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Resumo:

Nanoparticulas séo alternativas viaveis para sistemas de liberacdo, pois,
apresentam liberagéo direcionada e controlada, baixa toxicidade, entre
outras. Especificamente, as nanoparticulas de selénio, atuam como
antitumorais, bom desempenho perante func¢des antivirais e antibactericidas.
Sendo assim, as microparticulas de albumina de soro bovino (BSA), atuam
para que as nanoparticulas sejam viaveis e ndo se desintegrem antes de
atingir o sitio de acdo. Este trabalho relata o processo de sintetize de
microesferas de BSA para liberagdo controlada de nanoparticulas de selénio
com a finalidade de atuar como espécie antiviral e antibactericida.

Introducao

Algumas propriedades funcionais e moleculares das proteinas, por
exemplo as whey proteins, conseguem atuar na fabricagéo de sistemas de
encapsulacéo e liberacéo de drogas'.

O soro do leite, é constituido de alguns tipos de proteinas, isto €, o
BSA, a B-lactoglobulina (BLA), a-lactalbumina (aLA), gloco-macropeptideos
(GMP) e imunoglobulinas (Ig's)?. Ao serem aquecidas, suas zonas
hidrofébicas serdo desdobradas, expondo residuos de cisteina, formando
pontes dissulfeto através de interacbes de hidrogénios e/ou interacdes
hidrofébicas. Se atingir uma alta concentracdo de albumina, em pH longe do
ponto isoelétrica e repulsbes eletrostaticas fortes, podem formar géis
transparentes e homogéneost®.

Ademais, para que o material possua atividade antiviral ou
antimicrobiana, optou-se por nanoparticulas de selénio (NpSe), sintetizadas
a partir de selenito de sodio (Na,SeQ,) na presenca de acido ascorbico.
Além disso, as NpSe possuem propriedades antibactericidas contra P.
aeruginosa e Candida sp'. As nanoparticulas de selénio possuem a
vantagem de serem utilizadas no estado de oxidacéo zero (Se°), tendo baixa
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toxicidade e biodisponibilidade quando comparada a outros estados de
oxidacdo e.g. Se**, Se*®,

Materiais e métodos
Materiais

Selenito de sédio (50mM), poli (alcool vinilico), (98 - 99% hidrolizado)
sendo 0%, 1% e 2%, acido ascorbico (50mM), Albumina de soro bovino
BSA), anidrido maleico (AM), acetona, N-N dimetillacrilamida (DMAAmM),
alcool benzilico, persulfato de ambénia, TEMED.

Métodos

1. Sintese das nanoparticulas de selénio (NpSe)

Baseando-se no trabalho de Boroumand et al, a sintese das NpSe foi
realizadas a partir da reducdo quimica do selenito de sédio pelo acido
ascorbico na presenca do PVA como agente estabilizante. Em temperatura
ambiente, solucdes de selenito de sodio (50 mM) e PVA (0,1%) foram
misturados por 5 min em agitador magnético. Em seguida, adicionou-se
solucéo acido ascorbico (50 mM) gota a gota, e agitou-se por mais 30 min
para concluir a reacdo de reducéo. A coloracdo da solugédo passou de
transparente para avermelhado, evidenciando a formacéo de NpSe.

2. Funcionalizacdo da Albumina de Soro Bovino (BSA)

Baseando-se no trabalho de Sitta et al (2014), a solucdo de
funcionalizacdo da proteina foi preparada a partir de 0,5g de BSA e 0,05g de
anidrido maleico em uma solugéao tampéo de fosfato (0,1 M) com pH 5,5 sob
agitacdo. Ao homogeneizar, a solugéo continua em agitagcéo por 3 h a 37°C.
O produto foi precipitado com acetona fria (2°C) e mantido refrigerado.

3. Sintese das microparticulas proteicas utilizando BSAAM e DMAAmM

Foram adicionados 0,1 g de BSAAM em 5,0 mL de solucéo tampéao de
fosfato em pH 7,0 e 20°C sob agitacdo. As solugbes tampdo foram
preparadas utilizando diferentes concentracbes de PVA (agente
estabilizante) — 0%, 1% e 2% (m/v). Ap6s, 52 pL de DMAAm foram
adicionados a solucdo sob atmosfera inerte. Ap0s a mistura se tornar
translicida, 20 mL de alcool benzilico foi adicionado, gota a gota, sob
agitacdo constante, formando uma emulsdo. Apos 30 min adicionou-se 0,02
g de persulfato de amoénia e 12,5 pL de TEMED, e a solugdo permaneceu
em ultrasonicador. O produto foi precipitado com etanol frio (2°C), separado
por centrifugacdo a 4000 rpm e lavado trés vezes com agua deionizada.

4. Carregamento das microparticulas de BSA com NpSe

O carregamento foi realizado utilizando o método in situ, ou seja, as
NpSe foram adicionadas, durante o processo de sintese das microesferas
proteicas, a solucéo inicial de solugcao tampéao de fosfato pH 7,0 e 0,1 g de
BSAAM, numa proporc¢éo de 10% (m/m), ou seja, 0,01g de NpSe.

5. Ensaio de citotoxicidade

Células da linhagem VERO foram empregadas para realizacdo do
teste de citotoxicidade conforme descrito pelo trabalho de Lima et al.
(2019)®. Em resumo, 2 x 10° células foram suspendidas em 1,0 mL de
DMEM (Gibco, MO, USA) sem penicilina/streptomicina. A suspensao foi
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distribuida em placa de 96 pocos (TPP) e cultivadas a 37°C em 5% CO,
atmosférico overnight. Os pogos foram lavados 2x com tampdo fosfato
(PBS), e expostos ao gel + NP sem PVA nas concentracdes de 1 a 1000
ug/mL por 24 h. Células nao tratadas foram usadas como controle. As placas
forma incubadas com o kit de citotoxicidade (Promega, WI, USA) no escuro
por 3 h. A absorbancia do formazan foi monitorada em 490 nm usando
espectrofotometro ASYS (Biochrom, MA, USA). O calculo da porcentagem
de viabilidade celular (% CV) foi determinado empregando a Equacéo: % CV
= (At/Ac) x 100, sendo que At e Ac referem-se a absorbancia da substancia
teste (7(? controle (células ndo tratadas) respectivamente [Malich et al.,
1997]*".

Resultados e Discussao

A sintese quimica das NpSe foi realizada de acordo com
HOSNEDLOVA (2018), na qual ocorreu mudanca perceptivel da coloracdo
da solucao de selenito de sddio, saindo de incolor para avermelhado
translucido, indicando, portanto, sucesso da reacéo, como mostra a Figura 1.

Figura 1. Sintese de NpSe.

A reacao de modificacdo da albumina (BSA) foi baseada no trabalho
de SITTA, et al. (2014). Na qual ocorreu a reticulagdo da amostra contendo
0%, 1% e 2% de PVA e carregada in situ com 10% (m/v) de NpSe, conforme
ilustrado na Figura 2.

Figura 2. Imagens das amostras preparadas com: 0%, 1% e 2% PVA e carregamento in situ
de NpSe 10% (m/v).

O ensaio de citotoxicidade demonstrou que as células VERO
apresentaram viabilidade superior a 100%, apds 24 h expostas a alta
concentracdo dos compostos (Tabela 1). Este resultado sugere que o
composto ndo apresenta toxicidade in vitro. Nao foram encontradas
diferencas significativas entre o grupo tratado e nao tratado.

Tabela 1: Ensaio de Citotoxicidade usando células VERO.
Compostos % viabilidade % viabilidade % viabilidade % viabilidade % viabilidade 1Cso

celular celular celular celular celular
(1000pg/mL) (500pg/mL) (250pg/mL) (125pg/mL) (1pg/mL)
S 107,1 107,4 1093 106,1 108,2 >1000

sem PVA pg/mL
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Vale destacar que em decorréncia da pandemia de COVID-19, nao foi
possivel a realizar todas as caracterizacdes fisico-quimicas das amostras,
contudo os resultados existentes sédo suficientes para um estudo inicial e
otimizacao do processo de sintese das amostras.
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Conclusbes

As NpSe ao serem sintetizadas concomitantemente com
microparticulas de albumina de soro bovino (BSA), conseguem atuar em
sistemas de liberacdo de farmacos, pois, apresentam boa biodisponibilidade
e baixa toxicidade, sem ocorrer a sua desintegracdo antes de atingir o sitio
de acdo. Ademais, conseguem atuar como agentes antitumorais, e
apresentarem funcdes antibactericidas e antivirais. Por fim, a sintese dos
materiais de partida foram bem sucedidas.
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