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Resumo
O Tambaqui (Colossoma macropomum) é um peixe de dgua doce com grande potencial econdmico para o
agronegocio amazonico. O objetivo desse trabalho foi analisar a incorporagdo de nanoparticulas de quitosana
marcadas com FITC (Fluoresceina Isotiocianato) em tecido branquial de tambaquis amazdnicos.
Nanoparticulas de quitosana- FITC foram preparadas pelo método de Geleificagdo lonotrdpica e usadas em
banhos as alevinos de tambaquis durante 30 minutos. Observou-se por microscopia de fluorescéncia a

incorporagio nanoparticulas de quitosana- FITC em tecido animal,

sugerindo este sistema como um

potencial veiculo para a liberacio controlada de farmacos em tecidos branquiais.
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Introdugéo

A fauna de peixes de dgua doce do Brasil
¢ a mais rica do mundo, com cerca de 2.587
espécies [1]. Segundo dados do Ministério de Pesca
e Aquicultura, o Brasil gera um PIB pesqueiro de

~ R$ 5 bilhdes com potencial para se tornar um dos

maiores produtores mundiais de pescado [2]. Dentre
os peixes de grande interesse econémico para o
agronegocio amazdnico, o Tambaqui (Colossoma
macropomum) (Cuvier, 1818), destaca-se com
grande potencial devido a sua adaptabilidade ao
ambiente de cultivo, bom crescimento alcanc¢ado,
alta produtividade, resisténcia a baixos indices de
oxigénio dissolvido, além da palatabilidade da carne
e valor comercial alcangado, entretanto, as
enfermidades ocasionadas pelos patégenos desses
organismos aquaticos podem comprometer e
inviabilizar sua produgdo comercial [3,4].

Em face a esse aumento significativo da
aquicultura no pais, a valorizagdo de tecnologias
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para a sanidade em peixes torna-se importante
ferramenta para a minimizagio das perdas
econdmicas substanciais geradas com a evolugdo.
Em face a esse aumento significativo da aquicultura
no pais, a valorizagdo de tecnologias para a sanidade
em peixes torna-se importante ferramenta para a
minimiza¢do das perdas econdmicas substanciais
geradas com a evolugdo das enfermidades [5,6].
Sistemas poliméricos de liberagdo de firmacos sdo
largamente utilizados e nd3o sé permitem uma
liberagdo lenta e gradual do principio ativo, como
também possibilitam o direcionamento a alvos
especificos do organismo [7]. A quitosana é um
biopolimero natural derivado da quitina e tem se
tornado muito atraente em medicina veterindria, sua
utilizagdo como veiculo de liberagao de farmacos é
devida as suas caracteristicas de atoxicidade,
biocompatibilidade, biodegradabilidade e
mucoadesdo, propiciada pelo grande ntmero de
grupos hidroxila e grupos amino presentes em sua
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cadeia polimérica, que realgam suas propriedades de
permeagéo [8,9].

O objetivo desse trabalho foi avaliar a
incorporagdo de nanoparticulas fluorescentes em
tecido de Tambaquis Amazdnicos.

Materiais e métodos

Materiais
Quitosana (MM=7,1 K Da, grau de
desacetilagdo  97%), obtida pela SIGMA®;

Tripolifosfato de sodio (TPP) obtida pela SIGMA )
FITIC (Fluoresceina Isotiocianato), acido acético,
metanol desidratado, etanol, hidroxido de sédio.
Preparagdo das Nanoparticulas de Quitosana
Marcadas com FITC e Caracterizagao

Uma quantidade 100 mg de FITC somada
a 150 mL de metanol desidratado foram
adicionadosa 100 mL de quitosanaa 1%
em 0,1 M CH3COOH. Depois de 3 horas de reagéo
em ambiente escuro, a quitosana marcada com
FITC, foi precipitado por elevagdo do pHde8 a
9com0,5M NaOH. Para remocdo de FITC nio
conjugada, o precipitado foi submetido a ciclos
repetidos de lavagem e centrifugacao (40.000 g
durante 10 min) até que a ndo fluorescéncia foi
detectada no  sobrenadante. A  quitosana-
FITC dissolvido em 80 mL
de 0,1 M CH3COOH foi entdo dialisada durante
3 dias em ambiente escuro sobre 5L de agua
destilada na agua destilada, com &4gua substituida
diariamente [10].

As nanoparticulas foram preparadas pelo
método de Geleificagdo Ionotropica. Para isso, 2
mL de uma solugdo de TPP contendo cloreto de
sodio, foi gotejado em 4 mL de uma solugdo de
quitosana (4 mg/mL, Acido Acético 1%) sob
agitacio magnética [11,12]. Em seguida as
nanoparticulas foram secas por liofilizagdo e,
posteriormente caracterizadas através do tamanho
de particula e potencial zeta (Zetasizer NANO ZS,
. Malvern Instruments Limited).
Ensaio de nanoparticulas de quitosana marcadas
com FITC em tecido de Tambaquis

O estudo foi realizado na Estagdo de

Piscicultura da Embrapa Amaz6nia Oriental do
Estado do Para durante o més de janeiro de 2012.
Foram usados alevinos de Tambaqui (Colossoma
macropomum) previamente medidos. Para os
ensaios, os tambaquis foram aclimatados por um
periodo de 72 horas antes do inicio dos
experimentos. Em cada tanque foram colocados
(n=07) tambaquis, distribuidos no grupo submetido
ao banho de nanoparticulas de quitosana-FITC
ressuspendidas em Agua durante o periodo de

exposi¢do de 30 minutos e o grupo controle. A
alimentag@o dos animais foi suspensa 24 horas antes
do inicio do teste e durante os mesmos. Os
parametros  fisico-quimicos das  unidades
experimentais, como temperatura e pH foram
monitorados antes da execu¢do do experimento.

A preparacdo histolégica foi realizada no
Laboratorio de Pesquisa Dr. Carlos Azevedo/UFRA.
Apos a analgesia com agua gelada, os peixes foram
sacrificados através da sec¢do da medula espinhal.
A necropsia foi realizada com remogio dos arcos
branquiais com fixa¢do do material em solugdo de
formalina tamponada a 10 % e processamento
rotineiro para histologia. Posteriormente foram
preparados os cortes histologicos em lidminas e
encaminhadas a microscopia de
fluorescéncia/UFPA, a fim de verificar a presenca
de nanoparticulas de quitosana aderidas aos tecidos
branquiais de tambaquis

Resultados e discussdo

As nanoparticulas de quitosana-FITC
apresentaram tamanho de particula com wvalor
predominante de 220,2 nm. Na avaliagdo do
potencial zeta, o valor encontrado foi de + 23,5 mV
em pH de 7,2 dessa forma, sua carga superficial é
positiva devido a natureza catidnica dos grupos
amino presentes na cadeia polimérica da quitosana.
O sistema apresenta estabilidade comprovada, uma
vez que o valor do potencial zeta de um sistema de
natureza estavel eletrostaticamente apresenta valor
(em modulo) maior que 20 mV [13].

Os pardmetros de qualidade da dgua do
tanque dos peixes encontrados mostraram-se dentro
da faixa de recomendagbes técnicas [14], com
temperatura da dgua em 25,3°C e pH igual a 6,7 e
peixes de tamanho médio de 5 cm.

As  andlises da  microscopia de
fluorescéncia do tecido branquial demonstraram
pontos com maior incidéncia de fluorescéncia ao
longo de toda sua superficie externa. A quitosana
exibe comportamento bioldgico favoravel, tais como
mucoadesio e permeabilidade permitindo a
impregnagdo das nanoparticulas marcadas com
FITC nessa regido (Fig. 1), fato n3o observado no
tecido branquial do grupo controle (Fig. 2) ndo
submetido 4 exposi¢do com nanoparticulas de
quitosana-FITC. Isso sugere a possibilidade de
utilizagdo destas particulas como veiculo de
liberacdo controlada de farmacos em brinquias.
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Fig.1. Segdo transversal de filamento
branquial de tambaquis submetido & banho
da 30 minutos de nanoparticulas de
quitosana-FITC; objetiva 10 X.

Flg2. Segdo longitudinal de
filamento branquial de tambaquis,
grupo controle; objetiva 10 X,

Conclusoes

A quitosana é um  biopolimero,
biodegradavel ndo tdxico que pode ser usado na
aquicultura. Os resultados preliminares obtidos
sugerem que ¢ possivel realizar banhos de
nanoparticulas de quitosana como veiculo de
liberagdo de farmacos com a finalidade terapéutica
para a sanidade de tambaquis amazdnicos. Além
disso, a adogdo de sistema de liberagdo controlada
pode contribuir para facilitar o0 manejo do animal,
com redugido do estresse em ambiente de cultivo,
fator que predispde a queda de imunidade e
susceptibilidade de peixes a enfermidades.
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