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RESUMO
O termo "nanoparticula” € usado para descrever uma particula com tamanho de
intervalo de 1 a 100 nm. As nanoparticulas podem ser provenientes de diversas fontes
tais como: 6xidos, polimeros, hibridos, farmacos, etc. Podem apresentar grande
diversidade decorrente das inUmeras possibilidades de morfologias sendo que muitas
vezes a morfoligia esta instrinsecamente ligada a uma ou mais determinada
propriedade apresetada pelas nanoparticulas. Ademais, h4 uma grande diferenca
entre a forma nanoparticulada e a ndo nanoestruturada ou “bulk” no que tange a
propriedades fisicas, quimicas e biolégicas fato este muito importante para diversos
ramos da ciéncia atual. Logo, existe uma vasta area de aplicacdo das nanoparticulas
tais como células voltaicas, baterias, catalisadores e cosméticos, farmacos e etc.
Dessa maneira, a busca por novos métodos de sintese bem como novas formas ou
estruturas das nanoparticulas tem se tornado objeto de estudo de varios
pesquisadores. Neste sentido, o uso do Selénio (Se) na obtencdo dessas
nanoparticulas vem crescendo nos dias atuais. O grande interesse pelo Selénio é de
fato do mesmo ser reconhecidamente como um antioxidante e consequentemente ser
um elemento essencial a saide humana. Tendo em vista a grande importancia do
selénio para organismos vivos 0 presente projeto teve como objetivo sintetizar,
caracterizar nanoparticulas de selénio (Np Se® e avaliar sua atividade antioxidante
frente a utilizacdo de precursosres de radicais livres como DPPH a AAPH bem como
investigar a viabilidade de nematoides expostos a diversas concentracées das Np Se°.
Os resultados mostraram as Np Se® apresentaram morfologia esférica confirmada,
potencial antioxidante nas concentracdes avaliadas, capaz de capturar o radical livre
DPPH e inibir a peroxidacao lipidica, a avaliacdo do teste de toxicidade com C elegans
mostraram que as Np Se® ndo apresentaram toxidade para o respectivo modelo

experimental.

Palavras-chaves: Nanopatrticulas, selénio, antioxidante.



xii

ABSTRACT

The term ‘nanoparticle’ is used to describe a particle with 1 and 100 nanometers in
size. They may come from different sources, such as oxides, polymers, hybrid
materials, medicaments etc. Such particles may show a great variety resulted from the
innumerous morphological possibilities which is mostly intrinsically bonded to one or
more specific property they may have. Moreover, there is a great difference between
the nanoparticle and the non-nanostructure bulk materials especially related to their
physical, chemical and biological properties, what seems to be an important fact for
the several branches of current Science. Thus, there is a wide area of application for
the nanopatrticles, such as voltaic cells, batteries, catalysts, cosmetics, drugs etc. and
in this perspective, the search for new methods for their syntheses, as well as new
structures or shapes of nanoparticles has increasingly become the core point of
several researches. In this regard, the use of Selenium (Se) aiming the nanoparticles’
obtaining is currently increasing. The great interest by the Selenium comes from the
fact that is widely known as anti-oxidant and, consequently, an essential element for
human health. Thus, considering their great importance for living organisms, this study
aimed the synthesis and characterization of Selenium nanoparticles (Np Se%), as well
as, the evaluation of the anti-oxidant activity of such nanoparticles as precursors of
free radicals, as DPPH and AAPH. We also investigated the viability of the nematodes
exposed to different concentrations of the Np Se®. The results pointed that such
nanoparticles present confirmed spherical morphology and anti-oxidant potential for
the assessed concentrations. They were also able to capture the DPPH free radical,
as well as to inhibit the lipid peroxidation. The evaluation of the toxicity test with C
elegans showed that the Np Se® did not present toxicity for the respective experimental

model.

Keywords: Nanoparticles. Selenium. Anti-oxidant
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1. INTRODUCAO

Nanoparticulas sdo termodinamicamente instaveis e tém a tendéncia natural
de se agregar e aumentar. Desta forma, o grande desafio consiste em preparar
nanomateriais estaveis (ou seja, que permanecam nesta escala de tamanho sem
sofrer decomposicao ou agregacao que resulte no seu crescimento) e monodispersos,
tanto com relacdo ao tamanho quanto a forma de suas particulas, contudo, que
possam ser manipulados sem perder suas caracteristicas (NAGARAJA et al.; 2008).

Com isso, as nanoparticulas podem ser eficientemente utilizados em aplicagbes
biotecnoldgicas, sendo capazes de se manterem estaveis por longos periodos de
tempo, sem que haja perda de suas propriedades, ou sofrer modificacdes estruturais
(KREUTER, 2007).

Dessa maneira, a busca por novos métodos voltados a aumentar a estabilidade
guimica das nanoparticulas tem se tornado objeto de estudo de varios pesquisadores.
(NAGARAJA, R., 2008).

Contudo, tem sido crescente o0 uso do Selénio (Se) na obtencdo dessas
nanoparticulas. O grande interesse pelo Selénio é de fato reconhecido como um
antioxidante e consequentemente ser um elemento essencial a saude humana
(URSINI, F. 1987).

Assim, sua confirmag&o como elemento essencial foi descrito na literatura, por
CARAPELLA, S. C., 1984 que descreveu que animais alimentados com uma dieta
reduzida de selénio apresentavam baixo crescimento ou elevado indice de
mortalidade, ainda que com suprimento adequado de vitamina E. Assim, foi
caracterizado o importante papel fisiolégico do selénio (CARAPELLA, S. C., 1984).

Tendo em vista a grande importancia do Selénio, 20 anos depois dos primeiros
estudos, foi descrito que o selénio apresenta importancia primordial sobre as enzimas
antioxidantes endogenos fazendo parte de sitios ativos da enzima glutationa
peroxidase (GPx). Dentre estas, tanto a glutationa peroxidase celular quanto a
plasmatica sdo os parametros funcionais utilizados na determinacéo das propriedades

antioxidantes do selénio no organismo (WANG, P. C. 2002).



Laboratério de Catdlise Organica e Biocatalise
de Albuquerque, T. B.

Nesse ponto vale ressaltar que o Selénio (constituinte vital da glutationa
peroxidase) consiste em ser um cofator na defesa contra o estresse oxidativo, inibindo
assim a formacdo de compostos oxidativos nas células (FLOHE, I. et al.; 2000).

Em virtude disso, a primeira linha de combate aos radicais livres nos
organismos vivos sdo as enzimas com propriedades antioxidantes, uma vez que a
deficiéncia de selénio leva a uma diminuicdo da atividade da glutationa peroxidase
nas ceélulas e consequentemente a uma elevacéo do stress oxidativo e morte celular
(NAGARAJAN, 2008).

Cabe neste ponto ressaltar que os antioxidantes séo substancias que, mesmo
presentes em baixas concentracfes, sdo capazes de reduzir ou inibir as taxas de
oxidacdo (SCHINEIDER, C. 2004).

Os antioxidantes atuam principalmente pelas vias enzimaticas e nao
enzimaticas, o enzimatico - composto pelas enzimas produzidas no organismo, como
a coenzima Q-10; e o ndo enzimatico - formado pelas vitaminas C (acido ascorbico)
compostos fenodlicos como os flavonoides, carotenoides como o0 betacaroteno e o
mineral selénio (BARBOSA, K. B. F. et al.;2008).

Os antioxidantes agem nas trés linhas de defesa organica contra as espécies
reativas de oxigénio. A primeira linha € a de prevencdo, que se caracteriza pela
protecdo contra a formacao das substancias agressoras. Na segunda linha é neste
estagio que os antioxidantes precisam capturar os radicais livres, 0s quais, uma vez
formados, iniciam suas atividades destrutivas. E a terceira linha é o reparo, no qual
atuam quando a prevencado e a captura nao foram completamente efetivas e os
produtos da destruicédo pelos radicais livres estdo sendo continuamente formados em
baixas quantidades e desta forma podem se acumular no organismo (BARREIROS,
A. L. B.S. 2006).

Tendo em vista a importancia e a ampla aplicacdo do Selénio, o presente
trabalho tem por objetivo avaliar e caracterizar as atividades antioxidante das

nanoparticulas de Selénio (Np Se?).
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS

Sintetizar, caracterizar fisico-quimica e morfologicamente as nanoparticulas de
selénio (Np Se®) bem como avaliar suas atividades antioxidantes in vitro e efeito toxico

in vivo no modelo expeimental C. elegans.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. NANOPARTICULAS

O termo nanoparticula é usado para descrever uma particula com tamanho de
intervalo entre 1 a 100 nm (NAGARAJAN, R, 2008).

Este conceito de nanoparticula foi preconizado por Richard Feynman em 1959
em uma palestra na Reunido da Sociedade Americana de Fisica que teve por titulo
“Ha uma abundancia de salas na parte inferior”’. Nesta, Prof. Feynman especulou que
propriedades incomuns surgiriam quando se estudasse materiais na escala
nandmetricas (LIA, H. Z. 2014). Todavia, naguele momento a nanotecnologia era
apenas e tdo semente uma especulacdo porém tal palestra serviu como a fonte de
inspiracdo para diversos grupos de pesquisa ao redor do mundo que passaram a ter
a nanociéncia como uma de suas linhas principais (LIA, H. Z. 2014).

Somente no século XX, o estudo de materiais ganhou importancia significativa
no gque tange ao desenvolvimento das nanoparticulas levando ao surgimento e
consolidacdo desta area do conhecimento (FRE STONE, |. 2007; LIZ-MARZAN, L.M.
2004).

Todavia, a utilizagcdo de nanoparticulas remonta de milhares de anos atras
como pode ser comprovado pela arqueologia que as determinou em pigmentos
decorativos de antigos artefatos, como o famoso calice de Lycurgus, e em esculturas
romanas que contém pigmentos azuis provenientes del5 nanoparticulas de 6xidos e
metais, como ouro e prata (FRE STONE, I. 2007, LIZ-MARZAN, L.M. 2004).

O estudo de nanoparticulas teve seu inicio em meados do século XIX quando
foram obtidos grandes progressos na sintese das mesmas bem como sua
identificacdo decorrente do avanco tecnoldgico para tais finalidades. Como
preconizado por Feynman, quando da obtencao e identificacdo das nanoparticulas,
muitas propriedades que dantes ndo podiam ser atribuidas a compostos na escala
“bulk”, puderam ser observados na escala hanémetricas (como por exemplo, 0 ouro)
(LIA, H. Z.; TRUHLAR, D.G, 2014). A sintese das nanoparticulas € um assunto de
extrema importancia pois pode afetar a morfologia das mesmas e, como

consequéncia, as suas propriedades (SCHMID, G. 1992).
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Como descrito, caracteristicas morfologicas e tamanho das nanoparticulas
determinardo em sua grande maioria as propriedades fisicas, quimicas e biolégicas.
Portanto, desde a consolidacdo da nanotecnologia através do conhecimento para o
desenvolvimento e estabilizacdo das nanoparticulas, diversos materiais como 6xidos
metélicos, ceramicas, polimeros, materiais organicos e biomoléculas foram
empregados em escala nano (NAGARAJAN, R. 2008; LIA, H. Z. 2014).

Logo, existe um vasto numero de aplicacbes das nanoparticulas em células,
baterias, catalisadores e cosméticos (PASCHOALINO, M.P.; JARDIM, M. W.F.; 2010).
Todavia, os primeiros avancos desta ciéncia na area farmacéutica foram obtidas na
década de 1960 quando surgiram as formulac@es de liberacdo controlada de farmacos
na escala nano (KREUTER, J. 2007).

Cumpre informar que as nanoparticulas podem ser sintetizadas utilizando
diversas metodologias contudo um grande desafio ainda que paira sobre novas
formulacdes nanoparticulas € concernente a estabilizacdo das mesmas pois, ha uma
tendéncia termodindmica intrinseca das nanoparticulas a se agregarem
(NAGARAJAN, R. 2008).

3.2. SELENIO (Se)

O semi-metal selénio (do grego Selene, lua) foi descoberto em 1817 pelo
guimico sueco Jons Jacob Berzelius, quando este observou um depdsito vermelho
sobre as paredes de uma camara de chumbo usada para produzir acido sulfarico
(BROWN, K. M.; 2001). O selénio esta localizado na tabela periédica entre o enxofre
e o teldrio, possuindo propriedades quimicas e fisicas semelhantes aos mesmos
(BROWN, K. M.; 2001).

O selénio apresenta trés formas alotropicas incluindo selénio cinza, vermelho e
preto e ocorre em quatro estados de oxidacdo: seleneto (Se?), selénio elementar
(SeY), selenito (Se*) e selenato (Se*®) (URSINI, F.; 1987).

Dependendo da sua forma quimica o selénio pode apresentar toxicidade. Como
exemplo, o selenato (Se04%) e o selenito (Se03%) sdo espécies altamente sollveis
em agua e sédo conhecidas por serem toxicas a sistemas bioldégicos em concentracdes

relativamente baixas (HYMER, C. B., CARUSO, 2006). Enquanto, o selénio elementar
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(Se® é uma espécie insolivel em Agua e ndo apresenta nenhuma toxicidade para os
sistemas biolégicos (FLOHE L.; et al.;2000). J4 os selenetos (Se?) sdo espécies
altamente toxicas e reativas que sdo rapidamente oxidadas a Se® (WACHOWICZ, B.
et al.; 2001).

Selénio encontra-se naturalmente no ambiente fragmentado irregularmente
pelo solo e nas rochas sedimentares das regides mais aridas e sé em 1930, o selénio
foi reconhecido como uma substancia toxica quando animais que se alimentaram de
plantas que cresciam nestes solos apresentaram sintomas de envenenamento
(HYMER, C. B., CARUSO, 2006).

O selénio possui um efeito sinergético como antioxidante com a vitamina E,
decorrente do fato de ambos atuarem no combate a perdxidos no organismo animal.
E também parte integrante da enzima glutationa peroxidase que atua no citosol celular
degradando os peroéxidos, catalisando a destruicdo do peréxido de hidrogénio e/ou a
decomposicdo dos hidroperoxidos lipidicos. Este ultimo € de suma importancia, pois
interrompe a reacao peroxidativa em cadeia dos radicais livres peréxido de hidrogénio
em compostos atoxicos (ROTRUCK, J. T. et al.; 1973) (CARAPELLA, S. C.; Jr. 1984)

Referente a Glutationa Peroxidase (GPx), esta € das classes mais abundante
enzimaticas encontrada em tecidos de mamiferos e atua, como dito, na prevencédo da
formacdo de espécies reativas de oxigénio e, portanto, contribuindo para a protecéo
das macromoléculas e biomembranas do organismo contra a oxidacao (TAPIERO, H.
et al.;2003. GONZAGA, I. B. et al.; 2001). A glutationa peroxidase classica, (GPx1), é
a mais abundante seleno-protease em mamiferos e foi a primeira a ser identificada no
citosol das células, onde atua como antioxidante, reduzindo perdxidos de hidrogénio
(H202) e hidroperoxidos organicos livres a compostos atoxicos como agua e alcool.
(TAPIERO, H.; 2003)

Tendo em vista a GPX, outros compostos organicos contendo selénio foram
sintetizados e estudos dos mesmos revelaram consideravel toxicidade porém estes
indices foram menores do que os compostos inorganicos, embora muitos deles ainda
nao tenham sido testados biologicamente (MUGESH, G. 2001), (SAVARINO, L. et al.;
2001).

Neste sentido, nas ultimas décadas estudos o desenvolvimento de compostos

organicos de selénio vem sendo desenvolvidos por diversos grupos de pesquisa com

E-mail: Tabata_albuquerque@yahoo.com.

6

’ Capitulo: REVISAO BIBLIOGRAFICA



Laboratério de Catdlise Organica e Biocatalise
de Albuquerque, T. B.

a finalidade de aplicagdo como antioxidantes, agentes anti-tumorais e antimibribianos,
bem como imunomoduladores (MUGESH, G. 2001).

Além das suas propriedades antioxidantes, 0s compostos organicos de selénio
também apresentaram propriedades anti-inflamatoérias no que tange a reducdo de
hidroperoxidos intermediéarios formados na via da cicloxigenase e lipoxigenase,
diminuindo assim, a producédo de prostaglandinas e leucotrienos (RAYMAN, M. P.
2000).

O selénio também exerce uma grande influéncia em patologias associadas aos
transtornos de humor (HAWKES, W. C. 1996). Contudo, o aumento no consumo deste
elemento estabiliza o humor e diminui 0 estado depressivo e outros sintomas
negativos como ansiedade, confusédo e hostilidade (HAWKES, W. C. 1996). No que
diz respeito as doencas associadas ao envelhecimento, observou-se que niveis
baixos de selénio foram associados a aceleracao do declinio cognitivo no decorrer da
idade (SAVARINO, L. et al.; 2001).

Nesse sentido, a quantidade dietética recomendada de selénio para homens e
mulheres em idade adulta é 55 ug.dia. J& para mulheres gravidas e em lactacdo esse
valor aumenta para 60 e 70 ug.dia?, respectivamente (BENTON, D. 1991). J4 a
deficiéncia de selénio pode causar doencas como a de Keshan que provoca o
aumento do coracdo e seu mau funcionamento (VIARO, R. S. et al.; 2001). Relatos
desta doenca foram descritos na China onde o consumo de selénio é inferior a
19 ug.dia* para os homens e de 13 ug.dia'para mulheres. A deficiéncia de selénio
também pode afetar a fungdo da tireoide, pois sabe-se que o selénio é essencial para
sintese do horménio ativo (VIARO, R. S. et al.; 2001).

3.3._ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO (ERO), ESPECIES REATIVAS DE
NITROGENIO (ERN'S) E ESTRESSE OXIDATIVO

Os agentes oxidantes mais conhecidos sé@o os radicais livres (RLs) os quais
apresentam caracteristicas semelhantes a espécies atbmicas ou moleculares que
possuem um ou mais elétrons desemparelhados na sua o6rbita externa (VALKO, M.
2005). Essa configuragéo confere aos radicais livres altas instabilidades e reatividade
bem como tempo de meia-vida (BARREIROS, A. L. B. S. 2006). Porém, a presenca
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dos radicais em quantidades ideias sdo essenciais para a manutencdo de muitas
funcdes fisioldgicas normais. (GILLHAN, B. 1997)

Produzidos naturalmente no organismos através de processos metabolicos
oxidativo, os radicais livres sdo de extrema utilidade, como por exemplo, quando
existe a necessidade de ativacéo do sistema imunologico. (SCHINEIDER, C. 2004)
Os radicais livres, quando em um sistema vivo, decorrente de sua instabilidade e alta
reatividade sdo comumente denominados como Espécies Reativas de Oxigénio (ERO
ou do inglés ROS: “Reactive Oxygen Species”) ou Espécies Reativas de Nitrogénio
(ERN ou RNS “Reactive Nitrogen Species”). As ERO sdo compostos que contém
atomo(s) de oxigénio que séo convertidos a espécies radicalares através do processo
de respiracao mitocondrial (BARREIROS, A.L.B. S.; 2006; VALKO, M. 2005).

Ja as ERN sdo compostos contendo nitrogénio(s) em sua estrutura, altamente
instaveis como NO*, céation nitrosonio (NO™), nitroxila (HNO), S-nitrosotidis (RSNOSs),
ONOO-, complexos de ferro dinitrosila (DAVID, J. M. et al.; 2006).

Com a finalidade de neutralizar ERO e/ou ERN, o0 organismo dispde de uma
série de substancias (enzimas, compostos, etc.) quando essas espécies sdo
produzidas em excesso (HALLIWELL, B. 1989). As ERO e/ou ERN apresentam
origem enddgena e exdgena sendo esta causada por exposicdo aos raios UV,
radiacdo ionizantes, quimioterapicos e aerobidticos (FERREIRA, A. L. A.; 1997).

Diversos estudos reportam que as ERO e/ou ERN s&o a causa ou um efeito
primario de inimeras doencgas em humanos, além do préprio envelhecimento precoce.
(VALKO, M. 2005 e referéncias nele descrito).

Dentre os exemplos mais relevantes de ERO e/ou ERN podemos citar:

v Radical superdxido (HO *-): € o mais comum e abundante
na célula. Ele é considerado ERO primario, sendo formado no organismo
através de processos provenientes da cadeia de transporte de elétrons,
por acdo das células fagocitarias, por reacdes de autoxidacéo ou pela
ativacdo de Oz(). Apesar de o nome sugerir que esse radical tem alto
poder oxidante, o superdxido atua na maioria das rea¢cdes como um
agente redutor ( VALKO, M. 2005; VASCONCLOS, S. M. L. et al.; 2007).
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v Radical hidroxila (HO"): é extremamente reativo, ou seja,
uma vez formado tem uma meia-vida extremamente curta. Sua
neutralizacdo ndo se da por mecanismos provenientes do organismo
humano, ou seja, quando produzido reagem com diversas espécies tais
como DNA, proteinas, carboidratos e lipidios, levando sua mutagéo ou
inativacao (VALKO, M. et al.; 2005; VACONCELOS, S. M. L. 2007).

v Peroxido de hidrogénio (H202): apesar de ndo ser um
radical livre, pela auséncia de elétrons desemparelhados na ultima
camada, o H20:2 participa da reacdo que da origem a radicais livres tais
como reacdo com tidis, sais de ferro e cobre, com proteinas heme e
preoxidases (VALKO, M.; 2005).

v Oxido nitrico (NO*): é um importante radical do grupo das
ERN’s, sendo este sintetizado pelos tecidos bioldgicos através da
enzima oOxido nitrico. O respectivo Oxido esta também presente em
abundancia no organismo, pois participa de uma série de funcdes
sinalizadoras como regulacdo da pressdo sanguinea (vasodilatador),
regulacéo do sistema imune, neurotransmissor e relaxamento muscular
(VASCONCELOS, S. M. L. et al.; 2007). Quando exposto ao ar reage

com o oxigénio formando o dioxido de nitrogénio (NO2') que é um

potente iniciador da peroxidacdo lipidica (VALKO, M.; 2005;
VASCONCELOQOS, S. M. L. et al.; 2007).

v Oxigénio singlete (*O.): apresenta tempo de meia vida
curto quando em sistemas teciduais (ca. 0,5 us) e é capaz de modificar
o DNA diretamente através de reacbes com o mesmo. Apresenta alto
potencial oxidante sendo este capaz de reagir com inUmeras moléculas
biolégicas, incluindo lipidios da membrana(VASCONCELOS, S. M. L. et
al.; 2007). Em sistemas bioldgicos, a geracao do oxigénio singlete pode
dar inicio ao processo de peroxidacao lipidica, fagocitose e reagdes que
envolvem peroxidasses, produzindo radicais alcoxilas (RO") e peroxila
(ROO" (VASCONCELOS, S. M. L. et al.; 2007; RONSEIN, G. E, et
al.;2006).
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3.4. PEROXIDACAO LIPIDICA

Os lipidios fazem parte de uma grande variedade de diversos compostos
hidrofébicos que incluem acidos graxos, fosfolipidios, esteroides e outras substancias.
(HALLIWELL, B. 1993).

Os éacidos graxos séo particularmente vulneraveis a peroxidacado pelo ataque
do radical OH" (LITTLE, R. E. 1999). Este processo leva a peroxidagéo lipidica, a qual
pode ser mais bem definida como a deterioracdo oxidativa dos lipidios chamado
peroxidacdo lipidica (PL). A peroxidacdo lipidica inicia-se com o sequestro do
hidrogénio da membrana celular com consequente formacédo do radical lipidico. Este
processo resulta em modificacdes nos lipidios da membrana que além de perder suas
caracteristicas estruturais tornam-se mais rigidos e menos flexiveis, levando a um
evento citotoxico primario que desencadeia diversos danos as células como por
exemplo a destruicAo da membrana e defasagem no metabolismo de troca de
metabolitos intracelular podendo levar apoptose celular (ENGERS, V. K. et al.; 2011).

Tanto as membranas celulares como as organelas (mitocondrias,
peroxissomas) apresentam grandes quantidades de acidos graxos poliinsaturados
gue podem ser oxidados (GOMES, M. M. et al.; 2005). Estas reacdes ocorrem em
trés etapas: a iniciacdo, a propagacao e a terminagado (quando os radicais gerados

reagem entre si) conforme Figura 1.

Figura 1-Exemplo geral para a peroxidacéao lipidica.

Disponivel em: http://biobioradicaislivres.blogspot.com.br/2010/12/peroxidacao-lipidica.html
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Dentre os produtos gerados pela peroxidacdo lipidica pode-se citar o
malonaldeido (MDA), composto que apos ser sintetizado no meio celular reage com
residuos de aminoéacidos (induzindo perda de funcao por parte de proteinas) ou bases
nitrogenadas (tendo assim propriedades mutagénicas) (FERREIRA, A. L. A. 1997).

3.5_ MODELO EXPERIMENTAL IN VIVO PARA ESTUDOS DE TOXICIDADE
(CAENORHABDITIS ELEGANS)

O Caenorhabditis elegans € um nematoide de vida livre, habitante do solo e
comum em todo o mundo. Sdo amplamente utilizados como um organismo modelo
para os mais diversos tipos de estudos (Figura 2) (DONALD, D. L. C, 1997).
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Figura 2- Numero total de publicagdes anuais para pesquisa no website Web of Science com a entrada C

elegans(Fonte:http://apps.webofknowledge.com/CitationReport.do?product=UA&search_mode=CitationReport&S

ID=4CRpZ0Qq4zRVUqQWEKiWV&page=1&cr pgid=9&viewType=summary realizada em 10 de marcgo de 2016)
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Como pode-se observar através da analise do Figura 2, h4 uma crescente
tendéncia na utilizacdo desta metodologia utilizando-se C elegans para a descri¢ao
de diversos estudos. Cabe salientar que na mesma pesquisa de dados foram
encontrados um numero expressivo de citacdes no mesmo periodo de 72.570.

Tais fatos se justificam tendo em vista os atributos experimentais que tornam o
C. elegans um modelo animal bem sucedido e com um namero cada vez maior de
publicacdes (Mota, M., 2001) em decorréncia do mesmo ser um nematoide pequeno
em comprimento (aproxidamentelmm) que possibilita a facil manutencéo de grandes
guantidades de espécimes (10000 vermes/placa) em placas de petri, alimentadas com
E. coli, (WEN, H. et al., 2001), de facil manipulacéo e procriacdo, pois € um organismo
hermafrodita gera entre 200 e 300 descendentes, (WEN, H. et al., 2001), que possui
uma periodo curto de vida de aproximadamente 21 dias 0 que possibilita a execucao
de estudos relacionados a longevidade em um espaco temporal praticamente
impraticavel em modelos mamiferos classicos. (WEN, H. et al., 2001)

Ademais, quanto a sua genética, 0 mesmo apresenta cerca de 60% dos genes
homologos aos de mamiferos (KALETTA, 2006). Do ponto de vista toxicologico o C.
elegans é sensivel a um amplo nimero de substancias, incluindo metais pesados,
fosfatos orgéanicos e pesticidas (SCHOUEST et al., 2009; WOLLENHAUPT et al.,
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2014). Neste sentido, varios estudos ja demonstraram que o C. elegans sé&o
amplamente empregados em estudos de monitoramento ambiental (SCHOUEST et
al., 2009). Os parametros mais relevantes para a triagem toxicolégica sédo a
mortalidade (DENGG, M. 2004).
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4. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

4.1. MATERIAIS

4.1.1. REAGENTES E SOLVENTES

Os reagentes utilizados no presente trabalho foram: dioxido de selénio (SeOz2)
(Vetec), acido ascoérbico (Vetec), agua deionizada (Sartorius). 2,2'-Azobis-2-
amidinopropano (AAPH) (Sigma Aldrich.), BHT (2,6-di-terc-butil-4-metilfenol) (Sigma
Aldrich.).

4.1.2. EQUIPAMENTOS

Balanca Analitica Digital (Marte).

Agitador Magnético (Marconi).

Micropipeta 100-1000 pL (Metrohm).

Espectrofotdmetro de UV-Vis, Cary Varian 500 (UV-Vis)

AR NEE N NERN

Microscopio Eletronico de Varredura (MEV) — modelo Pro-X Phenom da marca
Anacom Cientifica.

Microscépio modelo Motic SMZ-120 & W15X/40

v' Banho-Maria.

<
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4.2. SINTESE DA NANOPARTICULA DE SELENIO (Np Se®)

O método empregado para a sintese das NP Se? foi descrito por LUO, et al.;
2012 o qual descreve a adicdo simultanea de 1:2 equivalentes mol de diéxido de
selénio: &cido ascérbico para o preparo de uma solucdo de 1mM de Np Se°.

Para tanto, primeiramente em um baléo volumétrico pesou-se 0,0111g de SeO:
juntamente com 50 mL de agua deionizada (Solucdo A). Ja em outro baldo volumétrico
pesou- se 0,035 g de Acido Ascdrbico e dissolveu-se em 50 mL de agua deionizada
(Solucao B). Posteriormente em um terceiro béquer adicionou se 10 mL da de SeO:2
com 10 mL da solugéo de &cido ascoérbico sendo esta solucéo final agitada por 15
minutos a temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Isto porque o acido ascoérbico

degrada facilmente com a luz, para formac&o da nanoparticula de selénio.

Figura 3- Representacdo geral da preparacédo da Np Se®.

SeO,

+
Acido Ascorbico

1 Passo: Preparo das solucdes.

Solucgao A

TN

1 mmol de SeO,

+

50 mL Agua deionizada

Solucao B

TN

2 mmol de Acido Ascérbico

+
50 mL Agua deionizada

D

2 Passo: Preparo das NP Se’.

10 mL da solugdo A
+

10 mL solugdo B
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4.3. ATIVIDADE ANTIOXIDANTE - ATIVIDADE DE CAPTURA DO RADICAL
LIVRE (DPPH)

A capacidade antioxidante foi determinada através da reducdo do radical do
DPPH (2,2- difenil-1-picril-hidrazina) conforme descrito por CAMPOS et al.; 2015, no
qual o procedimento envolve a adicdo em um béquer de concentragées (0,1-20 pg.mL)
de Np Se?, juntamente com a adicdo da solucédo de DPPH (0, 11 mM) em etanol 80%.
Posteriormente, a mistura foi homogeneizada e incubada a temperatura ambiente e
deixada em repouso na auséncia de luz durante 30 minutos.

ApGs o término, as amostras foram monitoradas através de um espectrémetro
de UV-Vis no comprimento de onda de 517 nm. Para um melhor controle do teste da
atividade oxidante da Np Se®, utilizou-se o acido ascérbico e o BHT (2,6-di-terc-butil-
4-metilfenol). Todas as determinac¢des foram realizadas em triplicata.

Apés os testes a leitura da absorbancia das amostras e do BHT, os dados foram
correlacionadas para se estabelecer a porcentagem de radical do DPPH (equacéo 2).
A equacdo matematica para a determinacédo da porcentagem de inibicdo do radical

livre DPPH, conforme descrita por Barreiros et al. 2006.

Equacéo 1-: Equacdo matematica para a determinagdo da porcentagem de inibicdo do radical livre DPPH para
as amostras.

Abs
Inibicio do radical livre DPPH = [1 — (Mﬂ x 100

Abs controle

4.4. ENSAIO ANTIOXIDANTE UTILIZANDO CELULAS ERITROCITARIAS
HUMANAS

4.4.1. PREPARACAO DA SUSPENSAO ERITROCITARIA

Para os respectivos ensaios antioxidante foram retiradas células eritrocitarias
de doadores saudaveis que ndo fazem uso de medicamentos ou quaisquer
suplementos vitaminicos que pudessem vir interferir no estresse oxidativo.

Uma amostra de 15 mL de sangue periférico foi coletado para o procedimento.
O sangue foi centrifugado a 2000 rpm e o plasma juntamente com as células brancas

foram cuidadosamente removidos em cada lavagem, para retirada de quaisquer
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interferéncias. Em seguida as células vermelhas foram lavadas trés vezes com uma
solucdo de NaClz 0,9% e posteriormente utilizadas para o preparo de suspensdes

contendo concentracdes entre 10% e 20 % de eritrocitos na presenca do NaClz 0,9%.

4.4.2. AVALIACAO DE DESTRUICAO DE GLOBULOS VERMELHOS

Tal metodologia foi realizada segundo descrita por CAMPOS et al.; 2015. Os
eritrocitos na concentracdo de 10% foram pré-incubados a 37 °C em banho-maria
durante 4 horas, com agitacdo constante na presenca de diferentes concentracfes de
acido ascorbico (controle) ou Np Se® (50- 1000 ug.mL™?) solubilizados em etanol. As
medidas de absorbancia referentes a porcentagem (%) de hemdlise foram realizadas
em um espectrobmetro no comprimento de onda de 540 nm, em intervalos de 1 hora
por um periodo total de 4 horas (Equacdo 3). Os testes foram realizados em

duplicatas.

Equacéo 2- Representagdo da avaliagdo de destrui¢do dos globulos vermelhos.

Abssobrenadante
Hemolise Total

% Hemolise = [( )] x 100

4.3.4.3 AVALIACAO DA INIBICAO DA HEMOLISE

Foi avaliada a capacidade da Np Se® em prevenir a hemdlise eritrocitaria
induzida por radicais de perdxido gerados pela decomposicdo térmica di-hidrocloreto
de 2,2'-Azobis-2-amidinopropano (AAPH).

Tal procedimento envolveu a adi¢cdo da suspensédo de eritrocitos a 10%, pré-
incubadas a 37°C por 30 min, em meio contendo acido ascérbico ou Np Se® ambos
variando a concentracdo de 50 a 1000 pg.mL*. As amostras foram solubilizadas em
etanol e posteriormente realizou-se a adi¢cdo de 500 pL de uma solucdo de APPH (50
mM). Em seguida, realizou-se a incubac¢éo das amostras a 37°C durante 4 horas, com

agitacdo constante.
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E importante ressaltar que as medidas de porcentagem (%) de hemolise foram
determinadas em intervalos de 60 min através da mensuracdo da absorbancia

conforme descrito no Esquema 3. Todos os testes foram realizados em duplicatas.

4.3.4.4. AVALIACAO DA PEROXIDACAO LIPIDICA

Para avaliar a peroxidacao lipidica, utilizou-se a determinacéo da concentracao
de malondialdeido (MDA) por espectrofotometria de UV-Vis. A uma suspencéo
eritrocitaria a 20% pré incubadas a 37 °C por 30 min foi adicionada diferentes
concentracdes de &cido ascorbico (controle) ou Np Se® (50-1000 pg.mL™1).
Subsequentemente, adicionou-se 500 puL de uma solucdo de AAPH a 50 mM e a
solucéo resultante foi incubada a 37 °C durante 4 horas, sob agitacdo constante.

Transcorrido o tempo, as amostras foram centrifugadas a 2000 rpm e retiradas
aliquotas de 500 pL do sobrenadante as quais foram transferidas para tubos de 1 mL
contendo 250 pL &cido tiobarbitarico (TBA).

Utilizando-se como medida padréao (controle) a determinacdo da absorbancia
para uma solucdo contendo a mistura de 500uL de malondialdeido a 20 mM em meio
de 1 mL de TBA. Tanto controle quanto as amostras foram incubadas a 96 °C por 45
min e em seguida, adicionou-se 4 mL de alcool n-butilico com posterior centrifugacao
a 2000 rpm. Logo, os sobrenadantes das amostras foram retirados e a absorbancia
foi mensurada a 532 nm. Os experimentos foram realizados em triplicata e as
concentracdes de MDA nas amostras foram expressa em nmol.mL?, sendo

correlacionadas com o Equacéo 4.

Equacéo 3- Representacéo da avaliagdo de destruigdo dos glébulos vermelhos.

] 20 x 220,32
MDA = Absorbancia Amostra X [( )] 00

Hemolise total
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4.4 ESTUDO DE TOXICIDADE EM MODELO EXPERIMENTAL IN VIVO
CAENORHABDITIS ELEGANS

4.4.1 CRIACAO E MANUTENCAO DE CAENORHABDITIS ELEGANS

Para realizacdo do ensaio de toxicidade in vivo, seguiu-se a metodologia
descrita por DENGG, M. 2004, no qual foi utilizado o nematoide C. elegans, linhagem
selvagem N2. Os respectivos nematoides foram incubados a 20 °C em placas de petri
contendo agar Nematode Growth Medium (NGM), alimentados com bactérias
Escherichia coli OP50-1. Para a sincronizacdo dos nematoides foi realizada o
tratamento dos individuos hermafroditas gravidos com hipoclorito de sodio (2 %mol) e
hidréxido de sédio (5 %mol).

4.4.2 AVALIACAO DE TOXIDADE

O ensaio de toxicidade das Np Se? foi realizado no modelo in vivo C. elegans
(Figura 4) em placas de 96 pocos, de acordo com método realizado por DENGG, M.,
(2004). Foram utilizados nematoides jovens adultos (fase L4), os quais foram
incubados por 24 horas a 20 °C na presenca da Np Se® em diferentes concentracdes
(0,5-100 pgmLt) em meio M9. Apds este periodo, a viabilidade dos nematoides foi
avaliada através de toques repetidos com uma microespéatula aos nematoides. Para
manipulacdo e analise dos nematoides, foi utilizado um microscopio modelo Motic
SMZ-140 & W10X/23. Os dados obtidos foram calculados a partir de trés
experimentos independentes contendo aproximadamente 10 nematoides por poco e
em duplicata. Para calcular a dose letal para 50 % dos nematoides (DLso) foram
realizadas a equacéo da reta em funcao da porcentagem de mortalidade dos animais

e das concentracdes avaliadas.
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Figura 4- Avaliacdo de Toxicidade com C. Elegans
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4.4.3 ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos séo expressos como média + erro padréo da média (SEM).
Foi utilizado o programa estatistico Graph Pad Prism 5.0. Para analise e comparacgao
dos resultados obtidos foi empregado o teste de variancia de uma via, ANOVA, com

pés-teste Dunnett. Vale ressaltar que os dados foram considerados significantes

quando P<0,05.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. SINTESE DAS NP Se°

Conforme descrito na literatura a efetividade da sintese de Np Se° pode
facilmente ser observada pelo monitoramento das mudancas de cores ao longo do
tempo. Segundo LUO et al.; 2012 a sintese das Np Se° é evidenciada através da
mudanca gradual da cor da solucéo inicial (incolor) que passa, ao longo do tempo, a
ser amarela palido e, em seguida, vermelha. Os autores afirmam que tal cor é
caracteristica da ocorréncia da formacéo das Np Se®.

De posse dessas informacoes, e dos resultados obtidos (Figura 5), pode-se
inferir a obtencéo das respectivas Np Se°.

Figura 5. Coloracao final da solucdo de Np Se®°.
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5.2. CARACTERIZACAO DA NANOPARTICULA

5.2.1. ESPECTROSCOPIA DE UV-VIS

As Np Se? foram analisadas espectroscépicamente via UV-Vis. Para tanto usa
se uma solucéo de SeO: e de acido ascorbico nas mesmas concentracdes da solucéo
utilizada para a sintese das nanoparticulas. Os resultados encontram-se na Figura 6.

Figura 6- Andlise da Np Se® pelo método UV-Vis — a banda em preto refere-se ao diéxido de selénio

(Se03), a banda em vermelho ao acido ascorbico e a banda em verde a Np Se®.
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Conforme os resultados apresentados na Figura 6 p6de-se observar que para
0 SeO2 que a absorbancia méaxima encontra-se antes de 200 nm e sO pdde ser
observado parte desta banda de transicdo. J& para o acido ascérbico, sua absorbancia
maxima encontra-se em 248 nm pertencente a transi¢cao permitida n/ m *. Quando se
analisou o espectro das Np Se® pdode-se observar um efeito hipercromico na banda de
transicdo (queda da intensidade) e uma variacdo do comprimento de onda maior
(batocromico) com relacdo a banda de transicdo do SeOq, indicando, assim, que as
Np Se® foram obtidas. Cumpre informar que este resultado esta de acordo com o da

literatura.
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5.2.2. ANALISE DO TAMANHO E MORFOLOGIA

A andlise morfolégica das Np Se° foi realizada através da técnica MEV e o
resultado esta apresentado na Figura 7.

Figura 7. Andlise de tamanho e morfologia das Np Se® pelo método microscopia de transmissao
eletrdnica (MEV).

200 nm

Através da analise do resultado apresentado na Figura 7, péde-se verificar que
a estrutura das Np Se° apresenta dimensées nanométricas. Conforme descrito por
LUO et al.; 2012 as Np Se? apresentam uma média de diametro de 133 nm. JA LIA et
al.; 2004 as nanoparticulas podem apresentar tamanhos de 1 a 200 nm, das em
diversas formas como por exemplo espeficas e cilindras.

Contudo, o respectivo resultado obtido mostra ser coerente com os resultados

apresentados na literatura, confirmando assim a formacéo das respectivas Np Se®.
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5.2.3._ ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

5.2.3.1. CAPTURA DE RADICAL LIVRE (DPPH)

Foram realizados testes in vitro das Np Se® com a finalidade de avaliar a
atividade de captura do radical livre DPPH. Nesta metodologia, fez-se uso do acido
ascorbico e do diterc-butil-metilfenol ou hidroxitolueno butilado (BHT) como controles

positivos. Os resultados encontram-se apresentados na Figura 8.

Figura 8- Percentual de captura do radical livre DPPH em diferentes concentracdes (ug/mL) de acido

ascorbido, (BHT) e Np Se®. Os valores séo expressos como média £ SEM.
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Através da analise dos resultados apresentados na Figura 8 nota-se que as
Np Selforam capazes de capturar aproximadamente 9,2 + 0,6 % do radical livre DPPH
nas concentracées inferiores a 1 pg/mL. Nesta faixa de concentracdo as Np Se? se
assemelharam ao efeito descrito pelo acido ascérbico e ao BHT nas mesmas
concentracdes. Em concentragdes superiores, as Np Se® foram capazes de capturar
aproximadamente 14 + 1 % do radical livre DPPH nas concentragdes entre 0,1 e 1
pg/MI. J& o acido ascorbico eliminou cerca de 10 £ 4 e 17 £ 3 %, nas concentracdes
de 0,1 e 1 pg/mL, respectivamente, sendo semelhante as Np Se° nestas
concentracdes. A concentracdo que inibiu 50 % do radical livre DPPH pelo acido
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ascorbico foi de 6 + 1 pg/mL e as Np Se®, nas concentracdes estudas, ndo atingiu tal
patamar de captura.

De fato isso ocorre devido ao acido ascorbico ser um poderoso antioxidante e,
consequentemente, pela facilidade de oxidagcdo do mesmo devido a presenca do
grupos fortemente redutores em sua estrutura. Segundo BOBBIO (1992) o &cido
ascorbico apresenta a capacidade de capturar radicais livres na respectiva reacao

com maior facilidade por ser uma molécula instavel e doadora de elétrons.

5.2.4. HEMOLISE EM ERITROCITOS HUMANOS

Foram realizados testes para se verificar se as Np Se® apresentariam alguma
capacidade hemolitica em modelo experimental de eritrécitos. Os dados estao
apresentados na Figura 9 e através da analise dos mesmos pode-se verificar que as
Np Se’ nédo induziram hemdlise ao longo do periodo experimental de 240 min. O
controle foi realizado através da andlise dos eritrécitos em meio de NaCl 0.9%. Logo,
os dados indicam que as Np Se®nédo apresentaram hemolise para este modelo celular

em concentracfes até 5 ug/mL.

Figura 9.- Hemdlise de eritrocitos humanos incubados durante 120, 180 e 240 min, com 5 pg/mL de
Np Se? Os valores sdo expressos como média + SEM. P < 0,05 comparados ao grupo controle NaCl
0.9 %.
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E importante ressaltar que os eritrécitos sdo células sanguineas que contém
altas concentracdes de acidos graxos poliinsaturados, oxigénio molecular e ions
ferrosos. Como consequéncia, sdo altamente vulneraveis a acdo de agentes
citotéxicos, oxidantes e de radicais livres e, portanto, muito suscetiveis a alteracées
na integridade estrutural como mudancas na fluidez da membrana e hemdlise
(SANTOS, 2009). Estas células sdo consideradas bons modelos para estudo de
toxicidade devido a sua estabilidade e facilidade de trabalho, uma vez ocorrendo a
hemdlise ha a liberacdo de hemoglobina a qual é facilmente quantificada por leitura
espectrofotométrica de absorbancia na regido do visivel, unidade esta proporcional &

lise dos eritrocitos.

5.2.5 INIBICAO DE HEMOLISE EM ERITROCITOS HUMANOS INDUZIDOS
COM AAPH

A atividade das Np Se® quanto a inibicdo de hemdlise de eritrécitos humanos
induzidos por AAPH estéo representados na Figura 9. Os resultados obtidos para as
Np Se® foram comparados com os provenientes da utilizacdo do acido ascérbico em
concentracdes estipuladas (0,5-5 pg/mL) por até 240 min. Pdde-se verificar que até
180 min ocorreu a inibicdo da hemolise tanto para o acido ascorbico quanto para as
Np Se®. Todavia, as Np Se° apresentaram no referido tempo um maior indice de
protecdo quando comparadas com o acido ascérbico tanto no tempo de 120 quanto
em 180 min. Ja os dados tanto para as Np Se® quanto para o acido ascérbico em 240

min ndo apresentaram diferenca significativa quando comparados com o controle.
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Figura 10- Inibicdo da hemdlise de eritrécitos humanos induzida por AAPH, incubados durante 120,
180 e 240 min, com diferentes concentragdes (ug/mL) de acido ascérbico e Np Se®. Os valores sao
expressos como média £+ SEM.* P < 0,05; ** P < 0,01; ***P < 0,001 comparados ao grupo Controle
AAPH.
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Com os dados inseridos na Figura 10 pdde-se entdo demostraram que as Np
Sel protegem significamente a membrana eritrocitaria da hemolise induzida pelo
(AAPH), de um modo independente da concentracdo da Np Se® e dependente do
tempo de incubacéo.
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5.3. INIBICAO DA PEROXIDACAO LIPIDICA

A capacidade das Np Se® em inibir a peroxidacdo lipidica de eritrocitos
humanos induzidos por AAPH foi estudada através da dosagem de malondialdeido
(MDA) via espectroscopia no tempo de 180 min (Figura 11). Através dos dados
observados na Figura 8 pode-se verificar que ambas, acido ascoérbico e as Np Se°
inibiram a peroxidacéo lipidica induzida por AAPH. J& a comparacdo entre ambos 0s
agentes inibidores revelou que as Np Se® apresentaram um maior grau de inibi¢do
sendo os valores de inibicdo iguaisa 23 +2;33+6;30+3;32+£5;30t6e40+3%
nas concentragoes de 0,5; 1; 2; 3; 4 e 5 yg/mL, respectivamente. Ja o 4cido ascérbico
apresentou os graus de inibicdo como sendo 18 + 2; 13+ 2;20+3;16+3;13+2e 17
+ 5 % nas mesmas concentracdes. Cumpre salientar que na concentracao de 5 ug/mL
o percentual de inibicdo foi de 40 £ 3% enquanto em compara¢cdo com o0 mesmo dado
para o acido ascorbico, um reconhecidamente inibidor de peroxidacdo lipidica,
apresentou 17 + 5 % (Figura 10).

Figura 11. Conteudo de MDA em eritrécitos incubados com diferentes concentragdes (ug/mL) de acido
ascorbico e Np Se® por 180 min. O grupo Controle foi incubado apenas com AAPH. Os valores sédo

expressos como média + SEM. * P < 0,05; ** P < 0,01; **P < 0,001 comparados ao grupo Controle.
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Os dados obtidos no presente estudo com Np Se® se mostraram promissores.
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5.3. ESTUDO IN VIVO DE TOXICIDADE VIA CAENORHABDITIS ELEGANS

Observando que as Np Se® apresentaram um potencial antioxidante fez
necessario verificar a toxicidade das mesmas. Para tanto foi utilizado um modelo
biolégico denominado Caenorhabditis elegans (C elegans), modelo amplamente
utilizado como pode-se verificar através de diversos trabalhos publicados na literatura
atual* . Neste estudo, diferentes concentracdes (ug/mL) de Np Se®foram introduzidas
em ambientes contendo nematoides por um tempo de 24 horas e os resultados estéo
apresentados na Figura 12. Através da analise dos dados apresentados na Figura 10,
em comparacdo com o controle negativo de toxicidade, as solucdes das Np Se° nas
concentracdes entre 0,5 pg/mL a 100 pg/mL, ndo apresentaram alteracao percentual
estatica relevante da viabilidade dos nematoides evidenciando, assim, n&o foi
evidente a toxidade neste modelo de experimento biolégico nas concentracdes
avaliadas.

Figura 32- Percentual de viabilidade de nematoides C. elegans tratados com diferentes concentracdes
(ug/mL) de Np Se® por 24h. Os valores sdo expressos como média + SEM.
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¥ Grafico 1 descrito na pagina 26.
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6. CONCLUSAO

Do todo exposto e discutido no presente estudo pdde-se verificar que as Np Se°
foram sintetizadas e caracterizadas conforme descrito na literatura. Além disso,
concernente a sua atividade antioxidante, as Np Se® ndo apresentaram agéo
antioxidante consideravel em concentracdes maiores que 1ug/mL quando
comparadas com &cido ascérbico. Todavia, em concentracfes menores que 1 ug/mL,
as Np Se? apresentaram atividades antioxidantes semelhantes aos obtidos com acido
ascorbico. Quanto a inducdo de hemodlise, as Np Se® atuaram na protecdo das
hemacias ou eritrécitos. Além disso, as Np Se® apresentaram propriedades
completamente dependente da concentracdo no que tange a protecdo da lise das
hemacias ou eritrécitos humanos, contra a acao peroxidativa de AAPH em um tempo
de até 180 min com possivel reducdo de até 40+ 3% com 5 pg/mL bem como a

identificacdo de sua néo toxicidade através do estudo de viabilidade em nematoides
C. elegans.
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8. MEMORIAL DAS ATIVIDADES

8.1 CREDITOS EXIGIDOS PELO PROGRAMA

Total de créditos exigidos pelo programa: 24

Disciplinas obrigatorias: 4
Disciplinas optativas: 15
Seminarios: 4

Estagio Docéncia: 2

AN N NN

Dissertacao: 4

8.2 CREDITOS CUMPRIDOS

Disciplinas Cursadas Créditos | Conceitos

Obrigatoérias

Inovacéao Biotecnoldgica 02 A

Meio Ambiente e Tecnologia 02 B

Seminario | 02 A

Seminario I 02 A

Estagio Docéncia | 02 A

Estagio Docéncia Il 02 A

Optativas

Biologia Molecular Aplicada a 03 A
Biodiversidade e Monitoramento Ambiental

Fundamentos de Quimica Verde 04 A

Processamento de Alimentos Naturais do 04 A
Cerrado.

Aplicacdo Ambiental e Insdustrial de 04 A
Enzimas Microbianas

Total de Créditos Cursados 27

Dissertacao 04 -
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