
 

 

 

ANEXO I 

 

AVALIAÇÃO DE ESTRESSE OXIDATIVO DE NANOPARTÍCULAS POLIMÉRICAS CONTENDO ANFOTERICINA 

B UTILIZANDO MODELO DE ZEBRAFISH (DANIO RERIO). 
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Introdução:  

A anfotericina B (AmB) é um fármaco utilizado para o tratamento de diversas doenças como infecções fúngicas, 

leishmaniose cutânea e visceral, doença de chagas, meningoencefalite amebiana primária, dentre outras (Cavassin 

et al., 2021). O tratamento com AmB é feito por via intravenosa, porém este é acompanhada de toxicidade limitante à 

dose, com reações agudas relacionadas à infusão e pela nefrotoxicidade (Hamill, 2013). Visando diminuir sua 

toxicidade e aumentar a disponibilidade de tratamentos por via oral, a ciência procura desenvolver novas formulações 

da AmB utilizando a nanotecnologia. Uma das opções estudadas são as nanopartículas poliméricas (NPPs), 

constituídas por polímeros sintéticos (Soppimath et al, 2001; Owens III; Peppas, 2006). O zebrafish (Danio rerio) é um 

modelo animal que vem recebendo muita atenção da comunidade científica, especialmente pela velocidade com a 

qual se obtém um conjunto robusto de dados quanto a toxicidade e seu baixo custo quando comparado a outros 

modelos de teste em animais, principalmente para pesquisas relacionadas com nanopartículas (Sieber et al., 2019, 

Chakraborty et al., 2016). Todos os seres vivos produzem espécies reativas de oxigênio (ERO), necessário para 

funções biológicas como fagocitose e crescimento regular celular. Entretanto, sua formação também ocorre quando 

o metabolismo está combatendo xenobióticos ou em situações de desregulação do corpo. Com a produção 

exacerbada de ERO, ocorre o estresse oxidativo, sendo possível apontar as áreas onde ocorreu uma ação ou perda, 

em nível molecular, que pode ter levado a morte de um ser (Finkel, 2003). Com a análise de bioindicadores, como 

glutationa reduzida (GSH), malondialdeído (MDA) e proteínas totais pode-se avaliar o nível de estresse oxidativo que 

larvas de zebrafish enfrentaram durante os experimentos e assim avaliar os focos e o nível da toxicidade de 

nanopartículas poliméricas contendo anfotericina B. 

Objetivo: Verificar o estresse oxidativo causado por nanopartículas poliméricas contendo anfotericina B utilizando o 

modelo zebrafish (Danio rerio)  

Metodologia:  



As larvas tratadas com nanopartículas de PCL e PLA contendo e não o fármaco e AmB pura foram congeladas a -

80oC no último dia do ensaio de toxicidade em embrião de peixe e armazenadas em freezer até o momento dos testes 

de estresse oxidativo. Resumidamente no teste de toxicidade, os embriões foram expostos às amostras por um 

período de 96 h, seguindo protocolo adaptado do guia 236 da OECD. Foram realizadas rodadas iniciadas com 0 horas 

pós-fertilização (hpf), 6 hpf e 24 hpf, com a finalidade de comparar o efeito tóxico das NPPs em diferentes fases do 

desenvolvimento embrionário. Em relação aos testes de marcadores de estresse oxidativo, inicialmente foi realizada 

a extração das larvas tratadas com cada concentração utilizando tampão fosfato de potássio pH 7 e 0,1 Mol  L-1 e com 

estes extratos foram conduzidas as análises de proteínas totais e GSH. Para a análise de GSH, preparou-se as 

amostras utilizando uma diluição de 1:1 com água ultrapura e ácido 5,5′-ditiobis(2-nitrobenzoico) (DTNB) 0,25 mmol 

L-1 em tampão fosfato de sódio 0,1 mol L-1 pH 8. Construiu-se uma curva analítica de 9 pontos com GSH e tampão 

fosfato 0,1 mol L-1 pH 7 em 1:1. Procedeu-se a leitura utilizando uma placa de 96 poços, com as amostras em 

triplicata, utilizando o espectrofotômetro Epoch (Biotek®) no comprimento de onda de 412 nm. Para a quantificação 

de proteínas totais foi preparada uma diluição 20x do extrato em água ultrapura; um reativo A composto de 0,5 g de 

Carbonato de sódio, 0,1 g de tartarato de sódio e potássio, 0,05 g de sulfato de cobre, 0,16 g de NaOH, e 0,5 g de 

SDS, em 15 ml de água ultrapura; e um reativo B com 1,625 ml de Folin-Ciocalteu e avolumado com 6,5 ml de água 

ultrapura. Para as análises, adicionou-se, em um tubo do tipo Eppendorf de 2 ml, 600 µl da amostra diluída, seguido 

de 240 µl do reativo A e, após uma espera de 10 minutos, 120 µl do reativo B. Procedeu-se então uma incubação no 

escuro por 30 min. Os pontos de curva para a análise de PTN são preparados com 600 µl de soroalbumina bovina 

(BSA) e 400 µl de reativo A sendo os pontos 0, 5. 1, 2, 4, 10, 20, 30, 50, e 60 µg mL-1. Para a análise foi utilizado o 

espectrofotômetro Epoch (Biotek®) no comprimento de onda de 750 nm. 

Resultados: A partir da análise em rodada única do bioindicador GSH em larvas de zebrafish expostas às NPPs com 

AmB, verificou-se que os resultados com menores níveis de GSH foram AmB pura 0 hpf, AmB PLA 0 hpf e AmB PLA 

6 hpf. Enquanto isso, as outras amostras mostraram um aumento de até três vezes comparado ao de AmB pura 0 

hpf, como no caso de AmB PCL 0 hpf, 6 hpf e 24 hpf, e AmB PLA 24 hpf. Ao comparar as amostras de PCL branco e 

PLA branco (ou seja, amostras de NPPs que não continham o fármaco), obteve-se considerável diferença entre elas, 

com PCL tendo produção de EROs quase duas vezes os resultados da PLA. Também foi observado que as amostras 

utilizando PCL, com e sem AmB, apresentam alta ocorrência de GSH até mesmo em concentrações iniciais ao 

comparar com as outras amostras, chegando a um aumento de ocorrência na mesma amostra de até sete vezes a da 

menor concentração desta, uma particularidade dos resultados é que as maiores ocorrências de GSH em amostras 

com PCL não foram todas referentes às maiores concentrações utilizadas nesse estudo. Em contrapartida, nos 

resultados com PLA as maiores ocorrências chegam a no máximo três vezes a da menor concentração utilizada da 

amostra. 

Conclusão: A partir deste estudo conclui-se que, pela análise de GSH em larvas de zebrafish expostos às NPPs  com 

e sem AmB, nas concentrações estudadas, as amostras com PLA parecem gerar menos estresse oxidativo quando 

comparadas às de PCL. Porém são necessárias outras repetições deste teste para que sejam formuladas conclusões 

mais concretas. 
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