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1 Introdugéo

Os flavonoides constituem um amplo grupo de metabolitos secundarios, amplamente
presentes em folhas, frutas, ervas, cereais, nozes, vegetais e sementes. Eles desempenham um
papel fundamental na protecdo das plantas contra agentes oxidantes que provocam estresse
oxidativo, danificando suas células. Existem varias classes de flavonoides, incluindo
flavononas, flavonadis e antocianinas, cada uma com diversos beneficios a satde. (Ullah et al.
2020).

A rutina, pertencente a classe dos flavonois, € comumente encontrado em cascas de frutas
citricas, folhas de cha e macds. Este flavonol possui diversas propriedades farmacolégicas,
incluindo efeitos anticancerigenos, antioxidantes, antidiabéticos, antimicrobianos, anti-
Alzheimer, cito-protetores, neuro-protetores, vaso-protetores e cardioprotetores (Reddy et al.
2023).

A nanotecnologia verde, em particular, tem demonstrado ser fundamental no campo
biomédico para o tratamento de diversas doencas. Nanoparticulas metalicas funcionalizadas
com fitoquimicos apresentam propriedades farmacoldgicas significativas e elevada
biocompatibilidade (Reddy et al. 2023).

As nanoparticulas de prata se destacam por suas notaveis propriedades fisico-quimicas e
bioldgicas. Entre as caracteristicas fisico-quimicas, incluem-se a elevada atividade catalitica,
propriedades Oticas e térmicas, alta condutividade elétrica, morfologia ajustavel, sintese
simplificada, elevada razao superficie/volume e capacidade de entrega intracelular. No que diz
respeito as propriedades bioldgicas, essas nanoparticulas demonstram caracteristicas
antibacterianas, antifingicas, antivirais e anticancerigenas. Devido a essas propriedades, as
nanoparticulas de prata sdo aplicadas em diversas areas, como salde, industria cosmética,
alimentos e bebidas, entre outras. Atualmente, essas nanoparticulas estdo cada vez mais
presentes em produtos do cotidiano, mesmo que sua presenca ndo seja visivel a olho nu (Souza
et al. 2022).

Nesse contexto, a "Quimica Verde" surge como uma alternativa significativa. Esse
movimento cientifico comecou na década de 1990, quando a comunidade quimica passou a se
preocupar com os residuos gerados por suas atividades e buscou promover praticas sustentaveis,
visando reduzir substancias toxicas e valorizar compostos naturais com propriedades benéficas
(Gaspar et al. 2024).

A maioria das técnicas fisico-quimicas tradicionalmente empregadas na sintese de
nanoparticulas metalicas (NPMs) utiliza solventes toxicos, resultando na geracdo de residuos
potencialmente prejudiciais a salde e ao meio ambiente. Isso limita, em varias circunstancias,
0 uso amplo dessas NPMs nas areas farmacéutica e clinica. Nesse cenario, hd um crescente
interesse na busca por rotas alternativas de sintese que sejam mais seguras e tenham menor
impacto ambiental, sendo a sintese verde uma abordagem promissora (Ribeiro, 2022).
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A partir do exposto, 0 presente estudo teve como objetivo sintetizar nanoparticulas de
prata utilizando a rutina e avaliar in vitro seu potencial antioxidante.

2 Material e Métodos

2.1 Obtencdo da Rutina

O flavonoide foi adquirido em uma farmacia de manipulacdo localizada em Recife,
Pernambuco. Posteriormente, a rutina foi submetida a uma andlise por cromatografia em
camada delgada (CCD). Nesta analise, a amostra foi comparada com um padréo de rutina, e a
confirmacéo da identidade do flavonoide foi feita com base na correspondéncia das bandas
observadas na placa de silica gel.

2.2 Biossintese das nanoparticulas de prata utilizando Rutina

A sintese das nanoparticulas de prata estabilizadas pelo flavonoide rutina foi realizada
conforme descrito por Reddy et al. (2023) e, Mohammad e Aminl (2024), com algumas
modificagdes. Inicialmente, 20 mg do flavonoide rutina foram pesados e dissolvidos em 2,5 mL
de &gua destilada e 2,5 mL e etanol (EtOH). Em seguida, 0,0170 mg de nitrato de prata (AgNO3)
dissolvido em 100 mL de agua destilada. Apds a dissolugdo do flavonoide e do nitrato, as
solucBes foram homogeneizadas em um béquer e 3 mL de hidréxido de sédio (NaOH, 0,1 M)
foi adicionado para ajustar o pH para 8,8. Posteriormente, adicionou-se mais 20 mL de agua
destilada.

A sintese foi conduzida, ao abrigo da luz, em evaporador rotativo a 60 °C e 8 rpm por 4
horas. Apoés a sintese o material obtido foi seco em estufa a 80 °C.

2.3 Atividade Antioxidante
2.3.1 Avaliagéo da atividade sequestradora do radical DPPH

A anélise para a determinacdo da atividade antioxidante, foi realizada utilizando o
radical livre DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) baseada no método descrito por Cavin et al.
(1998) com algumas modificagdes. Em eppendorfs foram adicionados 50 pL da solugéo de
nanoparticulas (1 mg/mL) e 950 pL do radical DPPH (0,004%, p/v). As absorbancias das
solucBes foram medidas em espectrofotémetro UV-VIS (517 nm) ap6s 30 min. Um controle
negativo foi utilizado, trocando-se a amostra por etanol. A capacidade de sequestro do radical
DPPH foi calculada em porcentagem.

2.3.2 Atividade Avaliacao da sequestradora do cation radical ABTS™

O teste foi realizado de acordo com a metodologia descrita por Re et al. (1999). O cation
radical ABTS™ (acido 2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico). A amostra da
nanoparticula de prata com rutina foi utilizada na mesma concentragdo supracitada. Em
eppendorfs foram adicionados 50 pL das amostras e 950 pL da solucdo de ABTS ™. As solugdes
foram agitadas e, apds 6 minutos de reacdo, a absorbancia das amostras foi medida em um
espectrofotbmetro (734 nm). Um controle negativo foi utilizado, trocando-se a amostra por
etanol. A capacidade de sequestro do radical ABTS* foi calculada em porcentagem.
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3 Resultados e Discussdo

3.1 Biossintese de nanoparticulas de prata estabilizadas com Rutina

A sintese de nanoparticulas de prata (AgNPs) ocorre devido a transferéncia de elétrons
da molécula de rutina para os ions de prata (Ag"). Neste processo, a oxidag¢do da rutina é um
exemplo tipico. E importante ressaltar que a sintese das nanoparticulas de prata mediada por
rutina (RU-AgNPs) requer um meio reacional basico para ocorrer.

A rutina participou como agente redutor devido a sua estrutura quimica, que contém um
sistema de ligacOes duplas conjugadas e 10 grupos hidroxila, conferindo-lhe uma elevada
capacidade redutora. Apds a reducao dos ions Ag’, a estabilizagdao das nanoparticulas de prata
acontece por meio da adsorcdo do anion da rutina a superficie das AgNPs. Esse processo é
facilitado pela desprotonacdo do grupo 5-hidroxicromen-4-ona, que se coordena a superficie
das nanoparticulas, promovendo uma estabilizacdo eficiente através da formacgdo de uma
camada protetora (Coutinho et al., 2019).

O esquema 1 ilustra de forma esquemaética a reacao entre a rutina e os ions de prata, bem
como o0 mecanismo de estabilizacdo das nanoparticulas de prata.

Esquema 1 — Mecanismo da biossintese das nanoparticulas de prata.
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Fonte: adaptado Coutinho et al., (2019).

O resultado do experimento demostrou a formacdo de nanoparticulas de prata (AgNPS)
a partir de nitrato de prata como material de partida, e o flavonoide rutina como agente redutor
e estabilizante. Ao término da sintese, percebeu-se uma mudanca na coloracdo da
solugdo, que apresentou uma cor visivel (marrom/amarelado) conforme a Figura 1,
confirmando a reducédo da prata e a formacéo de nanoparticulas.
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Figura 1 - Nanoparticula de prata mediada por Rutina.

Fonte: os autores (2024).

Para a analise das nanoparticulas de prata utilizou-se espectroscopia no UV-Vis. As
medicdes de absorbancia e concentracdo de prata ajudaram a criar curvas analiticas. As
nanoparticulas mostraram ressonancia plasménica de superficie (RPS) na luz visivel, causando
uma coloracdo caracteristica. O espectro de absorcdo teve um pico maximo de 432 nm,
confirmando a formacdo de nanoparticulas Figura 2.

Figura 2 - Espectro de absorcédo na regido visivel referente a nanoparticula de prata

estabilizada por Rutina.
" | Y

Fonte: os autores (2024).

3.2 Avaliacdo das atividades antioxidantes das AgNPs

E possivel avaliar de diferentes formas a atividade antioxidante de substancias
biologicamente ativas. Devido aos diferentes tipos de radicais livres e suas diferentes formas
de atuacdo, ndo é possivel utilizar apenas um método universal pelo qual a atividade
antioxidante possa ser medida precisa e quantitativamente, com isso, se faz necessario utilizar
mais de um método de andlise para avaliar a atividade antioxidante de uma substancia (Alves
etal., 2010).

Ap6s o término do processo de sintese, foi avaliada a atividade antioxidante por dois
métodos, sendo eles: radical DPPH e cation radical ABTS™. Os resultados das atividades
antioxidante estao expressos na Tabela 1.
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Tabela 1 - Resultado das atividades antioxidantes.

Amostra Radical DPPH Radical ABTS™
AA (%) AA (%)
AgNPs de Rutina 71,0 £ 0,02 45,7 + 0,007

AA: Atividade Antioxidante.

A tabela acima indica que a atividade realizada com nanoparticulas de prata
estabilizadas por rutina mostrou-se eficaz no sequestro do radical DPPH (71 %). Um estudo
realizado por Akintola et al., 2020, onde as AgNPs biossintetizadas a partir do extrato
metanolico da folha de Blighia sapida (castanheiro-de-africa) apresentaram um sequestro ao
redor de 75,42 % para o radical DPPH. Sendo assim, indicando que as nanoparticulas de prata
carregaram as propriedades bioativas, tornando-se capazes de atuar como agentes
antioxidantes.

Ja o cétion radical ABTS ™ as nanoparticulas de prata apresentaram uma capacidade de
sequestro em torno de 45,7 %. Comparando com a literatura, o estudo realizado por Macovei et
al., 2023, mostra que a atividade antioxidante das AgNPs derivadas dos extratos ricos em
flavonoides da casca de Pinus sylvestris (pinheiro-silvestre). Os autores encontraram um
percentual de 37,8 %, um valor inferior quando comparado ao presente estudo.

Assim, as nanoparticulas de prata (AgNPs) obtidas nesta pesquisa incorporaram as
propriedades antioxidantes do composto bioativo (rutina), tornando-se agentes antioxidantes
eficazes. 1sso aumenta sua capacidade de neutralizar radicais livres e proteger contra o estresse
oxidativo.

Conclusodes

O estudo demonstrou que a producdo ecoldgica de nanoparticulas de prata utilizando
rutina foi tanto eficiente quanto sustentavel. A caracterizacdo por UV-vis confirmou a formacéo
das nanoparticulas, evidenciando a funcdo da rutina como agente redutor e estabilizador. Os
testes in vitro, para a capacidade antioxidante, indicaram que os produtos obtidos apresentam
potencial antioxidante, sugerindo sua eficacia na protecdo contra estresses oxidativos. Esses
resultados abrem novas oportunidades para pesquisas futuras, bem como suas aplicacdes
terapéuticas e tecnoldgicas.
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