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Introducéo

A nanotecnologia € um campo da ciéncia e tecnologias aplicadas que visa 0
desenvolvimento de materiais, dispositivos e sistemas funcionais em escala coloidal, ou seja,
entre 1 e 1000 nm [1]. O uso dessa abordagem no aprimoramento de produtos naturais tem
ganhado destaque em estudos recentes, por possibilitar a obtencdo de produtos alternativos
eficazes para multiplas aplicagdes [2,3].

Nesse contexto, o desenvolvimento de sistemas hanométricos possibilitou a aplicacéo
funcional de ativos naturais, como 0s 0Oleos essenciais. Estes sdo metabdlitos de interesse
biotecnologico e terapéutico, mas apresentam limitacGes de aplicabilidade direta tais como alta
volatilidade, alto risco de oxidacéo e estabilidade reduzida de suas propriedades fisico-quimicas
[4]. Ratificando, a nanotecnologia emergiu como uma abordagem inovadora para superar esses
desafios, permitindo a criacdo de nanossistemas que aumentam a estabilidade, a
biodisponibilidade e a eficacia funcional dos OEs [5].

Entre as técnicas empregadas, destaca-se a nanoencapsulacdo, que consiste na
incorporacdo de compostos bioativos em sistemas coloidais, prevenindo a exposigdo e
degradacédo dos OEs, criando assim uma barreira fisica contra agentes externos (luz, oxigénio
e calor), além de facilitar sua liberacdo controlada, o que resulta em maior biodisponibilidade
e eficacia [6]. Varios métodos de nanocarreadores tém sido desenvolvidos, incluindo
nanoparticulas a base de lipidios, nanoparticulas poliméricas, dendrimeros e nanoparticulas
metalicas. Desse rol, os sistemas poliméricos sdo amplamente utilizados na encapsulacdo de
compostos organicos sintéticos ou naturais [7-9].

Os sistemas encapsulados sdo estratégias eficientes para o transporte de substancias
ativas até seus sitios de acdo, possibilitando vantagens como a protecdo de substancias ativas
frente a fatores ambientais, liberacdo controlada, mascaramento de sabores/odores
desagradaveis e aumento do tempo de atuacdo do composto ativo, prolongando a sua eficacia
terapéutica. Neste caso, o tipo de nanoparticula e o local onde a substancia ativa serd exposta
(adsorvida na superficie ou ndo) dependerdo das caracteristicas finais desejadas, como
aplicacdo, tamanho, distribuicdo de tamanhos, grau de biodegradabilidade e compatibilidade do
polimero com a substancia ativa [10].

As proteinas sdo macromoléculas que tém funcbes Unicas e potenciais aplicacdes no
campo biomédico e no desenvolvimento de novos materiais. Por serem anfifilicas, as proteinas
interagem com farmacos hidrofilicos e lipofilicos, logo sdo consideradas ideais para a sintese
de nanoparticulas [11,12]. Nos ultimos anos, as nanoparticulas proteicas tém despertado
exponencial interesse na nanomedicina, pois sdo estaveis, biodegradaveis, ndo tdxicas, ndo
antigénicas e tém alto valor nutricional e abundantes fontes renovaveis. Além disso,
nanodispositivos de proteina tém locais de ligacdo adicionais para varios farmacos e podem ser
facilmente ampliados durante a fabricacdo [13-15].

Dentre as proteinas utilizadas, a albumina destaca-se como um dos carreadores mais
promissores. Sendo elencada como uma macromolécula solivel em agua, de facil purificacdo
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ndo imunogénica e metabolizada in vivo em subprodutos ndo toxicos, o que a torna ideal para
a preparacdo de nanoparticulas [16,17]. Os sistemas nanoparticulados a base de albumina
possibilitam que uma quantidade significativa de droga seja incorporada na matriz de particulas,
devido aos diferentes sitios de ligacdo presentes em sua estrutura [18].

Ao analisar a estrutura primaria da albumina, pode-se perceber que ela é rica em
residuos de aminoacidos carregados, como a lisina, o que permite adsorcéo eletrostatica de
moléculas positivas (por exemplo, ganciclovir) ou negativamente carregadas (por exemplo,
oligonucleotideos) sem a necessidade reagentes adicionais [19,20]. Além disso, nanoparticulas
de albumina podem ser obtidas por técnicas brandas, como dessolvatagdo, emulsificagdo,
geleificacdo térmica, nab-technology e automontagem.

No organismo humano, a albumina € a proteina mais abundante no plasma (35-50
mg/mL), sendo sintetizada principalmente pelo figado, com uma elevada taxa de producéo de
0,4-0,7 mg/h. E importante salientar que esta proteina apresenta alta solubilidade (até 40% p/v)
e estabilidade térmica, podendo ser aquecida até 60 °C por 10 h sem quaisquer efeitos nocivos
ou perda de funcionalidade [21,22].

As albuminas sdo classificadas de acordo com sua origem, destacando-se como a
albumina sérica humana (HSA), albumina sérica bovina (BSA), albumina sérica de rato (RSA)
e aovoalbumina (OVA), oriunda da clara do ovo. Além dessas fontes, a albumina também pode
ser obtida do leite, da soja e de grdos [23].

Por tanto nanocarreadores de albumina sdo considerados sistemas portadores confiaveis
e eficientes, oferecendo vantagens como facil preparo, controle de tamanho, versatilidade de
modificacdo de superficie e compatibilidade com diversos farmacos bioativos [24].

Material e Métodos

Os reagentes utilizados foram de grau analitico. Para a sintese das nanoparticulas,
foram empregados: albumina sérica bovina (p6 liofilizado, >96%), L-cisteina (97%) e 4-metil-
2-(2-metilpropen-1-il)tetrahidropirano (Sigma-Aldrich, USA), alcool etilico absoluto e ureia
(Synth, Brasil). Todas as solu¢bes foram preparadas com agua ultrapura, obtida do sistema de
purificagdo Milli-Q (Millipore Corporation, Billerica, USA).

As nanoparticulas foram obtidas pelo método de dessolvatacdo com reticulacéo via
ligacdo dissulfeto [25]. Para a producdo das nanoparticulas de albumina (NPsBSA), 120 mg de
albumina sérica bovina (BSA) foram dissolvidos em 3 mL de agua deionizada sob agitacao
magnética a 200 rpm, a temperatura ambiente (25 °C), por 5 min. Em seguida, foram
adicionados 0,5 mL de uma solugdo aquosa de ureia (10 mg mL ™), com o intuito de promover
a desnaturacdo parcial das proteinas. Posteriormente, realizou-se a dessolvatacdo por meio da
adicdo controlada de 12 mL de etanol absoluto a solucdo proteica, utilizando uma bomba
peristaltica com vazdo de 1,0 mL min™".

Esse processo resultou na formacao de uma suspensdo turva, indicativa da agregacéao
proteica e da formacdo de nanoparticulas. Como essas nanoparticulas ndo sdo
termodinamicamente estaveis, foi necessaria uma etapa de reticulacdo para estabilizacdo
estrutural. Neste viés, a reticulacdo foi induzida pela adicdo de 3 mL de uma solucéo aquosa de
L-cisteina (0,01 mg mL™), responséavel pela formacao de pontes dissulfeto entre as cadeias
polipeptidicas. A disperséo foi mantida sob agitacdo constante por 2 horas. Apés esse periodo,
as nanoparticulas formadas foram submetidas a trés ciclos consecutivos de centrifugacéo
(13.500 rpm.mint), sendo redispersas em agua deionizada com o auxilio de banho ultrassénico
(5 min) entre cada etapa. Por fim, as amostras foram secas em estufa a vacuo com circulagdo
deara40 °C.

O tamanho hidrodindmico das nanoparticulas e o indice de polidispersividade (PDI)
foram determinados através da técnica de espalhamento dinamico da luz (Horiba, SZ-100). No
mesmo equipamento as medidas de potencial zeta foram realizadas com énfase na mobilidade
eletroforeética das particulas em meio liquido. Em relacdo ao rendimento das nanoparticulas de
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BSA foi determinado pelo método de Bradford, utilizando um espectrofotémetro UV-Vis
(Thermo Scientific, Genesys 10S UV-Vis).

Para consolidar a caracterizacdo das NPsBSA, foram realizadas anélises de: a) MEV
em um microscopio eletrénico de varredura JEOL JSM-7200F FEG; b) DRX, as estruturas
cristalinas ou amorfas das nanoparticulas sintetizadas foram investigadas por espectroscopia de
raios X (Shimadzu XRD 6000); ¢) FTIR, a estrutura quimica das nanoparticulas obtidas foi
caracterizada por meio de um espectrofotdbmetro (Bruker, Vertex 70; d) Analise
termogravimétrica (TG) e a andlise derivada termogravimétrica (DTG) foram realizadas em
equipamento Shimadzu TG-60, com o objetivo de avaliar a estabilidade térmica das NPsBSA.

Resultados e Discussao

Um dos métodos mais utilizados para a sintese de nanoparticulas de albumina é a
dessolvatacéo, devido a sua simplicidade de rota, eficiéncia e reprodutibilidade [26]. Tazhbayev
e colaboradores (2020) obtiveram nanoparticulas de albumina por dessolvatacao, realizando a
reticulagdo com glutaraldeido (GA) [29]. No entanto, o uso do glutaraldeido levanta
preocupacfes em funcdo da sua citotoxicidade, o que acende a necessidade de pesquisar
substitutos para esse agente reticulante. Nesse contexto, a autorreticulacdo via ligacédo
dissulfeto, mediada por cisteina, pode ser considerada uma rota sintética segura para a obtencéo
de nanoparticulas de albumina (NPSBSA) estaveis.

Nesse aspecto, utilizou-se etanol como agente dessolvatante e ureia como agente
desnaturante, responsavel pelo desenovelamento parcial da estrutura proteica [27-29]. A
cisteina foi empregada como agente redutor, capaz de romper as ligacfes dissulfeto
intramoleculares nas macromoléculas proteicas [1,2].

A Tabela 1 apresenta os resultados oriundos do processo de otimizacao de parametros
de sintese das NPsBSA, considerando a variagdo da concentracdo de BSA e do tempo de sintese
em relacdo a parametros dependentes. A sintese das NPsSBSA foi avaliada sob diferentes
condicBes experimentais, variando-se a concentracio inicial de BSA (20,30e40mg mLY) eo
tempo de sintese (2 e 4 horas), com o intuito de determinar a influéncia desses parametros sobre
as propriedades fisico-quimicas das nanoparticulas.

Tabela 1 — Caracteristicas fisico-quimicas das NPsBSA apds variag¢@o da concentragao de BSA e tempo de sintese.
Fonte: Autores (2024).

Ensaio Concentragdo = Tempode  Tamanho das PDI £ SD Potencial Rendimento
inicial de BSA sintese particulas (nm) Zeta(mV)+  de NPs (%) £
mg mL*? (h) +SD SD SD

1 20 2 24753+2,17 0,145+0,037 -26,10+3,64 47,61+1,61

2 30 2 24734+4,73 0,083+0,019 -2847+164 46,54+1,30

3 40 2 257,51+4,77 0,128+0,011 -32,86+2,89 62,17+ 2,07

4 20 4 265,08 +3,87 0,126+0,018 -2955+3,26 51,12+1,09

5 30 4 260,48 +4,09 0,134+0,028 -33,09+2,67 5534+272

6 40 4 249,08 +4,06 0,112+0,010 -36,32+154 58,83+ 2,60

O didmetro médio das NPsBSA variou de 247,34 + 4,73 nm a 265,08 + 3,87 nm,
indicando que as nanoparticulas obtidas estdo dentro de uma faixa de tamanho adequada para
aplicacdes em liberacdo de farmacos, especialmente por favorecerem a penetracdo em tecidos
e prologarem a liberacao sistémica.

O potencial zeta apresentou valores negativos em todas as formulacGes, variando de -
26,10 + 3,64 mV a -36,32 = 1,54 mV, contribuindo para a estabilidade do sistema, evitando a
agregacdo espontanea. De modo geral, observou-se que tanto 0 aumento da concentracdo de
BSA quanto a extensdo do tempo de sintese favoreceram uma maior magnitude do potencial
zeta. O rendimento das NPsBSA apresentou relacdo proporcional a concentracdo inicial de
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BSA, aumentando de 47,61 + 1,61% (20 mg mL™?) para 62,17 + 2,07% (40 mg mL™) apds 2 h
de sintese.

O experimento 3 produziu nanoparticulas estaveis, com potencial zeta = -32,86 + 2,89
mV, didametro médio de particula de 257,51 + 4,77 nm, baixa polidispersidade (PDI = 0,128 +
0,011) e o maior rendimento de encapsulamento do 6xido de rosa (62,17 + 2,07%). Portanto,
esse sistema foi utilizado como condicdo padrdo para a sintese de NPsBSA de potencial
aplicacdo terapéutica.

Os prototipos obtidos foram submetidos a caracterizagdes fisico-quimicas avangadas,
incluindo microscopia eletronica de varredura (MEV), difracdo de raios X (DRX), analise
termogravimeétrica (TG/DTG) e espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR), para identificar possiveis alteracfes estruturais e interacdes quimicas.

Com base nas micrografias obtidas por MEV, apresentadas na Figura 1, é possivel
observar e comparar aspectos morfologicos e dimensionais das nanoparticulas de aloumina. As
NPsBSA apresentaram morfologia ligeiramente elipsoidal, com superficie lisa e contornos bem
definidos. As particulas estdo isoladas sobre o substrato, com distribuicdo homogénea e sem
evidéncia de aglomeracao significativa. O tamanho aparente das particulas nas imagens esta na
faixa inferior a 300 nm, compativel com os dados de DLS. A ampliacdo utilizada nas
micrografias (de 37.000x a 60.000x) permitiu observar detalhes de superficie, os quais
confirmam a regularidade morfologica das nanoparticulas formadas.

Figura 1 — Micrografias de microscopia eletronica de varredura (MEV) de nanoparticulas de albumina por
dessolvatagdo e reticuladas via liga¢do dissulfeto. Fonte: Autores (2024).
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De modo geral, os resultados morfol6gicos obtidos por MEV corroboram a eficiéncia
do método de dessolvatacdo empregado na sintese das nanoparticulas, evidenciando que a
estratégia de reticulacdo via ligacao dissulfeto foi eficaz na formacdo de estruturas estaveis,
com morfologia adequada e tamanho nanométrico [25]. Esses atributos estruturais sdo
essenciais para garantir a biocompatibilidade e a aplicabilidade das nanoparticulas como
sistemas de liberacdo em contextos farmacologicos e terapéuticos.

A andlise dos difratogramas de raios X das NPsBSA, apresentada na figura 2, sugere
um padréo tipico de estrutura predominantemente amorfo, evidenciado pela presenca de picos
largos e de baixa intensidade ao longo do espectro 26, em contraste com os picos nitidos e
intensos que seriam caracteristicos de materiais cristalinos. Esse comportamento amorfo é
compativel com materiais proteicos naturais, como a albumina, que tendem a apresentar
organizagdo molecular desordenada quando processados na forma de nanoparticulas,
especialmente por meio de técnicas como a dessolvatacao.
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Figura 2 — Difratograma de raios X (DRX) de nanoparticulas de albumina. Fonte: Autores (2024).
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A figura 3 apresenta as curvas de analise termogravimétrica (TG/DTG) das NPsBSA.
A analise termogravimétrica sugere a identificacdo de dois principais eventos térmicos: a) faixa
de temperatura entre aproximadamente 80 °C e 150 °C, corresponde a perda de massa associada
a eliminacdo de agua adsorvida, bem como a desnaturacdo parcial da estrutura proteica da
albumina; b) mais expressivo, ocorre entre 280 °C e 350 °C e esta relacionado a decomposi¢io
térmica da matriz proteica, resultando na degradacao das cadeias polipeptidicas e na oxidacéo
dos residuos de aminoacidos [4,5].

Figura 3 — Analise TG/DTG das formulagcdes NPsBSA. Fonte: Autores (2024).
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A espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) foi utilizada
para investigar os grupos funcionais presentes nas amostras e a matriz de albumina nas

nanoparticulas desenvolvidas. Os espectros correspondentes as nanoparticulas de albumina
(NPsBSA\) estdo apresentados na Figura 4.
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Figura 4 — Analise por FTIR das nanoparticulas de albumina (NPsBSA). Fonte: Autores (2024).
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A banda em 3271 cm™ corresponde ao estiramento N-H (amida A), refletindo a
presenca de ligagoes peptidicas. O pico em 2932 cm ™ refere-se ao estiramento C—H de cadeias
laterais alifaticas [7]. As bandas em 1644 ¢ 1538 cm ™! sdo atribuidas as amidas I (C=0) e IT (N—
H e C-N), respectivamente, que sdo fundamentais para a conformacao secundéria da proteina
[8,9]. A amida III aparece em 1237 cm™!, associada as vibragdes combinadas de N-H e C-N,
enquanto a banda em 1383 cm™! refere-se & deformag&o de grupos metil [7].

Conclusdes

O presente estudo demonstrou que a sintese de nanoparticulas de aloumina (NPSBSA),
obtidas por dessolvatacdo com reticulagdo via ligagOes dissulfeto, resultou em um sistema
nanoestruturado estavel, com propriedades fisico-quimicas adequadas, alta biocompatibilidade
e potencial aplicacdo terapéutica. A caracterizacdo morfoldgica e estrutural confirmou a
formacdo de nanoparticulas com comportamento predominantemente amorfo, enquanto a
analise termogravimétrica indicou um aumento na estabilidade térmica do nanossistema.

Em conjunto, os achados deste estudo reforcam a viabilidade do uso de nanoparticulas

de albumina como sistemas carreadores eficientes para compostos naturais lipofilicos naturais
ou sintéticas, abrindo perspectivas para futuras aplicacdes terapéuticas.
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