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RESUMO

A nanotecnologia vem ganhando espac¢o no cenario mundial como ferramenta
promissora para O agronegocio, por trazer beneficios a saude animal.
Entretanto, o desenvolvimento desses novos produtos gera uma preocupagao
a nivel biolégico e ambiental, faz-se entdo, necessarias pesquisas de
toxicidade a fim do seu uso seguro e eficaz. Nesse contexto, o presente
trabalho propds-se a obter nanoparticulas de quitosana fluorescentes
contendo albendazol, aplicar e avalia-las frente ao efeito de exposi¢cdo aguda
em peixe-zebra (Danio rerio), modelo proeminente que mostra vantagens
como método econdbmico e rapido de alta compatibilidade para estudos
toxicolégicos de nanocompostos. Aplicou-se as ferramentas da quimica
computacional para realizar o estudo tedrico de interacédo intermolecular pelo
método de docagem, o que demonstrou a quitosana como um transportador
capaz de encapsular espontaneamente as moléculas de albendazol, farmaco
modelo, devido as forgas de ligagdes do hidrogénio. As nanoparticulas de
quitosana fluorescentes por gelatinizagdo ionotrépica foram desenvolvidas
com o farmaco (F1) e sem o farmaco (FB), e caracterizadas por tamanho
médio, indice de polidispersividade, carga superficial e estudo de estabilidade
por noventa dias. A F1 apresentou tamanho médio (174,8 £ 1,097), indice de
polidispersividade (0,219 + 0,009) e carga superficial (29,7 + 1,15) e FB
tamanho médio (448,8 + 98,66), indice de polidispersividade (0,544 + 0,073) e
carga superficial (27,8 + 3,48). Com isso, as nanoparticulas de quitosana
fluorescentes contendo albendazol obtidas por gelatinizagdo ionotrépica
apresentaram  propriedades fisicas: tamanho médio, indice de
polidispersividade e carga surpeficial promissoras para estudos de aplicagao

em banhos terapéuticos.

Palavras chaves: Nanoparticulas de quitosana; albendazol; estudo teorico;

estabilidade.
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ABSTRACT

Nanotechnology has been gaining ground on the world stage as a promising
tool for agribusiness, as it brings benefits to animal health. However, the
development of these new products raises a biological and environmental
concern, so toxicity research is necessary in order to ensure their safe and
effective use. In this context, this work has aimed to obtain fluorescent
chitosan nanoparticles containing albendazole, then apply and evaluate them
against the effect of acute exposure in zebrafish (Danio rerio), a prominent
model that shows advantages as an economical and fast method of high
compatibility for toxicological studies of nanocompounds. Computational
chemistry tools were applied to carry out the theoretical study of intermolecular
interaction by the docking method, which has shown chitosan as a carrier that
is able to spontaneously encapsulate albendazole molecules, a model drug,
due to hydrogen bonding forces. Fluorescent chitosan nanoparticles by
ionotropic gelatinization were developed, both with the drug (F1) and without
the drug (FB) and characterized by average size, polydispersity index, surface
charge and stability study for ninety days. F1 showed average size (174.8 +
1.097), polydispersity index (0.219 + 0.009) and surface charge (29.7 £ 1.15),
and FB showed average size (448.8 + 98.66), polydispersity index (0.544 +
0.073) and surface charge (27.8 + 3.48). Therefore, the fluorescent chitosan
nanoparticles containing albendazole obtained by ionotropic gelatinization
showed physical properties: average size, polydispersity index and surface

charge as promising for application studies in therapeutic baths.

Keywords: Chitosan nanoparticles; albendazole; theoretical study; stability.
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1 INTRODUGAO

A busca por fontes de proteina bem como uma alimentagcdo mais saudavel
vem crescendo no Brasil e no mundo. Segundo a Associagdo Brasileira da
Piscicultura (Peixe Br), em 2020, a cadeia de produgéo de peixes cultivados atingiu
802 mil toneladas, uma receita de 8 bilhdes. Dentre as espécies mais cultivadas
tem-se o Tambaqui (Colossoma macropomum), um peixe de agua doce com
potencial econémico tanto no cenario nacional quanto na regidao Amazdénica por
apresentar, além da palatabilidade da carne, um alto valor comercial. Conforme o
Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), desde 2020 o estado do Para
esta entre os quatro maiores produtores brasileiros de Tambaqui, atingindo uma
producao de 8 mil toneladas. Entretanto, as parasitoses comumente encontradas em
ambientes de cultivo representam fator limitante para sua criagdo, gerando perdas
para os piscicultores (SANTOS et al. 2013; LOPES et al., 2016; FERNANDES et al.,
2018).

O Albendazol (ABZ), da classe dos benzimidazéis, € um farmaco utilizado
para o tratamento anti-helmintico de uso comum na medicina humana e veterinaria
(PRANZO et al., 2010). Segundo o Sistema de Classificagdo Biofarmacéutica (BSC),
o ABZ é classificado como Tipo Il, com alta permeabilidade e baixa solubilidade
aquosa, comprometendo assim a absorgdo e, consequentemente, apresenta baixa
biodisponibilidade (LIU et al., 2013; IBRAHIM et al., 2014). Assim, para solucionar
esse problema, estudos relatam a aplicagdo da nanotecnologia para melhorar as
caracteristicas farmacocinéticas do ABZ (KANG et al., 2017; MANSURI et al., 2016;
DUMAN; KAYA 2016; ZHU et al., 2015).

Nesse contexto, a nanomedicina vem ganhando espago com o surgimento de
um novo campo de pesquisa, criando diferentes formas de aplicagdo, avaliagao e
terapéutica, bem como monitoramento de sistemas biolégicos quando expostos aos
nanomaterias. Para garantir o desenvolvimento da nanotecnologia, € necessario
avaliar a nanotoxicidade in vivo e explorar os mecanismos biolégicos que sao
desencadeados (JIA, HAO-RAN et al. 2019; LU, J., TANG, M., & ZHANG, T., 2019).

Dentre os polimeros utilizados para desenvolvimento de nanoparticulas para
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aplicagdo humana e veterinaria, a quitosana vem se destacando por apresentar
propriedades fisico-quimicas interessantes. Os sistemas nanoestruturados para fins
de liberacao controlada de farmaco destacam ainda mais a necessidade de realizar
os estudos de nanotoxicidade. Na literatura, foram realizadas investigagdes e
estabeleceu-se a toxicidade de diversos nanocompostos, dentre estes,
nanoparticulas etalicas, nanomateriais de carbono, nanoparticula de silica e
nanoparticulas de uitosana (WANG, BING, et al.,, 2013; CHEN, YU, HANGRONG
CHEN, AND JIANLIN HI., 2013; WANG, HAIFANG, et al., 2013; SUN, YUN, et al.,
2015).

O desenvolvimento de nanoparticula polimérica de origem natural como a
quitosana vem ganhando destaque no desenvolvimento de sistemas
nanoestruturados  devido suas propriedades como  biodegradabilidade,
biocompatibilidade e alta disponibilidade na natureza (ZARGAR, ASGHARI, &
DASHTI, 2015; YA-XUAN, et al.,, 2018). Caracteristicas como facilidade de
modificagdo quimica, tamanho e cargas superficiais controlaveis e boa estabilidade,
fazem esses nanomateriais se tornarem uma importante estratégia para producao
de nanomedicamentos (BANIK, B. L., FATTAHI, P., & BROWN, J. L. (2016); ZHU,
YA-XUAN, et al.,, 2018), fazendo necessaria a investigacdo desses sistemas em
estudos in vivo para seguranca e eficacia dos mesmos (ALBANESE, A., TANG, PS,
& CHAN, WC (2012); BOBO, DANIEL, et al. 2016).

No intuito de avaliar a nanotoxicidade dos sistemas desenvolvidos, o peixe-
zebra (Danio rerio) € um modelo proeminente e mostra vantagens como meétodo
econbmico e rapido de alta compatibilidade para estudos toxicoloégicos de
nanocompostos (HILL, ADRIAN J., et al., 2005; SHULL, AUSTIN Y., CHIEN-NA A.
HU, AND YONG TENG. 2017; HAQUE, E., & WARD, A. C. 2018). A versatilidade do
peixe-zebra pode ser empregue como uma ferramenta para elucidar a liberagao
controlada de farmacos e explanar a biodistribuicdo, bem como avaliagoes
alternativas terapéuticas (SIEBER, SANDRO, et al., 2019). A busca pelo
desenvolvimento de sistemas nanoestruturados para fins de liberacdo controlada de
farmaco estd em ascensdo, entretanto, os estudos relacionados sobre
nanotoxicidade dos mesmos sdo poucos. Em investigacbes da literatura foram
encontrados utilizando como modelo embrides de peixe-zebra em sistemas de
escala nanométrica como lipossomas, nanoparticula poliméricas e nanoparticulas de
silica (SIEBER, SANDRO, et al., 2019; LEE, KEON YONG, et al., 2017).
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O presente trabalho propde a obtencdo de nanoparticulas de quitosana
fluorescentes contendo albendazol (NP QTS/ABZ), avaliar a capacidade de
encapsulacdo da matriz polimérica com o farmaco através do estudo tedrico e
estudo de estabilidade para posterior aplicacdo e avalia-las frente ao efeito de

exposi¢cao aguda em biomarcadores do peixe-zebra (Danio rerio).

2 REVISAO DA LITERATURA

2.1. Andlise da piscicultura no Brasil e no mundo

Segundo a Organizagcdo das Nagdes Unidas para a Alimentagdo e a
Agricultura (FAO, 2019), a produgédo de pescados é dividida entre a pesca extrativa
e a aquicultura. A pesca € a atividade que se baseia na retirada do alimento do
ambiente natural, e a aquicultura é o cultivo, normalmente em um espac¢o confinado
e controlado (tanques), de organismos aquaticos, tais como peixes (piscicultura),
crustaceos, moluscos, algas, e qualquer outra forma de vida aquatica de interesse
econdmico.

A piscicultura faz parte de um conjunto de atividades de cultivos da vida
aquatica em regime de confinamento e vem sendo apontada como a proxima
fronteira mundial na producao de alimentos, devido o crescimento populacional,

gue se preocupa com o consumo de carnes mais saldaveis, bem como fontes
de proteinas e o interesse em relagdo a sustentabilidade ambiental, estdo entre os
principais desafios serem enfrentados pelos produtores para as proximas décadas
(FAO, 2018; 2019).

Segundo a FAO (2019) a produgdo mundial atingiu 205 milhdes de toneladas,
desse total, 54,5% foram da aquicultura. Entre 1961 e 2019, o consumo de pescado
no mundo aumentou, tendo sido superior ao crescimento da populagdo e do
consumo de carne (FAO, 2019). O Brasil produziu 561mil toneladas, ocupando o 13°
lugar no ranking geral dos maiores produtores de pescado. Segundo o IBGE
(Instituto Brasileiro de Geografia e Estadistica), com uma taxa de crescimento de

1,5% em relagéo do ano seguinte. Estes resultados para um pais como o Brasil com
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caracteristicas hidricas em abundéancia, clima favoravel e produg¢do ainda incipiente
vem apresentando potencial para um maior desenvolvimento da atividade com
destaque no cenario internacional.

A Associagao Brasileira da Piscicultura (Peixe Br) através do anuario (2020)
divulga o balango da piscicultura brasileira em 2019, a produgao cresceu 4,9% em
relacdo ao ano anterior e atinge 758 mil toneladas. A Tilapia lidera no cenario
nacional com 57% da produgéo, outras espécies crescem e contribuem com 5% do
total. Dentre elas destaca-se o cultivo do Tambaqui, segundo a Embrapa (2017), as
espécies mais cultivadas no pais, por regido, sado: |) tambaqui, pirarucu e pirapitinga
na regido Norte; Il) tilapia e camardo marinho no Nordeste; Ill) tambaqui, pacu e
pintado no Centro-Oeste; IV) tilapia, pacu e pintado no Sudeste; e V) carpa, tilapia,
jundia, ostra e mexilhdo na regiao Sul. Em ralacdo ao percentual de participacao de
cada estado, o nordeste presentou a maior participacdo no mercado do pais, com
26,8%, logo apos a regidao norte, com 25,7%; a regido sul, com 24,2%; a regiao
centro-oeste, com 12,6%; e o sudeste, com 10,7%.

Com relacdo ao consumo de peixes, o brasileiro consumiu em média 9,6
kg/ano (FAO, 2019). Conforme o estudo de Lopes, de Oliveira e Ramos (2016), o
consumo de peixes pela populacdo brasileira é ainda incipiente, por questbes de
preferéncias alimentares, visto que mesmo entre as pessoas com maior poder
aquisitivo, existe a preferéncia pelo consumo de outros tipos de carnes. Os autores
expdem a necessidade de divulgagdo para o conhecimento da atividade pela
populacéao.

A procura crescente de carnes de peixes no Brasil para inclusdo na dieta
alimentar é motivada por estas serem ricas em édmega 3, 6, 9 e por serem fontes
proteicas mais saudaveis e sustentaveis. A producdo da aquicultura é considerada
cada vez mais como resposta as questdes de seguranga alimentar em todo o mundo
(FAO, 2019). Nesse sentido, a piscicultura surge como atividade zootécnica capaz
de contribuir para o consumo de carnes mais saudaveis. E nesse cenario que o
tambaqui (Colossoma macropomum), peixe tropical nativo dos rios Amazonas e
Orinoco, pertence a classe Osteichthyes, ordem Characiformes e familia
Serrasalmidae, € o segundo maior peixe de escamas de agua doce da América do
Sul e vem sendo amplamente difundido em diversas regides do pais e do continente
sul-americano devido a palatabilidade da carne, crescimento rapido e alto valor
comercial. (MENDONCA et al., 2009; DAIRIKI et al., 2011).
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Contudo, ao longo dos anos o Brasil vem se destacando, devido suas
grandes vantagens territoriais bem como recursos hidricos para o desenvolvimento
dessa atividade. Possui cerca de 10 milhdes de hectares de agua doce em represas,
rios e lagos. (RORIZ et al., 2017; BARONE et al., 2017). A piscicultura tem se
mostrado promissora para os investidores e vem firmando seu produto no cenario
mundial com alta qualidade, aprimorando técnicas de cultivos, e assim difundindo
tecnologia de criagdo de peixes em cativeiro (ASCHE, 2008; FUENTES-SANTOS et
al., 2015).

2.2 Alternativas terapéuticas para aplicagdao no tratamento de patologias

na piscicultura

A expansao da piscicultura no Brasil passa por uma fase de consolidagao, a
partir da intensificacdo da criagdo surge a exigéncia de maiores conhecimentos
sobre o manejo adequado de modo a promover melhoria nas condigbes de saude
dos peixes, bem como entregar ao consumidor final um produto de qualidade com
alto teor de proteinas e acidos graxos. Nesse sentido, a busca por substancias tanto
de origem vegetal como sintéticas com atividade eficaz para o tratamento de
patologias na piscicultura vem ganhando espago na comunidade cientifica.
Entretanto, o estresse, que consequentemente acarreta patologias que acometem
0s animais no regime de confinamento acaba gerando perdas econdmicas
significativas ao produtor. Alguns problemas que os produtores tem enfrentado
devido manejo inadequado sdo: alta densidade de peixes em areas pequenas, baixa
qualidade da agua, alimentacdo inadequada e infecgbes parasitarias (TAVARES-
DIAS et al., 2006; FAO, 2016).

Infeccbes parasitarias sdo um dos fatores que limitam a piscicultura, e podem
estar relacionadas por implicagdes ambientais, genéticas e nutricionais (TAVARES-
DIAS et al., 2006). As doengas nao infecciosas s&o controladas por boas praticas de
manejo e higiene nos ambientes de cultivo (OWENS, 2012; LUCAS; SOUTHGATE,
2012). Ja as doencas infecciosas sdo as mais estudadas, pois o tratamento exige
cuidados mais refinados do manejo com aplicagdes de medicamentos para o

controle da disseminacgao e recuperagao dos animais infectados.
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A utilizagdo de substancias quimicas para o controle de patologias na
piscicultura iniciou com uso de banhos com cloreto de sodio para o controle de
ectoparasitas, outras substdncias muito conhecidas sdo a formalina e os
desinfetantes com cobre, eficazes para o controle de protozoarios que infectam
espécies de agua doce, dentre outros (BRAVO, 2005; PICON-CAMACHO et al.,
2012).

As parasitoses sao responsaveis por alta mortalidade na piscicultura em
regime de confinamento (tanques) devido os parasitas alimentarem-se de sangue,
podendo causar lesdes severas e com nivel alto de contagio, provocando altos
indices de mortalidade. O grau de infestagdo das branquias, por exemplo, dificulta a
respiracdo dos peixes, causando a morte por asfixia (DIAS et al., 2016). As
parasitoses comumente encontradas no ambiente de cultivo sdo da classe dos
Monogenea, ectoparasitos com ciclo de vida direto (EIRAS et al., 2010; NOGA,
2010), ou seja, em apenas um hospedeiro, o que o torna um dos parasitas mais
problematicos para a piscicultura de Tambaqui (SANTOS et al., 2013), devido a sua
capacidade de proliferagao no corpo e branquias dos peixes.

Alguns farmacos ja sdo bastante utilizados para o tratamento de parasitoses
na piscicultura, dentre os ativos utilizados estdo a formalina, o sulfato de cobre, o
cloreto de soédio, o permanganato de potassio, o levamisol, albendazol e
praziquantel com eficacia comprovada de 65% para monogenéticos. Entretanto,
existem relatos de efeitos toxicos e acumulo de residuos na musculatura oferecendo
risco para o consumidor e para o meio ambiente (ONAKA et al. 2003; KATHARIOS
et al. 2006; MACIEL, 2009).

Nos Estados Unidos da América (EUA), a Food and Drug Administration (FDA)
restringe bastante o uso de farmacos em peixes, pois podem causar resisténcia dos
parasitas, bem como a geragdo de residuos no meio ambiente. As industrias da
piscicultura sao obrigadas a vigiar os fatores de riscos, no intuito de minimizar a
incidéncia de doencas. Os farmacos aprovados pela FDA nos EUA sdo a formalina,
o sulfadimetoxina/ormetoprim, o sulfamerazina, o oxitetraciclina, o metasulfanato de
tricaina e operéxido de hidrogénio (GONZALEZ-MANTILLA, 2010).

No Brasil, compostos de baixa prioridade sdo empregados em condigbes
especificas, tais como, acido acético, 6xido de calcio, cloreto de sddio, potassio e
calcio, iodo e bicarbonato de sddio. A natureza quimica destes compostos € de

baixa complexidade e facil biotransformagdo no organismo e meio ambiente. Uma
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grande parte dos farmacos é soluvel em agua e também podem ser adicionados no
alimento e outros s&o aplicados por vacinas (GONZALEZ-MANTILLA, 2010).

O uso de substancias quimicas na piscicultura pode ser prejudicial na cadeia
alimentar e para o meio ambiente. Desta forma, tem-se buscado métodos
alternativos para o controle de doengas em organismos aquaticos. Dentre estas
novas alternativas, destaca-se o uso de produtos de origem vegetal, pois apresenta
alta disponibilidade, eficacia no controle de patdégeno e baixa toxicidade (DE
QUEIROZ; DE ALMEIDA, 2013). Alguns trabalhos encontrados na literatura utilizam
extrato aquoso de folhas de amendoeira (Terminalia catappa) por exemplo, foi
evidenciada no controle dos monogenéticos ectoparasitas Gyrodactylus spp. e
Dactylogyrus spp. (CHANSUE; TANGTRONGPIROS, 2005; SANTOS, 2013).

Alguns fitoterapicos bastante estudados efetivos para o uso em piscicultura
sdo extraidos de plantas como, alho (Allium sativum), e tem como principais
propriedades imunoestimulantes, antibacteriano e antifungico (Pereira, 2015).
Cominho-negro (Nigellasativa), tem como propriedades aumentar a atividade das
células de defesa e células T, inibir crescimento bacteriano e bons resultados contra
parasitoses (TAVECHIO, 2009), Equinaceas (Echinacea spp.), Manjerona (Origanum
marjorana) e folhas de Nim ou Neem (Azadirachta indica) (DIAB et al., 2008; JOHN
et al.,, 2007; MESALHY et al.,2007; CHITMANAT et al., 2005 a e b; CRUZ, 2005).
Banhos profilaticos com sal, formol ou permanganato de potassio, bem como evitar
estressar os animais, pois € uma das causas que deixa os peixes susceptiveis a
parasitoses, devido a alta concentragao de cortisol no sangue.

Neste sentido, a busca por novas alternativas terapéuticas para controle de
parasitoses e melhoramento do manejo, diminuindo com isso os custos de produgao
e agregando maior valor ao produto final, esta levando os pesquisadores em busca
de alternativas para melhorar a qualidade de vida destes animais em seus

ambientes de cultivos (tanques).

2.3 Nanotecnologia farmacéutica: Sistemas de Liberagcao Controlada

para aplicagao na piscicultura
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A expansao da piscicultura no Brasil passa por uma fase de consolidacéao, a
partir da intensificagdo da criagdo surge a necessidade de maiores dominios sobre o
monitoramento da agua, qualidade da racao, pratica do manejo e saude dos animais,
para poder promover assim um produto final de qualidade com alto teor de proteinas
e 6megas, para fins de potencializar o agronegocio no pais (Anuario Peixe Br, 2020).
Nos ultimos anos a produgé&o nacional avangou significativamente e posicionou o
Brasil entre os maiores produtores de Tilapia do mundo. O mercado interno
aumentou o consumo de pescados (SCHULTER; VIEIRA FILHO, 2018).

Os maiores problemas advindo dos peixes criados em cativeiro enfrentado
pelos produtores sdo devido ao manejo inadequado como: alta densidade de peixes
em areas pequenas, baixa qualidade da agua, alimentagdo inadequada e infecgcbes
parasitarias (TAVARES-DIAS et al., 2006; FAO, 2016). O comportamento desses
animais pelo estresse e, consequentemente, as patologias que os acometem no
regime de confinamento acabam gerando perdas econbémicas significativas ao
produtor, levando a utilizacdo de substancias quimicas de forma indiscriminada no
setor da piscicultura. Esse fato causa risco de toxicidade para os consumidores do
produto e poluicdo ao meio ambiente por algumas destas substancias ndo serem
biodegradaveis e/ou de facil eliminagéo natural.

Busca-se, entdo, novas alternativas como desenvolvimento de formulagcbes
atoxicas, biodegradaveis e seguras para os animais € o meio ambiente (GONZALEZ
et al.,, 2014). Baseada nesse contexto, a nanotecnologia vem ganhando espago na
comunidade cientifica como potencial ferramenta no desenvolvimento de
formulagdes contendo substancia ativa de interesse para o tratamento de patologias
voltada para aplicagao na piscicultura.

O emprego da nanotecnologia relacionada ao sistema de liberagcado controlada
(SLC) de principio ativo proporciona algumas vantagens em relacdo aos sistemas
convencionais, dentre elas: liberagado controlada e prolongada da acao do farmaco,
administracdo mais segura (menor numero de doses) com diminuicdo de efeitos
toxicos e aumento do indice terapéutico (BARBUCCI, 2002; AZEVEDO, 2003; KAH,
M. et al., 2015).

Na preparagdo desses sistemas nanocarreadores, varios sdo os tipos de
polimeros empregados para sua obtencdo, podendo ser de origem natural ou
sintético, com destaque para o polimero quitosana (QTS), amplamente utilizado em

formulagdes farmacéuticas com aplicagcdo na medicina humana e veterinaria, devido
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as suas caracteristicas de baixo custo, atoxicidade, biocompatibilidade,
biodegradabilidade e mucoadeséo (KUMAR, 2008; GUNBEYAZA et al, 2010; NIU et
al. 2013). Os principais objetivos da nanoencapsulagdo sdo: auxilio na protegcao
frente a degradacgao por agentes externos, como temperatura e umidade, melhorar a
solubilidade aquosa e consequentemente a biodisponibilidade, aumentando assim, a
eficacia terapéutica. (DUMAN, F.; KAYA, M. 2016).

O farmaco modelo, Albendazol (ABZ) (5- (propiltio) -1-H-benzimidazol- 2-il
carbamico) (Figura 5), € um dos agentes anti-helminticos de amplo espectro mais
efetivo, bastante conhecido na medicina humana e veterinaria. E identificado como
classe Il do sistema biofarmaceutico devido a sua baixa solubilidade em agua (RAI
at al., 2000; KORADIA et al.,, 2012). Essa propriedade relacionada com a baixa
solubilidade aquosa compromete a absor¢cdo e consequentemente a
biodisponibilidade (LIU et al., 2013; IBRAHIM et al., 2014). Segundo a literatura
(PRANZO et al 2010; FLORES, 2010), para o ABZ sao reportadas duas formas
polimérficas (I e Il). A forma | é considerada polimorfo metaestavel a temperatura
ambiente, por apresentar maior solubilidade que a forma polimorfica Il

A busca por nanoformulagdes de interesse na piscicultura € uma alternativa
para carrear ativos em sistemas de liberacdo controlada, dentre os sistemas
estudados encontra-se na literatura nanocapsulas poliméricas devido a sua
capacidade de interagir com a mucosa e aumentar a permeacao de drogas pela pele
e branquias dos peixes (TORCHILIN, VLADIMIR P (2014); CHARLIE-SILVA, IVES et
al. 2020).

O wuso de nanoparticulas para carrear antigenos se associa ao
desenvolvimento de vacinas a fim de prevenir e controlar doengas infecciosas na
piscicultura. Nesse sentido, encontra-se na literatura varios tipos de nanoparticulas
para administragdo de vacinas para peixes, incluindo polimeros biodegradaveis,
nanolipossomas, nanotubos e complexos imunoestimulantes (poli acido latico-co-
glicdlico) e a quitosana sao formas de nanosistemas mais estudadas (BRUDESETH
et al., 2013; VINAY, THARABENAHALLI NAGARAJU et al. 2018).

Diante do avancgo da piscicultura no Brasil nas ultimas décadas, esse trabalho
segue a vertente pela busca de uma alternativa terapéutica inovadora empregando
as nanoparticulas de quitosana fluorescentes contendo albendazol como sistemas

de liberacao de farmaco para sanidade de tambaquis Amazdnicos.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Obter nanoparticulas de quitosana marcadas com isotiocianato de fluoresceina
contendo albendazol, avaliar a capacidade de encapsulagdo da matriz polimérica
com o farmaco através do estudo tedrico e estudo de estabilidade para posterior
aplicacado e avalia-las frente ao efeito de exposicdo aguda em biomarcadores do

peixe-zebra (Danio rerio).

3.2. Objetivos especificos

3.2.1 SEGAO COMPUTACIONAL

e Otimizar as estruturas tridimensionais da Quitosana (QTS), Isotiocianato de
Fluoreisceina (FITC) e Albendazol (ABZ) a nivel de mecanica quantica utilizando

o funcional hibrido B3LYP no softwere Gaussian 09;

e FElucidar as interagbes intermoleculares entre as QTS-FITC e ABZ através de

Docagem Molecular;

e Obter Mapa do potencial eletrostatico das moléculas em estudo.

3.2.2 SEGAO EXPERIMENTAL

e Obter as nanoparticulas de quitosana marcadas com isotiocianato de
fluoresceina contendo Albendazol (NP QTS|ABZ);
e Caracterizar NP QTS|ABZ em tamanho médio, indice de polidispersividade e

carga superficial;
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® Realizar estudo de estabilidade das nanoparticulas em 90 dias.

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Materiais

Os reagentes e solventes utilizados sdo de grau analitico com alta pureza. Os
regentes: quitosana (QTS) grau de desacetilagdo 85%; Baixo peso molecular;
Substancia Quimicas de Referéncia, Albendazol; Tripolifosfato de sodio (TPP);
Isotiocianato de Fluoresceina (FITC) todos obtidos pelo fabricante Sigma. Os
solventes utilizados: Acido acético P.A; Alcool etilico P.A. e Metanol desidratado P.A

todos com grau de 99% de pureza e obtidos pelo fabricante Synth.

4.2 Métodos

4.2.1 SECAO COMPUTACIONAL

4.2.1.1 Modelos estruturais

As estruturas dos constituintes da formulacéo QTS, FITC e ABZ foram obtidas
em 2D do banco de dados National Center for Biotecnology Informatipon (NCBI) e
posteriormente desenhadas tridimensionalmente e minimizadas através da
mecanica classica MM 2+ no programa CHEM 3D ULTRA 12.2.0 (Cambridge Soft
Corporation, Cambridge, MA). A partir das estruturas minimizadas foram realizados
célculos para otimizagdo da energia usando o funcional hibrido B3LYP e o conjunto
de funcbes de base 6-31G (d,p) no programa Gaussian 09 (FRISCH et al, 2009) .
Em seguida, desenhou-se a quitosana marcada com FITC (QTS-FITC) segundo o

trabalho de (ZHAO et al 2006), posteriormente, foi aplicado o calculo para



23

otimizagao da estrutura. A visualizacdo das moléculas otimizadas foi realizada com o
programa Visual Molecular Dimanycs (VMD) (HUMPHREY et al., 1996).

4.2.1.2 Mapa do Potencial Eletrostatico (MPE)

Foi calculado o Mapa do Potencial Eletrostatico (MPE) para QTS e ABZ. As
superficies de MPE foram descritas como ponto de carga, e derivadas do método
B3LYP/6-31G (d,p) calculados no programa Gaussian 09 (FRISCH et al, 2009) e
geradas pelo programa Molekel Visualization ( PORTMANN et al., 2000). Essas

superficies correspondem a um valor de isodensidade igual a 0,05 a.u.

4.2.1.3 Método de Docagem Molecular

Com objetivo de compreender e quantificar as interagdes entre QTS-FITC e o
ABZ, foi realizado o estudo de Docagem Molecular, onde é possivel visualizar as
interacdes moleculares (Ligacao de Hidrogénio, Dipolo-Dipolo ou Van Der Waals) no
programa Autodock Vina (TROTT, Oleg; OLSON, Arthur, 2010). Neste estudo, foi
adotada QTS-FITC como ligante e ABZ como receptor fixo. O processo de Docagem
Molecular foi realizado por predigdo de afinidade em um complexo receptor-ligante,
pelo método da fungdo de pontuagdo, fundamentada no método estocastico de
Monte Carlos.

O estudo de Docagem Molecular foi realizado com o software AutoDock 4.2
para QTS-FITC e o ABZ, utilizando precisdo regular com um maximo de 100
conformacgdes por candidato. As cargas de Kollman e os hidrogénios necessarios
para o calculo foram adicionados na molécula de QTS-FITC. As ligagdes rotativas do
ligante foram automaticamente ajustadas e os seus hidrogénios nao polares foram
removidos. As conformacdes foram classificadas utilizando a funcdo de pontuacao
‘scoring” e o algoritmo Lamarckiano Genético. Apds a localizacdo de sitios de
ligacdo, as conformacgdes do complexo estabelecido foram otimizadas utilizando o

algoritmo steepest decent para convergéncia com um maximo de 10 interag¢des.
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Além dos estudos de docagem molecular, que viabilizaram a compreensao
das interagbes entre QTS e ABZ, outra ferramenta da quimica computacional
utilizada para assegurar a agregagcao molecular, sistema de encapsulagcdo e
definicdo de estabilidades de formulacdes, esta pautada na utilizagdo dos estudos
de dindmica molecular aplicados ao polimero de QTS (RAZMIMANESH, AMJAD-
IRANAGH, 2015; SANYAKAMDHORN et al., 2013; WANG et al., 2013).

As formulagcdes foram desenvolvidas em duas etapas: na primeira etapa,
marcou-se o0 polimero de quitosana com a fluoresceina e posteriormente o
desenvolvimento da nanoformulagdo contendo o ativo (ABZ). A caracterizagdo de
tamanho médio, indice de polidispersao (PDI) e carga superficial foram realizadas no

equipamento ZetasizerNano (Malvern).

4.2.2 Secao experimental

4.2.2.1 Marcagéao da quitosana com isotiocionato de fluoresceina (FITC)

Inicialmente, uma solugdo de FITC (100 mg) foi preparada em 150 mL de
metanol desidratado. Em seguida, esta solu¢ao adicionada a um volume de 100 mL
de solucdo de QTS (1 %) em acido acético 0,1 M, permanecendo essa reagdo em
repouso durante 24 horas protegida da luz, tempo necessario para ocorrer a ligagao
entre o grupo isotiocianato da fluoresceina e o grupo amino da QTS (COSTA, AC da
S., et al. 2015; ZHAO, Jiayin; WU, Jianmin 2006; MA; LIM, 2003)

A QTS marcada com FITC (QTS/FITC) foi precipitada por elevagéo do pH do
meio (pH 2,35 para pH 9) com solugédo de hidroxido de sodio 0,5M. A precipitagao
tem objetivo de separar a fracao de FITC néo ligada a cadeia polimérica da QTS.
Em seguida fez-se a remoc¢ao do FITC nao ligado por ciclos de lavagem utilizando
agua destilada e centrifugagao (11.000 rpm/ 15 min), até que a nao fluorescéncia
seja detectada no sobrenadante por espectrofotometria (a 490 nm e 520 nm). Por
fim, a QTS marcada foi congelada e liofilizada (ZHAO, Jiayin; WU, Jianmin, 2006;
MA; LIM, 2003). A reacgao a baixo ilustra a ligagao covalente do FITC com a QTS.
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FITC QTS

CH,OH CH,OH

> OH OH

NH;

NH,

FITC QTS QTS/FITC

Figura 1. Esquema da formacao da ligagao covalente QTS-FITC. Fonte: Zhao, J., & Wu, J. (2006),

com adaptacgoes.

Figura 2. Visualizagcdo 3D 1 mondmero de CS fazendo ligagdo covalente ao isotiocianato de
fluoresceina (CS/FITC). Estrutura quimica otimizada MM?. Fonte: Préprio autor (Visual Molecular
Dynamics - VMD).

4.2.2.2 Preparagdo das nanoparticulas contendo albendazol pelo método

Gelatinizagao lonotropica

As nanoparticulas fluorescentes de QTS/FITC reticulada com tripolifosfato de
sédio (NP QTS/ABZ) foram preparadas através da metodologia de Calvo et al (1997)

com adaptacdes. As NP QTS/ABZ foram preparadas em duas etapas: primeiro,
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preparagao das solug¢des reagentes de QTS/FITC e Albendazol (ABZ). Na segunda
etapa, agitagdo mecanica e adigdo do agente reticulante (TPP).

Primeiro 1g de QTS/FITC foi solubilizada sob agitacdo em 500 mL de solugéo
de acido acético (0,2%; 0,6%; 1% v/v). Destas solugdes, foi retirada uma aliquota de
167mL e adicionado 0,6g do agente espessante (Polaxame 188) para obter as
nanoparticulas contendo ABZ (LIU, Yang, et al. 2013).

Na segunda etapa, foram preparadas trés solugbes do farmaco, 0,2g de ABZ
solubilizado em 50mL de acido acético P.A e diluindo com 40mL de alcool etilico P.A.
com tempo de repouso (30 minutos) (Farmacopeia, 5ed. 2010), com adaptagdes.
Estas solugbes foram misturadas e levadas a agitacdo mecénica (1000 rpm) sob
gotejamento de 20mL com vazao de 10mL/min do agente reticulante TPP utilizando
uma bomba peristaltica. (LIU, Yang, et al., 2013). O fluxograma (Figura 3 a baixo)
perpassa pelo processo de obtencao das NP QTS/ABZ. Na Tabela 1 estdo os pesos

em gramas de cada substancia presente na formulagao.

ABZ Agitador mecanico
A. Acético (PA) 9 (1000 rpm) |
A. Etilico (PA) ’
TPP
— / Vaz&o 10 mL/min
QTS/FITC
A. Acético
P6 188

Figura 3. Esquema preparacdo das nanoparticulas fluorescente de quitosana contendo
Albendazol. Fonte: Préprio autor.
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Tabela 1. Trés sistemas coloidais.

Solvente QTS/FITC P6 188 ABZ TPP
CH3COOH 0,2% 19 0,649 0,29 1mg/mL
CH3COOH 0,6% 19 0,69 0,29 1mg/mL

CH3COOH 1% 19 0,69 0,29 1mg/mL

4.2.2.3 Determinacdo da mobilidade eletroforética e tamanho médio das

nanoparticulas

As NP QTS/ABZ em forma de coloide foram primeiramente dispersas em
agua ultra-pura com proporcédo (1:100) e em seguida, o tamanho do raio
hidrodindmico médio, indice de polidispersividade (PDI) e carga superficial das
nanoparticulas foram determinadas através do Zetasizer (Malvern Instruments) com
periodicidade de analises dia 0, 7, 15, 22 e 142 dias. Estas formulacbes
permaneceram armazenadas em temperatura entre 2 - 8°C (geladeira), apenas

retiradas no dia da analise para atingir temperatura ambiente (25°C).

4.2.2.4 Tratamento estatistico

Os resultados foram avaliados com os testes de ANOVA seguido de teste de

Tukey.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Se¢ao computacional
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5.1.1 OTIMIZAGCAO DAS ESTRUTURAS

ApOs a otimizacao das estruturas de QTS, ABZ e QTS-FITC (Figuras 4, 5 e 6),
respectivamente, pelo método Teoria do Funcional de Densidade (TFD) (MORGON
et al., 1995), obtiveram-se os valores minimos de energia para cada molécula, estas
apresentadas na Tabela 3. As estruturas otimizadas foram visualizadas no programa
VMD.

Figura 5. Estrutura derivada do calculo com o método B3LYP/6-31 G(d,p) molécula Albendazol.
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Figura 6. Estrutura derivada do calculo com o método B3LYP/6-31 G(d,p) monémero do QTS-FITC.
Fonte: Autor.

Tabela 3. Energias das moléculas otimizadas pelo método DFT utilizando o hibrido B3LYP

Moléculas Energias (HF)
QTS -1258.8982 Ha
ABZ -1173.8215 Ha

QTS-FITC -2895.3846 Ha

5.1.2 MAPA DO POTENCIAL ELETROSTATICO (MEP)

A partir das estruturas otimizadas foi realizado o calculo da carga superficial
(MPE) para determinar as regides dos orbitais de fronteira da QTS e ABZ. Nas
Figuras 7 e 8, respectivamente, pode-se observar as regides eletrofilicas em azul
(potencial eletrostatico positivo) e regides nucleofilicas em vermelho (potencias
eletrostatico negativo).

O MPE é uma ferramenta da quimica computacional informativa para
distribuicdo de cargas de uma molécula. Tem sido amplamente aplicado em estudos
biolégicos e na definicdo de reatividade (CUBERO et al., 1998). Neste trabalho, o
método foi aplicado para elucidar as interagdes intermoleculares entre moléculas
aqui estudadas. A partir da distribuicdo de carga de uma molécula, pode-se
determinar as regides com maior densidade de elétrons (em inglés Highest
Occupied Molecular Orbital - HOMO) e regides com menor densidade eletrénica (em
inglés lowest Unoccupied Molecular Orbital - LUMO).

No MEP do ABZ Figura 7, as regides eletrofilicas podem ser identificadas em
torno dos hidrogénios ligados aos nitrogénios dos grupos amino. As regides
nucleofilicas do ABZ de maior intensidade sdo visualizadas no nitrogénio do anel
aromatico e regides de menor intensidade, no oxigénio da ligagao cetonas, ao longo
do anel imidazdlico e ao redor do enxofre. Vale ressaltar, que o nitrogénio do grupo
farmacoférico do ABZ é um importante sitio de interagdo com a QTS, em que

ocorrem as interagdes, principalmente, as ligagdes de hidrogénio como observado
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no estudo de Docagem Molecular. O orbital molecular ocupado de maior energia,
HOMO-= -0,20959 e o orbital ocupado de menor energia, LUMO= - 0,02094.

No monémero de QTS Figura 8 pode-se evidenciar as regides eletrofilicas em
torno dos atomos de hidrogénio dos grupos hidroxilicos e regides nucleofilicas de
maior intensidade em torno dos atomos de oxigénio e de menor intensidade no
grupo pirano do anel de quitosana e nas liga¢cdes 0- acetil. Os valores do orbital

molecular ocupado de maior energia sdo (HOMO = -0,20959) e orbital molecular

desocupado de menor energia (LUMO= - 0,02094).

Figura 8. Mapa do Potencial Eletrostatico (MPE) da QTS derivado do calculo B3LYP/6-31 G(d,p).

5.1.3 DOCAGEM MOLECULAR

A partir das estruturas otimizadas e obtencdo do MPE foi realizado o estudo

de Docagem Molecular com objetivo de entender as interagbes intermoleculares
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entre QTS-FITC e ABZ. Neste trabalho, a QTS-FITC foi tratada como ligante e o
ABZ receptor fixo.

Foram gerados 19 modelos com seus respectivos valores de energia de
afinidade e desvio médio quadratico (RMSD), apresentados na Tabela 4. Os
modelos obtidos mais representativos do estudo de Docagem foram visualizados no
programa VMD para elucidar as interagdes estabelecidas entre QTS-FIT e o ABZ.

Dentre os modelos obtidos, os modelos 9 e 17 revelaram valores de energia
de afinidade mais estavel de -2,3 Kcal/mol e -2,0 Kcal/mol,respectivamente. A
estabilidade dos sistemas esta relacionada com as ligagdes de hidrogénio
estabelecidas.

A partir dos resultados da Docagem Molecular foi possivel observar as forgas
intermoleculares presentes, principalmente, as ligagbes de hidrogénio. Na Figura 9
(modelo 9), pode-se observar interacées entre o atomo de hidrogénio do grupo
amino da QTS e o atomo de Oxigénio da carboxila do ABZ no valor de 3,04 A. Outra
interacdo neste modelo ocorre entre o atomo de hidrogénio polar do grupamento
farmacoférico do ABZ com o atomo de oxigénio do anel pirano da QTS no valor de
2,78 A.

A Figura 10 (modelo 17) mostra novamente a ligacdo de hidrogénio entre
atomo de hidrogénio polar do ABZ com o atomo de oxigénio da QTS com um valor
de 3,75 A. Outra interagéo ocorre entre o atomo de oxigénio do grupo carboxila do
ABZ com atomo de hidrogénio do grupo hidroxilico da QTS no valor de 2,28 A.

Esses resultados evidenciam que o polimero de QTS pode ser utilizado como
possivel carreador na formagdao das nanoparticulas devido as ligacbes de
hidrogénios estabelecidas. Segundo Wang e colaboradores (2013), o processo de
encapsulacédo € conduzido principalmente por ligagdo de hidrogénio, interagdes
hidrofébicas, de Van der Waals e Interacdes eletrostaticas.

A analise dos resultados de docagem molecular também foi baseada no
desvio médio quadratico das posi¢coes dos atomos (RMSD — Root Mean Square
Deviation). Segundo Warren e colaboradores (2006), o valor padrdo de RMSD
utilizado para considerar estruturas que foram corretamente preditas é de 2,0 A,
embora uma distancia de até 2,5 A, também seja considerado um bom resultado.

Assim, o estudo de Docagem revelou que o modelo 6, ilustrado na Figura 11
foi 0 menos estavel em relacdo aos modelos obtidos, ou seja, com um maior valor

de energia -2,4 Kcal/mol e RMSD de 11.709 A. Neste modelo n&do ocorre interagao
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entre as moléculas de QTS e ABZ. Em contrapartida, o modelo 9 apresentou melhor
estabilidade, com energia de afinidade de -2,3 Kcal/mol e RMSD 1,889. Esta

estabilidade pode estar relacionada com as ligacdes de hidrogénios estabelecidas.

Tabela 4. Modelos obtidos com a Docagem Molecular

Modelos Energia de afinidade Distancia Melhor modelo
(Kcal/mol) RMSD (A) RMSD (A)
1 -2.5 0.000 0.000
2 -2.4 4.317 8.603
3 -2.4 4.520 8.252
4 -2.4 1.607 4.176
5 -2.4 2.257 8.284
6 -2.4 7.431 11.709
7 -2.3 4.756 8.895
8 -2.3 2.157 8.111
9 -2.3 1.553 1.889
10 -2.3 3.197 5.587
11 2.3 2.796 8.780
12 -2.1 2.875 8.556
13 -2.1 2.226 8.558
14 -2.1 2.701 8.865
15 -2.1 3.143 5.798
16 -2.0 6.335 12.369
17 -2.0 1.787 2.320
18 -2.0 6.154 9.456

N
©

-2.0 2.860 4.780
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Figura 9. Modelos 9, resultante da Docagem Molecular. ABZ ao centro e QTS-FITC.

Figura 10. Modelo 17, resultante da docagem molecular. ABZ ao centro e QTS-FITC

Figura 11. Modelo 6, resultante da Docagem Molecular. ABZ ao centro e QTS-FITC.

5.2. Secao experimental

Os sistemas coloidais nanoestruturados feitos neste trabalho foram obtidos
por gelatinizacdo ionotropica, em que se observou que o grau de desacetilagdo do

polimero de quitosana foi determinante no tamanho das particulas devido
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grupamento amino (-NHz) presente na cadeia polimérica interagir por meio de forgas
intermoleculares com o solvente por ligagbes de hidrogénio e interagdes de Wan der
Waals promovendo a solubilizagdo da QTS/FITC. Entretanto, o marcador organico
(FITC) empregado fez ligagdo covalente com os grupamentos aminos protonados da
quitosana, e com isso, o FITC diminui a quantidade de grupamentos aminos livres
na cadeia polimérica responsaveis pela solubilizagdo da QTS/FITC. Por conseguinte,
preparou-se trés formulagdes no sentido de investigar a concentracdo do solvente
ideal para obter NP QTS/ABZ a serem aplicadas em banhos terapéuticos.

As formulagdes obtidas apresentaram tamanho médio de 227 nm. Segundo a
literatura, estudos com nanoparticulas de QTS para aplicagdo em Tambaquis o
tamanho médio ideal para alcancar os tecidos alvos citados é de 220 nm (COSTA
AC da S. et. al., 2015). Os resultados referentes a PDI (Tabela 5, 6 e 7) indicam uma
polidispersdo média entre os sistemas coloidais nanoestruturados com valores de
0,397; 0,253 e 0,368, formulagdo 0,2%, 1% e 2%, respectivamente. O PDI reflete
diretamente na estabilidade das formulagdes nanoestruturadas, pois é através deste
indice que se determina a estabilidade da particula pela caracterizagdo do tamanho
médio. Quando o PDI se apresenta muito elevado tem-se uma tendéncia a
aglomeracao das particulas, o que pode deixar o sistema com heterogeneidade
relacionada a tamanho. Em relacdo a carga superficial das nanoparticulas, ela
reflete a estrutura do polimero de QTS por apresentar caracteristicas catidnicas, com
isso, observa-se nas Tabelas 5, 6 e 7 uma média na carga +20,28; +19,62 e +17,06,
respectivamente. Este resultado é um indicativo que o ABZ foi encapsulado e,
provavelmente, esteja no interior da matriz polimérica, uma vez que o referido
farmaco apresenta carga negativa sendo evidenciado nas formulagcdes cargas da
superficie positiva, propriedade do polimero de quitosana.

O estudo de estabilidade das nanoparticulas foi realizado em geladeira com
tempo de analise em torno de 140 dias e temperatura entre 2 - 8°C. Com isso, pode-
se observar que o tamanho médio apds o tempo citado foi de 150,1 nm; 158,08 nm e
219,04 nm, respectivamente Tabelas 5, 6 e 7. Os resultados determinados neste
trabalho corroboram com a literatura, uma vez que estdo dentro do padrdo para
alcangar o 6rgao de interesse para avaliagdo em banhos terapéuticos (LIU, YANG,
et al., 2013; COSTA AC da S. et. al., 2015).

Contudo, a investigacao feita para avaliar as diferentes concentragdes

utilizadas de acido acético no preparo da solugdo de QTS\FITC, segundo o estudo
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estatistico de ANOVA, determinou-se com 95% de confiangca que a concentracéo do
solvente (acido acético) ndo leva a mudancgas significativas nesses parametros
analisados (tamanho médio, PDI e carga superficial) das NP QTS/ABZ, ou seja, a
concentracdo € nula quando comparada aos parametros aqui estudados. A partir
deste resultado, o desenvolvimento da nanoparticula foi realizado com a solu¢do na
concentracdo de 0,2%, visando a menor probabilidade residual de solvente no

produto final.

Tabela 5. Resultados tamanho médio (nm), PDI e Carga superficial (F1).

NP QTS/ABZ
CH3COOH [0,2%] | Tamanho (nm) PDI C (mV)
Dia 0 251,2 + 11,31 0,310 £ 0.010 23,7+1.12
Dia 7 174,0 £ 2.593 0,276 + 0.026 30,1 +£2.54
Dia 15 179,0 £ 4.911 0,387 + 0.052 25,2 +4.05
Dia 22 172,6 + 3.987 0,314 £ 0.024 14,5+ 4.16
142 150,9 + 0.6557 0,248 + 0.007 7,9 +£0.946

Tabela 6. Resultados tamanho médio (nm), PDI e Carga superficial (F2).

NP QTS/ABZ
CH3:COOH [1%] | Tamanho (nm) PDI C (mV)
Dia 0 231,01+ 7.418 0,325 + 0.045 24,4 + 3.65
Dia 7 146,2 + 1.539 0,222 + 0.033 25,3+1.13
Dia 15 131,4 + 3.632 0,182 £ 0.011 17,7 £ 2.26
Dia 22 133,9 + 6.841 0,302 + 0.030 18,8 + 2.54
142 147,9 + 5.556 0,236 + 0.013 11,9+ 1.31

Tabela 7. Resultados tamanho médio (nm), PDI e Carga superficial (F3).

NP QTS/ABZ
CH3COOH [2%] | Tamanho (nm) PDI C (mV)
Dia 0 198,8 + 14.80 0,348 + 0.075 22 +1.65
Dia 7 215,6 £ 10.75 0,384 +0.023 21,6 £ 0.665
Dia 15 204,7 £ 4.397 0,498 £ 0.013 11,6 £ 0.929
Dia 22 202,9 +4.278 0,357 £ 0.015 10,2 £ 0.920
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142 273,2+7.824 0,227 + 0.188 19,9 +3.44

A partir da determinagdo da concentragao ideal do solvente preparou-se as
NP QTS/ABZ. A Tabela 8 mostra os primeiros resultados em relacdo a tamanho de
particulas, PDI e carga superficial, apds determinagdo da concentracdo ideal para
solubilizar QTS/FITC. Vale ressaltar nesses resultados uma pequena alteragdo no
procedimento de gotejamento do agente reticulante (Tripolifosfato de sédio) devido
uma intercorréncia no processo, pois a vazao utilizada deveria ser 10mL/min
realizada por uma bomba peristaltica, mas o equipamento foi danificado ao longo do
uso. Com isso, foi necessario adaptar o gotejamento continuo utilizando a bureta
(50mL).

A Tabela 8 apresenta o tamanho médio das nanoparticulas, apos 8 dias de
armazenamento em geladeira sob temperatura entre 2 a 8 °C, as quais ficaram em
um padrao acima dos resultados obtidos anteriormente (quando se utilizou a bomba
peristaltica), o que nos leva a compreender a importancia da vazao para obtengao
de nanoparticulas com tamanho médio abaixo de 220 nm. Em relagdo ao indice de
polidispersividade também se nota uma polidispersao de alta para média apds 8 dias.
A carga superficial como esperado apresentou-se catibnica caracterizando a
encapsulacao do ativo pela QTS.

Na Tabela 9, o procedimento foi realizado apods calcular a quantidade de
gotas necessarias para estabelecer a vazdo de 10mL/min. Apds obtengdo da
relagdo de gotas com a vazao, obteve-se as nanoparticulas, como se pode observar
(Tabela 9) o tamanho médio ao término do oitavo dia em observagao permaneceu

abaixo do tamanho (220nm), ideal para avaliagdo em banhos terapéuticos.

Tabela 8. NP-QTS/ABZ obtidas, utilizando bureta (50 mL) sem conta gotas.

NP-CS/FITC
CH3COOH [0,2%] Tamanho (nm) PDI C (mV)
Dia 0 688,2 + 0,783 +22,7

Dia 8 3231 0,321 +20,8 +
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Tabela 9. NP-QTS/ABZ obtidas, utilizando bureta (50mL) com conta gotas

NP-CS/FITC
CH3COOH [0,2%] Tamanho (nm) PDI C (mV)
Dia 0 199,6 + 0,532 + +23,3 ¢
Dia 8 2122 + 0,393 + +12,6 £

Por conseguinte, padronizagdo do desenvolvimento e adaptagdo do método
para preparacao das nanoparticulas que foram avaliadas em relagdo a tamanho
ideal, obteve-se dois sistemas: - Formulacdo 1 (F1) - onde contém o farmaco
Albendazol e Formulagdo branca - sem farmaco (FB). Nas Tabelas 10 e 11 estéo
postos os resultados referentes as caracteristicas fisicas das nanoparticulas bem

como a estabilidade no periodo de 90 dias.

Tabela 10. Formulagao contendo farmaco: tamanho, indice de polidispersividade e carga superficial.

F1 (0,29 ABZ) T (nm) PDI C (mV)

Dia 0 174,8£1,097 | 0,219+0,009 | 29,7, +1,15
24 h 208,9+ 7,410 | 0,260%0,041 | 29,8 +2,71
Dia 7 199 * 2,166 0,236 0,011 | 41,2+1,07
Dia 14 2372+3,995 | 0,227 +0,004 | 24,4+1,05
Dia 21 2414+ 0,5686 | 0,237 £0,006 | 23,2276
Dia 28 2459+ 1,872 | 0,230+0,005 | 292+1,46
Dia 60 267,7+8,114 | 0,272+0,026 | 27,6+2,07
Dia 90 307,6+21,15 | 0,262+0,030 | 28,6+ 0,833

Tabela 11. Formulagao sem farmaco: tamanho, indice de polidispersividade e carga superficial

FB T (nm) PDI C (mV)
(Branca)
Dia 0 448,8 + 98,66 0,544 + 0,073 27,8 £ 3,48
24 h 356,9 + 31,52 0,567 + 0,054 27,9 £ 3,46
Dia7 368,3 + 6,706 0,546 + 0,143 12,5+6,10
Dia 14 355,9 + 8,195 0,518 + 0,126 444 + 6,72
Dia 21 248,3 + 0,433 0,433 £ 0,104 23,2+ 3,49
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Dia 28 201,1+£7,108 0,630 + 0,124 15,1 £ 235
Dia 60 325,7 + 50,06 0,507 + 0,084 9,68 + 3,23
Dia 90 289,3 £ 114,1 0,537 + 0,136 25,4 +£2,71

As caracterizagdes fisicas das particulas realizadas neste trabalho sao
fundamentais para avaliar os efeitos agudo de exposicdo a NP QTS\ABZ visto que, a
toxicidade de nanoparticulas pode ser afetada pelo tamanho. Em tese, a literatura
reporta que nanoparticulas menores apresentam uma tendéncia de maior
penetragdo celular e, consequentemente, maior toxicidade devido a maior area
superficial, promovendo maior interagdo entre as nanoparticulas e os sistemas
biolégicos (DURAN, NELSON et al., 2019).

Assim, como objetivos futuros de avaliar os efeitos de exposicdo aguda das
NP QTS/ABZ serao utilizados peixes adultos (peixe-zebra). Os nanomateriais a base
de quitosana estdo entre os biopolimeros promissores, sintetizados para diferentes
aplicagdes, devido as suas caracteristicas, biodegradabilidade e nao toxicidade
(RIZEQ, BALSAM R., et al., 2019; FLORES, P. T. 2021). Embora o uso de
nanomateriais a base de quitosana seja promissor, as pesquisas atuais sobre a
seguranga nao sao suficientes para determinar as aplicagcdes biomédicas. Estudos
mostram citotoxicidade das nanoparticulas a base de quitosana in vitro e in vivo (YU,
HAIJUN et al.,, 2007; HU, YU-LAN et al.,, 2011; WANG, YANBO, et al.,, 2016;
YOUNES, NADIN et al., 2019; ABOU-SALEH, HAISSAM et al., 2019).

Entretanto, faz-se necessario aprofundar os estudos de nanotoxicidade dos
materiais a base de quitosana a fim de determinar os mecanismos desencadeados
pela aplicagdo destes sistemas. Nesse contexto, a avaliagdo de biomarcadores de
estresse oxidativo sdo excelentes fontes de informacdes para avaliar a toxicidade de
nanomateriais visto a especificidade das respostas, bem como contribuir para gerar

ainda mais estudos de caracterizacao e aplicacdo de nanoparticulas in vivo.

6 CONCLUSAO

O estudo tedrico de interacao intermolecular pelo método de docagem

demonstram a quitosana como um transportador capaz de encapsular
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espontaneamente as moléculas de albendazol devido as interagcdes de ligagdes de
hidrogénio.

As nanoparticulas de quitosana fluorescentes contendo albendazol obtidas
por gelatinizagcao ionotrépica apresentaram propriedades fisicas: tamanho médio,
indice de polidispersividade e carga superficial promissoras para estudos de
aplicagdo em banhos terapéuticos.

O tamanho médio e o indice de polidispersividade das nanoparticulas
avaliadas em diferentes concentragdes do solvente indicou a concentragdo de 0,2%
do solvente ideal para obtencao dos sistemas nanoestruturados.

Com isso, estudos da nanotoxicidade aguda in vivo utilizando peixe-zebra
como modelo de exposi¢cao as nanoparticulas de quitosana fluorescentes contendo

albendazol sdo necessarios para avaliar a seguranga das nanoparticulas.
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