial para o monitoramento da formacao e estabilidade coloidal das AgNPs (LINK; EL-
SAYED, 1999; MUJAHID et al., 2024).

A caracterizagdo fisico-quimica das AgNPs envolve ainda a determinagdo do didmetro
hidrodinamico, indice de polidispersdo e potencial zeta, parametros fundamentais para a
avaliagdo da estabilidade coloidal e da interacdo com meios biologicos. Em sistemas
sintetizados por via verde, moléculas organicas provenientes de extratos vegetais permanecem
adsorvidas a superficie das AgNPs, influenciando a carga superficial e contribuindo para a
estabilizacdo do sistema, ao mesmo tempo em que modulam sua reatividade bioldgica
(IRAVANI, 2011; BURLACU et al., 2019).

Um aspecto distintivo das AgNPs ¢ a liberag@o controlada de ions Ag*, considerada um

dos principais mecanismos responsaveis por seus efeitos bioldgicos. A dissolucdo parcial da
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prata metalica em ambientes aquosos ou bioldgicos pode induzir estresse oxidativo, disfun¢ao
mitocondrial e alteragdes na integridade de membranas celulares. A intensidade desses efeitos
esta diretamente relacionada ao tamanho das particulas, concentracdo, tempo de exposigao e
funcionalizagao superficial (ASHARANI et al., 2009; XIN et al., 2016).

Estudos demonstram que AgNPs de menores dimensdes apresentam maior area
superficial e, consequentemente, maior taxa de liberagdo de ions Ag*, o que pode resultar em
aumento da atividade biologica, mas também em maior potencial citotoxico. Nesse contexto, a
funcionalizagdo por compostos naturais durante a sintese verde pode desempenhar papel
fundamental na modulagdo desses efeitos, reduzindo a liberagdo abrupta de ions e promovendo
maior biocompatibilidade (KUS-LISKIEWICZ; FICKERS; BEN TAHAR, 2021; MUJAHID
et al., 2024).

Comparativamente as AuNPs, as AgNPs apresentam maior potencial citotdxico, o que
exige cautela na interpretacdo de ensaios de viabilidade celular. No entanto, quando
adequadamente caracterizadas e funcionalizadas, especialmente por rotas verdes, as AgNPs
podem apresentar um equilibrio favordvel entre atividade bioldgica e seguranga, tornando-se
candidatas promissoras para aplicacdes biotecnoldgicas controladas (SANI; CAO; CUI, 2021;
PASPARAKIS, 2022).

No contexto do presente trabalho, a sintese verde de AgNPs utilizando fragdes
diclorometano e acetato de etila da casca de Annona crassiflora pode resultar em nanoparticulas
funcionalizadas com compostos fenolicos e alcaloides, capazes de modular sua estabilidade
coloidal, libera¢do i6nica e interacdo celular. Dessa forma, a caracterizacdo fisico-quimica
detalhada das AgNPs ¢ essencial para compreender seus efeitos biologicos e estabelecer
correlagdes entre propriedades estruturais e respostas observadas nos ensaios antioxidantes,

antiglicantes e de viabilidade celular.

2 OBJETIVOS

Objetivo geral
Sintetizar e caracterizar nanoparticulas de ouro e de prata por meio de sintese verde
utilizando parti¢des da casca de Annona crassiflora, bem como avaliar suas propriedades

antioxidantes, antiglicantes, perfil de viabilidade celular e citotoxicidade in vitro.

2.1 Objetivos Especificos
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e Obter fragdes da casca de Annona crassiflora enriquecidas em compostos bioativos,
com énfase nas fragdes em acetato de etila ¢ diclorometano.

o Sintetizar nanoparticulas de ouro e de prata empregando os extratos vegetais, mais
especificamente as fracdes acetato de etila e diclorometano, como agentes redutores e
estabilizantes, explorando a capacidade dos metabdlitos secundarios em modular a
formag¢ao dos nanomateriais.

o Caracterizar as propriedades fisico-quimicas das nanoparticulas obtidas por técnicas
espectroscopicas e coloidais (UV-Vis, FTIR, DLS e potencial zeta).

e Determinar a atividade antioxidante das nanoparticulas e das fragdes organicas por meio
de ensaios complementares (FRAP, DPPH e ORAC), a fim de verificar a capacidade de
neutralizacao de radicais livres e o potencial de redugdo de espécies oxidantes.

o Investigar a atividade antiglicante em modelo in vitro baseado na formagao de produtos
finais da glicagdo avangada (AGEs), empregando albumina bovina incubada,
separadamente, com frutose e metilglioxal, com o objetivo de verificar a capacidade das
nanoparticulas e das fragdes organicas em inibir ou reduzir o processo de glicagao.

e Avaliar a citotoxicidade das nanoparticulas e das fracdes vegetais em linhagens
celulares de macréfagos e fibroblastos, por meio de ensaios de viabilidade celular por
MTT, comparando a resposta celular frente aos nanomateriais sintetizados e as fracoes

vegetais.

3 METODOLOGIA

3.1 Preparacio do extrato da casca de Annona Crassiflora

A casca do fruto de Annona crassiflora Mart. foi utilizada como material vegetal para a
obten¢do dos extratos empregados no presente trabalho. O material vegetal foi adquirido da
empresa Santos Flora Comércio de Ervas Ltda. (Maripora, Sdo Paulo, Brasil), devidamente
registrada junto a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), garantindo a
rastreabilidade e a qualidade da matéria-prima utilizada.

As cascas foram previamente secas a temperatura ambiente, protegidas da luz, e
posteriormente pulverizadas até obten¢ao de um p6 homogéneo. Para a obtengdo do extrato
etanolico, aproximadamente 200 g do material vegetal seco e pulverizado foram submetidos ao
processo de maceragdo estatica em etanol a 98% de pureza, na proporcao de 1:5 (m/v), durante
sete dias, a temperatura ambiente e ao abrigo da luz. O sistema foi mantido em recipiente

fechado, com agitacdo manual diaria, a fim de favorecer a extracdo dos metabolitos secundarios.
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Ao término do periodo de maceracdo, a mistura foi filtrada utilizando papel de filtro, e
o solvente organico foi removido sob pressdo reduzida em evaporador rotativo (Buchi
Rotavapor R-215, Suica), a temperatura de 40 °C. O extrato concentrado obtido foi entdo
submetido a liofilizacao (Liotop L101, Brasil), com o objetivo de remover completamente a
agua residual e garantir maior estabilidade do material. O procedimento de extragdo foi repetido
até a obtencdo de aproximadamente 30 g de extrato etanolico seco, o qual foi armazenado em
recipiente hermeticamente fechado, protegido da luz e mantido sob refrigeragdo até o momento
das analises subsequentes.

O método de extragdo adotado baseia-se em procedimentos classicos amplamente
empregados em estudos fitoquimicos para a obtengao de extratos vegetais ricos em metabolitos
secundarios, permitindo a extragdao eficiente de compostos fenolicos, flavonoides e outras

classes bioativas de interesse biotecnoldgico (AZMIR et al., 2013).

3.2 Particio do extrato etandlico da casca do fruto de Annona crassiflora

Para o fracionamento do extrato etandlico e obtencdo de fragdes enriquecidas em
compostos bioativos, foi realizado o processo de parti¢ao liquido-liquido. Inicialmente, 20 g do
extrato etanolico seco foram ressuspendidos em uma solugd@o hidrometanolica composta por
metanol e 4gua ultrapura (9:1, v/v), totalizando 200 mL de solugao.

A mistura foi submetida ao particionamento sequencial com solventes organicos de
polaridade crescente, visando a separagdo dos metabolitos de acordo com suas afinidades
quimicas. Para cada etapa de parti¢do, foram utilizados 200 mL do solvente correspondente,
seguindo a ordem: hexano, diclorometano e acetato de etila. Cada solvente foi adicionado a
solucdo hidrometandlica, seguido de agitagdo vigorosa em funil de separacdo e posterior
repouso até completa separacdo das fases.

ApOs a separagdo, as fases organicas correspondentes as fragdes diclorometano e acetato
de etila foram coletadas individualmente. Os solventes foram removidos sob pressao reduzida
em evaporador rotativo, a temperatura de 40 °C, resultando nas respectivas fragdes secas. As
duas parcelas obtidas foram novamente submetidas a liofilizagdo , a fim de remover qualquer
agua residual garantindo melhor As fracdes obtidas foram armazenadas em frascos ambar,
protegidas da luz e mantidas sob refrigeragao até sua utilizagdo nos ensaios de sintese verde de
nanoparticulas e nas avaliagdes biologicas.

O procedimento de parti¢ao liquido-liquido seguiu abordagens consagradas na literatura

fitoquimica, as quais permitem a separacdo de compostos de acordo com a polaridade,
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favorecendo o enriquecimento seletivo de classes quimicas especificas em cada fragdo obtida

(DAL; MUMPER, 2010).

3.3 Sintese verde de nanoparticulas de ouro (AuNPs Ac e Dm)

A sintese das nanoparticulas de ouro (AuNPs) foi realizada utilizando as fragdes
diclorometano e acetato de etila da casca do fruto de Annona crassiflora como agentes redutores
e estabilizantes, conforme abordagem tipica de sintese verde mediada por extratos vegetais
(IRAVANI, 2011; BHARADWAJ et al., 2021).

As fragdes foram previamente preparadas na concentragdo de 3 mg/mL. A fragdo
diclorometano foi solubilizada em solug@o hidroalcoodlica (dgua destilada:etanol 70:30 v/v),
enquanto a fragdo acetato de etila foi solubilizada em dgua destilada.

Em frascos contendo 5 mL de agua destilada aquecida a 50 °C sob agitacdo constante,
adicionou-se 1 mL da solucdo da fracdo vegetal, obtendo concentragao final de 0,5 mg/mL. A
mistura foi mantida sob aquecimento por 20 minutos, ao abrigo da luz. O uso de aquecimento
moderado favorece a cinética de redugao de Au** por compostos fendlicos presentes em extratos
vegetais, conforme descrito por Iravani, 2011.

O precursor metalico foi preparado dissolvendo-se 11 mg de KAuCls em 250 pL de
agua destilada. Apds o periodo inicial de incubacao, foram adicionados 100 pL dessa solugdo
a mistura reacional. A reducdo dos ions Au** e formagao de AuNPs ¢ evidenciada pela alteragao
de coloragdo caracteristica associada a ressonancia plasmonica de superficie localizada,
fendmeno descrito por LINK e EL-SAYED (1999).

Apo6s 30 minutos de reacdo, o pH foi ajustado para aproximadamente 7,0 com solucao
de KOH 3 M. O controle do pH ¢ um fator critico para nucleagdo e estabilidade coloidal das
AuNPs sintetizadas por rota verde (IRAVANI, 2011). A reagdo foi mantida sob agitacao
constante a 50 °C por 2 horas, protegida da luz.

As suspensoes foram centrifugadas a 15.000 x g por 15 minutos a 12 °C, o sobrenadante
descartado e o pellet ressuspendido em 1 mL de 4gua destilada. O procedimento foi repetido
uma segunda vez. A purificagdo por centrifugacdo ¢ procedimento padrdo para remocao de
metabolitos ndo reagidos e estabilizacao coloidal (BHATTACHARIJEE, 2016).

As AuNPs foram armazenadas a 4 °C, protegidas da luz.

3.4 Sintese verde de nanoparticulas de prata (AgNPs)
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A sintese das nanoparticulas de prata (AgNPs) foi conduzida utilizando fragdes vegetais
como agentes redutores e estabilizantes, estratégia amplamente descrita na literatura de sintese
verde (IRAVANI, 2011; BURLACU et al., 2019).

A fracao vegetal foi preparada na concentracao de 20 mg/mL, dissolvendo-se 20 mg da
fragdo liofilizada em 1 mL de solvente apropriado.

A solugdo de nitrato de prata foi preparada na concentracdo de 10 mM, dissolvendo-se
0,010 g de AgNOs em 6,66 mL de dgua ultrapura. Posteriormente, 1 mL dessa solugdo recebeu
8 uL de amodnia 30%, formando o complexo [Ag(NHs):]*, estratégia descrita em protocolos de
sintese controlada de AgNPs para modular a taxa de redu¢do (BURLACU et al., 2019).

Para a reagdo, adicionou-se 1 mL da solugdo da fragdo vegetal e 8 mL de agua ultrapura
sob agitacdo a 50 °C. Apos estabilizacdo térmica, adicionou-se lentamente 1 mL da solugdo de
AgNOs complexada.

O pH foi ajustado para faixa entre 9 e 10 com NaOH, gota a gota. A alcalinizagdo do
meio favorece a formacao de Ag° e influencia o tamanho das particulas formadas, conforme
relatado em sintese verde de AgNPs (IRAVANI, 2011).

A reacdo foi mantida por 4 horas a 50 °C, ao abrigo da luz. A formacao das AgNPs foi
evidenciada pela mudanca de coloragdo para amarelo a marrom, indicativa da ressonancia
plasmonica de superficie localizada caracteristica de AgNPs (LINK; EL-SAYED, 1999).

A suspensao foi centrifugada a 15.000 x g por 15 minutos, o sobrenadante descartado e
o pellet ressuspendido em &4gua ultrapura. O processo foi repetido uma segunda vez,
procedimento comumente empregado para purificacio de nanoparticulas metélicas

(BHATTACHARIJEE, 2016).

As AgNPs foram armazenadas a 4 °C em frasco ambar.

3.5 Caracteriza¢io das Nanoparticulas

As nanoparticulas de ouro (AuNPs) e de prata (AgNPs) obtidas por sintese verde
utilizando fra¢des da casca de Annona crassiflora foram submetidas a caracterizacdo fisico-
quimica com o objetivo de avaliar sua formacao, propriedades Opticas e estabilidade coloidal.
As andlises incluiram espectroscopia de absorcdo no ultravioleta-visivel (UV-Vis),
espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) e espalhamento dinamico

de luz (DLS) associado a determina¢do do potencial zeta, permitindo correlacionar as
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propriedades das nanoparticulas com os resultados obtidos nas avaliagdes biologicas

subsequentes.

3.5.1 Espectroscopia de absorg¢do no ultravioleta-visivel (UV-Vis)

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 nandmetros, com uma
resolucao espectral de 1 nm (CHAGAS, 2023), realizando a leitura em microplaca com fundo
transparente UV contendo 0,2 mL por pogo, sendo 0,1 mL para as nanoparticulas de prata e
0,04 mL para as de ouro, recém sintetizadas, completando o volume com agua destilada. A
presenca de bandas de ressonadncia de ressonancia plasmonica de superficie localizada foi
utilizada como indicativo da formag¢ao das nanoparticulas metalicas.

Para as AuNPs, espera-se uma banda de SPR tipicamente na regido entre 520 ¢ 550 nm,
enquanto para as AgNPs a banda caracteristica ocorre, em geral, entre 400 e 450 nm. Alteracdes
na posi¢cdo do maximo de absor¢do e/ou no alargamento da banda podem indicar mudangas no
tamanho aparente, grau de agregacdo e interagdo superficial com compostos organicos

provenientes das fragdes vegetais (LINK; EL-SAYED, 1999; PASPARAKIS, 2022).

3.5.2 Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

No ensaio de FT-IR. as amostras liofilizadas e o pd resultante utilizado para as analises
na faixa dos comprimento de onda de 500 a 4000 cm™* utilizando um espectrometro Vertex 70
da BrukerOptics (Reinstetten, Alemanha).

A espectroscopia FTIR foi utilizada para identificar grupos funcionais presentes nas
fragdes vegetais e associados as nanoparticulas sintetizadas, contribuindo para a compreensao
dos possiveis compostos envolvidos nos processos de reducdo e estabilizagdo. As amostras
foram analisadas em faixa espectral apropriada, permitindo a observacao de bandas atribuiveis
a grupos hidroxila, carbonila, aminas e outras fun¢des quimicas frequentemente presentes em
compostos fenolicos e flavonoides.

A comparagdo entre os espectros das fragdes vegetais e das nanoparticulas possibilitou
inferir a participa¢do de metabolitos secundarios na funcionalizacdo superficial das AuNPs e
AgNPs, aspecto relevante para a estabilidade coloidal e para a interacdo com sistemas

biolégicos (IRAVANI, 2011; BURLACU et al., 2019).
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3.5.3 Espalhamento dindmico de luz, indice de polidispersdo e potencial zeta

Os resultados de DLS e potencial zeta foram obtidos utilizando um analisador de
dispersdo de luz DelsaMax Pro da Beckman Coulter Inc. (Atlanta, GA, EUA). Para isso,
realizou-se uma solu¢do 0,985 mL de agua ultrapura e 0,015 mL das nanoparticulas,
completando 1 mL total.

O diametro hidrodindmico médio e o indice de polidispersao (PDI) das nanoparticulas
foram determinados por espalhamento dindmico de luz (DLS). Esses parametros permitiram
avaliar a distribui¢do de tamanho das particulas em suspensao, bem como a homogeneidade do
sistema.

O potencial zeta foi determinado como medida indireta da estabilidade coloidal,
considerando que valores absolutos mais elevados podem estar associados a maior repulsao
eletrostatica entre particulas e, consequentemente, menor tendéncia a agregacdo. A presenca de
moléculas organicas adsorvidas a superficie das nanoparticulas, oriundas das fragcdes vegetais,

pode modular a carga superficial e influenciar o comportamento coloidal do sistema

(BHATTACHARIEE, 2016).

3.6 Capacidade antioxidante

3.6.1 Avaliacdo da capacidade de reducdo do ferro (FRAP)

A capacidade antioxidante total das fracdes vegetais da casca de Annona crassiflora e
das nanoparticulas de ouro (AuNPs) e de prata (AgNPs) sintetizadas foi avaliada pelo método
FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power), o qual se baseia na habilidade de compostos
antioxidantes em reduzir ions férricos (Fe**) a ions ferrosos (Fe?*) em meio acido. Esse método
permite estimar o poder redutor das amostras e ¢ amplamente utilizado na avaliagdo da atividade
antioxidante de extratos vegetais e sistemas nanoestruturados (ANTOLOVICH et al., 2002;
HUANG; OU; PRIOR, 2005).

No ensaio, a redugdo do Fe*" a Fe** foi detectada pela adi¢ao de 250 puL do reagente
FRAP a uma mistura contendo 10 pLL da amostra (fragdes vegetais, AuNPs ou AgNPs) e 25 uL
de tampao, totalizando um volume final de reacdo adequado. O reagente FRAP foi preparado

imediatamente antes do uso, sendo composto por 10 volumes de tampao acetato de sodio (300
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mM, pH 3,6), 1 volume de solu¢do de TPTZ (2,4,6-tri-(2-piridil)-s-triazina) e 1 volume de
cloreto férrico (20 mM).

Durante a reagdo, o Fe?* formado ¢ quelado pelo TPTZ, resultando na formagao de um
complexo Fe**~TPTZ de coloragdo azul intensa, cuja intensidade € proporcional a capacidade
redutora da amostra. A reagdo foi conduzida em microplaca e incubada por 6 minutos a 37 °C.
Apbs o periodo de incubagdo, a absorbancia foi determinada em 593 nm, utilizando
espectrofotometro.

Para garantir a precisao dos resultados, utilizou-se uma curva padrao com Trolox (6-
hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico) nas concentragdes de 2, 1 e¢ 0,2 mM, um
antioxidante andlogo da vitamina E. um antioxidante. Os resultados foram expressos em

micromoles de Trolox por grama de amostra (umol trolox eq/g).

3.6.2 Avaliagdo da capacidade de absorg¢ao de radicais livres de oxigénio (ORAC)

O ensaio ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity) foi utilizado para quantificar
a capacidade antioxidante das fracdes vegetais da casca de Amnona crassiflora e das
nanoparticulas de ouro (AuNPs) e de prata (AgNPs) sintetizadas, com base no decaimento da
fluorescéncia da fluoresceina ao longo do tempo. Esse decaimento ocorre devido a oxidagao da
sonda fluorescente pela acdo de radicais peroxila, os quais sdo gerados termicamente a partir
do reagente 2,2'-azobis(2-metilpropionamidina) diidrocloreto (AAPH) (OU; HAMPSCH-
WOODILL; PRIOR, 2001).

No ensaio, o AAPH foi utilizado como gerador de radicais peroxila, preparado em
tampao fosfato (75 mM, pH 7,4), enquanto a fluoresceina (0,085 mM), dissolvida no mesmo
tampao, foi empregada como sonda fluorescente. A curva padrdo foi construida utilizando
Trolox nas concentragdes de 250, 125, 62,5, 31,25 e 15,625 uM, permitindo expressar os
resultados em equivalentes de Trolox. As amostras (fragdes vegetais, AuNPs e AgNPs) foram
previamente preparadas em concentragdo definida e analisadas em placa de 96 pocos.

Para a execuc¢do do ensaio, foram adicionados em cada pogo 150 pL da solugdo de
fluoresceina e 25 pL das solu¢des padrao de Trolox ou 25 puL. das amostras. Para o controle
branco, foram utilizados 150 pL da solu¢do de fluoresceina e tampao fosfato, sem adicao de
amostra ou padrao antioxidante. A reagao foi iniciada pela adi¢do de 30 puL da solugao de AAPH
(153 mM) em cada pogo.

A leitura foi realizada em espectrofluorimetro/microleitor de fluorescéncia, com

excitacdo a 485 nm e emissdo a 528 nm, mantendo-se a placa a 37 °C durante 90 minutos. As
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leituras de fluorescéncia foram registradas de forma cinética a cada 1 minuto e 30 segundos,
totalizando 90 minutos de monitoramento. Os valores obtidos para o branco foram subtraidos
das leituras correspondentes das amostras e do padrao.

A capacidade antioxidante foi determinada com base na area sob a curva (AUC) do
decaimento da fluorescéncia ao longo do tempo, comparando-se os perfis das amostras com a
curva padrao de Trolox e resultados expressos em micromoles de Trolox por grama de amostra
(umol trolox eq/g). O método ORAC ¢ considerado biologicamente relevante, pois avalia a
capacidade de neutralizag¢ao de radicais peroxila, envolvidos em reagdes em cadeia associadas
ao estresse oxidativo em sistemas bioldgicos (OU; HAMPSCH-WOODILL; PRIOR, 2001;
HUANG:; OU; PRIOR, 2005).

3.6.3 Avaliagdo do sequestro do radical DPPH (DPPH)

O ensaio do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH) foi utilizado para avaliar a
capacidade antioxidante das fragdes vegetais da casca de Amnona crassiflora e das
nanoparticulas de ouro (AuNPs) e de prata (AgNPs) sintetizadas. O método baseia-se na
capacidade de compostos antioxidantes em sequestrar o radical estdvel DPPH, reduzindo-o a
sua forma nao radicalar, o que resulta em alteragdo da coloragdo da solugdo de violeta intenso
para amarelo. Esse processo ocorre principalmente por meio da doacao de atomos de hidrogénio
ou elétrons pelos antioxidantes presentes nas amostras (BRAND-WILLIAMS; CUVELIER;
BERSET, 1995; ANTOLOVICH et al., 2002).

No ensaio, foram adicionados 225 pL da solugdo de DPPH (0,06 mM) em cada pogo de
uma placa de microtitulagdo de 96 pogos. Em seguida, foram adicionados 75 pL das amostras
(fracdes vegetais, AuNPs ou AgNPs), totalizando um volume final de 300 pL por pogo. O
controle positivo foi realizado utilizando um antioxidante padrdo apropriado, enquanto o
controle negativo consistiu na substitui¢do da amostra por solvente, mantendo as mesmas
condigdes experimentais.

Apos a adigdo dos reagentes, a placa foi incubada ao abrigo da luz por 30 minutos, a fim
de permitir a completa reagdo entre o radical DPPH e os compostos antioxidantes presentes nas
amostras. Finalizado o periodo de incubagdo, a absorbancia foi determinada em 517 nm,
utilizando espectrofotdmetro adequado.

A atividade antioxidante foi expressa como percentual de inibi¢do do radical DPPH,

calculada pela comparacao entre a absorbancia das amostras e a do controle negativo. O ensaio
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DPPH ¢ amplamente empregado como método rapido e reprodutivel para a triagem da atividade
antioxidante de extratos vegetais e sistemas nanoestruturados funcionalizados.

O calculo da atividade antioxidante das amostras foi realizado com base na seguinte
equagao matematica:

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

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 (BORGES, 2022).

3.7 Ensaio de atividade antiglicante (formacao de AGEs)

A formacdo de produtos finais da glicacdo avancada (AGEs) foi induzida in vitro
utilizando modelo baseado na incubagdo de albumina de soro bovino (BSA) com frutose ou
metilglioxal (MGO), conforme protocolo ja descrito em Justino et al. (2016, 2019, 2020). A
glicacdo ¢ um processo ndo enzimatico decorrente da reagdo entre grupos carbonila de actcares
redutores ou dicarbonilicos reativos e grupos amina livres de proteinas, sendo classicamente
descrita como reagdo de Maillard. Esse processo envolve a formagao inicial de bases de Schiff,
rearranjo para produtos de Amadori e posterior geragao de estruturas irreversiveis denominadas
AGESs, muitas das quais apresentam propriedades fluorescentes caracteristicas (THORPE;
BAYNES, 1996; NAGAI et al., 2014).

A BSA foi preparada na concentracdo de 50 mg/mL em tampao fosfato (PBS, pH 7.,4).
Para o modelo BSA—frutose, foi preparada solugdo de frutose 1,25 M em tampao fosfato,
resultando concentragdo final aproximada de 230 mM no sistema reacional. Para o modelo
BSA-MGO, o metilglioxal foi preparado inicialmente a 53,3 mM, resultando concentragdo
final de 10 mM na reacdo. Os sistemas reacionais foram montados em microtubos de 2 mL. O
controle sem glicagdo foi composto por 650 uL de tampao fosfato e 150 uLL. de BSA 50 mg/mL.
O controle com glicacdo foi composto por 500 uL de tampao fosfato, 150 pL de BSA e 150 pLb
de frutose 1,25 M ou MGO 53,3 mM. Para os grupos tratamento, foram utilizados 400 puL de
tampao fosfato, 150 pL. de BSA, 150 pL de frutose ou MGO e 100 pL da amostra testada.

Os tubos foram incubados a 37 °C por 3 dias, ao abrigo da luz, condi¢dao que favorece

a formacdo acelerada de AGEs fluorescentes sob condi¢des fisiologicamente relevantes
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(SADOWSKA-BARTOSZ et al., 2014). Apo6s o periodo de incubagao, foram adicionados 800
puL de acido tricloroacético (TCA) a 20% para precipitagdo proteica. As amostras foram
centrifugadas a 10.000 g por 10 minutos, o sobrenadante descartado e o pellet ressuspendido
em 800 pL de tampao fosfato. A quantificagdo de AGEs fluorescentes foi realizada
transferindo-se 250 puL. das amostras para microplaca preta em duplicata. A fluorescéncia foi
medida com excitacdo em 350 nm e emissao em 420 nm, comprimentos de onda compativeis
com fluordforos tipicos derivados da glicagao avancada descritos na literatura (SADOWSKA -
BARTOSZ et al., 2014). A porcentagem de inibi¢gdo da formac¢do de AGEs foi calculada
comparando-se os valores de fluorescéncia dos tratamentos com o controle glicado do seguinte
modo: [% Inibigdo = 100 — 100 * (agente — branco) / (controle — branco)].

Considerando a possibilidade de interferéncia optica das fragdes e das nanoparticulas
em leituras fluorimétricas (absor¢ao, espalhamento de luz e/ou autofluorescéncia), foram
incluidos brancos especificos para cada condi¢ao (amostra + reagentes na auséncia de BSA e/ou
agente glicante, conforme aplicavel), e os sinais de fundo foram subtraidos das leituras
correspondentes, de modo a minimizar artefatos analiticos.

Adicionalmente, para avaliacdo de modificagdes oxidativas associadas ao processo de
glicacdo, foram determinados os niveis de proteinas carboniladas pelo método da 2,4-
dinitrofenil-hidrazina (DNPH), conforme descrito por Reznick e Packer (1994), e o contetdo
de grupos sulfidrila totais utilizando o reagente de Ellman (DTNB), conforme metodologia
classica de Ellman (1959). Esses parametros complementares permitem avaliar dano oxidativo
proteico decorrente da glicacdo e da acdo de espécies reativas geradas durante o processo. O
modelo BSA—frutose simula a reagdao completa de Maillard, enquanto o modelo BSA-MGO
representa etapa intermediaria da glicagdo avangada mediada por dicarbonilicos reativos,

permitindo avaliacdo complementar do potencial antiglicante das amostras testadas.

3.7.1 Determinacdo de proteina carbonilada

A quantificacdo do contetido de proteinas carboniladas foi realizada com base na
derivatizacdo de grupos carbonila com 2,4-dinitrofenil-hidrazina (DNPH), amplamente

empregada para avaliacao de dano oxidativo proteico (REZNICK; PACKER, 1994).

A formagao de grupos carbonila (aldeidos e cetonas) em cadeias laterais de aminoacidos
ocorre como consequéncia da oxidagcdo de proteinas induzida por espécies reativas, sendo

considerada marcador estavel de dano oxidativo. Para a reacdo de derivatiza¢ao, foram
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adicionados 200 pL da amostra a 400 pL de DNPH 10 mM preparado em HCl 2,5 N. Para o
branco correspondente, substituiu-se a solu¢do de DNPH por 400 pL. de HC1 2,5 N. As amostras
foram incubadas por 1 hora, ao abrigo da luz, com homogeneizagdo em vortex a cada 15
minutos, permitindo adequada formacgao das hidrazonas derivadas dos grupos carbonila.

Apos a etapa de derivatizacdo, procedeu-se a precipitacdo proteica mediante adi¢ao de
600 pL de 4cido tricloroacético (TCA) a 20%, seguida de incubagdo em gelo por 10 minutos e
centrifugacdo a 9000 g por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e o pellet resultante
submetido a etapa de lavagem com 1 mL de solugdo etanol:acetato de etila (1:1 v/v), visando
remover excesso de DNPH e interferentes. Apds homogeneizagdo por aproximadamente 20
segundos, as amostras foram novamente centrifugadas a 9000 g por 5 minutos. O procedimento
de lavagem foi seguido de evaporacdo por cerca de 15 minutos para elimina¢do de solventes
residuais.

O precipitado final foi ressuspendido em 550 pL de guanidina 6 M preparada em HCI
2,5 N, sendo mantido por aproximadamente 40 minutos até completa solubilizagdo. Quando
necessario, realizou-se aquecimento brando em banho-maria a 37 °C por 5 minutos para
favorecer dissolucdo completa. A leitura espectrofotométrica foi realizada em microplaca,
registrando-se absorbancia a 370 nm para quantificacdo das hidrazonas formadas e a 280 nm
para determina¢do da concentragdo proteica total. Os resultados foram expressos como

conteudo de carbonila normalizado pela concentracao de proteina.

3.7.2 Determinagdo do conteudo de sulfidrilas totais

A determinacdo do contetido de grupos sulfidrila livres foi realizada utilizando o
reagente 5,5'-ditiobis(2-nitrobenzoico) (DTNB), amplamente empregada para quantifica¢do de
grupos tiol em proteinas. A oxidacdo de residuos de cisteina resulta na diminuicao de grupos —
SH livres, sendo essa reducdo um marcador sensivel de dano oxidativo proteico (ELLMAN,
1959).

Inicialmente, foram adicionados 15 pL. da amostra a 250 pL de tampao PBS contendo
EDTA 1 mM (pH 7,4) em microplaca de 96 pogos. Para o branco, foram utilizados 265 pL do
tampdo PBS. Realizou-se leitura inicial a 412 nm (modo endpoint), a fim de registrar a
absorbancia basal.

Em seguida, adicionaram-se 10 uL de solu¢cdo de DTNB 10 mM, preparada no dia da
analise e mantida protegida da luz. As amostras foram incubadas por 30 minutos a temperatura

ambiente, ao abrigo da luz, permitindo a reagdo do DTNB com os grupos sulfidrila livres e
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formag¢do do anion 2-nitro-5-tiobenzoato (TNB), composto de coloragdo amarela cuja
absorbancia méxima ocorre em 412 nm.

Apo6s o periodo de incubagao, foi realizada nova leitura a 412 nm (modo endpoint). A
variacao de absorbancia foi utilizada para estimar o conteudo de sulfidrilas totais nas amostras

analisadas. Resultados dados em expressos em nmol TNB / mg prot.

3.8 Avaliacao da viabilidade celular (MTT)

A viabilidade celular foi avaliada pelo ensaio colorimétrico de redug¢dao do brometo de
3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT), conforme descrito por Mosmann (1983).
Esse método baseia-se na capacidade de células metabolicamente ativas reduzirem o sal de
tetrazolio a cristais insoluveis de formazan por agdao de enzimas mitocondriais, sendo a
quantidade de formazan formada proporcional ao numero de células vidveis. As linhagens
celulares NIH/3T3 (fibroblastos murinos, ATCC CRL-1658™) ¢ RAW 264.7 (macrofagos
murinos) foram cultivadas em frascos de 25 cm?. As células NIH/3T3 foram mantidas em meio
RPMI 1640 suplementado com 2 mM de L-glutamina, 100 U/mL de penicilina, 100 pg/mL de
estreptomicina e 10% de soro fetal bovino (SFB) inativado pelo calor. As células RAW 264.7
foram cultivadas em meio DMEM contendo 4 mM de L-glutamina, 4500 mg/L de glicose,
suplementado com 100 U/mL de penicilina, 100 pug/mL de estreptomicina ¢ 10% de SFB.
Ambas as linhagens foram mantidas em incubadora umidificada a 37 °C sob atmosfera de 5%
de CO..

Para o ensaio de viabilidade, as células foram semeadas em placas de 96 pogos na
densidade de 3 x 10* células por poco, em volume final de 200 uL de meio completo, e
incubadas por 24 horas a 37 °C e 5% de CO: para adesdo celular. Posteriormente, o meio foi
substituido por meio contendo as nanoparticulas (AuNPs ou AgNPs) nas concentragdes de 500,
250, 125, 62,5 ou 31,25 pg/mL, ou pelas fracdes diclorometano e acetato de etila nas mesmas
concentragdes. As nanoparticulas foram inicialmente diluidas em agua estéril na concentragao
estoque de 2 mg/mL, sendo as diluicdes subsequentes realizadas diretamente no meio de
cultura. As fragdes vegetais foram previamente solubilizadas em DMSO, mantendo-se
concentracao final de 0,5% no meio de cultura

Ap0s 24 horas de tratamento, adicionou-se solucdo estéril de MTT (0,5 mg/mL em meio
de cultura), seguida de incubag¢ao por 4 horas a 37 °C sob 5% de CO.. Ao término desse periodo,

os cristais de formazan formados foram solubilizados com solug¢ao contendo 10% de dodecil
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sulfato de so6dio (SDS) em 50% de N,N-dimetilformamida. A absorbancia foi determinada a
570 nm em leitor de microplacas (Versa Max ELISA Microplate Reader, Molecular Devices).

Para avaliar possivel interferéncia optica das fragcdes vegetais e das nanoparticulas no
ensaio colorimétrico, controles contendo apenas as amostras e o reagente MTT, na auséncia de
células, foram preparados e submetidos as mesmas condi¢des experimentais. Esse
procedimento permite conjeturar eventuais interagdes entre os nanomateriais € o reagente
tetrazolio ou absor¢do espectral das amostras que possam interferir na leitura
espectrofotométrica. Os resultados foram expressos como porcentagem de viabilidade celular

em relacdo ao grupo controle nao tratado, considerado como 100% de viabilidade.

3.9 Analise Estatistica

Os dados foram expressos como média + desvio padrao. Para os ensaios antioxidantes
(DPPH, FRAP e ORAC), as analises foram conduzidas com triplicata técnica. Para os ensaios
de glicacdo (modelos BSA—frutose e BSA-MGO), proteina carbonilada e grupos sulfidrila, as
analises foram conduzidas em duplicata técnica. A viabilidade celular (MTT) foi realizada em
multiplos pocos por condi¢do. As comparagdes entre grupos foram realizadas por one-way
ANOVA, seguidas dos pds-testes de Dunnett (comparagdo ao respectivo controle) ou Tukey
(comparagdes multiplas), adotando-se p < 0,05 como nivel de significancia. Considerando a
auséncia de replicagdo biologica independente, as inferéncias devem ser interpretadas como

evidéncia exploratoria baseada em replicacdo técnica.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracterizacao espectroscopica e coloidal das nanoparticulas

A formacdo das nanoparticulas metalicas foi inicialmente monitorada por
espectroscopia UV-Vis, técnica baseada na ressonancia plasmonica de superficie localizada,
cuja posi¢cdo espectral depende do tamanho, morfologia, estado de agregacdo e ambiente
dielétrico do nanomaterial (LINK; EL-SAYED, 1999; KELLY et al., 2003).

As fracdes vegetais isoladas (acetato de etila e diclorometano) apresentaram absorcao
predominante na regido do ultravioleta (200-380 nm), associada a cromoforos organicos da
matriz vegetal. Apos a sintese, as AgNPs exibiram bandas plasmdnicas bem definidas no

visivel, com maximos em 428 nm (AgNP-EtAc), com pico mais estreito e definido
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possivelmente por formagao de prata metalica, tamanhos monodispersos e baixa agregacao, e
443 nm (AgNP-DM), sendo o deslocamento batocromico observado para AgNP-DM
compativel com maior tamanho efetivo e/ou maior polidispersidade do sistema. Para as AuNPs,
foram identificados maximos locais em 539 nm (AuNP—EtAc) e 551 nm (AuNP-DM), também
sugerindo diferencas no tamanho hidrodindmico e no ambiente dielétrico superficial. Os

espectros UV-Vis obtidos estdo apresentados nas Figuras 1 e 2.
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Figura 1. Espectro UV-Visivel de nanoparticulas de prata conjugadas com fracdo acetato de etila (AgNP-EtAc),
nanoparticulas de prata conjugadas com fragdo diclorometano (AgNP-DM), fracao isolada acetato de etila

(EtAc) e fracdo isolada diclorometano (DM).
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Figura 2. Espectro UV-Visivel de nanoparticulas de ouro conjugadas com fragdo acetato de etila (AuNP-
EtAc), nanoparticulas de ouro conjugadas com fragao diclorometano (AuNP-DM), fracdo isolada acetato de

etila (EtAc) e fragdo isolada diclorometano (DM).



40

A caracterizagdo coloidal por espalhamento dindmico de luz (DLS) revelou diametros
hidrodinamicos de 299,7 + 26,8 nm (AuNP—EtAc) e 189,1 = 0,7 nm (AuNP-DM), enquanto
para as AgNPs observaram-se 48,4 + 0,7 nm (AgNP-EtAc) e 361,2 £ 66,2 nm (AgNP-DM).
Ressalta-se que o DLS fornece o didmetro hidrodindmico, que inclui nicleo metalico, camada
de solvatacdo e eventuais agregados, devendo ser interpretado em conjunto com a analise
espectral (BHATTACHARIJEE, 2016).

Os valores de indice de polidispersdo (11,7-23,6%) indicaram distribuicdo de tamanho
mais homogénea para AgNP—EtAc e polidispersidade moderada para as demais formulagdes,
perfil frequentemente observado em sistemas de sintese verde. Os parametros coloidais
determinados estdo descritos na Tabela 1.

O potencial zeta variou de —38,1 a —46,2 mV, indicando sistemas fortemente carregados
negativamente e sugerindo estabilidade eletrostatica adequada (CLOGSTON; PATRI, 2011).
A coeréncia entre deslocamento plasmonico e aumento do didmetro hidrodindmico reforca a
consisténcia fisico-quimica do sistema sintetizado.

Considerando que pardmetros como tamanho hidrodindmico, carga superficial e composi¢do
organica adsorvida influenciam diretamente a interagdo com biomoléculas, essas caracteristicas
fisico-quimicas podem contribuir para as diferencas observadas nos ensaios antioxidantes e

antiglicantes subsequentes.

Tabela 1. Parametros coloidais de didmetro hidrodinamico, indice de polidispersdo e potencial zeta das

nanoparticulas de ouro e prata sintetizadas com fra¢des de Annona crassiflora.

Diametro Indice de
Amostras Transmitiancia Potencial Zeta
Hidrodindmico polidispersao
AuNP-AC 299.7 £26.8 nm 23.1+1.4% 67,1% -46.2 £ 0.9 mV
AuNP-DM 189.1 £ 0.7 nm 200+ 1.4 % 72,4% -40.5+£0.8 mV
AgNP-AC 48.4 +£ 0.7 nm 11.7£1.6% 85,3% 41.7+0.5mV
AgNP-DM 361.2 £ 66.2 nm 23.6+£6.5% 67,75% -38.1 £0.1 mV

Nota: AuNP-AC: Nanoparticula de ouro conjugada com fragdo acetato de etila; AuNP-DM:
Nanoparticula de ouro conjugada com fragdo diclorometano; AgNP-Ac: Nanoparticula de prata conjugada com
fracdo acetato de etila; AgNP-DM Nanoparticula de prata conjugada com fragdo diclorometano. Os valores
representam a média + desvio padrdo de replicatas técnicas triplas, sem aplicagdo de teste de comparagdo multipla

de médias para estes parametros.

A espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) foi empregada

para identificar os principais grupos funcionais presentes nas fracdes da casca de Annona
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crassiflora e investigar sua participagdo nos processos de biorredugdo e estabilizacdo das
nanoparticulas metalicas. Os espectros obtidos para as fragdes livres e suas respectivas
nanoformulagdes sdo apresentados nas Figuras 3,4, 5 e 6.

Nos espectros observou-se uma banda larga e intensa na regiao de 3380-3310 cm™,
caracteristica de estiramentos vibracionais de grupos hidroxila (—OH). Essa regido ¢
tipicamente associada a presenca de compostos fendlicos, flavonoides e outros metabolitos
polares presentes em extratos vegetais. A elevada intensidade dessa banda sugere uma
abundancia desses grupos funcionais nas fragdes analisadas, o que ¢ consistente com estudos
fitoquimicos prévios que demonstram que a casca do fruto de 4. crassiflora apresenta alto
conteudo de polifendis com atividade antioxidante significativa (JUSTINO et al., 2020;
KOMINO et al., 2023). Esses compostos fenolicos sdo amplamente reconhecidos como agentes
redutores em processos de sintese verde de nanoparticulas, atuando como doadores de elétrons
capazes de converter ions metalicos em suas formas reduzidas.

Bandas adicionais foram observadas em 2924 cm™ e 2853 cm™, atribuidas aos
estiramentos assimétricos e simétricos das ligagdes C—H de cadeias alifaticas. Essas vibragdes
sao frequentemente associadas a presenca de estruturas hidrocarbonadas provenientes de
metabolitos organicos presentes nos extratos vegetais, como lipidios, terpenos ou componentes
estruturais de flavonoides. Embora esses grupos ndo participem diretamente da redugdo dos
ions metalicos, sua presenca pode contribuir para a estabilizagdo estrutural da matriz organica
adsorvida na superficie das nanoparticulas.

Adicionalmente, observou-se uma banda na regido de 2349 cm™', a qual ¢ caracteristica
do estiramento assimétrico do dioxido de carbono (CO2) atmosférico. Tal sinal ¢
frequentemente identificado em espectros de FTIR devido a variagdo na concentragdo de gases
no ambiente interno do equipamento durante a aquisi¢do dos dados, ndo estando relacionado a
composic¢ao quimica do extrato de Annona crassiflora ou das nanoparticulas sintetizadas.

A presenca de um pico em 1732 cm! foi atribuida ao estiramento de grupos carbonila
(C=0), frequentemente relacionados a ésteres, lactonas ou grupos carbonilicos presentes em
compostos fendlicos complexos. Grupos carbonila podem atuar como sitios de coordenagao
com superficies metalicas, favorecendo a adsor¢do de biomoléculas na interface particula—
solugao.

Outra banda relevante foi observada na regido de 1610-1605 cm™, atribuida ao
estiramento de ligagdes C=C de anéis aromaticos (ANNAMALAI; NALLAMUTHU, 2016).
Essa banda ¢ caracteristica de esqueletos aromaticos presentes em flavonoides e outros

polifendis, reforcando a presenca de metabolitos fendlicos nas fragcdes analisadas. A presenca
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desses sistemas aromaticos ¢ particularmente relevante, pois esses compostos apresentam
elevada capacidade redox e sdo frequentemente implicados nos mecanismos de reducdo e
estabilizacao de nanoparticulas metalicas obtidas por rotas verdes.

A comparacdo entre os espectros das fragdes livres e das nanoformulacdes revelou
deslocamentos de frequéncia e alteracdes na intensidade de algumas bandas, principalmente
nas regides associadas aos grupos hidroxila e carbonila. Esses deslocamentos sugerem
interacdes quimicas entre os metabolitos presentes nas fragdes e a superficie das nanoparticulas
metalicas formadas. Esse fenomeno ¢ caracteristico da formac¢ao de uma camada organica de
“capping”, na qual compostos bioativos do extrato vegetal permanecem adsorvidos a superficie
das particulas ap6s o processo de sintese.

Essa camada orgéanica desempenha papel fundamental na estabilizacdo coloidal das
nanoparticulas, prevenindo processos de agregacdo por meio de interagdes estéricas e
eletrostaticas. Tal comportamento ¢ consistente com os valores de potencial zeta observados
neste estudo, indicando que os metabolitos secundarios presentes nas fragdes de 4. crassiflora
atuam simultaneamente como agentes redutores e estabilizantes no processo de sintese verde

das nanoparticulas.
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Figura 3. Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FT-IR) da nanoparticula de ouro

conjugada com fracdo acetato de etila (AuNP-EtAc) e fracdo isolada acetato de etila (EtAc).
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Figura 4. Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FT-IR) da nanoparticula de ouro

conjugada com fragdo diclorometano (AuNP-DM) e fragdo isolada diclorometano (DM).
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Figura 5. Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FT-IR) da nanoparticula de prata

conjugada com fragdo diclorometano (AgNP-DM) e fragdo isolada diclorometano (DM).
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Figura 6. Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FT-IR) da nanoparticula de prata

conjugada com fragdo acetato de etila (AgNP-EtAc) e fragdo isolada acetato de etila (EtAc).
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4.2 Atividade antioxidante das fracoes e nanoformulacoes

Os resultados para os ensaios antioxidantes sdo discutidos, subsequentemente, conforme dados presentes nas tabelas 2 e 3.

Tabela 2. Capacidade antioxidante total das nanoparticulas de prata e fracdes livres de Annona crassiflora determinada pelos métodos DPPH, ORAC e FRAP.

Capacidade antioxidante total

DPPH (% of activity)

Samples ORAC (umol trolox eq/g) FRAP (numol trolox eq/g)
(250 pg/mL)

AgNP-EtAc 742 +£6.1° 71 +£22 289 + 16°

AgNP-DM 41.0+2.1° 97 + 15° 186 + 9°

EtAc 942+0.2 5923 + 109 3635+ 85

DM 932+1.1 6086 + 138 1364 + 19

Nota: DPPH: 2,2-difenil-1-picril-hidrazil; ORAC: Capacidade de absor¢do de radicais de oxigénio; FRAP: Poder antioxidante de redugdo do ferro. Os resultados sdo expressos
em equivalentes de Trolox (umol TE/g) ou percentual (%) de inibi¢ao. Médias seguidas por letras distintas na mesma coluna indicam diferenca estatistica significativa entre as

amostras (p < 0,05) pelo teste de ANOVA one-way seguido do pos-teste de Tukey. Valores com letras iguais ndo apresentam diferenca estatistica entre si.
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Tabela 3. Capacidade antioxidante total das nanoparticulas de ouro e fragdes livres de Annona crassiflora determinada pelos métodos DPPH, ORAC e FRAP.

Total antioxidant capacity

DPPH (% of activity)

Samples ORAC (umol trolox eq/g) FRAP (umol trolox eq/g)
(250 pg/mL)

AuNP-EtAc 56.2+4.1° 71 £2% 291 + 32

AuNP-DM 24.0+13.7° 97 + 15 145 £13°

EtAc 942 +0.2 5923 £ 109 3635 £ 85

DM 932+ 1.1 6086 + 138 1364 + 19

Nota: DPPH: 2,2-difenil-1-picril-hidrazil; ORAC: Capacidade de absor¢do de radicais de oxigénio; FRAP: Poder antioxidante de reducdo do ferro. Os resultados sdo expressos
em equivalentes de Trolox (umol TE/g) ou percentual (%) de inibigao. Médias seguidas por letras distintas na mesma coluna indicam diferenca estatistica significativa entre as

amostras (p < 0,05) pelo teste de ANOVA one-way seguido do pos-teste de Tukey. Valores com letras iguais ndo apresentam diferenca estatistica entre si.
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A atividade antioxidante das fracdes vegetais e de suas respectivas nanoformulagdes foi
avaliada por meio dos ensaios DPPH, ORAC e FRAP, que exploram mecanismos distintos de
neutralizacdo de espécies reativas. O ensaio DPPH baseia-se predominantemente em
transferéncia de elétron (SET), o ORAC reflete majoritariamente transferéncia de atomo de
hidrogénio (HAT) frente a radicais peroxila, enquanto o FRAP estima a capacidade redutora
frente ao sistema Fe**/Fe** (SADOWSKA-BARTOSZ; BARTOSZ, 2014; AVILA et al., 2024).

As fracgoes livres acetato de etila (EtAc) e diclorometano (DM) apresentaram elevada
atividade antioxidante em todos os ensaios, com valores superiores a 93% no DPPH e acima de
5900 pmol TE/g no ORAC. Esse perfil reflete o elevado contetido de compostos fendlicos
previamente descritos para a casca de Annona crassiflora, especialmente proantocianidinas do
tipo B (JUSTINO et al., 2019), cujas multiplas hidroxilas arométicas conferem alta capacidade
redutora.

Apbs a nanoformulagdo, observou-se reducdo da atividade antioxidante detectavel nos
ensaios quando comparada as fragdes livres. Esse resultado sugere que parte dos metabolitos
fenolicos envolvidos na redugao dos sais metalicos durante a sintese verde permanece adsorvida
a superficie das nanoparticulas, reduzindo sua disponibilidade como agentes redutores livres
(IRAVANI, 2011). Assim, a diminuicdo da atividade antioxidante global ndo indica perda
funcional completa, mas redistribuig¢do estrutural dos compostos bioativos na corona organica
da nanoparticula.

No ensaio DPPH (250 pg/mL), as nanoformulacdes derivadas da fracdo EtAc para
ambos metais, ouro e prata, apresentaram maior atividade em comparagdo as derivadas da
fragdo DM. Esse resultado indica que compostos mais polares e estruturalmente ricos em
hidroxilas aromaticas mantém maior capacidade de transferéncia eletronica mesmo apds
interagdo com a superficie metalica. A diferenca observada entre EtAc e DM reforca que a
composi¢do fitoquimica da fragdo influencia diretamente o desempenho funcional da
nanoestrutura.

No ensaio ORAC, observou-se comportamento distinto, com valores relativamente
superiores para as nanoformulagdes derivadas da fragdo DM. Considerando que o ORAC avalia
neutralizacdo de radicais peroxila em sistema cinético, esse padrdo sugere que componentes
menos polares presentes na fragdo DM podem manter atividade em mecanismos dependentes
de transferéncia de hidrogénio, ainda que apresentem menor capacidade redutora direta no

DPPH e FRAP.
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No ensaio FRAP, as formula¢des associadas a fragdo EtAc apresentaram maior
potencial redutor em comparagdo as derivadas da fragdo DM, resultado coerente com maior
densidade de grupos fendlicos redutores preservados na superficie das nanoparticulas.

A andlise conjunta dos trés ensaios demonstra que a nanoformulagdo altera
quantitativamente a capacidade antioxidante total, porém nao elimina a funcionalidade redox
dos compostos adsorvidos. Além disso, evidencia que o perfil antioxidante das
nanoformulagdes ¢ dependente do mecanismo avaliado, o que tem implicagdes diretas na
interpretagdo dos ensaios de glicacao subsequentes, especialmente naqueles dependentes de

modulagdo oxidativa.

4.3 Ensaios de glicaciao

A estreita relacdo entre estresse oxidativo e glicagdo proteica faz com que compostos
com atividade antioxidante frequentemente apresentem também atividade antiglicante, uma vez
que processos de glicoxidacdo contribuem significativamente para a formacdo de produtos
finais da glicagdo avangada (AGEs) (THORNALLEY, 2003; MONNIER, 2012).

Nesse contexto, a atividade antiglicante das fragdes da casca de Annona crassiflora e de
suas respectivas nanoformulagdes foi avaliada em dois modelos complementares de glicacdo in

vitro: BSA—frutose ¢ BSA—metilglioxal (MGO).

4.3.1 AGES (BSA-Frutose e BSA-MGO)

Resultados do ensaio de glicacdo BSA-frutose ¢ BSA-MGO estdo apresentados nas

tabelas 4 e 5 com interpretagdo a posteriori.
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Tabela 4. Inibi¢ao (%) da formacao de produtos finais de glicacdo avancada (AGEs) em albumina sérica bovina (BSA) incubada com frutose (~230 mM) ou metilglioxal (MGO,

10 mM) por 72 h a 37 °C, na presenga das fragdes da casca de Annona crassiflora e de suas respectivas nanoformulagdes de ouro (AuNP—EtAc, AuNP-DM, EtAc ¢ DM).

Inibi¢ao (%)
AuNP-EtAc AuNP-DM EtAc DM
AGE product Glycant 185 55 18.5 185 55 18.5 185 55 18.5 185 55 18.5
pg/mL  pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL
Glycated-BSA Fructose 98.7 + 812 £ 703 + 81.8 + 592 + 319 + 859 + 100 + 89.0 £ 775 £ 490 =+ 594 +
(350/420) 1.2 0.4 1.5 0.1 1.6 2.1 2.2 0.1 0.1 0.1 0.1 1.7
MGO - - - - - - 295 + 90 £ 15 + 207 £ - -
1.5 1.4 1.0 1.8
Dityrosine Fructose 100.0 100.0 100.0 91.7 =+ 81.1 £ 79.2 + 693 £ 933 £ 674 £ - - -
(283/409) +0.1 +06 £1.0 1.7 33 24 23 2.4 1.6
MGO - - 165 + 95 + 6.1 =+ - 439 £+ 12.7 £ - - - -
0.9 2.1 0.7 0.3 0.7
N-formyl- Fructose 100.0 100.0 764 + 100.0 82.6 + 445 + 1000 100 + 100.0 30.8 + 37.5 + 822 +
quinurenine +22 +0.1 23 +1.3 06 24 +04 1.8 +03 28 0.6 6.7
(325/434) MGO 95 £+ - - - - - 235 + 37 £ - 83 =+ - -
2.9 0.1 0.4 0.2
Quinurenine Fructose 1000 82.0 + 48.1 =+ 952 + 69.1 + - 100.0 100.0 100.0 66.1 £ 58.1 £ 66.5 =+
(365/480) +0.7 1.1 4.2 5.8 2.0 +46 +3.0 £5.1 1.5 33 8.3
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MGO 36.1 £ - - - - - 46 =+ - - - - -
3.2 1.2
Imidazolone Fructose 100 =+ 80.5 + 66.9 86.7 + 87.1 584 + 899 + 978 + 864 + - - 389 +
(329/398) 0.4 0.4 0.9 1.8 0.1 3.0 2.7 4.5 2.7 6.8
MGO 20 = - - 1.6 + - - 297 £ 95 £ - - - -
1.7 33 3.2 2.3
Argpirimidine Fructose 100 + 100.0 66.7 82.0 £ 62.0 511 = 713 £ 919 + 824 + - - 6.5 =+
(320/385) 1.7 +1.9 02 2.1 0.8 1.7 0.6 0.7 1.5 4.8
MGO - - 23 45 £+ 1.2 - 344 £ 135 £ 1.1 £+ - - -
0.7 1.9 0.8 2.1 0.4 0.2
Vesperlisine Fructose 100.0 793 + 38.5 100.0  69.7 - 100.0  100.0 100.0 100.0 703 = 74.7 £
(370/440) + 8.1 0.8 8.7 +2.0 6.3 +63 £1.1 +38 +£03 3.6 10.7
MGO 334 £ - - - - - 76 £ - - - - -
4.8 0.1
Pentosidine Fructose 100.0 100.0 51.2 948 + 69.5 352 £ 100.0 100.0 948 + - - -
(335/385) +09 +06 02 1.8 0.2 2.2 +0.1 +1.1 1.1
MGO - - - - - - 30,1 £ 7.8 £ - 98 <+ - -
1.4 3.6 0.3

Nota: A formacao de AGEs foi monitorada por fluorescéncia global (Aex 350 nm / Aem 420 nm) e por bandas especificas associadas a marcadores estruturais da glicacdo e

oxidagdo proteica, incluindo ditirosina (283/409 nm), N-formil-quinurenina (325/434 nm), quinurenina (365/480 nm), imidazolone (329/398 nm), argpirimidina (320/385 nm),

vesperlisina (370/440 nm) e pentosidina (335/385 nm). As amostras foram avaliadas nas concentragdes de 185, 55 e 18,5 pg/mL. Os resultados sdo expressos como porcentagem

de inibicao em relagdo ao controle glicado (BSA + agente glicante, sem tratamento). Valores representam média + desvio padrao de duplicatas experimentais.
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Tabela 5. Inibi¢ao (%) da formacao de produtos finais de glicacdo avancada (AGEs) em albumina sérica bovina (BSA) incubada com frutose (~230 mM) ou metilglioxal (MGO,

10 mM) por 72 h a 37 °C, na presenca das fra¢des da casca de Annona crassiflora e de suas respectivas nanoformulagdes de prata (AgNP—EtAc, AgNP-DM, EtAc e DM).
Inibic¢ao (%)
AgNP-EtAc AgNP-DM EtAc DM
AGE product Glycant 185 55 18.5 185 55 18.5 185 55 18.5 185 55 18.5

pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL
Glycated-BSA Fructose 81.2 + 451 + 339 £ 236 + 397 £ 568 + 859 + 100 £ 89.0 £+ 775 +£ 49.0 £ 594 +

(350/420) 1.9 1.4 1.0 1.6 0.6 0.2 2.2 0.1 0.1 0.1 0.1 1.7
MGO 64 + - - - - - 285 £ 9.0 = 1.5 + 207 =+ - -
1.9 1.5 1.4 1.0 1.8
Dityrosine Fructose 100.0 925 £ 545 £+ - - 775 £ 693 £ 933 + 674 + - - -
(283/409) +4.8 1.6 1.7 3.2 23 24 1.6
MGO 351 £ 147 £ 9.7 £+ - - - 439 + 127 £+ - - - -
0.4 2.2 1.4 0.3 0.7
N-formyl- Fructose 100.0 52.0 £ 589 + 20.1 =+ 50.7 =+ - 100.0 100 + 100.0 30.8 + 37.5 + 822 +
quinurenine +3.3 1.5 2.7 0.1 3.0 +0.4 1.8 +0.3 2.8 0.6 6.7
(325/434) MGO 17.1 £ - - - - - 235 £ 37 £ - 83 + - -
0.5 0.1 0.4 0.2
Quinurenine Fructose 100.0 - 598 £ 7.1 £ 546 = - 100.0 100.0 100.0 66.1 =+ 58.1 £ 66.5 £

(365/480) +0.7 2.0 6.8 1.6 +46 +3.0 £5.1 1.5 33 8.3
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MGO 182 + - - - - - 46 =+ - - - - -
1.7 1.2
Imidazolone Fructose 87.1 = 584 + 483 + - 172 + 297 £ 899 + 978 + 864 £ - - 389 +
(329/398) 0.1 3.0 1.8 2.9 4.0 2.7 4.5 2.7 6.8
MGO 155 + - - - - - 297 £ 95 £ - - - -
24 3.2 2.3
Argpirimidine Fructose 82.8 + 593 + 469 + - - 413 £ 713 £ 919 + 824 + - - 6.5 =+
(320/385) 2.9 1.2 1.8 0.1 0.6 0.7 1.5 4.8
MGO 150 =+ - - - - - 344 £ 135 £ 1.1 £+ - - -
1.4 2.1 0.4 0.2
Vesperlisine Fructose 100.0 - 56.7 £+ 235 + 615 £ - 100.0  100.0 100.0 100.0 703 = 74.7 £
(370/440) +0.9 1.5 10.8 11.2 +63 £1.1 +38 +£03 3.6 10.7
MGO 29.8 + - - - - - 76 £ - - - - -
0.1 0.1
Pentosidine Fructose 92.1 £ 30.6 £ 534 £+ - 36.8 £ - 100.0 100.0 94.8 + - - -
(335/385) 0.8 9.8 0.1 2.2 +0.1 +1.1 1.1
MGO 54 £ - - - - - 301 £ 7.8 £ - 98 =+ - -
23 1.4 3.6 0.3

Nota: A formacdo de AGEs foi monitorada por fluorescéncia global (Aex 350 nm / Aem 420 nm) e por bandas especificas associadas a marcadores estruturais da

glicagdo e oxidagdo proteica, incluindo ditirosina (283/409 nm), N-formil-quinurenina (325/434 nm), quinurenina (365/480 nm), imidazolone (329/398 nm), argpirimidina

(320/385 nm), vesperlisina (370/440 nm) e pentosidina (335/385 nm). As amostras foram avaliadas nas concentragdes de 185, 55 e 18,5 ug/mL. Os resultados sdo expressos

como porcentagem de inibicdo em relagdo ao controle glicado (BSA + agente glicante, sem tratamento). Valores representam média + desvio padrao de duplicatas experimentais.



53



54

No sistema BSA-frutose, o controle glicado apresentou aumento expressivo da
fluorescéncia, confirmando formacdo robusta de AGEs sob as condigdes experimentais
estabelecidas. Todas as amostras testadas promoveram reducao significativa da fluorescéncia
em comparagdo ao controle.

A fracdo acetato de etila (EtAc) apresentou elevada inibi¢do da fluorescéncia,
comportamento coerente com a presenca de proantocianidinas previamente descritas para a
espécie (JUSTINO et al., 2019). Entre as nanoformulacdes, AuNP—EtAc apresentou o maior
efeito inibitdrio, alcangando aproximadamente 98% na maior concentragdo testada, superando
inclusive a fracdo livre correspondente em determinadas condigdes.

A analise das bandas especificas de fluorescéncia associadas a ditirosina (283/409 nm),
N-formil-quinurenina (325/434 nm), quinurenina (365/480 nm) e pentosidina (335/385 nm)
reforcou esse padrdo de inibicdo. Esses marcadores estdo relacionados a processos de
glicoxidagdo, etapa da reacdo de Maillard caracterizada por participacdo de espécies reativas
de oxigénio e intermedidrios oxidativos (SADOWSKA-BARTOSZ; BARTOSZ, 2014).

A reducio consistente desses marcadores sugere que, no modelo frutose, 0 mecanismo

predominante pode estar relacionado a modulagao oxidativa da glicacdo, mais do que a simples
interferéncia Optica na leitura de fluorescéncia. Esse comportamento ¢ compativel com a
atividade redutora observada nos ensaios antioxidantes, especialmente no FRAP e DPPH,
indicando possivel contribui¢do da modulagao redox no ambiente proteico.
Observou-se ainda comportamento ndo monotonico em determinadas condi¢des para AgNP—
DM, nas quais concentragdes intermedidrias apresentaram maior inibicdo do que a
concentracdo mais elevada. Esse padrdao pode refletir reorganizacdo superficial da corona
orginica ou intera¢do diferencial com a proteina, fendmeno descrito em sistemas
nanoestruturados onde a interacdo particula—biomolécula depende da densidade e organizacao
de grupos funcionais superficiais (BHATTACHARIJEE, 2016).

De modo geral, o modelo frutose evidenciou ganho funcional mensuravel para AuNP-
EtAc, indicando que a nanoestrutura pode modular a atividade antiglicante da fragdo vegetal
em um sistema dependente de etapas oxidativas.

No modelo BSA-MGO, o controle glicado também apresentou aumento significativo
da fluorescéncia, confirmando formacao de AGEs derivados de a-dicarbonilicos. Entretanto, a
magnitude de inibicdo promovida pelas fragdes e nanoformula¢des foi substancialmente

inferior a observada no sistema frutose.
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O metilglioxal é um a-dicarbonilico altamente reativo que forma adutos diretamente
com residuos de arginina e lisina, gerando produtos como hidroimidazolonas e argpirimidina,
independentemente de etapas oxidativas intermediarias (THORNALLEY, 2003). Nesse
contexto, a formacdo de AGEs ocorre predominantemente por reagdo direta com grupos
nucleofilicos proteicos, reduzindo a influéncia de mecanismos antioxidantes classicos.

A menor eficicia observada neste modelo sugere que as fragdes e nanoformulacdes
apresentam capacidade limitada de interceptagao direta do MGO, o qual possui capacidade
glicante até 20.000 maior do que a glicose (VASKOVA et al. 2025), nas condigdes testadas.
Ainda que tenha sido observada reducdo parcial da fluorescéncia em algumas bandas
especificas, os niveis de inibicdo ndo se aproximaram daqueles observados no sistema frutose.

A marcante diferenca na capacidade inibitoria entre os modelos BSA—frutose e BSA—
MGO sugere que a nanoformulagdo atua preferencialmente em etapas dependentes de oxidagao.
Enquanto no modelo frutose a AuNP—EtAc alcancou 98,7% de inibi¢do, no modelo MGO a
eficacia foi drasticamente reduzida para todas as amostras avaliadas. Mecanisticamente, isso
indica que os conjugados de Annona crassiflora agem como antioxidantes preventivos, inibindo
a transi¢do de produtos de Amadori para AGEs — processo denominado glicoxidagdo —, mas
possuem baixa capacidade de sequestro direto (trapping) de dicarbonilicos reativos ja
formados, como o metilglioxal (THORNALLEY, 2003). Essa distin¢gdo ¢ corroborada pela
presenca de proantocianidinas do tipo B na casca do fruto, as quais sdo reconhecidas por
interromper vias oxidativas da glicagdo (JUSTINO et al., 2019).

A comparagdo entre os sistemas frutose e MGO evidencia distingdo mecanistica clara.
No modelo frutose, a progressdo da reagdo de Maillard envolve etapas oxidativas que podem
ser moduladas por compostos redutores, favorecendo maior inibicdo de AGEs. No modelo
MGO, areagdo ¢ mais direta e menos dependente de oxidagao secundaria, o que limita a eficacia
de compostos cuja acdo principal envolve modulagdo redox.

Essa distingao sustenta a hipotese de que a atividade antiglicante das nanoformulagdes,
particularmente AuNP—EtAc, estd associada a interferéncia em vias oxidativas da glicagdo e

ndo a neutralizacao direta de dicarbonilicos altamente reativos.

4.3.2 Proteina Carbonilada

A carbonilag@o proteica foi utilizada como marcador de dano oxidativo estrutural da
BSA apo6s incubagdo com frutose ou metilglioxal. A formacdo de grupos carbonila resulta da

oxidacdo direta de cadeias laterais de residuos como lisina, arginina, prolina e treonina, bem
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como da reagdo secundaria com produtos da glicagdo oxidativa, sendo considerada um
marcador classico e irreversivel de dano proteico (REZNICK; PACKER, 1994). O teste foi
utilizado como marcador de oxidacao estrutural irreversivel da BSA apds incubagdo com

frutose (~230 mM) ou metilglioxal (10 mM) por 72 h a 37 °C. Os resultados encontram-se

apresentados nas figuras 7, 8, 9 e 10.
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Figura 7. Conteudo de proteina carbonilada em albumina sérica bovina (BSA) ap6s incubagdo com frutose (~230
mM) por 72 h a 37 °C na presenga das fracdes vegetais e de suas respectivas nanoformulagdes de prata. A
carbonilagdo proteica foi determinada apds derivatizagdo com 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH) com leitura
espectrofotométrica a 370 nm. Os resultados sdo expressos como nmol de carbonila por mg de proteina apds
normalizagdo pelo conteudo proteico. O controle glicado corresponde a BSA incubada apenas com o agente
glicante sem tratamento. Valores representam média =+ desvio padrdo de duplicatas experimentais, sendo as
diferencas estatisticamente significativas determinadas por ANOVA one-way seguida de pds-testes de Dunnett
considerando: (* p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001; **** p <0,0001 e auséncia representando que ndo foi

significativo).
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Figura 8. Conteudo de proteina carbonilada em albumina sérica bovina (BSA) apds incubac¢do com metilglioxal

(MGO, 10 mM) por 72 h a 37 °C na presencga das fra¢des vegetais e de suas respectivas nanoformulagdes de
prata. A carbonilag@o proteica foi determinada apds derivatizagdo com 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH) com

leitura espectrofotométrica a 370 nm. Os resultados sdo expressos como nmol de carbonila por mg de proteina

apos normalizagdo pelo contetido proteico. O controle glicado corresponde 8 BSA incubada apenas com o agente

glicante sem tratamento. Valores representam média + desvio padrdo de duplicatas experimentais, sendo as
diferencas estatisticamente significativas determinadas por ANOVA one-way seguida de pos-testes de Dunnett

considerando: (* p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001; **** p <(0,0001 e auséncia representando que nao foi

significativo).
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Figura 9. Contetdo de proteina carbonilada em albumina sérica bovina (BSA) apds incubac¢do com frutose

(~230 mM) por 72 h a 37 °C na presenca das fragdes vegetais e de suas respectivas nanoformula¢des de ouro. A

carbonilacao proteica foi determinada apds derivatizagao com 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH) com leitura
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espectrofotométrica a 370 nm. Os resultados sdo expressos como nmol de carbonila por mg de proteina apos
normalizagdo pelo contetdo proteico. O controle glicado corresponde a BSA incubada apenas com o agente
glicante sem tratamento. Valores representam média = desvio padréo de duplicatas experimentais, sendo as
diferengas estatisticamente significativas determinadas por ANOVA one-way seguida de pos-testes de Dunnett,
considerando: (* p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001; **** p <(0,0001 ¢ auséncia representando que nao foi

significativo).
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Figura 10. Conteudo de proteina carbonilada em albumina sérica bovina (BSA) ap6s incubacido com
metilglioxal (MGO, 10mM) por 72 h a 37 °C na presenca das fragdes vegetais e de suas respectivas
nanoformulag¢des de ouro. A carbonilagdo proteica foi determinada ap6s derivatizagdo com 2,4-
dinitrofenilhidrazina (DNPH) com leitura espectrofotométrica a 370 nm. Os resultados sdo expressos como nmol
de carbonila por mg de proteina apds normalizagdo pelo contetido proteico. O controle glicado corresponde a
BSA incubada apenas com o agente glicante sem tratamento. Valores representam média + desvio padrdo de
duplicatas experimentais, sendo as diferencas estatisticamente significativas determinadas por ANOVA one-way
seguida de pos-testes de Dunnett, considerando: (* p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001; **** p <0,0001 e

auséncia representando que nao foi significativo).

No modelo BSA—frutose, o controle glicado apresentou aumento significativo na
formacao de carbonilas, confirmando que a glicagdo dependente de aguicar promove nao apenas
formacao de AGEs fluorescentes, mas também modificagdo oxidativa estrutural da proteina.

Entre as amostras tratadas, observou-se redu¢do variavel da carbonilagao, com destaque
para AuNP-EtAc, que apresentou o menor valor médio. Esse resultado esta em concordancia
com a elevada inibi¢ao de AGEs fluorescentes observada no mesmo modelo, indicando que a
modulacdo da fluorescéncia ndo representa apenas possivel interferéncia optica, mas reflete

efetiva atenuacao do dano estrutural.
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A convergéncia entre redu¢do de AGEs e diminui¢do de carbonilas sugere interferéncia
na etapa de glicoxidagdo, na qual espécies reativas de oxigénio participam da progressao da
reacdo de Maillard (SADOWSKA-BARTOSZ; BARTOSZ, 2014). Assim, a modulagao
observada pode estar relacionada a capacidade redutora residual das formulagdes derivadas da
fragdo EtAc.

Por outro lado, AgNP—DM apresentou valor superior ao controle glicado, indicando
possivel intensificagdo do dano oxidativo sob determinadas condigdes. Esse comportamento
pode estar associado a diferencas fisico-quimicas previamente descritas, como maior tamanho
hidrodinamico e maior polidispersidade, que podem influenciar a interacdo nanoparticula—
proteina e o microambiente redox local (BHATTACHARIJEE, 2016).

No sistema BSA-MGO, o controle glicado apresentou valores absolutos de
carbonilagdo superiores aos observados no modelo frutose, evidenciando maior dano estrutural
sob a¢do do a-dicarbonilico.

Todas as amostras tratadas apresentaram redu¢do em relagdo ao controle glicado, porém
a magnitude da diminuicao foi menos pronunciada quando comparada ao sistema frutose. Esse
padrao reforca a distingao mecanistica previamente discutida: no modelo MGO, a formagao de
adutos ocorre predominantemente por reacao direta do dicarbonilico com residuos nucleofilicos
proteicos, sendo menos dependente de etapas oxidativas intermediarias (THORNALLEY,
2003).

Assim, embora a modulagdo redox possa contribuir parcialmente para redugdo do dano
oxidativo secundério, a neutralizagdo direta do MGO parece limitada nas condigdes
experimentais avaliadas.

A analise conjunta de AGEs fluorescentes e carbonilagdo demonstra coeréncia interna
entre os marcadores. No modelo frutose, a redu¢do de AGEs foi acompanhada por diminui¢do
da carbonilagdo, indicando preservagdo estrutural efetiva. No modelo MGO, ambos os
parametros apresentaram menor magnitude de modulagao.

Essa convergéncia fortalece a interpretacao de que o efeito observado nao se restringe a
leitura espectrofluorimétrica, mas reflete modulacao estrutural mensuravel da proteina.

No sistema BSA-MGO, o controle glicado apresentou valor médio de 70,38 nmol/mg,
superior ao observado no modelo frutose, indicando que 0 MGO promove maior carbonilagao
absoluta sob as condi¢des experimentais.

Todas as amostras tratadas apresentaram valores inferiores ao controle glicado. A fracao

EtAc livre apresentou o menor valor médio (55,97 nmol/mg), seguida por AgNP-DM (59,06
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nmol/mg), AuNP-DM (60,01 nmol/mg), AuNP-EtAc (61,50 nmol/mg), AgNP—EtAc (63,94
nmol/mg) e fracdo DM (64,91 nmol/mg).

Entretanto, a magnitude da redugdo foi menos pronunciada quando comparada ao
modelo frutose. Esse padrao reforca a interpretacdo mecanistica previamente discutida: no
sistema MGO, a formag¢do de adutos ocorre predominantemente por reacdo direta do a-
dicarbonilico com residuos nucleofilicos, sendo menos dependente de etapas oxidativas
intermediarias. Assim, a modulacao redox exerce influéncia limitada nesse contexto.

A convergéncia entre reducao de AGEs fluorescentes e diminuicao de carbonilagdao no
modelo frutose confere robustez interna aos achados. A carbonilacdo representa marcador
estrutural independente da fluorescéncia global, reduzindo a probabilidade de interpretagao
baseada exclusivamente em artefato optico.

Além disso, a discrepancia observada entre os modelos frutose e MGO tanto para AGEs
quanto para carbonilacdo refor¢a que o mecanismo de acdo das fragdes e nanoformulagdes esta
mais associado a modulacdo da glicoxida¢do do que a neutralizacdo direta de dicarbonilicos

altamente reativos.

4.3.3 Sulfidrila

O contetdo de grupos sulfidrilas (—SH) foi determinado apos incubagdo da BSA com
frutose ou metilglioxal por 72 horas. A quantificagdo foi realizada utilizando o reagente 5,5’-
ditiobis-(2-nitrobenzoico) (DTNB), método classico descrito por Ellman, no qual a formagao
do anion TNB ¢ monitorada espectrofotometricamente (ELLMAN, 1959).

Na albumina sérica, o principal grupo tiol livre esta associado ao residuo Cys34,
altamente suscetivel a oxidagcdo sob condigdes de estresse oxidativo e glicativo. A oxidagdo
desse residuo pode ocorrer por agdo de espécies reativas de oxigénio ou por reacdes secundarias
associadas a glico-oxidacao. Os resultados encontram-se apresentados nas Figuras 11, 12, 13 e

14.
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Figura 11. Contetdo de grupos sulfidrilas (—SH) em albumina sérica bovina (BSA) ap6s incubag@o com frutose
(~230 mM) por 72 h a 37 °C na presenca das fragdes vegetais e de suas respectivas nanoformulagdes de prata. A
quantificac@o foi realizada utilizando o reagente 5,5’-ditiobis-(2-nitrobenzoico) (DTNB) com leitura
espectrofotométrica a 412 nm. Os resultados sdo expressos como nmol de TNB por mg de proteina. O controle
glicado corresponde a BSA incubada apenas com o agente glicante sem tratamento. Valores representam média
+ desvio padrao de duplicatas experimentais, sendo as diferencas estatisticamente significativas determinadas
por ANOVA one-way seguida de pds-testes de Dunnett, considerando: (* p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001;

*¥**% p <0,0001 e auséncia representando que ndo foi significativo).
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Figura 12. Contetdo de grupos sulfidrilas (—SH) em albumina sérica bovina (BSA) ap6s incubag@o com
metilglioxal (MGO, 10mM) por 72 h a 37 °C na presenca das fragdes vegetais ¢ de suas respectivas
nanoformulagdes de prata. A quantificacdo foi realizada utilizando o reagente 5,5’ -ditiobis-(2-nitrobenzoico)

(DTNB) com leitura espectrofotométrica a 412 nm. Os resultados sdo expressos como nmol de TNB por mg de
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proteina. O controle glicado corresponde a BSA incubada apenas com o agente glicante sem tratamento. Valores
representam média + desvio padrao de duplicatas experimentais, sendo as diferengas estatisticamente
significativas determinadas por ANOVA one-way seguida de pos-testes de Dunnett, considerando: (* p < 0,05;

**p<0,01; ¥** p<0,001; **** p <0,0001 e auséncia representando que nao foi significativo).
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Figura 13. Conteudo de grupos sulfidrilas (—SH) em albumina sérica bovina (BSA) ap6s incubag@o com frutose
(~230 mM) por 72 h a 37 °C na presenca das fragdes vegetais e de suas respectivas nanoformulac¢des de ouro. A
quantificac@o foi realizada utilizando o reagente 5,5’-ditiobis-(2-nitrobenzoico) (DTNB) com leitura
espectrofotométrica a 412 nm. Os resultados sdo expressos como nmol de TNB por mg de proteina. O controle
glicado corresponde a BSA incubada apenas com o agente glicante sem tratamento. Valores representam média
+ desvio padrao de duplicatas experimentais, sendo as diferencas estatisticamente significativas determinadas
por ANOVA one-way seguida de pds-testes de Dunnett, considerando: (* p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001;

*HE* p <0,0001 e auséncia representando que ndo foi significativo).
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Figura 14. Conteudo de grupos sulfidrilas (—SH) em albumina sérica bovina (BSA) apos incubagdo com
metilglioxal (MGO, 10mM) por 72 h a 37 °C na presenca das fragdes vegetais e de suas respectivas
nanoformulac¢des de ouro. A quantificagdo foi realizada utilizando o reagente 5,5’ -ditiobis-(2-nitrobenzoico)
(DTNB) com leitura espectrofotométrica a 412 nm. Os resultados sdo expressos como nmol de TNB por mg de
proteina. O controle glicado corresponde a BSA incubada apenas com o agente glicante sem tratamento. Valores
representam média + desvio padrao de duplicatas experimentais, sendo as diferengas estatisticamente
significativas determinadas por ANOVA one-way seguida de pos-testes de Dunnett, considerando: (* p < 0,05;

**p<0,01; ¥** p<0,001; **** p <0,0001 e auséncia representando que nao foi significativo).

No modelo BSA—frutose, o controle glicado apresentou redugdo significativa do
conteudo de sulfidrilas em compara¢do a BSA ndo glicada, confirmando consumo de grupos
tiol durante o processo de glicacdo dependente de agucar.

Entre as amostras tratadas, as nanoformulagdes de ouro apresentaram maior preservacao
relativa de —SH quando comparadas as formulagdes de prata. Esse padrao ¢ coerente com a
redug¢do observada para AGEs e carbonilagio no mesmo modelo, sugerindo modulagdo
integrada do dano oxidativo. O desempenho superior das nanoparticulas de ouro em relagdo as
de prata, pode ser atribuido principalmente a sua maior estabilidade quimica e menor propensao
a geracdo de espécies reativas de oxigénio. Diferentemente das AgNPs, que podem liberar ions
Ag' e promover processos oxidativos adicionais, as AuNPs tendem a manter um ambiente redox
mais estavel, favorecendo a preservagdo da estrutura proteica e a atuacao dos compostos
fenolicos associados a sua superficie.

Além disso, nanoparticulas de prata apresentam maior afinidade por grupos sulfidrila,

podendo interagir diretamente com residuos de cisteina e reduzir a disponibilidade desses
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grupos, enquanto as AuNPs promovem intera¢cdes mais controladas com biomoléculas. Outro
fator relevante ¢ a organiza¢do da corona organica, que tende a ser mais estdvel em sistemas
baseados em ouro, contribuindo para melhor desempenho funcional. Em conjunto, esses fatores
sugerem que as AuNPs atuam de forma mais eficiente na modulagao do ambiente glicoxidativo
em comparagdo as AgNPs, favorecendo os efeitos antioxidantes e antiglicantes observados
(NEL et al., 2009; MONOPOLI et al., 2012).

Considerando que a etapa tardia da reacao de Maillard envolve participagao de espécies
reativas e formacao de produtos oxidativos (SADOWSKA-BARTOSZ; BARTOSZ, 2014), a
preservagdo parcial de grupos tiol pode refletir atenuagdo do ambiente pro-oxidante gerado
durante a glicoxidagao.

Os resultados obtidos para o contetido de grupos sulfidrila no sistema BSA—frutose
indicaram valores semelhantes ou discretamente inferiores ao controle glicado nas amostras
contendo nanoparticulas, sugerindo preservagdo limitada desses grupos sob as condigdes
avaliadas. Considerando que a glicagdo por frutose promove reducao de tidis livres durante a
glicoxidagdo proteica, esse achado pode refletir tanto a persisténcia de modificacdes oxidativas
em residuos de cisteina quanto uma possivel reducdo na acessibilidade dos grupos —SH ao
reagente DTNB, em fun¢do da intera¢do da albumina com a superficie das nanoparticulas e¢ da
reorganizacao conformacional associada a formag¢ao da corona proteica.

Assim, a auséncia de aumento expressivo nos niveis de sulfidrila ndo necessariamente
contradiz a inibi¢do de AGEs observada no mesmo sistema, mas sugere que a protegao
conferida pelas nanoformulagdes pode ter sido mais efetiva sobre etapas associadas a formagao
de produtos fluorescentes de glicagdo do que sobre a preservagao detectavel de grupos tiol livres
(ADISAKWATTANA et al., 2012; MONOPOLI et al., 2011).

No sistema BSA-MGO, o controle glicado também apresentou redugdo de grupos
sulfidrilas, indicando que o a-dicarbonilico pode contribuir para consumo indireto de grupos
tiol, possivelmente por geracao secundaria de espécies reativas.

Entretanto, todas as amostras tratadas apresentaram valores superiores ao controle
glicado, indicando preservagao relativa do estado redox proteico. Esse resultado contrasta com
a menor inibicdo de AGEs observada no modelo BSA-MGO e sugere que, embora a
neutralizacdo direta do metilglioxal seja limitada (THORNALLEY, 2003), pode haver
modulagdo parcial do componente oxidativo associado ao sistema.

Essa dissociagdo entre fluorescéncia global de AGEs e preservacao de sulfidrilas reforga
a complexidade mecanistica do modelo MGO, no qual coexistem reagdes diretas de adigdo

nucleofilica e eventos oxidativos secundarios.
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4.4 Viabilidade cellular

A viabilidade celular foi avaliada pelo ensaio de MTT ap6s 24 h de exposigao as fragdes
livres e nanoformulagdes nas concentragdes de 500, 250, 125, 62,5, 31,25 e 15,62 pg/mL.
Considerou-se o critério amplamente utilizado de redugdo de viabilidade superior a 30% em
relagdo ao controle nao tratado como indicativo de citotoxicidade in vitro (ISO 10993-5, 2009).
Os resultados encontram-se apresentados nas Figuras 15 (macrofagos RAW 264.7) e 16
(fibroblastos NIH/3T3), com indicacdo de significancia estatistica conforme descrito na secao
de andlise estatistica.

Nos macroéfagos RAW 264.7, os resultados indicaram que, o comportamento nao €
sugestivo de uma resposta dose depentende, a fracdo acetato de etila e as nanoformulacgdes
mantiveram viabilidade celular superior ao limiar de 70% na maioria das concentragdes
avaliadas, nao sendo, portanto, classificadas como citotoxicas sob essas condigdes
experimentais.

Nos fibroblastos NIH/3T3, a fracdo acetato de etila promoveu reducgdo significativa da
viabilidade celular na maior concentragdo testada (500 pg/mL), enquanto nas demais
concentragdes os valores permaneceram acima do limite de 70%. A fracdo diclorometano
apresentou citotoxicidade em concentracoes intermediarias, seguida de recuperagdo da
viabilidade em concentragdes mais baixas.

Entre as nanoformulagdes, AuNP—EtAc apresentou viabilidade proxima ao limiar de
citotoxicidade na maior concentragdo, enquanto AuNP-DM manteve viabilidade superior a
70% em todas as concentragdes avaliadas, indicando melhor perfil de biocompatibilidade. Em
contraste, AgNP-DM demonstrou citotoxicidade acentuada nas concentragdes mais elevadas,
comportamento compativel com a maior reatividade bioldgica frequentemente associada as
nanoparticulas de prata.

De modo geral, as nanoformulagdes de ouro apresentaram perfil mais favoravel de
biocompatibilidade quando comparadas as formula¢des contendo prata, o que pode ser
atribuido a maior estabilidade quimica do ouro e & menor propensdo a geracdo de espécies
reativas de oxigénio e liberacao de ions metalicos biologicamente ativos (XIN et al., 2016).

A interpretacdo dos resultados obtidos por ensaios colorimétricos, como o MTT, deve
ser realizada com cautela em sistemas contendo nanoparticulas, uma vez que esses materiais
podem interagir diretamente com o reagente tetrazolio ou apresentar propriedades Opticas

capazes de interferir na leitura espectrofotométrica. Esse tipo de interferéncia ja foi amplamente
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descrito na literatura de nanotoxicologia e pode levar a superestimacdo ou subestimacao da
viabilidade celular na auséncia de controles apropriados (KROLL et al., 2009; KROLL et al.,
2012; NEL et al., 2006). Além disso, caracteristicas fisico-quimicas das nanoparticulas, como
tamanho, carga superficial e composicao, influenciam significativamente sua interacdo com
membranas celulares e, consequentemente, seu perfil citotéxico (FROHLICH, 2012).

De forma geral, os resultados indicam que determinadas formulagdes, especialmente
AuNP-DM, apresentam uma janela preliminar de seguranca in vitro nas condi¢des avaliadas,
enquanto formulagdes contendo prata exibem citotoxicidade dependente da concentragao.

Esse comportamento pode ser explicado, a0 menos em parte, pela interacdo das
nanoparticulas com componentes da membrana celular e biomoléculas intracelulares, bem
como pela influéncia da corona organica formada pelos compostos fendlicos adsorvidos em sua
superficie. No caso das nanoformulagdes contendo fracdo acetato de etila, a presenga de
compostos antioxidantes pode contribuir para a modulagdo do estresse oxidativo celular,
favorecendo a manuten¢ao da viabilidade.

Por outro lado, nanoparticulas de prata sao conhecidas por sua maior reatividade e
capacidade de liberar ions Ag*, os quais podem induzir a formagdo de espécies reativas de
oxigénio e promover disfun¢do mitocondrial, resultando em efeitos citotoxicos dependentes da
concentragdo. Além disso, caracteristicas fisico-quimicas como tamanho, carga superficial e
organiza¢cdo da corona podem influenciar a internalizacao celular e a resposta bioldgica,
contribuindo para os diferentes perfis observados entre as formulagdes avaliadas (NEL et al.,

2009; FROHLICH, 2012).
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Figura 15. Avaliagdo da viabilidade celular da linhagem de macréfagos murinos (RAW 264.7) expostos as fracdes da casca de Annona crassiflora e suas respectivas

nanoparticulas metalicas. A viabilidade foi determinada pelo ensaio de redu¢do do MTT apds 24 h de tratamento nas concentracdes de 31,25 a 500 pg/mL. Os resultados sdo

expressos como porcentagem em relagdo ao controle ndo tratado (100% de viabilidade). Valores representam a média + desvio padrao. Diferencas estatisticas em relagao ao

controle sdo indicadas por asteriscos (* p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001; **** p <0,0001 e ns ndo foi significativo). O limiar de citotoxicidade adotado foi de < 70%.
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Figura 16. Avaliagao da viabilidade celular da linhagem de fibroblastos murinos (NIH/3T3) expostos as fracdes da casca de Annona crassiflora e suas respectivas
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5 CONCLUSAO

O presente estudo investigou a sintese verde de nanoparticulas metalicas utilizando
fragdes da casca de Annona crassiflora e avaliou suas propriedades antioxidantes, antiglicantes
e efeitos sobre a viabilidade celular in vitro. A caracterizacdo fisico-quimica confirmou a
formag¢do de nanoparticulas de ouro e prata estabilizadas por metabolitos vegetais, com
diferencas relevantes entre as fragdes acetato de etila e diclorometano, evidenciando a
influéncia da composicdo fitoquimica na formagdo e estabilidade coloidal das
nanoformulacdes. Nos ensaios antioxidantes, as fragdes livres apresentaram maior atividade em
comparagdo as nanoformulagdes, sugerindo que parte dos compostos fenodlicos permaneceu
adsorvida a superficie das nanoparticulas durante a sintese. Ainda assim, algumas formulagdes
mantiveram atividade antioxidante detectavel, indicando preservagao parcial da funcionalidade
dos metabolitos na corona organica. Nos ensaios de glicacdo proteica, o modelo dependente de
frutose foi mais responsivo as amostras avaliadas. Nesse sistema, a formulagdio AuNP—EtAc
apresentou os resultados antiglicantes mais consistentes, com inibi¢do da formacdo de AGEs
fluorescentes, reducao da carbonilagdo proteica e preservagao relativa de grupos sulfidrilas. J&
no modelo induzido por metilglioxal, todas as amostras apresentaram menor eficacia, sugerindo
maior atuacao sobre mecanismos oxidativos da glicacdo dependente de agucares do que sobre
a-dicarbonilicos altamente reativos. A avaliacdo da viabilidade celular demonstrou perfil
dependente do tipo de nanoparticula, da fracdo vegetal e da concentragdo. De modo geral,
nanoformulacdes de ouro apresentaram maior biocompatibilidade, enquanto formulagdes
contendo prata mostraram maior citotoxicidade em concentracdes elevadas. Em conjunto, os
resultados indicam que a nanoestruturacao pode modificar o perfil funcional dos metabodlitos
vegetais, influenciando suas propriedades antioxidantes e antiglicantes. Entre as formulagdes
avaliadas, AuNP-EtAc apresentou o conjunto mais promissor de atividade antiglicante
associado a um perfil favoravel de viabilidade celular. Entretanto, devido ao carater
exploratorio do estudo e as limitacdes metodologicas, os resultados devem ser considerados
preliminares, sendo necessarios estudos adicionais para melhor elucidacdo dos mecanismos

envolvidos.
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