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RESUMO

Nanoparticulas (NPs) contendo selénio tém sido bastante estudadas devido as propriedades
terapéuticas associadas a diversos sistemas. No que se refere a aplicacdes biotecnoldgicas
ainda ha poucas informacdes disponiveis acerca de NPs de selénio e selénio-cobre. O presente
trabalho teve como objetivo sintetizar e caracterizar nanoparticulas de selénio (SeNPs) e
selénio-cobre (SeCuNPs) para avaliacdo do seu potencial antioxidante e fotoprotetor. Para
tanto, as NPs foram sintetizadas utilizando os estabilizantes quitosana (QUI) e éalcool
polivinilico (PVA). As sinteses foram adaptadas de procedimentos ja descritos na literatura.
As caracteristicas das NPs foram avaliadas pelas técnicas de microscopia eletrdnica de
transmissdo (TEM); espectrometria de raios X por energia dispersiva (EDX); espalhamento
dindmico de luz (DLS); espectroscopia de absor¢do molecular na regido do infravermelho
com transformada de Fourier (FTIR) e espectroscopia de absor¢cdo molecular na regido do
UV-vis. Foram efetuados testes para avaliar a capacidade antioxidante, por meio dos métodos
de ABTS**, DPPH*, FRAP; fator de protecao solar (FPS) e inibi¢do da tirosinase; e avaliagcdo
da toxicidade in vivo, utilizando Drosophila melanogaster como modelo. Os dados de
caracterizacao confirmaram a formacao e identidade dos materiais sintetizados. Empregando-
se TEM, verificou-se que as SeCuNPs nos dois estabilizantes possuem tamanho inferior as
SeNPs, com uma reducdo de tamanho de 94 e 78 nm para 36 e 35 nm em QUI e PVA,
respectivamente. Por meio da técnica de EDX, comprovou-se a presenca de Se e Cu nas
SeCuNPs, constatando tratar-se de um material bielementar. Os espectros de FTIR, das
SeNPs e das SeCuNPs, exibiram perfis caracteristicos dos agentes estabilizantes,
comprovando a presenca desses na superficie das NPs. Os espectros de absor¢do no UV-vis
evidenciaram as bandas de absorcéo caracteristicas de tais materiais, com absorcdo em 260 e
250 nm para as SeNPs estabilizadas em QUI e PVA, respectivamente, e em 240 e 900 nm
para as SeCuNPs nos dois estabilizantes. Com relacéo as aplicacdes, ambas NPs apresentaram
alta atividade antioxidante, superior aos padrdes trolox®, acido ascorbico e quercetina. As
NPs apresentaram aproximadamente o dobro do valor do FPS quando comparadas ao 2-
hidroxi-4-metoxibenzofenona (BZF-3), composto presente em formulagdes comerciais, sendo
os valores de FPS de SeCuNPs maiores que SeNPs. Nos ensaios de inibicdo da tirosinase as
SeNPs exibiram valores de ICso de 4,8 e 10,1 mg L, para SeNPs_QUI e SeNPs_PVA,
respectivamente, enquanto as SeCuNPs foram capazes de inibir a enzima apenas em
concentracdes superiores a 50 mg L. Os ensaios de toxicidade com modelo de Drosophila
melanogaster evidenciaram que ambas NPs apresentaram toxicidade em concentragdes > 50
mg L%, indicando elevada tolerancia dos organismos as NPs avaliadas. Tais resultados
revelaram que SeNPs e SeCuNPs sdo promissoras para as aplicagdes propostas neste trabalho.

Palavras-Chave: selénio, cobre, quitosana, PVA, antioxidante, tirosinase, FPS, Drosophila



ABSTRACT

Selenium-containing nanoparticles (NPs) have been extensively studied due to the therapeutic
properties associated with various systems. Regarding biotechnological applications there is
still little information available about selenium and selenium-copper NPs. The present work
aimed to synthesize and characterize selenium (SeNPs) and selenium-copper (SeCuNPs)
nanoparticles to evaluate their antioxidant and photoprotective potential. To this end, the NPs
were synthesized using the stabilizers chitosan (QUI) and polyvinyl alcohol (PVA). The
syntheses were adapted from procedures already described in the literature. The
characteristics of the NPs were evaluated by transmission electron microscopy (TEM); energy
dispersive X-ray spectrometry (EDX); dynamic light scattering (DLS); Fourier transform
infrared molecular absorption spectroscopy (FTIR) and UV-vis molecular absorption
spectroscopy. Tests were performed to evaluate the antioxidant capacity, by means of
ABTS**, DPPH*, FRAP methods; sun protection factor (SPF) and tyrosinase inhibition; and
in vivo toxicity evaluation, using Drosophila melanogaster as a model. Characterization data
confirmed the formation and identity of the synthesized materials. Employing TEM, the
SeCuNPs in the two stabilizers were found to be smaller in size than the SeNPs, with a size
reduction from 94 and 78 nm to 36 and 35 nm in QUI and PVA, respectively. By means of
the EDX technique, the presence of Se and Cu in SeCuNPs was verified, proving to be a
bielementary material. The FTIR spectra of the SeNPs and SeCuNPs showed characteristic
profiles of the stabilizing agents, proving their presence on the surface of the NPs. The UV-
vis absorption spectra showed the characteristic absorption bands of such materials, with
absorption at 260 and 250 nm for the SeNPs stabilized in QUI and PVA, respectively, and at
240 and 900 nm for the SeCuNPs in both stabilizers. Regarding the applications, both NPs
showed high antioxidant activity, superior to the standards trolox®, ascorbic acid and
quercetin. The NPs presented approximately twice the SPF value when compared to 2-
hydroxy-4-methoxybenzophenone (BZF-3), compound present in commercial formulations,
being the SPF values of SeCuNPs higher than SeNPs. In tyrosinase inhibition assays SeNPs
exhibited 1C50 values of 4.8 and 10.1 mg L™, for SeNPs_QUI and SeNPs_PVA, respectively,
while SeCuNPs were able to inhibit the enzyme only at concentrations higher than 50 mg L.
Toxicity assays with Drosophila melanogaster model evidenced that both NPs exhibit
toxicity at concentrations > 50 mg L* indicating high tolerance of organisms to the evaluated
NPs. Such results revealed that SeNPs and SeCuNPs are promising for the applications
proposed in this work.

Keywords: selenium, copper, chitosan, PVA, antioxidant, tyrosinase, SPF, Drosophila
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1 INTRODUCAO

Os nanomateriais tém recebido grande atencdo pelo seu papel no desenvolvimento
cientifico e tecnoldgico. As propriedades fisicas, quimicas, biologicas, Opticas e eletronicas
concernentes ao seu tamanho (nanométrico), proporcionam uma diversidade de aplicacdes,
que perpassam 0s campos optoeletrénico, catalitico, eletroquimico, ambiental, biomédico e
alimenticio (DHAN, et al., 2015; EALIAS, SARAVANAKUMAR, 2017; JEEVANANDAM,
et al., 2018). Dentre esses materiais, as nanoparticulas (NPs) de selénio merecem destaque
especial, pelo seu potencial terapéutico (CHHABRIA, DESAI, 2016; BOROUMAND, et al,
2019; KHURANA, et al., 2019).

As nanoparticulas de selénio (SeNPs) tém despertado interesse devido as suas diversas
atividades biologicas e baixa toxicidade quando comparadas a outras espécies de selénio. O
potencial desses materiais tem sido explorado frente a doencas como céancer, diabetes e
distarbios inflamatorios (SAKR, KORANY, KATTI, 2018; KHURANA, et al., 2019). Além
disso, sdo utilizadas como carreadores de farmacos (MENON, et al., 2018) e sdo promissoras
na suplementacdo e seguranca alimentar (BARTUNEK, et al., 2015; SKALICKOVA, 2017;
HOSNEDLOVA, et al., 2018).

No que diz respeito a sintese de novos materiais para aplicacfes diversas, surgem as
NPs bi ou multielementares, compostas por mais de um elemento. Esse tipo de sintese permite
associar as propriedades de diferentes espéecies quimicas, levando a obtencdo de um material
com propriedades mais atrativas quando comparadas aos materiais monoelementares/puros
(WADHWAN, et al., 2016; SHARMA, et al., 2019).

O cobre, elemento utilizado para compor as nanoparticulas bielementares, é um
micronutriente que participa de processos importantes no organismo humano (RODRIGUES,
SILVA, GUERRA, 2012). Materiais de cobre tém sido utilizados para as mais diversas
aplicaces, que vao desde a catélise a acdo antibacteriana e anticancer (DIN, REHAN, 2017;
KHAN, JAMEEL, 2018).

Em se tratando de materiais bielementares contendo selénio e cobre, verifica-se uma
caréncia de estudos que contemplem a sintese, caracterizacdo e aplicagdo desses, quando
comparados aos trabalhos com SeNPs puras. Os trabalhos encontrados séo, em grande parte,
restritos a investigacdo de propriedades opticeletronicas (DORFS, et al.,, 2011;

SCOTOGNELLA, et al., 2011) e alguns com aplicacGes para fotocalisadores e biossensores
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(NOURI, et al., 2017; GONG, et al. 2020; SHITU, et al., 2020). Havendo, portanto, uma

possibilidade promissora de estudar estas NPs quanto as aplicagoes.

Dessa maneira, a realizacao deste trabalho estd pautada na possibilidade de sintetizar e
caracterizar nanoparticulas de selénio e nanoparticulas de selénio-cobre (SeCuNPs) em
diferentes agentes estabilizantes, avaliando o potencial antioxidante e fotoprotetor,

propriedades pouco exploradas, tendo em vista as possiveis aplicagdes biotecnoldgicas.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Nanomateriais

A nanotecnologia € um campo promissor da ciéncia, e 0s nanomateriais, seu principal
objeto de estudo, possuem caracteristicas unicas e superiores quando comparados com seus
materiais macroscopicos, como alta reatividade, ampla éarea superficial, resisténcia e
sensibilidade (EALIAS, SARAVANAKUMAR, 2017; KHAN, SAEED, KHAN, 2019). Estes
materiais podem ser classificados em zero, uni ou bidimensionais (0D, 1D e 2D), de acordo
com as dimensdes fora da escala nanométrica, que varia de 1 a 100 nm (VERT et al., 2014).
Quando todas as dimensdes de um material possuem escala nanométrica (OD), este é
classificado como nanoparticula, a exemplo das NPs metalicas, dos pontos quanticos
(quantum dots) e dos pontos quanticos de carbono (carbon dots). Os materiais que contém
uma dimensdo fora da nanoescala sdo considerados 1D, como por exemplo as nanofibras,
nanobastdes e 0s nanotubos de carbono. E os nanomateriais 2D, sdo 0s que apresentam duas
dimensfes fora da nanoescala, como nanofilmes e nanofolhas. (DHAND, et al., 2015;
MAZHAR, SHRIVASTAVA, TOMAR, 2017).

Os nanomateriais também podem ser classificados de acordo com sua forma e
composicdo. Baseados em sua forma classificam-se como nanoesferas, nanobastoes,
nanotubos, nanocristais, nanocadpsulas e nanofibras (WONG, CHOI, 2015; HEERA,
SHANMUGAM, 2015; DHAND, et al., 2015). Conforme sua composi¢cdo séo categorizados
em nanomateriais a base de carbono, como o0s pontos quanticos, fulerenos, nanotubos e
nanofibras de carbono; a base de espécies inorganicas, que incluem as nanoparticulas
metalicas, de 6xidos metalicos, de semi-condutores e de calcogénios como selénio; a base de
especies organicas, a exemplo as NPs de polimeros, lipossomas e dendrimeros; e os baseados
em compdsitos, que sdo materiais oriundos da combina¢do de nanomaterais e materiais em
tamanho macroscopico. (JEEVANANDAM, et al., 2018; MAL, 2018). A depender do
tamanho, forma e composi¢do 0s nanomateriais podem apresentar diferentes propriedades,
tais como opticoeletrénicas, magnéticas, térmicas, mecanicas, quimicas, fisicas e bioldgicas
(KHAN, SAEED, KHAN, 2019; DHAND, et al., 2015).

No que se refere a sintese desses materiais, duas abordagens gerais sdo empregadas,
top-down, de cima para baixo, e bottom-up, de baixo para cima (Figura 1). A abordagem top-

down é um processo destrutivo, onde o material em maior escala é reduzido por meio de
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métodos fisicos a particulas em escala nanométrica (JEEVANANDAM, et al., 2018;
JAMKHANDE, et al., 2019). Hu e colaboradores (2011), por exemplo, sintetizaram pontos
quanticos de carbono utilizando essa abordagem, partindo de fragmentos de grafite e
aplicando o método de ablacéo a laser para obter as NPs. Por outro lado, a abordagem bottom-
up é um processo construtivo, no qual atomos ou moléculas se aglomeram para formar NPs,
geralmente envolvendo processos quimicos. Um exemplo é o trabalho desenvolvido por Zeng
e colaboradores (2018), que realizaram a sintese de nanoparticulas de selénio atraves da

reducdo quimica de selenito de sddio (NazSeOs).

Figura 1 - Esquema representativo das abordagens top-down e bottom-up para obtencdo de
nanoparticulas

Abordagem Bottom-up
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Abordagem Top-down
Fonte: Adaptado de WIKRAM, et al., 2017.

Dessas abordagens a mais utilizada é a bottom-up, em virtude da facilidade no controle
de tamanho e morfologia das particulas, levando a uma maior homogeneidade e
reprodutibilidade nas sinteses (NUNES, 2017).

2.2 Sintese de nanoparticulas

Existem diversos métodos para a sintese de NPs, dentre os principais tém-se a sintese
hidrotermal, a solvotermal, a assistida por micro-ondas, a sintese por meio de eletrodeposicao,
a sintese por ablacdo a laser, biossintese e 0 meétodo de sintese por reducdo quimica
(IRAVANI, et al., 2014; JAMKHANDE, et al., 2019).

Na sintese hidrotermal, as reacfes ocorrem em um sistema fechado, sob condicGes
acima da temperatura e pressao ambiente (25°C, 1 atm), em uma Unica etapa, em um reator de
teflon revestido com aco inoxidavel (HUANG, LU, YANG, 2019). Na sintese assistida por
micro-ondas, este equipamento é geralmente utilizado como uma forma alternativa de
aquecimento em sinteses hidrotermais. O micro-ondas fornece um aquecimento mais

homogéneo e rapido, quando comparado com as formas convencionais (ZHU, et al., 2011).
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O método solvotermal é realizado sob as mesmas condic6es que o método hidrotermal,
porém, ao invés do uso da &gua, utilizam-se outros solventes, ou faz-se o uso de um meio

aquo-organico, com diferentes proporcdes de dgua e solvente (JAMKHANDE, et al., 2019).

No método de sintese por eletrodeposicdo, uma corrente elétrica é utilizada para
reduzir os ions de selénio a nanoparticulas. A sintese é realizada em uma célula eletroquimica
controlada por um potenciostato (CHHABRIA, DESAI, 2016; JAMKHANDE, et al., 2019).

Na sintese pelo método de ablacdo a laser utiliza-se um laser de alta poténcia que
irradia particulas de uma fonte sélida; a reacdo pode ocorrer em meio liquido ou gasoso e o
material é evaporado ou trasformado em plasma, a depender do fluxo do laser, produzindo as
nanoparticulas (DHAND, et al., 2015; HEERA, SHANMUGAM, 2015; EALIAS,
SARAVANAKUMAR, 2017).

Os metodos de biossintese, também conhecidos como métodos verdes, envolvem a
utilizacdo de diferentes micro-organismos, extratos vegetais ou enzimas para reduzir os ions
de selénio, sem a necessidade de temperatura ou pressao controlada, uma vez que geralmente
ocorrem em condi¢bes ambiente (HEERA, SHANMUGAM, 2015; JAMKHANDE, et al.,
2019).

A reducdo quimica € um dos métodos mais comuns para sintetizar NPs, pois as
condi¢bes de sintese sdo brandas, a reacdo geralmente acontece em meio agquoso e
temperatura de 25° C. As NPs sdo sintetizadas a partir da reducdo de um sal do elemento
desejado, normalmente na presenca de um agente estabilizante (SIGUERO, 2016; MATES, et
al., 2019; BOROUMAND, et al., 2019).

Em geral a sintese de NPs envolve o uso de agentes estabilizantes, que sdo utilizados
para manté-las estaveis como os polimeros, as proteinas, monossacarideos, polissacarideos e
surfactantes (ZHANG, 2015; ZHANG, 2018). Além de auxiliar na estabilidade das NPs, sdo

utilizados para o controle do tamanho durante a sintese (SCHLADT, et al., 2011).

Independente da metodologia empregada, a formacgédo de NPs, de uma maneira geral,
perpassa por dois processos, nucleacdo e crescimento. Segundo o modelo classico de La Mer,
originalmente desenvolvido para suspensfes aquosas de coloides, na etapa de nucleagdo os
nacleos iniciais sdo formados e se agregam formando aglomerados, e na etapa final de

crescimento, os aglomerados se unem para formar as NPs. A etapa de nucleacdo é rapida e a



23

de crescimento lenta (Figura 2) (SCHLADT, et al., 2011; SOUSA FILHO, SERRA, 2015;
POLTE, 2015).

Figura 2 - llustracdo do mecanismo de crescimento de NPs pelo modelo de La Mer.
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Fonte: Adaptado de CHENGPENG, 2017.

De modo geral, as nanoparticulas séo instaveis, tendem a aglomerar-se ao longo do
tempo e, no caso das SeNPs, se transformam em um analogo cinza, que € inativo (ZHAI, et
al., 2017; BAI, et al., 2017; SONG, et al., 2020). Uma maneira de manter as NPs estaveis e
controlar seu tamanho é a utilizagdo de agentes estabilizantes, os quais se adsorvem na
superficie das particulas impedindo mais ocorréncias de nucleacdo e por consequéncia afetam
também o crescimento, além do que, ap6s a sintese se mantém na superficie das NPs

impedindo a agregacéo dessas particulas (POLTE, 2015).

Dentre os mais diversos agentes estabilizantes, os polimeros sdo amplamente
utilizados e considerados uma excelente alternativa (ZHANG, et al., 2017; CHHABRIA,
DESAI, 2018). Dessa maneira, 0s polimeros quitosana e o alcool polivinilico (PVA) foram
escolhidos para estabilizar as NPs sintetizadas, uma vez que a estabilidade é fundamental para

a etapa de aplicagéo.

A quitosana € um polissacarideo obtido a partir da desacetilacdo da quitina, encontrada
principalmente no exoesqueleto de insetos e crustaceos e na parede celular de alguns fungos.

Sua biocompatibilidade, biodegradabilidade e ndo toxicidade sdo os principais fatores pelos
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quais € utilizada como estabilizante (LARANJEIRA, FAVERE, 2009; CHEN, et al., 2015;
SONG, et al.,, 2020). Assim como a quitosana, 0 PVA é um polimero ndo toxico,
biocompativel e eficiente para estabilizacdo no preparo de nanoparticulas (WANG, et al.,
2018; BOROUMAND, et al., 2019).

2.3 Caracterizacdo de nanoparticulas

A caracterizacdo de NPs envolve a obtencdo de informacdes acerca do tamanho e
morfologia, caracteristicas estruturais, como composi¢do elementar e presenca de grupos
funcionais na superficie, perfil espectral no que tange a interacdo com a radiacao
eletromagnética, dentre outras propriedades. Para tanto, se faz necessario o uso de uma série
de técnicas uma vez que cada técnica fornece informacdes a respeito de determinada
propriedade fisico-quimica do material. A seguir, ha uma breve descri¢cdo das técnicas de
caracterizacdo empregadas para elucidar as propriedades das NPs sintetizadas no presente

trabalho.
2.3.1 Microscopia eletronica de transmisséo

A microscopia eletronica de transmissao (TEM - Transmission Electron Microscopy) é
uma importante técnica de caracterizacdo de nanomateriais que permite a visualizacdo da
morfologia, bem como a avaliagdo do tamanho das nanoparticulas. Muitos trabalhos
envolvendo NPs fazem uso apenas da TEM a fim de confirmar as caracteristicas morfologicas
de materiais previamente sintetizados para dar seguimento a etapa de aplicacdo. Esta técnica
consiste na geracdo de um feixe de elétrons, que interage com a amostra, € ao atravessa-la
sofre diferentes tipos de espalhamentos, dependentes das caracteristicas dos materiais. Os
elétrons que sao difratados pelos planos cristalinos do material comp&em o sinal formador da
imagem (CORREA, 2003; OLIVEROS, 2012).

2.3.2 Espectrometria de raios X por energia dispersiva

A espectroscopia por energia dispersiva de raios X é uma técnica que fornece
informacdes qualitativas e quantitativas sobre a composicdo quimica de NPs. Nesta técnica,
um feixe de luz ¢ incidido na amostra e a partir dessa interacdo os raios X resultantes séo
detectados por meio de um detector de dispersdo de energia gerando assim um espectro com
sinal caracteristico do elemento presente na amostra analisada. A partir da intensidade dos

picos, é possivel ainda quantificar os elementos. Essa técnica pode ser utilizada de forma
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separada ou acoplada as técnicas de TEM e microscopia eletronica de varredura (SEM -
Scanning Electron Microscopy) (SCIMECA, et al., 2018).

2.3.3 Espalhamento dindmico de luz

A técnica de espalhamento dinamico de luz (DLS - Dynamic light scattering) é
amplamente empregada na caracterizac¢do de nano e microparticulas dispersas em um liquido.
Baseia-se na analise das flutuacbes de intensidade de luz espalhada em um determinado
angulo de dispersao, devido ao movimento Browniano (aleatorio) da particula quando é
iluminada por uma fonte de luz. Estas flutuacdes sdo relacionadas com o tamanho da particula
por meio da equacdo de Stokes-Einstein (NOMURA et al., 2013; NAIIM et al., 2015;
BHATTACHARJEE et al., 2016).

kT
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67nR
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Diferentemente da microscopia eletrdnica de transmissao, a técnica de DLS fornece o

raio hidrodindmico das particulas em suspensdo, levando em consideracdo ndo apenas o

tamanho das particulas, mas os ions e/ou moléculas presentes nas superficies das mesmas e

em seu entorno. Dessa forma, os valores de tamanho adquiridos pela técnica de DLS

geralmente sdo maiores que aqueles obtidos por TEM conforme ilustrado na Figura 3.

Ademais, a técnica também fornece dados acerca do grau de dispersdo das particulas, que
implicam em sua estabilidade (BARBOSA, 2018).

Figura 3 - llustragdo da diferenca de tamanho das NPs por técnicas de TEM e DLS.

" Raio hidrodinamico

Fonte: Adaptada de BARBOSA, 2018.
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2.3.4 Espectroscopia de absor¢do molecular na regido do infravermelho com transformada de
Fourier (FTIR)

A técnica de FTIR permite a medida da radiacdo infravermelha absorvida pela
amostra. A radiacdo absorvida promove transicdes entre estados de energia vibracional das
ligagBes quimicas e, uma vez que as energias vibracionais sdo especificas de cada ligacao, os
espectros obtidos fornecem informacgdes sobre os grupos funcionais e por sua vez a estrutura
quimica dos compostos, permitindo verificar sua presenca na superficie das NPs
(BOUYANFIF, et al., 2018).

2.3.5 Espectroscopia de absor¢do molecular no UV-vis

A espectroscopia de absor¢do molecular no UV-vis é uma técnica que se baseia na
absorcdo de radiacdo eletromagnética, nas regides ultravioleta e visivel do espectro, por
especies quimica (WORSFOLD, 2005). Por meio dessa técnica, as propriedades Opticas das

NPs, como bandas de absor¢do e comprimento de onda de maxima absor¢ao (Amax).
2.4 Nanoparticulas de selénio

Dentre os varios tipos de nanomateriais mencionados ao longo do texto, as NPs de
selénio tém atraido atencdo devido ao seu amplo espectro de aplicagbes bioldgicas
(VINKOVIC VRCEK, 2018). O selénio é um micronutriente essencial para o crescimento e
manutengéo do corpo humano (QIU, et al., 2015; SKALICKOVA, 2017). Este elemento pode
ser encontrado na forma inorganica, como seleneto (—2), selenito (+4) e selenato (+6) e nas
formas orgéanicas, em compostos como a selenometionina (-2), metilselenometionina (-2)
e selenocisteina (-2) (SAKR, KORANY, KATTI, 2018) . Seus efeitos bioldgicos se devem
essencialmente a sua presenca como grupo prostético em algumas metaloproteinas. Uma das
principais funcdes deste elemento é sua capacidade antioxidante, presente como centro redox
nas proteinas glutationa peroxidase (GPx), tiorredoxina redutase-1 (TrxR-1) e selenoproteina
P, desempenhando fungbes importantes, estimulando o sistema imune, prevenindo e/ou
auxiliando no tratamento de doencas relacionadas ao estresse oxidativo (SIGUERO, 2016;
ZHU, et al., 2017; KHURANA, et al., 2019).

Compostos como selenito de sddio, cloreto de selénio, selenato de sodio,
selenometionina, selénio monometilado e selenocisteina sdo utilizados como suplemento

nutricional, podendo atuar como agentes antioxidantes, agentes quimiopreventivos e


https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/spectrophotometry
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/selenide
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/selenites
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/selenate
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/selenomethionine
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/selenocysteine
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quimioterapicos, bem como imunomoduladores (CHEN, et al., 2015; CHHABRIA, DESAI,
2016; KHURANA, et al., 2019). Existem ainda, alguns compostos de selénio que possuem
atividades antimicrobianas, a exemplo do sulfeto de selénio utilizado na fabricacdo de
fungicidas e xampus anticaspa (ASERE, 2013; CHHABRIA, DESAI, 2016). Por conta da sua
interacdo com alguns metais potencialmente toxicos, compostos contendo selénio podem ser
utilizados como agentes desintoxicantes (SKALICKOVA, 2017). Além da bioatividade,
também possui propriedades Opticas e semicondutoras, com aplicacbes industriais
(OREMLAND, et al., 2004).

Selenose (altas doses de selénio) causa intoxicagdo, com quadro de queda de cabelo e
perda das unhas, ndusea, dor abdominal, diarreia e fadiga. A deficiéncia deste micronutriente
estd associada a disfungcdo imunologica e aumento do risco de doencas inflamatorias e
cardiovasculares (SIGUERO, 2016; ZHU, et al., 2017; SAKR, KORANY, KATTI, 2018).
Segundo o Institute of Medicine (2000), as recomendacgdes diarias de selénio para homens e
mulheres sdo de 55 pg dia?, e o limite maximo permitido é de 400 pg dia* (INSTITUTE OF
MEDICINE, 2000).

As propriedades biolégicas do selénio dependem da sua concentracdo e forma. Por
exemplo, efeitos anticancer sdo observados apenas em doses supranutricionais proximas aos
niveis toxicos. Uma vez que alguns compostos possuem toxicidade elevada, como o Se (IV) e
0 Se (VI), existe uma linha ténue entre as doses efetivas e toxicas, limitando suas aplicacdes
(ZHAL, et al., 2017; BOROUMAND, et al., 2019; KHURANA, et al., 2019).

Neste sentido, as nanoparticulas de selénio apresentam-se como uma forma
promissora de selénio, exibindo maior eficiéncia, baixa toxicidade, biocompatibilidade e
biodispinibilidade, quando comparadas a outras especies do elemento (QIU, et al., 2015;
BOROUMAND, et al., 2019).

A sintese desses materiais pode ser feita por diferentes métodos, a exemplo dos ja
mencionados para a sintese de NPs (hidro e solvotermal, assistida por micro-ondas, por meio
de eletrodeposicdo, por reducdo quimica, por ablacdo a laser e biossintese), sendo a reducao
quimica o método mais utilizado para este tipo de material. A tabela 1 apresenta diferentes
procedimentos de sintese de SeNPs baseados no método de redugdo quimica (CHHABRIA,
DESAI, 2016; SKALICKOVA, et al., 2017).
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Tabela 1 - Procedimentos de sintese de SeNPs pelo método de redugdo quimica.

Precursor AOETE Agente estabilizante VEIELIRe Referéncia
redutor (nm)
Selenito de Acido Pectina 41 Qiu, etal., 2018
sodio ascorbico
sl Al Quitosana e 50 Chen, et al., 2015
sodio ascorbico carboximetilquitosana
Selep|t_o de A?'d.o Quitosana 54 Zeng, et al., 2018
sodio ascorbico
Selep |t_o de AF'd.O Quitosana 40-60 Lopez-Heras, et al., 2014
sadio ascorbico
Selénio Polietileno
i glicol (PEG PEG 200 29 Zheng, et al., 2012
metélico
200)
Amplo Af:'d.o Goma arébica 35 Kong, et al., 2014
selenioso ascorbico
Selenito de Acido Alcool polivinilico
sodio ascorbico (PVA) e quitosana 66¢e48  Boroumand, etal., 2019
e ACE PVA 50 Khalid, et al., 2016
sodio ascorbico
Selenito de . Albumina de soro .
sédio Glutationa bovino (BSA) 25-70 Guo, Huang, Liu, 2016
Seleplt_o de AE:Id_O Ovoalbu_mlna e 30 e 64 M-M. et al., 2014
sodio ascorbico pectina
Selep |t_o de D-frutose D-frutose 80 Vieira, et al., 2017
sadio
Selep |t_o de A,C'dp Polissorbato 20 43 Bartingk, et al., 2015
sodio ascorbico
Selenito de Acido . Malhotra, Jha, Desali,
sodio ascorbico Dextrina 20-30 2014
Acido Borohidreto _IBr_ome_tIo deA . Chauhan, Chaudhary,
selenioso de sddio cetiltrimetilamonio <A 2019
(CTAB)
Selep|t_o de A,C'dp Beta-lactoglobulina 20 Zhang, et al., 2018
sodio ascorbico
Seleplt_o de Agldp BSA algl_nato de 38,65¢€ Cao, Xiao, Liu, 2019
sadio ascorbico sodioequitosana 76
Selenitode £ .. - ‘- - Dumore, Mukhopadhyay,
sodio Acido gélico Acido galico 98 2020

Fonte: elaborada pela autora, 2020.
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2.4.1 Uso de nanoparticulas de selénio na literatura

As caracteristicas Unicas das SeNPs oferecem inumeras possibilidades para aplicagdes
biotecnologicas, de modo que o potencial desses materiais tem sido bastante explorado para
finalidades terapéuticas, como atividade antioxidante, anticancer, anti-inflamatdria,
antimicrobiana e antidiabética, evidenciadas em diversos estudos na literatura (BAI, et al.,
2017; ZHU, et al., 2017; ZENG, et al., 2018; ZENG, et al., 2019; VAHDATI, MOGHADAM,
2020). Essa versatilidade se deve em grande parte aos seus efeitos pro e antioxidantes
(MATES, et al., 2019; KHURANA, et al., 2019). Em se tratando do apelo biotecnoldgico

desses materiais, ainda existe uma caréncia de estudos divulgados.

A atividade antioxidante é uma propriedade bem definida das SeNPs. Kong e
colaboradores (2014) observaram que, em ensaios in vitro, SeNPs de 35 nm, estabilizadas
com goma ardbica, demonstraram um alta capacidade antioxidante, em que numa
concentracdo de 4 mg mL* foi possivel inibir mais de 80% dos radicais hidroxila e DPPH".
No estudo desenvolvido por Chen e colaboradores (2015), SeNPs estabilizadas em quitosana
e em carboximetilquitosana com tamanho de aproximadamente 50 nm foram capazes de inibir
mais de 80% dos radicais DPPH* e ABTS** a uma concentracdo de 0,6 mmol L e 2,0 mmol
L, respectivamente. Dumore e Mukhopadhyay (2020) sintetizaram SeNPs estabilizadas com
acido gélico, com tamanho médio de 98 nm, e obtiveram 1Cso (concentragdo necessaria para

inibir 50% do radical) de 34 mg L™ para o método DPPH*e 1,38 mg L para ABTS"*".

Segundo Zhang e colaboradores (2004), SeNPs na faixa de tamanho de 5 a 200 nm séo
eficientes na eliminacgdo de espécies radicais in vivo e in vitro. Os autores realizaram ensaios
in vitro com células de HepG2 e in vivo com camundongos fémea Kuming, aplicando
diferentes doses de SeNPs com intervalos de tamanho de 5 a 15 nm, 20 a 60 nm e 80 a 200
nm. De acordo com os resultados, para todos os intervalos de tamanho na mesma
concentracdo as NPs foram absorvidas e metabolizadas pelas células HepG2 (células de
hepatocarcinoma) e pelo figado dos camundongos. Ambos foram capazes de sintetizar e
induzir a atividade de enzimas contendo selénio (GPx e TrxR-1) relacionadas a homeostase
redox (ZHANG, et al., 2004).

A capacidade moduladora redox desses materiais faz com que atuem de maneira eficaz
contra disturbios oxidativos (KHURANA, et al., 2019). Sua alta capacidade antioxidante pode

auxiliar na prevencao e tratamento de diversas doengas associadas ao estresse oxidativo, como


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022286019317466#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022286019317466#!
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doengas cardiovasculares, artrite, Alzheimer e nefropatia diabética (SAKR, KORANY,
KATTI, 2018).

As SeNPs tém se mostrado promissoras no tratamento contra o cancer e de acordo
com Menon e colaboradores (2018), elas agem por dois principais mecanismos: apoptose e
interrupgdo do ciclo celular, que leva ao bloqueio de outras vias, sem comprometer as células
sadias. As células cancerigenas, diferentemente das celulas normais, possuem elevada acidez
e encontram-se em estado de desequilibrio redox. Dentro deste ambiente hostil as SeNPs
passam a ter efeito pro-oxidante, gerando espécies reativas, que causam danos a membrana
mitocondrial, e por sua vez, a apoptose das células. As SeNPs também podem retardar a
sinalizacdo para a angiogénese nas células de cancer, controlando crescimento e proliferacéo
de modo que a incidéncia dessas alteragdes causa a interrupgéo do ciclo celular (KHURANA,
etal., 2019).

No trabalho de Estevez e colaboradores (2014) foi feita uma comparagdo entre os
efeitos das SeNPs estabilizadas com quitosana e outras espécies de selénio (organicas e
inorganicas) em células HepG2 (células de hepatocarcinoma). Os ensaios realizados
mostraram que apenas as SeNPs foram capazes de interromper o ciclo celular, sem indicios de

possivel toxicidade em células saudaveis.

As SeNPs também podem funcionar como carreadores de farmacos no tratamento
quimioterapico, devido a sua biocompatibilidade e baixa toxicidade. Jalalian e colaboradores
(2018) utilizaram SeNPs funcionalizadas com polietilenimina, PEG e aptamero 5TR1 (PEI-
PEG-5TR1) para o carreamento do medicamento epirrubicina, utilizado no tratamento de
cancer, e do aptamero NAS-24, que induz a apoptose, adicionando-os a superficie das NPs.
Foram realizados ensaios in vitro, com células HepG2, MCF-7 (carcinoma de mama humano)
e células C26 (carcinoma de c6lon murino) e in vivo, com camundongos fémeas da espécie
balb/c. As SeNPs foram eficientes no carreamento de ambas as substancias promovendo a
internalizacdo destas nas células, e quanto aos ensaios in vivo, o crescimento dos tumores nos
camundongos foi reduzido de forma significativa, quando comparado ao tratamento somente

com epirrubicina.

Trabalhos como o de Zhu e colaboradores (2017) e EI-Ghazaly e colaboradores (2017)
comprovaram o potencial anti-inflamatorio das SeNPs. No estudo de Zhu, as SeNPs

ancoradas com polissacarideos de algas da espécie Ulva lactuca, foram utilizadas para tratar
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camundongos (C57BL/6J) com colite aguda induzida. A suplementagcdo com as NPs reduziu
o0s sintomas de colite aguda através de sua acdo anti-inflamatdria, suprimindo citocinas proé-
inflamatdrias. EI-Ghazaly, em seus estudos, induziu a inflamacéo em ratos (Wistar), por meio
de irradiacdo gama ou por aplicacdo de carragenina, as SeNPS estabilizadas com PVP
(polivinilpirrolidona) foram eficazes na reducdo do volume do edema da pata nos ratos
irradiados e ndo irradiados, através da regulacdo negativa dos genes pro-inflamatorios,
juntamente com a sua atividade antioxidante, eliminando as espécies reativas formadas no

processo inflamatdrio.

As SeNPs também tém sido associadas ao tratamento de diabetes mellitus (MATES, et
al., 2019). Liu e colaboradores (2018) utilizaram SeNPs estabilizadas com polissacarideos de
Catathelasma ventricosum para o tratamento de camundongos (ICR) com diabetes induzida
por estreptozocina (STZ) e observaram uma melhora do peso corporal, taxa glicémica,
atividades de enzimas antioxidantes e niveis lipidicos, indicando o potencial desse material,

que se mostrou melhor que outras espécies de selénio.

Um comportamento semelhante foi constatado por Zeng e colaboradores (2018), que
trataram camundongos com diabetes induzida com SeNPs revestidas com quitosana. Além da
diminuicdo dos niveis de glicose e insulina no sangue e reducdo dos niveis lipidicos, foi
verificado um aumento na atividade de enzimas responsaveis pela defesa antioxidante,
resultado positivo visto que a hiperglicemia, efeito comum nesse tipo de diabetes, pode

aumentar a producdo de espécies reativas no organismo (ZENG, et al., 2018).

Propriedades antimicrobianas foram reportadas em SeNPs estabilizadas com
polissorbato 20, que exibiram atividade antibacteriana contra Staphylococcus epidermidis e S.
aureus (BARTUNEK, et al., 2015). Boroumand e colaboradores (2019) relataram que SeNPs
estabilizadas com quitosana e PVA foram capazes de inibir o crescimento das bactérias S.

epidermidis e S. aureus (13 mm e 10,75 mm).

Vale destacar também, seu uso como biossensores. Wang e colaboradores (2010) e
Zhang e colaboradores (2004), empregaram nanoparticulas de selénio como biossensor para
detecgédo de H202, ambos os sensores apresentaram alta sensibilide e limites de deteccdo de 8

x 10 #M e 9,2 x 10 " M, respectivamente.

Kaur e Rath (2019) prepararam uma formulagéo tdpica de protecdo UV composta por

probidticos, prebidticos e SeNPs para cuidados com a pele, a formulacao apresentou um fator
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de protecdo solar (FPS) de 29,77. Os ensaios realizados demonstraram que o produto nédo

exibiu nenhum sinal de toxicidade cutanea.

A toxicidade também é um aspecto importante a ser investigado, uma vez que
determina a possibilidade de aplicacdo do material. Yazhiniprabha e Vaseeharan (2019)
realizaram estudos para avaliar a toxicidade de SeNPs in vitro, utilizando macrofagos (RAW
264.7) e in vivo, usando néuplios de Artemia e observaram que apenas em concentracdes de
50 ug mL* houve ruptura célula, quanto aos ensaios in vivo, apés um tratamento de 48 h a

taxa de mortalidade observada para a maior dose foi de 3,37 %.

As propriedades mencionadas tornam esses materiais promissores, trazendo novas
perspectivas no que diz respeito ao campo terapéutico, medicinal e biotecnoldgico e o que é
imprescindivel, sem que haja maiores preocupacOes relacionadas a toxicidade. Abrindo

caminho para o desenvolvimento de diversos produtos baseados em SeNPs.
2.5 Materiais multielementares de selénio

O desenvolvimento nanotecnoldgico é uma crescente nos laboratérios de pesquisa,
pois a Quimica traz uma serie de possibilidades de sintetizar e estudar as caracteristicas de
novos materiais. Um dos artificios utilizados para agregar e/ou potencializar propriedades a
nanomateriais é a sintese de nanoparticulas bi ou multielementares (WADHWAN, et al.,
2016; SHARMA, et al., 2019), onde € possivel sintetizar um Unico material constituido por
mais de um elemento. Segundo Sharma e colaboradores (2019) esse tipo de material pode

apresentar propriedades mais atrativas quando comparados aos materiais puros.

Essas nanoparticulas podem ser sintetizadas por diferentes métodos, sendo alguns dos
principais coincidentes com os das nanoparticulas convencionais (puras) e ja descritos
anteriormente. A presenca de dois ou mais elementos confere um carater multifunconal as
NPs, podendo ser utilizadas para as mais diversas aplicagdes, sendo as principais eléctricas,
Opticas, cataliticas, biomédicas e biotecnoldgicas (NASRABADI, et al., 2016; MAZHAR,
SHRIVASTAVA, TOMAR, 2017; SHARMA, et al., 2019), o que pode ser observado de

acordo com a Tabela 2.
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Tabela 2 - Métodos de sintese e aplicacdo de nanoparticulas multielementares.

Método de sintese e

Tipo de NPs estabilizante Aplicacéo Referéncia
Cu-Au Biossintese / extrato de Atividade catalitica e Al-Haddad, et al.,
folhas de palmeira antibacteriana 2020
AQ-Se Reducéo quimica / Atividade antitumoral e Mittal, Kumar,
g quercetina e acido galico antibacteriana Banerjee, 2014
Eletroquimico / sem - . . Hung, Cong,
Cu-Ag estabilizante Atividade antibacteriana Trang, 2019
ANIEEIE ) Yesmurzayeva, et
Au-Cu/Ag-Co polivinilpirrolidona e Catalisadores yeva,
o 0 al., 2016
poliacido acrilico
Cu@Se Solvotermal / PEG Tratamentq tototermlco Liu, etal., 2020
e anticancer
Au-Cuz xSe Redugaq guimica J cAIo_reto Propriedade optica Shan, et al., 2019
de cetiltrimetilamonio
Au-Ag Reducdo quimica Oxidacdo catalitica de Zhang, Okuni,

Cuz.xSe@ZnS

/polivinilpirrolidona
Solvotermal
/polivinilpirrolidonaeacido
3-mercaptopropiénico

glicose

Propriedade optica

Toshima, 2011

Wolf, et al., 2016

Biossintese / extrato de . - Elemike, et al.,
Ag-Au folha Stigmaphyllono atum Alividade anticancer 2019
Reducéo quimica /
CuzxSe Brometo de Biossensor Gong, et al., 2020
cetiltrimetilamonio
CusSe: Reducdo quimica / glicina Fotocatalise Nouri, et al., 2017

Fonte: elaborada pela autora, 2020.

2.5.1 Nanoparticulas de selénio-cobre

Em se tratando das SeCuNPs, o cobre foi escolhido para compor as NPs, por se tratar
de um micronutriente, presente nas enzimas cuprodependentes, que regulam processos
bioquimicos importantes no organismo humano (RODRIGUES, SILVA, GUERRA, 2012),

tais como producao de energia, metabolismo do ferro, formacéo do tecido conjuntivo, fungdes
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antioxidantes, funcionamento do sistema nervoso, dentre outras fungdes (COLLINS,
KLEVAY, 2011). Segundo o Institute of medicine (2001) as recomendac@es diarias de cobre
para um adulto séo de 900 pg por dia. A deficiéncia deste micronutriente pode causar efeitos
como, anemia, neutropenia, diarreia, fragilidade Ossea, fungcdo imunoldgica prejudicada,
tecido conjuntivo fraco, fungbes do sistema nervoso central prejudicadas eperda de
pigmentacdo; quanto ao excesso, a toxicidade do cobre é bastante rara, pois 0s mamiferos tém
um controle homeostatico preciso do micronutrientre, os sintomas de toxicidade aguda do
cobre incluem dor abdominal, ndusea, vémito e diarréia, lesdo hepética grave e insuficiéncia
renal (SHAW, 1988; COLLINS, KLEVAY, 2011).

Ademais, além das fungbes supracitadas para o0 micronutriente, nanoparticulas
contendo cobre tém sido associadas a propriedades antibacterianas, cataliticas, além de se
mostrarem eficientes contra células de cancer e para a reducédo de corantes (DIN, REHAN,
2017; KHAN, JAMEEL, 2018). Visto que as SeNPs e as nanoparticulas de cobre sdo
materiais promissores, a juncdo das duas em um Unico material, pode potencializar seus

efeitos, permitindo avancos, no que tange as suas aplicacées.

Em comparacdo as SeNPs, que sdo bastante estudadas, ainda sdo poucos os trabalhos
voltados para nanoparticulas de selénio multielementares, em especial os que envolvem a
juncéo de selénio e cobre, NPs utilizadas no presente trabalho. Como pode ser observado nos
graficos da Figura 4, comparando as publicacdes indexadas na plataforma de dados do Web of
Science que envolvem nanoparticulas de selénio nos Gltimos 10 anos foram encontrados 2526
artigos, enquanto que os trabalhos com nanoparticulas contendo selénio e cobre sdo apenas
200 (busca realizada em dezembro de 2020).

Figura 4 - Gréafico do numero de publica¢bes indexadas na base de dados Web of
Science para o periodo dos dltimos 10 anos (2010-2020): Barras em rosa para 0S termos
“selenium nanoparticles” e barras azuis para “selenium” AND “copper” AND

“nanoparticles”.



35

500

I Selenium nanoparticles 456
1l Selenium and copper and nanoparticles

400~ 394

355

Publicac¢des indexadas

Fonte: Web of Science, 2020.

E importante destacar que dentre os trabalhos que envolvem o uso de nanoparticulas
contendo selénio e cobre, grande parte dos estudos sdo voltados para a investigacdo de suas
propriedades Opticas e O&pticoeletronicas, fotocatalisadorase o uso como biossensores
(DOREFS, et al., 2011; SCOTOGNELLA, et al., 2011; NOURI, et al., 2017; GONG, et al.
2020; SHITU, et al., 2020).

Vale salientar ainda que, dentre esses trabalhos alguns autores fazem uso desses
materiais para revestir outros tipos de NPs, como é o caso dos trabalhos desenvolvidos por
Wolf e colaboradores (2016), onde nanoparticulas de sulfeto de zinco (ZnS) séo revestidas
por nanoparticulas de Cu».xSe, e os trabalhos de Zou e colaboradores (2017) e Shan e
colaboradores (2019), que fazem o uso do mesmo nanomaterial de Se e Cu para envolver NPs

de ouro.
2.6 Aplicag0es
2.6.1 Capacidade antioxidante

O estresse oxidativo, causado pelo excesso de espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio no organismo, tem sido associado a diversos fatores negativos como,

envelhecimento, cancer, cardiopatias e doencas auto-imunes. Nesse sentido os antioxidantes
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possuem o papel fundamental de combater os danos oxidativos e reestabelecer o equilibrio
redox no organismo. Os antioxidantes sdo espécies que em pequenas concentracGes Sao
capazes de inibir ou impedir a oxidacdo de biomoléculas e substratos oxidaveis (OLIVEIRA,
2016).

Existem diversos métodos para a determinacdo da capacidade antioxidante de
amostras naturais e sintéticas, dentre os mais utilizados destacam-se 0s métodos
colorimétricos que de forma geral, sdo simples, rapidos, de baixo custo, reprodutiveis e de
facil automatizagdo. Os mecanismos podem ser baseados na reacdo de um radical, ou
complexo oxidante com um composto antioxidante, capaz de doar 4&tomos de hidrogénio ou
elétrons (PISOSCHI, NEGULESCU, 2011).

2.6.1.1 Ensaio do sequestro do radical ABTS**

Neste método, a capacidade antioxidante de uma espécie é medida pela reducdo do
cation radical ABTS** derivado do 2,2-azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato)), de
coloragédo verde escura (Amax = 734 nm), a ABTS, de coloragdo verde clara, cuja intensidade
diminui com o aumento da concentragdo do antioxidante (Figura 5). O mecanismo de ac¢ao
comumente atribuido a este método é a transferéncia de elétrons (PRIOR, WU, SCHAICH,
2005; OLIVEIRA, 2016).

Figura 5 - Reacdo do ABTS*" em sua forma oxidada e reduzida.
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Fonte: Adaptada de OLIVEIRA, 2016.

O ABTS** é soluvel tanto em meio aquoso, quanto organico, permitindo a analise de
compostos hidro e lipossoluveis, pode ser usado em uma ampla faixa de pH e nédo é afetado
pela forca ibnica. Uma das limitagdes do método é o tempo para gerar o radical, que pode
levar até 16 h, além da possibilidade de reducdo por compostos com potencial redox inferior
ao seu (0,68 V), o que ocorre com alguns compostos fenolicos (PRIOR, WU, SCHAICH,
2005).



37

2.6.1.2 Ensaio do sequestro do radical DPPH*

O DPPH-* (2,2-difenil-1-picril-hidrazil) é um radical nitrogenado organico estavel, de
cor violeta, que ao reagir com um antioxidante é reduzido dando origem a hidrazina de
coloracdo amarelo claro, 2,2-difenil-1-picrilidrazina (DPPH-H). A capacidade de reducéo dos
antioxidantes em relacdo ao DPPH pode ser avaliada monitorando a diminuicdo de sua
absorbancia em 515-528 nm (Figura 6). Tal reacdo ndo possui um mecanismo preferencial
definido, podendo ocorrer via transferéncia de atomos de hidrogénio ou de elétrons, a
depender das condicBes reacionais. Contudo, em meio etandlico h4 uma maior propensdo a
transferéncia de atomos de hidrogénio (PRIOR, WU, SCHAICH, 2005; HUANG, OU,
PRIOR, 2005; DAVID et al., 2010; XIAO, et al., 2020).

Figura 6 - Reacdo do DPPH* em sua forma oxidada e reduzida.
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Fonte: OLIVEIRA, 2016.

Apesar de ser um método simples e bastante dinfundido, apresenta algumas limitagdes.
O radical DPPH* reage de forma mais efetiva com compostos hidrofébicos do que
hidrofilicos, em virtude de sua solubilidade em meio etandlico, e pode ter a reacdo
comprometida na presenca de antioxidantes volumosos, em virtude do impedimento estérico
em sua molécula (PRIOR, WU, SCHAICH, 2005; OLIVEIRA, 2016).

2.6.1.3 Ensaio do potencial de reducéo do ferro (FRAP)

O método FRAP se baseia na reducdo do complexo férrico 2,4,6-tri
(2-piridil)-1,3,5-triazina (TPTZ) em pH= 3,6, de [Fe(TPZT).]*>* para [Fe(TPZT).]**, que
possui coloracdo azul marinho (Figura 7) e Ama= 593 nm, podendo correlacionar a
quantidade/concentracdo de ferro reduzido com a quantidade/concentracdo de antioxidante
(YEFRIDA, et al., 2018; XIAO, et al., 2020).


https://pt.wiktionary.org/wiki/%E2%89%85
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Figura 7 - Complexos férrico e ferroso caracteristicos do método FRAP.
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Fonte: Adaptada de XIAO, et al., 2020.

O metodo FRAP ¢ considerado simples, rapido, barato, robusto e nao requer o uso de
equipamento especializado, como limitacdo tem a cinética de reacdo que pode variar de
acordo com algumas classes de compostos, como € o caso de algumas moléculas mais
complexas como os polifenois (PRIOR, WU, SCHAICH, 2005; HUANG, OU, PRIOR).

2.6.2 Fotoprotecao

A pele, maior 6rgdo do corpo humano e também o mais externo, é o ponto de contato
direto entre o corpo e 0 ambiente externo, estando diariamente exposta a radiagdo solar
ultravioleta (UV) (GUARATINI et al., 2009; ANDRADE, et al., 2020). Esta radiacdo pode
ser dividida e trés, UVA (315-400 nm), UVB (280-315 nm) e UVC (100-280 nm), sendo a
Gltima desconsiderada por ser absorvida pela camada de ozdnio (GUTIERREZ-
HERNANDEZ, et al., 2016). A exposi¢do a radiacdo UV pode trazer beneficios, como a
sintese de vitamina D, estimulo a producdo de melanina e bronzeamento da pele, e tratamento
de contra ictericia (FLOR, DAVOLOS, CORREA, 2007, NIKOLIC, et al., 2011). Segundo
Velasco e colaboradores (2011), as radiacbes UVA e UVB sdo responsaveis ainda, pelo

equilibrio entre a ativacéo e inibigcdo dos sistemas antioxidantes cutaneos.

A exposicdo excessiva aos raios UV pode causar diversos tipos de danos a pele, a
curto prazo os efeitos sdo, eritema, inflamacdo, edema, hiperplasia e queimaduras solares; a
longo prazo os efeitos causados sdo mais graves, como fotoenvelhecimento, lesGes cutaneas e
carcinomas (ANDRADE, et al., 2020). A radiagdo UVA tem um comprimento de onda mais
longo, penetrando profundamente nas camadas da pele, epiderme e derme, o que afeta

principalmente as biomoléculas, devido a producdo em excesso de espécies reativas. Em
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contrapartirda a radiagdo UVB, € a causadora dos danos imediatos, responsavel pelas
queimaduras, atua danificando diretamente o DNA (WILSON, MOON, ARMSTRONG,
2012; YEAGER, LIM, 2019; ANDRADE, et al., 2020).

Diante deste cenario, a fotoprotecdo € imprescindivel para a saude cutanea. Dentre 0s
principais cuidados temos a busca por sombra em lugares muito expostos ao sol, o uso de
roupas e acessorios de protecdo, e o uso fundamental de protetores solares. Os protetores séo
substancias de aplicacdo tdpica que contenham em sua formulacdo ingredientes capazes de
interferir na radiacdo solar, minimizando seus efeitos prejudiciais (GUARATINI et al., 2009;
SCHALKA, REIS, 2011; YEAGER, LIM, 2019).

Os filtros UV sdo ingredientes presentes nos protetores e fornecem protecdo contra a
radiacdo solar ultravioleta, estes podem ser dos tipos inorganicos e organicos. Os filtros
inorganicos criam uma camada na pele capaz de filtrar a radiacdo incidente refletindo e/ou
dispersando-a, sendo 0s mais comuns e amplamente utilizados o diéxido de zinco (ZnO) e o
dioxido de titanio (TiOz). Ja os filtros organicos absorvem a radiacdo UV e a converte em
calor (SCHALKA, REIS, 2011; GUTIERREZ-HERNANDEZ, et al., 2016). Ademais,
antioxidantes também sdo empregados nas formulac6es fotoprotetoras, a fim de agir de forma
sinérgica com esses produtos, auxiliando a reduzir os danos causados pelas espécies reativas
geradas pela incidéncia da radiacdo (GUARATINI et al., 2009; GUIMARAES, 2019).

O fator de protecéo solar (FPS) é o principal parametro para determinar a eficiéncia de
um filtro solar. O FPS corresponde a razdo entre a dose eritematosa minima (DEM) da pele
com protecdo do respectivo fotoprotetor e a dose eritematosa minima da pele sem prote¢éo, de
acordo com a seguinte equc¢édo (FDA, 1978; SCHALKA, REIS, 2011):

FPS = DEM (pele com protegao) (2)

DEM (pele sem protecio)

Neste caso, o FPS é determinado in vivo, utilizando-se voluntarios com diferentes
tipos de pele, que sdo submetidos a doses graduais de radiacdo. Entretanto, em virtude dos
custos envolvidos nas andlises in vivo e fatores relacionados a seguranca, sao realizados os
testes in vitro. O método mais disseminado e estabelecido na literatura € o desenvolvido por
Mansur e colaboradores (1986), que consiste na medida espectrofotométrica de solugdes de
concentracdo conhecida da amostra em questdo, em comprimentos de onda especificos e com

0 auxilio de uma formula matematica e valores de correcdo experimentais € possivel
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relacionar os valores de absorvancia com o FPS da amostra (LORCA, 2012). O FPS é

calculado de acordo com a equacéo estabelecida por Mansur:
FPS = FC. %350 EE(D). I(1). Abs(2) 3)

Onde FC = fator de correcdo igual a 10 (FPS 4 em 8% de homossalato); EE (L) =
efeito eritematogénico da radiacdo de comprimento de onda A; I (A) = intensidade da luz solar

no comprimento de onda A; Abs (L) = absorvancia da amostra no comprimento de onda (}).

No Brasil o 6rgdo que regulamenta o uso de protetores solares € a ANVISA (Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria), cuja norma mais recente, a Resolu¢cdo da Diretoria
Colegiada (RDC) n° 30, langada em 1° de janeiro de 2012, que estabelece o regulamento
técnico mercosul sobre protetores solares em cosméticos, determina um FPS minimo de 6
(ANVISA, 2012). Por outro lado, a Food and Drug Administration (FDA), agéncia federal do
Departamento de Saude e Servicos Humanos dos Estados Unidos, tem um controle mais
rigido, estabelecendo um valor minimo de 15, para fotoprotetores em lo¢des cosméticas
(FDA, 2017).

A fotoprotecdo é um aspecto relevante para a satde da pele, sendo assim a busca por
novas formulacgdes fotoprotetoras com uso de diferentes filtros é de suma importancia. No que
diz respeito ao uso de nanoparticulas com aplicacdes fotoprotetoras, estes sdo direcionados as
nanoparticulas de didxido de titanio e 6xido de zinco, ja utilizados como filtros inorganicos
(NEWMAN, STOTLAND, ELLIS, 2009; MONTEIRO-RIVIERE, et al., 2011; BAILLO,
LIMA, 2012; YEAGER, LIM, 2019; LYONS, et al., 2020). Ha ainda, alguns estudos que
utilizam nanocapsulas e nanocarreadores baseados em proteinas e lipideos (NIKOLIC, et al.,
2011; GUTIERREZ-HERNANDEZ, et al., 2016; CASTRO, et al., 2021). Em se tratando de
nanoparticulas de selénio, atualmente, é encontrado apenas um artigo, ja mencionado em
topicos anteriores, onde foi feita uma formulacdo fotoprotetora para cuidados com a pele
baseada em SeNPs e probioticos e prebioticos (KAUR, RATH, 2019).

2.6.3 Inibicdo da tirosinase

A tirosinase € uma oxidase cuprodependente, presente em mamiferos, plantas e
insetos. Possui um papel fundamental na biossintese da melanina, catalisando a oxidacéo de
compostos fenolicos a quinonas, que por sua vez passam por uma serie de reacdes, onde

polimerizam espontaneamente (cascata da melanogénese), dando origem a melanina (Figura
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8), pigmento natural que confere cor ao cabelo, pele, olhos e protege a pele dos mamiferos
contra os raios UV (SILVERIO, CASTRO, MIRANDA, 2013, SCHALKA, DONATO,

2019).

Figura 8 - Esquema resumido do papel da tirosinase na sintese da melanina.
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Fonte: elaborada pela autora, 2020.

Como ja mencionado, a maior exposicdo a radiacdo UV contribui com o aumento de
especies reativas, sendo assim, como mecanismo de defesa ocorre uma maior expressao de
tirosinase. (RAO, et al., 2013; CARDOSO, 2014). A expressao excessiva da tirosinase esta
associada a diversos distirbios dermatoldgicos, como: melasmas, sardas, manchas,
hiperpigmentacédo da pele, podendo causar até disturbios neurais como a doenca de Parkinson.
Além disso, a enzima também esta relacionada aos processos de escurecimento de vegetais e
frutas. Dessa forma, a busca por inibidores efetivos de tirosinase se faz necessaria, para
minimizar os efeitos negativos supracitados, com vistas a aplica¢cdes na agricultura e industria
de cosméticos (NAIRN, CRESSWELL, NAIRN, 2015; KETATA, et al., 2019; SCHALKA,
DONATO, 2019, MA, et al., 2019; CHEN, et al., 2020). Do ponto de vista nanotecnoldgico
os inibidores de tirosinase ainda sdo pouco explorados, havendo um vasto campo a ser

explorado.
2.6.4 Avaliagéo da toxicidade in vivo

Uma das preocupagdes com o uso de nanoparticulas utilizadas para fins
biotecnologicos ¢ a toxicidade desse material. Dentre os diversos modelos para a avaliagcdo da
toxicidade in vivo, hd o modelo de toxicidade com a espécie de mosca Drosophila
melanogaster (mosca da fruta), a qual se apresenta como alternativa préatica a titulo de

obtencdo e interpretacdo dos resultados, uma vez que este modelo possui caracteristicas como
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homologia dos genes para diversos tipos de doencas em humanos, ciclo biolégico curto
(atingindo a fase adulta em cerca de 10 dias) (Figura 9), elevada capacidade reprodutiva, facil
manutencdo e auséncia de imposicOes eticas por parte de agéncias regulatérias (TERNES,
2014; CUNHA, 2015).

Figura 9 - Ciclo de vida da Drosophila melanogaster.
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Fonte: Adaptada de TERNES, 2014.

Experimentos que avaliam o desenvolvimento do animal desde a fase de larva até as

fases pupal e adulta, revelam muito acerca da toxicidade de um determinado material.
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3JUSTIFICATIVA

Sabendo-se que materiais multielementares podem apresentar propriedades mais
atrativas quando comparados aos materiais puros e que apesar das SeNPs serem bastante
investigadas, estudos envolvendo nanoparticulas contendo selénio e cobre ainda sao limitados
na literatura, a motivacdo para realizacdo deste trabalho estd pautada na possibilidade de
sintetizar e caracterizar SeNPs e SeCuNPs em diferentes agentes estabilizandes (quitosana e
PVA), avaliando propriedades pouco ou ainda nao exploradas, com vista a aplicacfes

biotecnologicas.

Estudos dessa natureza sdo imprescindiveis, uma vez que permitem a investigacdo de
novas possibilidades de aplicagdo, bem como contribuem para a disseminagao de informagoes
acerca de propriedades pouco exploradas.
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4 OBJETIVOS

4.1 Geral

Sintetizar e caracterizar nanoparticulas de selénio e selénio-cobre para avaliacdo de

seu potencial fotoprotetor e antioxidante.

4.2 Especificos

a) Sintetizar nanoparticulas de selénio (SeNPs) e nanoparticulas bielementares contendo
selénio e cobre (SeCuNPs), utilizando quitosana e PVA como agentes estabilizantes;

b) Caracterizar as SeNPs e as SeCuNPs sintetizadas, mediante as principais técnicas

empregadas;

c) Determinar a capacidade antioxidante das SeNPs e SeCuNPs estabilizadas em

quitosana e PVA,

d) Determinar o FPS das nanoparticulas em modelo in vitro;

e) Realizar estudos de inibicdo da tirosinase com as nanoparticulas sintetizadas;

f) Avaliar a toxicidade das NPs in vivo, utilizando Drosophila melanogaster como
modelo.
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5 EXPERIMENTAL
5.1 Reagentes e solugdes

Os reagentes utilizados nos experimentos foram de grau analitico de pureza, ndo sendo
necessaria qualquer purificacdo adicional. As solucdes foram preparadas com agua ultrapura
(condutividade elétrica < 0,1 uS cm™) e resistividade especifica de 18,2 MQ cm, obtida a
partir do purificador de &gua Master System MS2000, Gehaka (S&o Paulo, SP, Brasil).
DiluicOes subsequentes das solugdes foram efetuadas quando necessarias, utilizando a mesma

agua.

Para a sintese das nanoparticulas, foram preparadas solu¢es aquosas de selenito de
sodio (Sigma-Aldrich, HE, Alemanha) e sulfato de cobre penta-hidratado (Vetec, RJ, Brasil)
nas concentragdes de 27 e 50 mmol L*; solugdes de acido ascorbico (Synth, SP, Brasil) 100 e
230 mmol L1; acido acético 2,4 mol L™, a partir da diluicdo do acido acético glacial (Vetec,
RJ, Brasil); quitosana (Sigma-Aldrich, HE, Alemanha) em &cido acético 3,5 % (v v) e PVA (
Sigma-Aldrich, HE, Alemanha) 20 mg mL™%, em meio aquoso.

Brometo de potéssio (KBr) (Sigma-Aldrich, HE, Alemanha) foi utilizado para

confeccdo das pastilhas e posteriores analises de FTIR.

Solucdes estoque (100 mg Lt) foram preparadas para uso nos métodos de avaliacéo da
capacidade antioxidante. O acido ascorbico, o trolox® (6-Hidroxi-2,5,7,8-tetrametilchroman-
2-4cido carboxilico e o selenito de sédio foram solubilizados em agua ultrapura e a quercetina

(Sigma-Aldrich, HE, Alemanha) foi preparada em meio etanolico (Dinamica, SP, Brasil).

A solucdo estoque do radical derivado ABTS** 5 mmol L, foi preparada a partir do
2,2-azinobis(3-etilbenzotiazolina-6- sulfonico (ABTS**) (Merck, DA, Alemanha) e persulfato
de potassio (K2S20g) (Merck, DA, Alemanha) numa proporcao de (6:1) em &gua ultrapura. A
solucdo foi incubada por 16 h ao abrigo da luz e, em seguida, diluida para o volume final com
tampao fosfato 0,05 mol L1, com ajuste de pH para 7,4 + 0,1 (OLIVEIRA, 2016).

A solucdo do radical DPPH* (Sigma-Aldrich, HE, Alemanha) 600 pumol L, foi
preparada mediante solubilizacdo do reagente em metanol (Dindmica, SP, Brasil)
(OLIVEIRA, 2016).
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A solucdo do reagente FRAP foi preparada a partir da mistura de trés solucdes:
tampéo acetato (0,3 mol L1, pH = 3,6 £ 0,1), 2,4,6-tristripiridil-S-triazina (TPTZ) (10 mmol
L) e FeCls (20 mmol L) (ambos Merck, DA, Alemanha), numa propor¢éo de 10: 1: 1 (v/v)
(YEFRIDA, et al., 2018).

A solucdo estoque do padrdo 2-hidroxi-4-metoxibenzofenona (BZF-3) (Sigma-
Aldrich, HE, Alemanha) foi preparada em etanol p.a. (Dindmica, SP, Brasil).

Todas as solugbes estoque de tirosinase, dopamina (cloridrato de dopamina), L-
DOPA (3,4-dihidroxil-fenilalanina) e acido kojico foram preparadas a partir da dissolucéo

desses reagentes em tampéo fosfato de potassio 50 mmol L1, pH = 6,8 + 0,1.
5.2 Materiais e equipamentos utilizados

Para as medidas de pH utilizou-se um eletrodo combinado de vidro associado ao
potenciébmetro PG 2000, Gehaka (S&o Paulo, SP, Brasil) com incerteza de = 0,01. As massas
dos padrdes e reagentes foram medidas em balanca analitica eletrénica AG 200, Gehaka (Séo

Paulo, SP, Brasil) com preciséo de 0,1 mg.

A sintese e didlise das nanoparticulas foram realizadas sob agitacdo, utilizando
agitador magnético modelo GT-AMB2L, Global equipamentos (Monte Alto, SP, Brasil). Para
a dialise das suspens@es contendo 0s nanomateriais sintetizados, utilizou-se membrana de
celulose de 12 kDa, D9652-100FT (Sigma-Aldrich, HE, Alemanha), a diélise foi efetuada

contra agua ultrapura.

Para avaliar o tamanho e caracteristicas morfoldgicas das nanoparticulas, utilizou-se as
técnicas de espalhamento dindmico de luz (DLS), empregando analisador de tamanho de
particula Zetatrac NPA 152-31, Microtrac (Montgomeryville, PA, USA), com uma cuba
interna equipada com duas sondas Opticas com capacidade de 0,7 - 3 mL de amostra e faixa
de tamanho detectavel entre 0,8 e 6,5 um; e microscopia eletrénica de transmissdo (TEM),
utilizando dois microscopios: (i) modelo JEM-1400 (Plus), Jeol (Peabody, MA, USA) e (ii)
microscopio eletrénico de alta resolucdo JEM 3000F, Jeol (Peabody, MA, USA), acoplado ao
sistema de microanalises por EDX, INCAEnergy*, Oxford Instruments (Concord, MA, USA),
para determinar a composicdo elementar das NPs em termos de Se e Cu. As amostras

analisadas por TEM foram preparadas em grids de niquel.

A composicao superficial das nanoparticulas, em termos de grupos funcionais, foi

verificada por meio dos espetros de absorcdo na regido do infravermelho, adquiridos



47

utilizando espectrofotometro de absorcdo molecular na regido do infravermelho com
transformada de Fourier modelo Nicolet IR 200, Thermo Scientific (Waltham, MA, USA).

As medidas espectrofotométricas na regido UV-Vis foram realizadas em dois modelos
de espectrofotbmetro, nomeadamente UV-2600, Shimadzu (Barueri, SP, Brasil) e AJX-
6100PC, Micronal (S&o Paulo, SP, Brasil), equipados com cubetas de quartzo com 10 mm de

caminho Optico e capacidade de 4,0 mL.

5.3 Sintese das nanoparticulas

As sinteses de SeNPs e SeCuNPs foram realizadas com base em procedimentos ja
estabelecidos na literatura, devidamente adaptados, os quais faziam uso de diferentes agentes

estabilizantes, quitosana e PVA (Figura 10).

Figura 10 - Esquema geral de sintese das nanoparticulas bielementares (SeCuNPs).

Fonte: elaborada pela autora, 2020.

Para sintetizar as SeNPs estabilizadas com quitosana, utilizou-se como base a
metodologia estabelecida por Bai e colaboradores (2008). O procedimento consiste na adi¢éo
de uma aliquota de 1 mL de solucéo de Se (IV) 24 mmol L* a um erlenmeyer contendo 4 mL
de solugéo de quitosana 0,5% (m v1), 3 mL de solucdo de acido ascorbico (230 mmol L) e 2
mL da solucédo de acido acético (2,4 mol L), sob agitacdo. No caso das SeCuNPs, ha uma
etapa final em que é adicionada uma solugdo de Cu (1) também na concentracdo de 27 mmol
L.
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A sintese de SeNPs funcionalizadas com PVA esta pautada na metodologia descrita
por Khalid e colaboradores (2016), na qual uma solucdo de selenito de s6dio (50 mmol L?) e
uma solucdo de PVA 20 mg mL™, foram misturadas em uma proporcéo de volume 1:1 (v v°
). Em seguida, sob agitacéo, acrescentou-se uma solucéo de acido ascorbico (100 mmol L),
numa proporcdo 3:20 (v v1). Com relacéo a sintese das SeCuNPs, foi feita ainda a adicéo de
uma solucgdo de sulfato de cobre (50 mmol L) na Ultima etapa. As suspensdes de NPs foram
mantidas sob agitacdo a temperatura de 25 °C por 2 horas para a redugdo completa do selenito

pelo &cido ascorbico para produzir o Se elementar.

Apos a sintese, as solucbes contendo as nanoparticulas foram dialisadas durante 8 h,
para remover 0 excesso de reagentes, especificamente os acidos (ascorbico e acético). As
membranas de didlise foram hidratadas em agua ultrapura durante 15 mim, em seguida, as
suspensdes das NPs foram transferidas para as membranas, que foram devidamente vedadas e
dispostas em béqueres com 2 L de &gua ultrapura. A cada 4 horas a adgua de dialise foi
trocada, além disso, também foram feitas medidas de pH antes e ap0s a sintese, para

confirmar a remocao dos &cidos.
5.4 Caracterizacdo das nanoparticulas

Para a caracterizacdo das NPs, as técnicas utilizadas foram, nomeadamente:
microscopia eletronica de transmissdo (TEM); espectrometria de raios X por energia
dispersiva (EDX); espalhamento dindmico de luz (DLS); espectroscopia de absorcao
molecular na regido do infravermelho com transformada de Fourier (FTIR); espectroscopia de
absor¢do molecular no UV-vis. Essas anélises foram realizadas em parceria com o laboratdrio
de Quimica Bioanalitica (QBA) da Universidade Complutense de Madrid (UCM) - Espanha,
0 Grupo de Catalise e Reatividade Quimica (GcaR) do Instituto de Quimica e Biotecnologia
da UFAL.

5.4.1 Microscopia eletrdnica de transmissao

As andlises de microscopia eletronica de transmissdo das NPs foram realizadas nas
dependéncias do Centro de Apoio a Investigacdo (CAI) de microscopia eletrénica da
Universidade Complutense de Madrid - Espanha (UCM) devido a uma parceria estabelecida
com o professor José Luis Luque-Garcia. A microscopia eletrdnica de transmissao foi
realizada, a fim de investigar o tamanho médio e forma do material. O preparo da amostra

envolveu gotejamento de 2 a 3 gotas da suspensdo de NPs sobre um grid de niquel, revestidos
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com filme de carbono e depositados sobre papel absorvente para absor¢do do excesso da
solucdo. Apos a secagem sob condi¢Ges ambiente por cerca de 5 min, os grids foram inseridos
no porta-amostra e, em seguida, no equipamento sob vacuo. De posse das imagens geradas,
foi possivel calcular a média de tamanho de particulas mediante medida individual de um
grupo de NPs presente em cada foto (N = 60), com o auxilio do programa ImageJ, verséo

1.46r, Java.
5.4.2 Espectrometria de raios X por energia dispersiva (EDX)

A presenca dos constituintes das SeNPs e SeCuNPs, foi investigada através da técnica
de espectrometria de raios X por energia dispersiva (EDX - Energy Dispersive X-ray). As
analises foram realizadas juntamente com as analises de microscopia eletrbnica de

transmisséo, uma vez que os equipamentos de TEM utilizados sdo acoplados ao EDX.
5.4.3 Espalhamento dindmico de luz (DLS)

Para verificar a distribuicdo e tamanho do raio hidrodindmico das nanoparticulas
sintetizadas, as amostras foram previamente preparadas pela diluicdo de 20 pL das

nanoparticulas em 10 mL de agua ultrapura, e posteriormente submetidas as anélises.

5.4.4 Espectroscopia de absorcdo molecular na regido do infravermelho com transformada de
Fourier (FTIR)

A fim de investigar as possiveis interaces entre as SeNPs e SeCuNPs e os polimeros
estabilizantes utilizados (quitosana e PVA), bem como determinar a presenca dos grupos
funcionais em sua superficie, foram registrados espectros de FTIR. As amostras das
nanoparticulas (SeNPs_QUI, SeNPs PVA, SeCuNPs_QUI, SeCuNPs PVA) e dos agentes
estabilizantes foram preparadas gotejando suas respectivas suspensfes em brometo de
potassio (KBr), o qual foi seco em estufa a 70° C, logo ap0s, as pastilhas contendo o sal e as
amostras foram preparadas, e as analises foram realizadas. A faixa espectral abrangida para

todas as andlises foi de 4000-400 cm™*, com resolucéo de 4 cm™.
5.4.5 Espectroscopia de absor¢do molecular no UV-vis

Para avaliar as propriedades Opticas das NPs, os espectros de absorcdo na regido do
ultravioleta e visivel foram obtidos mediante varredura no intervalo de 200 a 1000 nm para as

NPs, utilizando as solucbes dos respectivos estabilizantes como referéncia. Para as analises,
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foram feitas dilui¢cdes utilizando-se 500 pL das amostras e estabilizantes para um volume
final de 10 mL, ajustado com &gua ultrapura.

5.5 Aplicacgdes biotecnologicas de SeNPs e SeCuNPs

Sabe-se que as NPs contendo selénio possuem uma série de possibilidades de
aplicacbes biotecnoldgicas. Dessa forma, foram realizados alguns experimentos, a fim de
avaliar as propriedades desses materiais, em especial as propriedades pouco ou ainda nao
exploradas. Dentre elas, atividade antioxidante, o fator de protecdo solar, a inibicdo da
tirosinase, toxicidade utilizando Drosophila melanogaster como modelo. Os ensaios com
modelo animal foram realizados em colaboragdo com o Laboratério de Anélise in vivo da

Toxicidade (Lavitox).
5.5.1 Avaliagéo da capacidade antioxidante de SeNPs e SeCuNPs

Neste estudo foram aplicados métodos baseados em diferentes mecanismos reacionais,
ABTS**, DPPH* e FRAP, a fim de avaliar a capacidade antioxidante das nanoparticulas, bem
como o mecanismo de acdo preferencial das mesmas. Dentre os antioxidantes padrbes
comumente utilizados para a comparacdo dos resultados, foram selecionados padrdes com
diferentes classes e graus de hidrofobicidade: acido ascorbico (redutor, hidrofilico), trolox®

(composto fendlico, hidrofobicidade intermediaria) e quercetina (flavonoide, lipofilico).
5.5.1.1 Ensaio do sequestro do radical ABTS**

Para 0 ensaio do sequestro do radical ABTS** adicionou-se 88 pL da solucéo estoque
do radical ABTS** (5 mmol L) em um tubo eppendorf de 2 mL e diferentes volumes das
solugdes padrdo ou amostras. Os tubos foram avolumados com agua deionizada e ap6s 15 min
da mistura dos reagentes procedeu-se a medida espectrofotométrica em A = 734 nm,
empregando-se cubetas de vidro com 10 mm de caminho Optico (GRANJA et al., 2016). O
sinal de referéncia (branco) foi obtido a partir de uma solucdo semelhante a anterior, no
entanto, a amostra foi substituida por 4gua deionizada. As nanoparticulas foram analisadas em
uma faixa de concentracdo de 0,05 a 0,6 mg L' e os padrdes (acido ascorbico, trolox e

quercetina) variaram de 0,1 a 3,0 mg L.

Para a determinacdo da capacidade antioxidante foram construidas curvas analiticas

em triplicata a partir da variacdo do percentual de inibicdo em fungdo da concentracdo das
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nanoparticulas e dos padrbes (%l = aCao + b). O %I foi calculado a partir da seguinte

equacéo:

%l = (1 - (;‘L‘;)) x 100 )

Onde, %I corresponde & porcentagem de inibicdo, A4, & absorvancia do antioxidante
e A a absorvancia do branco (GRANJA et al., 2016). Os resultados foram expressos em
funcdo do ICsp (concentracdo necessaria para inibir 50% do radical empregado ou gerado),

tendo como unidade mg L.
5.5.1.2 Ensaio do sequestro do radical DPPH*

Para a realizagdo do ensaio de sequestro do radical DPPH®*, procedeu-se de forma
semelhante ao ABTS**. Em tubos eppendorf de 2 mL foram adicionados 100 pL da solucdo
metandlica do radical DPPH* (600 umol L?) e diferentes volumes das solucdes padréo ou
amostras. O volume foi ajustado com uma solucéo etandlica 30% (v/v). Aguardou-se 30 min e
a medida espectrofotométrica foi realizada em A = 527 nm. O sinal de referéncia (branco) foi
obtido substituindo as amostras ou padrfes pela solucdo etanodlica (OLIVEIRA, 2016). As
NPs foram analisadas em uma faixa de concentracédo de 0,05 a 0,8 mg L e os padrdes (acido
ascorbico, trolox® e quercetina) variaram de 0,1 a 3,0 mg L. Assim como no método do
ABTS**, a determinacdo da capacidade antioxidante foi realizada a partir da construcéo de
curvas analiticas, das NPs e dos padrdes em triplicata e os valores foram expressos em funcéo

do ICso (em mg LY).
5.5.1.3 Ensaio do potencial de reducéo do ferro (FRAP)

Além de avaliar a capacidade inibicdo de espécies radicalares, foi feita a avaliagdo do
potencial de reducéo de ferro das NPs. Para tanto, utilizou-se a metodologia estabelecida por
Yefrida e colaboradores (2018), ajustando os volumes dos reagentes para um Vfina = 2 mL.
Em um tubo adicionou-se 400 pL da solugdo do reagente FRAP (contendo FeCls 20 mmol L-
1L TPTZ 10 mmol L e tampéo de acetato 0,3 mol L, 3,6 + 0,1) e diferentes volumes das
solugdes padrdo ou amostras. O volume foi ajustado com &gua ultrapura e, apds 10 min,
procedeu-se com as medidas espectrofotofotométricas em A = 593 nm, utilizando cubeta de
vidro com 10 mm de caminho Optico. O sinal de referéncia (branco) foi obtido a partir de uma

solucdo semelhante a anterior, em que a amostra foi substituida por 4gua deionizada. As NPs
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foram analisadas em uma faixa de concentracdo de 1,0 a 4,0 mg L* e os padrdes (acido
ascorbico, trolox® e quercetina) variaram de 0,25 a 10 mg L. Foram construidas curvas
analiticas, em triplicata, resultantes do sinal de absorvancia em funcdo da concentracdo dos

antioxidantes, com no minimo cinco pontos para cada amostra ou padréo.

5.5.2 Fator de Protecédo Solar UVB in vitro

Sabe-se que as SeNPs possuem capacidade antioxidante ja estabelecida (ZHALI, et al.,
2017; KHURANA, et al., 2019) e que tais caracteristicas sdo relevantes no que diz respeito a
protecdo solar. Dessa maneira, para determinar o FPS na regido UVB in vitro, as
nanoparticulas foram avaliadas e comparadas frente ao padrdo 2-hidroxi-4-
metoxibenzofenona (BZF-3), composto fotoprotetor presente em formulacdes comerciais
(ARAUJO, et al., 2014). Inicialmente, foram realizados testes preliminares, com o intuito de
verificar a faixa linear ideal (que obedecesse a Lei de Beer) para realizagdo das medidas.
Assim, o BZF-3 e as NPs foram solubilizados e diluidos utilizando etanol como solvente e,
em seguida, realizou-se medidas de varredura em A de 260 a 400 nm, regides de absor¢éo
UVA e UVB, empregando cubetas de quartzo com 10 mm de caminho Optico. Assim,
construiu-se uma curva analitica das NPs e do padrdo em uma faixa de concentracdo de 1 a 30
mg L. A lineariza¢io dos resultados foi feita utilizando o Amax do BZF-3 (329 nm), uma vez
que o comprimento de onda de maxima absorcdo das NPs ndo encontra-se na faixa avaliada.
A partir das curvas analiticas foram determinadas as concentra¢@es utilizadas para o calculo
de FPS (ARAUJO, et al., 2014; GUIMARAES, 2019).

Posteriormente, o composto padrdo e as nanoparticulas nas concentracfes definidas,
20 e 30 mg L%, foram avaliados em triplicata, na faixa de 260 a 400 nm. O FPS foi
determinado mediante a equagédo (MANSUR, et al., 1986):

FPS = FC. Y335 EE(A). I(D). Abs(2) (5)

Onde FC = fator de correcdo igual a 10 (FPS 4 em 8% de homossalato); EE (L) =

efeito eritematogénico da radiagdo de comprimento de onda A; I (1) = intensidade da luz solar
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no comprimento de onda A; Abs (A) = absorvancia da amostra no comprimento de onda ().

Os valores de EE (L) x I (A) estdo dispostos na Tabela 3.

Tabela 3 - Relacéo entre o efeito eritematogénico e a intensidade da radiacdo em cada
comprimento de onda da regido UVB.

A (nm) EEQ)xIQ)
290 0,0150
295 0,0817
300 0,2874
305 0,3278
310 0,1864
315 0,0839
320 0,0180

Fonte:Adaptada de NASCIMENTO, et al., 2013.
5.5.3 Inibicdo da tirosinase

Visto que as nanoparticulas apresentaram atividade fotoprotetora, realizou-se o ensaio
para avaliar o potencial desses materiais enquanto inibidores de tirosinase, por se tratar de
uma enzima associada a sintese de pigmentos que protegem a pele da radiacdo UV. O estudo
de inibidores da tirosinase foi realizado com base nas metodologias descritas por Souza-
Pereira e colaboradores (2018) e Ketata e colaboradores (2019), utilizando tirosinase (Sigma-
Aldrich, HE, Alemanha) extraida de fungo. Em tubos eppendorf de 2 mL adicionou-se um
volume 37,2 pL de tirosinase (20 unidades) e diferentes volumes dos inibidores, neste caso, as
NPs e o &cido kdjico, inibidor padréo de tirosinase. A mistura foi homogeneizada e apds cerca
de 1,5 min acrescentada ao substrato L-DOPA realizando ajustes dos volumes para que a
concentracdo final fosse 0,5 mmol L2, o volume final da mistura 1 mL foi ajustado com

tampdo fosfato de potassio 50 mM, pH 6,8 + 0,1.

As medidas espectrofotométricas foram realizadas logo apds a adicdo do substrato e
do tampdo, em A = 475 nm (comprimento de onda de maxima absorcdo do dopacromo,
intermediério da melanina), a cada 5 s durante 25 min, tempo de saturacdo. A referéncia
(controle) foi obtida pela medida da mistura dos reagentes sem o inibidor ajustando o volume
com tampdao, no caso das NPs, utilizou-se os estabilizantes, uma vez que ndo apresentaram

qualquer inibicdo. As nanoparticulas foram também medidas na presenca do tamp&o, pois
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apresentaram sinal de absor¢do no A avaliado e 0s valores foram descontados do sinal obtido
no ensaio. O efeito do acido kdjico foi avaliado numa faixa de 1,25 a 10 mg L e o das NPs
numa faixa de concentracdo 1,25 a 50 mg L. A inibicdo das enzimas foi medida pela

equacdo descrita abaixo, e os resultados foram expressos na forma de ICso.

Célculo de inibicéo:

%I — [(R25min_R0min)_ (A25min—4Aomin)] X 100 (6)
(R25min_R0min)
Onde, %I é a porcentagem de inibicao, R,s.,i, @ absorvancia da referéncia em 25 min,
Romin @ absorvancia da referéncia em 0 min, A,s,,;, @ absorvancia da amostra em 25 min e

Aymin @ absorvancia da amostra em 0 min.
5.5.4 Avaliacgéo da toxicidade in vivo

Para avaliar os efeitos da exposicdo as NPs no desenvolvimento de Drosophila
melanogaster, larvas do primeiro estagio foram transferidas para 4 mL do meio de cultura
padrdo (composto por agar, fubd, aclcar, fermento e metil-fidroxibenzoato) contendo NPs e
estabilizantes em diferentes concentragdes (0,1; 1,0; 10 e 50 mg L™, no caso dos estabilizantes
as concentragdes em se encontravam nas NPs), para o controle foi adicionado apenas 0 meio
aos tubos. Os experimentos foram realizados em quadruplicata com n= 30 larvas por
repeticdo, as larvas foram acompanhadas por aproximadamente 15 dias, observando o nimero

de pupas, a taxa de emergéncia e o tempo de desenvolvimento larval e pupal.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO
6.1 Sintese das nanoparticulas

Tendo sido realizada a sintese, a formacdo das nanoparticulas em seus respectivos
agentes estabilizantes foi visualizada através da mudanca de coloracdo, como pode ser
observado na Figura 11. As SeNPs possuem coloragdo laranja avermelhado (Figura 11b e
11d), conforme tem sido relatado na literatura (RAMAMURTHY, et al., 2013; KONG, et al.,
2014; ZHANG, et al., 2015; XIAO, et al., 2017; SINGH, et al., 2019). As SeCuNPs possuem
coloragéo verde escuro (Figura 1la e 1ic), assim como observado no trabalho de Gong
colaboradores (2020) e Shan e colaboradores (2019).

Figura 11 - Fotografia das solu¢des de nanoparticulas: a) SeCuNPs_QUI, b) SeNPs_QUI, ¢)
SeCuNPs_PVA e d) SeNPs_PVA.
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Fonte: elaborada pela autora, 2020.

Notou-se ainda, visualmente, que ndo houve varia¢do na coloragdo das suspensdes de

SeNPs e SeCuNPs em funcdo dos diferentes estabilizantes (quitosana e PVA) uma vez que
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além das concentracBes serem equivalentes, as coloragcdes se devem as NPs e ndo aos
estabilizantes (BAI, et al., 2008; KHALID, et al., 2016).

6.2 Caracterizacdo das nanoparticulas
6.2.1 Microscopia eletrdnica de transmisséo

De acordo com as imagens de TEM, as nanoparticulas mono e bielementares, em
ambos estabilizantes, possuem formato esférico e distribuicdo uniforme de tamanho. As
SeNPs estabilizadas em quitosana e PVA possuem um tamanho médio de particula de 94 nm
e 78 nm (Figura 12a e 12c), respectivamente, verificando-se que a mudanca do agente
estabilizante causa uma ligeira alteracdo no tamanho. Em contrapartida, as SeCuNPs_QUI e
as SeCuNPs_PVA possuem tamanhos médios similares, de 36 nm e 35 nm (Figura 12b e
12d), respectivamente. Para essas NPs o tamanho ndo sofre influéncia dos estabilizantes

empregados.

Figura 12 - Imagens de microscopia eletronica de transmissdo: a) SeNPs_QUI, b)
SeCuNPs_QUI, c¢) SeNPs_PVA e d) SeCuNPs_PVA.

Fonte: elaborada pela autora, 2020.
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Comparando as nanoparticulas bielementares e puras, é possivel verificar que, a
presenca de outro elemento, neste caso o cobre, promoveu uma diminuigdo no tamanho do
material, fazendo com que as nanoparticulas SeCuNPs tenham um tamanho de particula
médio menor em comparacdo as SeNPs nos dois estabilizantes (quitosana e PVA), porém,

sem alterar a forma das NPs que se manteve esférica.

Embora o mecanismo pelo qual ocorre a diminuigdo de tamanho néo esteja elucidado,
alguns autores tém reportado esse comportamento ao adicionar outros elementos a sintese.
Nenavathu, Sharma e Dutta (2018), constataram uma diminuicdo de aproximadamente 50%
do tamanho das NPs de Oxido de zinco ao acrescentar 5 % de selénio. Tal diminuicdo de
tamanho além de aumentar o band gap, diminuindo os comprimentos de onda de absorcdo e
emissdo, também aumentou a area superficial induzindo a uma alta eficiéncia catalitica para a

degradacéo do colesterol.

Alguns outros autores realizaram tal procedimento e obtiveram 0 mesmo
comportamento. Shayesteh e Dizgah (2013) ao sintetizar nanoparticulas de 6xido de zinco,
verificaram uma reducdo de tamanho gradual, conforme o aumento da concentracdo de Mg
adicionado. Kumar e colaboraboradores (2019) acrescentaram niquel durante a sintese de
nanoparticulas de sulfeto de zinco e notaram uma diminuicdo de 17 para 11 nm.
Semelhantemente, El-Hagary e colaboradores (2019) ao adicionar 0,08% de Fe nas
nanoparticulas de 6xido de cério observaram uma diminuicdo de 20 para 14 nm. Nesses
estudos, as propriedades Opticas dos materiais sofreram influéncia devido a reducdo de

tamanho.

Assim como nas sinteses supracitadas, na sintese proposta a presenca de dois
precursores ao inves de um (Se e Cu) para gerar as NPs influenciou seus processos de
formacéo devido as interagcdes entre os elementos, podendo haver afetado desde a nucleagéo,
onde os nucleos iniciais sdo formados, até a etapa final de crescimento, na qual os

aglomerados se agregam para formar as NPs (ASERE, 2013).
6.2.2 Espectrometria de raios X por energia dispersiva

Juntamente as andlises de TEM foram realizadas as anéalises de EDX, para confirmar a
presenca dos elementos de interesse nas Nps produzidas. De acordo com os gréficos de EDX,
nas SeNPs_QUI e SeNPs_PVA, constatou-se a presenca de selénio (Figura 13a e 13b),
indicado pelas setas rosas. Para as SeCuNPs_QUI e SeCuNPs_PVA (Figura 13c e 13d),
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observa-se a presenca de ambos elementos (Se e Cu), sendo o cobre indicado pelas setas

azuis.

Figura 13 - Espectro de EDX das nanoparticulas: a) SeNPs_QUI, b) SeNPs_PVA, c)
SeCuNPs_QUI e d) SeCuNPs_PVA.
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Fonte: elaborada pela autora, 2020.

Os sinais caracteristicos do Se encontrados foram semelhantes aos encontrados por
Chen e colaboradores (2015) e Cavalu e colaboradores (2018) ao caracterizar SeNPs.
Também foram observados ainda, alguns sinais de C e O, devido aos resquicios dos agentes
estabilizantes (quitosana e PVA) presentes nas NPs. Com relacdo as NPs bielementares, a
proporcdo de Se e Cu nesses materiais (SeCuNPs_QUI e SeCuNPs_PVA) ¢é de
aproximadamente 50% de cada um dos elementos, indicando uma proporgéo Se:Cu de 1:1 na
NP, e os sinais referentes ao Cu sdo condizentes com dados da literatura para materiais
contendo este elemento (XIONG, et al., 2011; KHAN, et al., 2018; MALI, RAJ, TRIVEDI,
2019). Vale salientar que, os picos de Ni e Fe, sdo oriundos do grid e da estrutura metalica do

préprio equipamento.

Adicionalmente, para avaliar a distribuicdo do Se e Cu nas NPs bielementares, foi
feito um mapeamento quimico, indicando em quais regibes de cada nanoparticula os

elementos encontram-se presentes, conforme as imagens apresentadas na Figura 14.
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Figura 14 - Mapeamento quimico das nanoparticulas sintetizadas: a) imagem de TEM das

SeCuNPs_QUI, b) mapeamento de selénio nas SeCuNPs_QUI, ¢) mapeamento de cobre nas
SeCuNPs_QUI, d) imagem de TEM das SeCuNPs_PVA, e) mapeamento de selénio nas
SeCuNPs_PVA e f) mapeamento de cobre nas SeCuNPs_PVA.
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Fonte: elaborada pela autora, 2020.

De acordo com o mapeamento quimico das nanoparticulas bielementares, verifica-se
que tanto nas SeCuNPs_QUI (Figura 14a, 14b e 14c), quanto nas SeCuNPs_PVA (Figura
14d, 14e e 14f), cobre e selénio encontram-se distribuidos de maneira uniforme sobre toda a
nanoparticula, comprovando que se trata de um nanomaterial bielementar, composto por
ambos elementos. Outrossim, por meio do mapeamento € possivel constatar a proporcéo
equivalente de selénio e cobre nos materiais a qual é de 1:1, como ja& mencionado

anteriormente.
6.2.3 Espalhamento dinamico de luz

Conforme os histogramas de DLS, pode-se observar que as NPs apresentam uma

distribuicdo uniforme de tamanho, bem como foi observado nos dados de TEM. As
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SeNPs_PVA exibem raio hidrodindmico médio de 80,5 e as SeNPs_QUI 96,7 nm, (Figura
15a e 15c¢). As SeCuNPs apresentaram distribuicdo de tamanho hidrodindmico médio de 35,0
e 58,3 nm para as SeCuNPs_PVA e SeCuNPs_QUI, respectivamente (Figura 15b e 15d).

Figura 15 - Histogramas de DLS das nanoparticulas: a) SeNPs_QUI, b) SeCuNPs_QUI, c)
SeNPs_PVA e d) SeCuNPs_PVA.
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Fonte: elaborada pela autora, 2020.

De maneira geral, € possivel notar que a presenca do cobre confere um tamanho
hidrodindmico menor as NPs, dado que corrobora com as analises de microscopia eletronica
de transmissdo. Porém, vale salientar que, as medidas de DLS fornecem informacdes a
respeito do raio hidrodindmico das particulas em suspensdo, levando em consideracdo nédo
apenas o tamanho das particulas, mas os ions e/ou moléculas presentes nas superficies das
mesmas e em seu entorno, logo, os tamanhos verificados a partir das técnicas de DLS e TEM
serdo diferentes, com tamanhos maiores para DLS (BARBOSA, 2018). Tal divergéncia foi
observada por Khalid e colaboraboradores (2016), que ao sintetizar nanoparticulas de selénio

obtiveram, por DLS, uma média de tamanho de 80 nm, no entanto, os resultados de TEM
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indicaram uma media de 50 nm para o tamanho das particulas. Analogamente, Zhang e
colaraboradores (2018) durante a caracterizacdo de SeNPs verificaram uma média de tamanho
de 36,8 nm e 20 nm, para as analises de DLS e TEM, respectivamente.

6.2.4 Espectroscopia de absorcdo molecular na regido do infravermelho com transformada de
Fourier (FTIR)

Os espectros obtidos a partir das anélises de FTIR foram registrados para confirmar a
presenca dos estabilizantes, quitosana e PVA, na superficie das NPs, assim como averiguar as
possiveis interacdes dos grupos funcionais presentes nos polimeros com esses materiais
(Figura 16). Para melhor avaliar essas interacGes, foram feitos os espectros dos estabilizantes
puros e com as NPs. Na Figura 16a encontram-se os espectros de FTIR da quitosana (QUI),
SeNPs_QUI e SeCuNPs_QUIe na Figura 16b PVA, SeNPs_PVA e SeCuNPs_PVA.

Figura 16 - Espectros de FTIR: a) quitosana (QUI), SeNPs_QUI e SeCuNPs_QUI e b) PVA,
SeNPs_PVA e SeCuNPs_PVA.
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Fonte: elaborada pela autora, 2020.

De acordo com a Figura 16a observa-se que os perfis vibracionais da quitosana e das

nanoparticulas estabilizadas nesse meio sdo semelhantes, apresentando bandas de estiramento
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O-H em 3750 e 3730 cm para as NPs; estiramento N-H de amina priméaria em 3220 cm;
estiramento C=0 em 1720 cm; deformacdo N-H em 1550 cm™; e em 1180 cm™ bandas de
estiramento que podem ser atribuidas a C-N e C-O, sendo o sinal C-O mais intenso que 0
sinal do C-N e podendo se sobrepor a ele. O PVA e as NPs estabilizadas nesse meio, Figura
16b, exibiram bandas de estiramento O-H em 3745, 3730 e 3720 cm™, estiramento C-H em
3220 cm!, estiramento C-C em 1890 cm, deformacdo C-H metilénico em 1390 cm?,
conforme verificado na literatura (LOPES, FASCIO, 2004; PAVIA, et al., 2010; CHEN, et
al., 2015; RAHIMAN, SETHUMANICKAM, 2017).

Os espectros obtidos revelaram as bandas caracteristicas dos principais grupos
funcionais presentes nos polimeros, indicando a presenca destes na superficie das NPs.
Comparando-se os espectros de quitosana e das SeNPs_QUI e SeCuNPs_QUI ¢ possivel notar
deslocamentos nas bandas de O-H de 3750 para 3730 cm™. De maneira analoga, as
SeNPs_PVA e as SeCuNPs_PVA exibiram deslocamentos nas bandas de O-H em
comparagdo ao PVA, de 3750 para 3730 e 3720 cm™, respectivamente. Tais deslocamentos
sdo relatados na literatura por diversos autores (KONG, et al., 2014; CHEN, et al., 2015; QIU,
et al., 2018; YAN, et al., 2018; BOROUMAND, et al., 2019), e sugerem que ha a interacdo
entre os grupos O-H dos estabilizantes e as superficie das NPs, sendo a presenca deste grupo
nos estabilizantes importante para a estabilizacdo e dispersdo das NPs. Segundo Khan e
colaboradores (2019), grupos hidroxila impedem a agregacdo de NPs por interacoes

intermoleculares de hidrogénio.
6.2.5 Espectroscopia de absor¢do molecular no UV-vis

Ao avaliar os espectros de absorcao, verificou-se que os perfis de absor¢do das NPs
foram similares, exceto nas NPs bielementares onde ha a presenca do cobre pois, ha duas
bandas de absor¢do. O comprimento de onda de maxima absorcdo das SeNPs_QUI (Figura
17a, espectro laranja) é de 260 nm e o das SeNPs_PVA (Figura 17b, espectro laranja) é 250
nm, demonstrando um pequeno deslocamento em virtude do uso de diferentes estabilizantes.
Em contrapartida, as NPs bielementares ndo apresentaram deslocamentos em fungdo dos
estabilizantes e os comprimentos de onda de maxima absor¢do foram observados em 240 e
900 nm para os dois tipos de nanoparticulas (SeCuNPs_QUI e SeCuNPs_PVA) (Figura 17a e
17b, espectros verdes).
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Figura 17 - Espectros de absor¢do das nanoparticulas no UV-vis: a) NPs estabilizadas em
quitosana e b) NPs estabilizadas em PVA.
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Fonte: elaborada pela autora, 2020.

Os comprimentos de onda de méaxima absorg¢éo (Amax) obtidos para as SeNPs estdo em
consonancia com dados da literatura, onde sdo reportados uma maxima absor¢do em
comprimentos de onda de 212 nm (SHEN, et al., 2008), 260 nm (QIU, et al., 2018), 261 nm
(KOKILA, ELAVARASAN, SUJATHA, 2017), 263 nm (KHIRALLA, EL-DEEB, 2015),
265 nm (NAIR, PRADEEP, 2002), 267 nm (CHEN, et al., 2015), 268 nm (CAVALU, et al.,
2018), 290 nm (HEMALATHA, et al., 2014) e 295 nm (EL-DEEB, et al., 2018).

Segundo alguns autores (XIAO, et al., 2017; EL-DEEB, et al., 2018; QIU, et al., 2018)
tais comprimentos de absorcdo correspondem a ressonancia plamoénica de superficie (SPR)
destes materiais, que podem sofrer deslocamentos a depender de fatores como, tamanho,
forma e composi¢do da particula, bem como o meio no qual se encontram. Quanto as NPs
bielementares, estas apresentaram duas bandas de absorcdo, com comprimentos de onda
iguais para ambos estabilizantes (SeCuNPS_QUI e SeCuNPS_ PVA). A primeira banda em
240 nm se assemelha as bandas das SeNPs puras, com um ligeiro deslocamento de 10-20 nm
(SeNPs_QUI = 260 e SeNPs_PVA = 250 nm). Em relacdo a segunda banda de absor¢édo
encontrada nas SeCuNPs_QUI e SeCuNPs_PVA, o perfil grafico observado foi similar ao de
materiais compostos por selénio e cobre relatados na literatura. Dorfs e colaboradores (2011)
ao sintetizarem nanocristais de selénio e cobre, obtiveram materiais com absorc¢éo entre 800 a
1600 nm. Scotognella e colaboradores (2011) e Wolf e colaboradores (2016), sintetizaram

nanoparticulas contendo selénio e cobre e observaram Amax de aproximadamente 1000 nm.
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Esses dados corroboram com os obtidos neste trabalho (Amax= 900 nm), e segundo tais

autores, sdo os comprimentos de onda de SPR caracteristicos desses materiais.
6.3 Aplicacdes biotecnologicas de SeNPs e SeCuNPs
6.3.1 Avaliacdo da capacidade antioxidante de SeNPs e SeCuNPs

Existem diversos métodos para a determinacdo da capacidade antioxidante de
amostras naturais e sintéticas, dentre os mais utilizados destacam-se o0s métodos
colorimétricos que de forma geral, sdo simples, rapidos, de baixo custo, reprodutiveis e de
facil automatizacdo. Os mecanismos podem ser baseados na reacdo de um radical, ou
complexo oxidante com um composto antioxidante, capaz de doar atomos de hidrogénio ou
elétrons (PISOSCHI, NEGULESCU, 2011).

6.3.1.1 Ensaio do sequestro do radical ABTS**

De acordo com os dados obtidos para 0 método do ABTS**, p6de-se observar que as
SeNPs e as SeCuNPs em ambos estabilizantes apresentaram elevada capacidade antioxidante,
quando comparadas aos padrdes (Figura 18). As NPs foram de 81 a 86% mais eficientes em
relacdo ao acido ascorbico e trolox®. Em comparacdo a quercetina as NPs exibiram valores
de 1Cso préximos, na faixa de 0,28 + 0,03 a 0,30 + 0,01 mg L%, para as nanoparticulas e 0,33
+ 0,01 mg L para a quercetina. Vale salientar que, os estabilizantes (QUI e PVA), bem como
o0 precursor das NPs (Na,SeO3), também foram avaliados, porém, apresentaram uma inibicéo
menor que 10 % a uma concentracdo de 200 mg L, comprovando sua eficiéncia apenas

quando associados as NPs.

Por haverem apresentado resultados semelhantes, os valores de 1Cso das NPs e do
padrdo quercetina foram avaliados estatisticamente, aplicando andlise de variancia simples
(one way ANOVA), para um intervalo de 95% de confianca. Assim, constatou-se que, nao
houve diferenga significativa entre a média dos grupos de dados, Fexp = 3,39 < Feritico = 3,48,
ou seja, a capacidade antioxidante das nanoparticulas é comparavel a do padrdo quercetina,
para 0 método ABTS*".

Figura 18 - Capacidade antioxidante das NPs sintetizadas e dos padrdes, pelo método
ABTS*",
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Fonte: elaborada pela autora, 2020.

Os resultados indicam que um dos mecanismos de acdo das SeNPs e das SeCuNPs
como antioxidantes, envolve um processo de transferéncia de elétrons. Os dados obtidos
corroboram com os reportados na literatura, evidenciando o potencial antioxidante de
nanoparticulas contendo selénio (CHEN, et al., 2015; XIAO, et al., 2017; QIU, et al., 2018).
Dumore e Mukhopadhyay (2020) obtiveram valores de 1Cso= 2,7 mg L, ao submeter
nanoparticulas de selénio aquosas ao método do ABTS*". Ao sintetizar SeNPs conjugadas
com exopolissacarideo do fungo Cordyceps sinensis em diferentes proporcdes (1: 3, 1: 1 e 4:
3), Xiao e colaboradores (2017) observaram uma inibicdo de 88,89%, 85,53% e 69,88% a
uma concentracdo de 0,2 mg mL, respectivamente. No trabalho desenvolvido por Chen e
colaboradores (2015), SeNPs estabilizadas com quitosana e carboximetilquitosana em uma
concentracdo de 1 mmol L inibiram 40% do radical ABTS*, ndo apresentando diferenca
significativa entre os estabilizantes. Ademais, assim como no presente estudo o selenito de

sodio (Na2SeO3), precursor da sintese das NPs, também apresentou uma inibigéo infima.
6.3.1.2 Ensaio do sequestro do radical DPPH*

Neste ensaio as nanoparticulas apresentaram capacidade antioxidante superior aos
padrdes ja estabelecidos (&cido ascorbico, trolox® e quercetina), conforme € possivel
observar na Figura 19. Os padrdes apresentaram valores de ICso entre 2,04 e 3,03 mg L™ e as
NPs entre 0,27 e 0,55 mg L, com destaque para as NPs estabilizadas em quitosana (ICso =
0,27 = 0,02 para SeNPs_QUI e ICso = 0,37 + 0,03, para SeCuNPs_QUI), que foram de 82 a
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91% mais eficientes que os padrdes. Ao fazer uma comparagdo entre as NPs sintetizadas,
quanto ao tipo de estabilizante empregado, foi possivel constatar que aquelas estabilizadas em
quitosana possuiram uma capacidade antioxidante maior que as NPs estabilizadas em PVA.
Em relacdo a presenca do cobre, as SeNPs exibiram potencial antioxidante maior que as
SeCuNPs. Assim como para 0 método do ABTS**, os compostos estabilizantes (QUI e PVA)
e o precursor das NPs (Na.SeOs), também foram avaliados, porém, apresentaram uma
inibicdo menor que 10 % a 200 mg L.

Os dados de ICso das NPs também foram avaliados estatisticamente, utilizando
ANOVA one way, onde observou-se que, para um intervalo de 95% de confianga, existe
diferenca significativa entre as médias dos valores ICso nos diferentes grupos de NPs (Fexp =
64,0 > Feitico = 4,07). Dessa maneira, rejeitou-se a hipotese nula e aceitou-se a hipotese
alternativa de que pelo menos um par de medias difere significativamente. Ao aplicar o teste
de Tukey, que compara as médias dos grupos e avalia quais desses diferem, verificou-se que
apenas as SeCuNPs_PVA e SeNPs_PVA ndo diferiram, entre si (Figura 19b).

Figura 19 - Capacidade antioxidante das NPs pelo método DPPH?®: a) I1Cso das nanoparticulas
e b) Comparacdo das médias usando teste de Tukey para um intervalo de confianca de 95%.
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Fonte: elaborada pela autora, 2020.

Os valores de 1Cso reduzidos para as nanoparticulas no método do DPPH* corroboram
com os resultados do método ABTS*®", comprovando mais uma vez a alta capacidade
antioxidante das SeNPs e das SeCuNPs. Além disso, tais valores sdo um indicativo do

mecanismo de ac¢do das nanoparticulas, que envolve tanto a transferéncia de elétrons, quanto a
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de atomos de hidrogénio. Diversos estudos tém relatado o potencial de inibicdo das SeNPs
frente ao radical DPPH*®. Kong e colaboradores (2014), obtiveram uma inibi¢do de 85%,
utilizando uma concentragdo de 4 mg mL* de SeNPs estabilizadas com goma arabica. Qiu e
colaboradores (2018), ao sintetizarem SeNPs estabilizadas com pectina, em uma propor¢éao de
1:2 (Se:pectina), atingiram uma inibi¢do de cerca de 92% com uma concentragdo de 400 ng
mLL. Dumore e Mukhopadhyay (2020) obtiveram valores de 1Csp= 54 mg L™, utilizando
nanoparticulas de selénio aquosas. Ao submeter SeNPs estabilizadas em quitosana e
carboximetilquitosana ao método do DPPH?*, Chen e colaboradores (2015) constataram uma

inbicdo de mais de 80% em uma concentragdo de 0,6 mmol L.

Em contrapartida, avaliando o trabalho desenvolvido por Boroumand e colaboradores
(2019), que realizaram estudos com SeNPs com 0s mesmos estabilizantes utilizados neste
trabalho (quitosana e PVA), verifica-se uma divergéncia nos resultados. Os valores de ICso
foram menores para as SeNPs estabilizadas em PVA, (SeNPs_PVA, ICsp = 26,56 mg L e
SeNPs_QUI ICsp = 530 mg L1), enquanto no presente trabalho foi observado o inverso. Tal
discrepancia, ratifica a importancia de estudos como este, para melhor elucidar o

comportamento das NPs em diferentes agentes estabilizantes.
6.3.1.3 Ensaio do potencial de reducéo do ferro (FRAP)

Para o ensaio do potencial de reducédo de Fe®*, a capacidade antioxidante foi avaliada
com base nas curvas analiticas, utilizando como parametro a sensibilidade obtida a partir dos
valores de coeficiente angular das respectivas curvas. Os resultados obtidos estdo dispostos na
Figura 20.

Figura 20 - Curvas analiticas dos padrfes e das nanoparticulas sintetizadas para determinagédo

da capacidade de reducéo de ions Fe®*.
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Fonte: elaborada pela autora, 2020.

A partir dos dados expostos na Figura 20 foram obtidas as seguintes equacgoes:

Abs = 0,17(20,01)Cre(recy* 0,13(0,003), r = 0,9922
Abs = 0,54(£0,02)Cre(reay+ 0,25(0,06), r = 0,9998
Abs = 0,28(0,01)Cregeqy+ 0,13(x0,01), r = 0,9920
Abs = 1,59(+0,02)Cre(recy+ 0,15(0,04), r = 0,9994
Abs = 0,70(0,01)Cregrecy+ 0,24(+0,01), r = 0,9968
Abs = 1,62(+0,01)Creeay+ 0,13(0,02), r = 0,9997
Abs = 1,22(+0,02)Cregeqy+ 0,26(x0,01), r = 0,9920

|Trolox®

| Quercetina

| Acido ascorbico

| SeNPs_QUI

| SeCuNPs_QUI
|SeNPs_PVA

| SeCuNPs_PVA (5)

Baseado nos valores de sensibilidade, que podem ser melhor observados na Figura

21a, as NPs possuiram uma elevada capacidade redutora de Fe3* em comparagéo aos padrdes.
Dentre as nanoparticulas avaliadas, as SeNPs apresentaram uma maior sensibilidade que os a
padroes, cerca de 3 a 9,5 vezes maior. Em se tratando das SeCuNPs, destacam-se as
SeCuNPs_PVA as quais foram de 56 a 86% mais sensiveis que os padrdes estabelecidos.
Comparando as NPs de acordo com os estabilizantes, as NPs estabilizadas em PVA exibiram
maior sensibilidade. Os compostos estabilizantes (QUI e PVA) assim como o precursor das
NPs (selenito de sddio), também foram avaliados, de forma individual, entretanto, nédo

apresentaram alteracdes com relagéo ao sinal de referéncia 200 mg L.
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Devido a proximidade entre os valores de sensibilidade das NPs e do padrdo
quercetina, foi feita uma avaliagdo estatistica, utilizando ANOVA one way, para um intervalo
de 95% de confianca, a partir da qual foi observada uma diferenca significativa entre as
médias dos valores (Fexp = 2469,28 > Feritico = 3,48). Ao aplicar o teste de Tukey (Figura 21b),
para verificar quais dessas médias diferem, verificou-se que dentre 0s grupos das amostras e
dos padr@es, apenas as SeNPs_QUI e as SeNPs_PVA nao diferiram significativamente, isto &,

ambas possuiram uma capacidade redutora equivalente.

Figura 21 - Capacidade antioxidante das NPs sintetizadas, pelo método FRAP: a)
Sensibilidade das nanoparticulas e b) Comparacdo das médias por meio do teste de Tukey

para um intervalo de confianga de 95%.
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Fonte: elaborada pela autora, 2020.

Embora o método FRAP ndo seja frequentemente utilizado para a avaliagdo do
potencial antioxidante de SeNPs, sendo majoritario o uso dos métodos do ABTS*" e DPPH®,
alguns autores comprovaram a eficiéncia destas NPs frente a este método (VYAS, RANA,
2017; QIU, et al. 2018; VENNILA, et al., 2018; MELLINAS, JIMENEZ, GARRIGOS,
2019). Os resultados, expostos no presente trabalho, além de corroborarem com os dados da
literatura com relacdo a SeNPs, que evidenciaram a capacidade redutora das NPs contendo
selénio, contribuem para a disseminacéo de informacdes acerca dos mecanismos de acdo deste

tipo de nanoparticula.
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6.3.2 Fator de Protecé@o Solar UVB in vitro

Incialmente foram obtidos os espectros de absor¢do das nanoparticulas e do composto
BZF-3 nas diferentes concentracbes (Figura 22a-€), por meio dos quais foi possivel observar
que as NPs apresentaram absorcdo nas regides UVA e UVB. A partir dessas curvas de
varredura, foi feita a lianearizacdo dos resultados em um comprimento de onda fixo de 329
nm (Figura 22f), onde as curvas analiticas demonstram que todas as NPs apresentaram faixa

linear entre 1 e 30 mg L™, assim como o padréo.

Figura 22 - Espectros de absor¢ao das nanoparticulas nas regidoes UVA e UVB (A = 260-400
nm): a) SeNPs_QUI, b) SeCuNPs_QUI, c) SeNPs_PVA, d) SeCuNPs_PVA, e) BZF-3 e f)

Curvas analiticas das nanoparticulas e do padro.
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Fonte: elaborada pela autora, 2020.

Considerando as curvas analiticas, optou-se por realizar os célculos do FPS com as

concentracGes de 20 e 30 mg L™, que se encontram dentro faixa 6tima de analise, mantendo a

linearidade. Os valores foram calculados utilizando o método in vitro estabelecido por Mansur

e colaboradores (1986), descrito na equacao 3 e os resultados encontram-se na Figura 23.
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Figura 23 - Valores de FPS para as nanoparticulas e o padrdo BZF-3 nas concentragdes de 20
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Fonte: elaborada pela autora, 2020.

De acordo com os resultados, verificou-se que as nanoparticulas exibiram valores de
FPS expressivos quando comparadas ao padrdo. Estes valores podem ser melhor avaliados na
tabela 4. Onde é possivel observar ainda que em ambas as concentragdes (20 mg L e 30 mg
LY as NPs apresentaram aproximadamente o dobro dos valores de FPS do padrdo
estabelecido.

Tabela 4 - Valores de FPS para o padréo e para as nanoparticulas sintetizadas nas

concentragdes de 20 e 30 mg L.

Padréo/amostras FPS para20e 30 mg L*
BZF-3 12,2+0,4/18,6+0,4
SeNPS_QUI 260+1,1/425+1,2
SeCuNPS_QUI 31,1+0,9/50,0+1,3
SeNPS _PVA 254+0,2/37,1+£04
SeCuNPS_PVA 329+1,4/46,0+0,5

Fonte: Elaborada pela autora, 2020.
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Em virtude da similaridade entre os valores de FPS das nanoparticulas, avaliou-se
estatisticamente os dados, utilizando ANOVA one way, para um intervalo de 95% de
confianca. Ao avaliar os valores de FPS para a concentragdo de 20 mg L2, verificou-se que a
média das NPs apresentaram diferenca significativa entre si (Fexp = 39,9> Feritico = 4,07). O

mesmo foi observado para o FPS na concentracdo de 30 mg Lt (Fexp = 95,99 > Feritico = 4,07).

Comparando os resultados obtidos com os valores preconizados pelos 6rgaos
reguladores, as nanoparticulas exibiram valores superiores, constatando assim sua elevada
atividade fotoprotetora. De acordo com as normas da ANVISA, que regulamenta acerca dos
fotoprotetores em cosméticos, os protetores solares devem possuir um fator de protecdo solar
minimo de 6 (ANVISA, 2012). Em contrapartida, a FDA, estabelece um valor minimo de 15,
para fotoprotetores em lo¢Ges cosmeticas (FDA, 2017). Com relacdo ao composto padréo,
empregado em formulas comerciais, este s0 se encontrou de acordo com as duas

regulamentacdes na concentragéo de 30 mg L.

Realizando uma comparagdo com dados literatura, Kaur e Rath (2019) que prepararam
uma formulacdo topica de protecdo UV para cuidados com a pele, contendo SeNPs,
probidticos e prebidticos, a formulacdo apresentou um fator de protecédo solar (FPS) de 29,77.
Tais valores sdo proximos dos valores encontrados no presente trabalho, para 0 mesmo tipo de
nanoparticula. E importante ressaltar que, estudos envolvendo nanoparticulas contendo
selénio com atividade fotoprotetora se configuram como um campo pouquissimo explorado,
sendo a grande maioria dos estudos voltados para nanoparticulas de dioxido de titanio e 6xido
de zinco, ja utilizados como filtros inorganicos (YEAGER, LIM, 2019; BAILLO, LIMA,
2012).

6.3.3 Inibicdo da tirosinase

As curvas cineéticas da inibicdo da tirosinase para as NPs e para o inibidor padréo acido
kojico (Figura 24), demonstraram que além do composto padrdo, apenas as SeNPs
apresentaram boa inibicdo. As SeCuNPs, mesmo em concentragOes elevadas (50 mg L),
exibiram baixa inibicdo e, por essa razdo, a avaliacdo foi realizada apenas para as
SeNPs_QUI, SeNPs_PVA e para o o acido kdjico, com valores de 1ICso =5,7£0,2; 4,7+ 0,7 ¢

10,1 + 1,8, respectivamente.
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Figura 24 - Curva cinética de inibicéo da tirosinase do padréo e das nanoparticulas: a) Acido

k

djico, b) SeNPs_QUI, ¢) SeCuNPs_QUI, d) SeNPs_PVA, e) SeCuNPs_PVA e f) Valores de
ICso para as nanoparticulas e compostos avaliados.
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Fonte: elaborada pela autora, 2020.

Comparando os valores de ICsp verificou-se que apenas as SeNPs_QUI apresentaram

valores similares ao padréo e ao aplicar o teste t student, para 95% de confianga, esses néo
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apresentaram diferenca significativa comprovando a equivaléncia entre ambos (Texp = 2,22 >
Teritico = 4,03). Outros tipos de NPs tém sido estudadas sob esse aspecto. Gubitosa e
colaboradores (2020) sintetizaram nanoparticulas de ouro recobertas com quitosana e acido
elagico, que em uma concentracdo de 2,5.107*? mol L foram capazes de inibir 45% de
tirosinase. Ekennia e colaboradores (2021), obtiveram valores de 1Cso = 66,28 pg mL™, para

nanoparticulas biogénicas de 6xido de zinco.

Vale salientar que trabalhos como esse ainda ndo foram realizados para NPs contendo
selénio e, em virtude dos resultados promissores para as SeNPs_QUI, se verifica uma

demanda pelo desenvolvimento de estudos dessa natureza.
6.3.4 Avaliacéo da toxicidade in vivo

Como pode ser observado na Figura 25a, b, ¢, e d, de acordo com o controle, a
pupacdo das larvas ocorreu em aproximadamente 5 dias. Em comparacdo aos animais
expostos as nanoparticulas nas concentracdes de até 10 mg L. Os resultados foram
equivalentes mantendo o mesmo intervalo de tempo, para a concentragdo de 50 mg L, houve

um atraso larval de até 11 dias, exceto para as SeCuNPs_PVA.

Figura 25 - Gréaficos de pupacdo larval do inseto D. melanogaster ao longo dos dias
para as NPs e estabilizantes: a) SeNPs_QUI, b) SeCuNPs_QUI, c) SeNPs_PVA ed)
SeCuNPs_PVA.
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Comparando a porcentagem de pupacdo das NPs com o controle verificou-se uma

tendéncia, onde para a maior concentracdo (50 mg L) houve uma diminuicdo do nimero de
pupas. Com uma taxa de pupacédo de 90,0 * 4,71%, para o controle e de 49,2 + 5,0%; 70,8 £
5,7%;

75,0 £ 4,30 % e 83,3 £ 2,7%, para as SeNPs_QUI, SeCuNPs_QUI, SeNPs_PVA e

SeCuNPs_PVA, respectivamente (Figura 26a, b, ¢ e d). Consequentemente, a diminuicao da
porcentagem de pupas ocorre em virtude da mortalidade dos animais ainda na fase pupal, que

para a maior concentragdo de NPs variou entre 16,7 + 2,7% e 50,8 + 5,0% (Figura 27a, b, c e

Figura 26 - Gréaficos de porcentagem de pupacdo em fun¢do da concentracao: a)
SeNPs_QUI, b) SeCuNPs_QUI, c) SeNPs_PVA e d) SeCuNPs_PVA.
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Figura 27 - Graficos de percentual da mortalidade larval em funcdo da concentracao: a)
SeNPs_QUI, b) SeCuNPs_QUI, c) SeNPs_PVA e d) SeCuNPs_PVA.
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Com relacdo as taxas de emergéncia das moscas adultas (Figura 28a, b, ¢ e d),
observou-se um efeito deletério também nas concentragdes de 50 mg L. Esse efeito foi
verificado desde a fase de pupacdo, de modo que, houveram poucas variaces entre esses
resultados, com taxas de emergéncia das moscas adultas de 45,8 + 5,0%; 67,5 + 3,25%; 71,7
+ 192 % e 80,8 = 1,7%, para as e SeNPs QUI, SeCuNPs QUI, SeNPs PVA e
SeCuNPs_PVA, respectivamente. Assim, constatou-se que, o efeito deletério das
nanoparticulas ocorreu na fase de pupacdo, onde os animais passam da fase larval
(considerada a mais fragil) para a fase de pupa, sendo essa a mais sensivel a altas

concentragdes das nanoparticulas.

Figura 28 - Graficos do percentual de emergéncia de moscas adultas: a) SeNPs_QUI, b)
SeCuNPs_QUI, c) SeNPs_PVA ed) SeCuNPs_PVA.
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As variagdes entre os resultados de toxicidade podem ser melhor analisadas na tabela
5, onde estdo dispostos o0s resultados para todas as nanoparticulas nas diferentes
concentracdes avaliadas, assim como a diferenca percentual entre o tratamento com as NPs e
o controle. Essa comparacdo da diferenca percentual entre o tratamento com as NPs e 0 grupo
controle, comprova mais uma vez que a toxicidade ocorre apenas para a maior concentragcdo
avaliada.

Tabela 5 - Comparacéo entre os resultados da analise de toxicidade para as

nanoparticulas avaliadas em diferentes concentracées (0,1; 1; 10 e 50 mg L™1).



Concentracoes . Diferenca do
1 Parametros Controle SeNPs_QUI SeCuNPs_QUI SeNPs_PVA SeCuNPs_PVA
(mgL) Controle (%)
% Pupacao 90 +4,7 85+5,8 84,2+6,9 84,2+4.2 85+4,3 5-5,8
% larvas mortas 1047 15+5,8 158+6,9 158+4,2 15+43 5-5,8
0,1
% emergéncia de
90 £ 4,7 84,2+5 83,3+54 825+17 85+4,3 5-7,5
moscas adultas
% Pupacao 90 £ 4,7 80+54 825+57 825+5 825+3.2 7,5-10
% larvas mortas 1047 20+54 17,5+57 17545 175+3,2 7,5-10
1,0
% emergéncia de
90 £ 4,7 78,3+4,3 80,8 +3,2 81,7+4,3 81,7+19 8,3-11
moscas adultas
% Pupacao 90 £ 4,7 78,31 6,4 81,7+5,8 825+57 81,7+4,3 7,5-11,7
% larvas mortas 1047 21,7+6,4 18,3+5,8 17,5+£5,7 18,3+4,3 7,5-11,7
10
% emergéncia de
90 £ 4,7 75,8 +3,2 80+28 79,232 8027 10-14,2
moscas adultas
% Pupacao 90+ 4,7 49,2+5,0 70,8 +5,7 75+4,3 83,3+2,7 6,7-40,8
% larvas mortas 10+£4,7 50,8 £5,0 29,257 2543 16,7£2,7 6,7-40,8
50
% emergéncia de
90 £ 4,7 45,8 +5,0 67,5+3,2 71,7+19 80,8 +1,7 9,2-44,2

moscas adultas
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Semelhantemente Yazhiniprabha e Vaseeharan (2019) realizaram estudos para avaliar
a toxicidade in vivo, de SeNPs sintetizadas com extrato aquoso de frutos silvestres de
Murraya koenigii. Nauplios de Artemia foram utilizados como modelo, e ap6s um tratamento

de 48 h a taxa de mortalidade observada para a maior dose (50 ug mL™?) foi de 3,37 %.

Em se tratando dos agentes estabilizantes quitosana e PVA, verificou-se que a
porcentagem de pupagéo, as taxas de mortalidade larval, bem como as taxas de emergéncia de
moscas adultas, apresentaram valores muito proximos ao controle (Figura 29a-h),
demonstrando uma baixa toxicidade destes compostos, assim como reportado na literatura
(BOROUMAND, et al., 2019). As alteracdes discretas nos dias de pupagéo para a quitosana
na concentracdo mais alta ndo compromete a potencialidade de aplicacdes futuras, pois
mesmo havendo um atraso larval, as taxas de mortalidade larval e de emergéncia dos animais

adultos ndo foi alterada.

Figura 29 - Gréficos de porcentagem de pupacdo em fungéo da concentracdo: a) QUI e e)
PVA,; graficos de porcentagem de pupacgdo em funcdo da concentracdo: b) QUI e f) PVA;
gréficos de percentual da mortalidade larval em funcéo da concentragédo: ¢) QUI e g) PVA; e

gréficos do percentual de emergéncia de moscas adultas: d) QUI e h) PVA.
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A fim de comprovar que ndo houveram alteragdes significativas, aplicou-se ANOVA,
para um intervalo de 95% de confianga, entre as médias do controle e dos estabilizantes (QUI
e PVA) nas maiores concentracfes, porém observou-se que ndo houve diferenca significativa
entre os resultados (% pupagdo Fexp = 4,17 < Ferit = 4,26; % Emergéncia de moscas adultas

Fexp = 2,86 < Fgit = 4,26)
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7 CONSIDERACOES FINAIS

O desenvolvimento do presente trabalho viabilizou sintetizar e caracterizar SeNPs e
SeCuNPs estabilizadas em quitosana e PVA com forma esférica.

A presenca do cobre nas SeCuNPs promoveu uma reducdo no tamanho, quando
comparadas as SeNPs, e verificou-se que os diferentes estabilizantes ndo tiveram influéncia
sobre o tamanho médio dessas NPs, que foram de 35 nm para SeCuNPs_PVA e 36 nm para as
SeCuNPs_QUI, enquanto as SeNPs sofreram influéncia, apresentando tamanhos de 78 e 94
nm, para as SeNPs_PVA e as SeNPs_QUI, respectivamente. Quanto aos raios hidrodinamicos
das NPs, foi observado o mesmo comportamento de diminui¢do de tamanho por parte das
SeCuNPs.

A presenca dos agentes estabilizantes, quitosana e PVA, na superficie das
nanoparticulas, bem como a possivel interacdo dos grupos OH com as NPs foi confirmada
com o auxilio da técnica de FTIR. As SeCuNPs em ambos os estabilizantes apresentaram
duas bandas de absorcdo em 240 e 900 nm, enquanto as SeNPs puras exibiram uma Unica

banda em 250 e 260 nm para PVA e quitosana, respectivamente.

Em se tratando da capacidade antioxidante, as nanoparticulas apresentaram um
elevado potencial, com resultados equivalentes e, em sua maioria, superiores aos padroes
estabelecidos (trolox®, &cido ascorbico e quercetina). A resposta positiva aos trés métodos
avaliados (ABTS*", DPPH*® e FRAP) indica que os possiveis mecanismos de acdo das NPs
ocorrem via transferéncia de elétrons e de atomos de hidrogénio. Dentre as nanoparticulas
avaliadas, destacaram-se as SeNPs_QUI e as SeNPs_PVA, que de forma geral tiveram os
melhores resultados.

As nanoparticulas sintetizadas apresentaram indices de FPS superiores ao padrdo e

dentro das normas estabelecidas pelos 6rgdos reguladores, ANVISA e FDA.

Apenas as SeNPs foram capazes de inibir a tirosinase em baixas concentracdes, e
apenas as SeNPs_QUI geraram valores de I1Cso comparaveis ao padréo acido kojico.

No que se refere aos ensaios com modelo in vivo, as nanoparticulas demonstraram
toxicidade apenas na concentracdo mais extrema, 50 mg L, exceto as SeCuNPs_PVA, que

ndo apresentaram toxicidade.
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Os resultados obtidos ao longo do presente trabalho evidenciaram aplicacdes inéditas
de SeNPs e SeCuNPs conferindo a potencialidade biotecnoldgica desses materiais, de forma

segura para ampla faixa de concentracao.



8 PERSPECTIVAS
Avaliar a fotoestabilidade das nanoparticulas;

Determinar o FPS na regido UVA.
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