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RESUMO

O teste de toxicidade ¢ de grande importancia para a industria farmacéutica e quimica e em sua
maior parte utiliza camundongos. No entanto, a cada dia mais a pressao para extinguir o uso de
modelos animais vem aumentando. Os testes feitos em embrides de galinha (EG), sao
procedimentos mais rapidos, menos onerosos € com menos barreiras €ticas. Assim, o objetivo
desse estudo ¢ avaliar se as diferentes vias de inoculagao interferem na toxicidade no embrido
e viabilizar o uso desse modelo em testes com antibidticos melhorados ou nao por
nanobiotecnologia. Para esse estudo, foram utilizados um total de 182 embrides de galinha (EG)
com 11 dias de incubagdo. Foram testadas quatro vias de inoculagdo, sendo elas Membrana da
Casca (MC), Membrana Corioalantoide (CAM), Amnio (AM) e Alantoide (AL) e dois
farmacos, norfloxacino (NOR) e uma formulacdo nanohibrida da NOR os quais foram
utilizados em trés (3) diferentes diluicdes (50ug/EG, 25ug/EG e 12,5ug/EG). Em paralelo um
controle negativo foi inserido para cada via. Para cada grupo foram utilizados 6 EG a exce¢ao
do amnio em que havia 8 embrides por grupo. Os ovos foram entdo incubados artificialmente
e observados diariamente para avaliacdo da mortalidade e embriodiagnostico dos EG que
vierem a obito. No 17 DDI, os EG sobreviventes foram pesados e eutanasiados. Com esse
estudo, pode-se evidenciar vias de inoculagdo em embrides de galinha que apresentam a maior
poténcia da PEC@LIP/NOR comparada a NOR na inoculacao via CAM (que ¢ a via de acesso
direto aos vasos sanguineos). Também ¢ possivel verificar que a via MC pode levar a perda de
farmaco provavelmente devido a menor permeabilidade da membrana.

Palavras-chave: Modelo Animal Alternativo; Nanoformulagao; Toxicidade.
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1 INTRODUCAO

O teste de toxicidade tem grande importancia para a industria farmacéutica e quimica.
A aplicacdao do teste em sua maior parte utiliza camundongos e envolve muitos segmentos
burocraticos com 6rgaos de ética animal e um processo demorado de criagdo dos animais. Os
testes feitos em embrides de galinha (EG) sdo procedimentos mais rapidos, menos onerosos €
com menos barreiras éticas (Fonseca et al., 2021).

Os embrides de galinha (EG) sdo utilizados em diversas areas importantes da medicina
em pesquisas no geral, tais como tratamento de cancer (Wachholz et al., 2021), teste de
angiogénese (Ribatti, 2008), isquemia (Fauzia ef al., 2018) e na avaliagdo de toxicidade (Kue
etal., 2015).

A norfloxacina (NOR) ¢ um antibidtico do grupo das quinolonas de terceira geragao,
utilizada para tratamento em infec¢des bacterianas graves, agindo contra cepas Gram positivas
e Gram-negativas. Nos ultimos anos vem aumentando o desenvolvimento de antibidticos
melhorados por nanobiotecnologia que tem como vantagem melhorar o sistema de entrega do
farmaco e aumentando intervalo entre doses. No entanto, farmacos melhorados por
nanobiotecnologia sdo mais potentes requerendo normalmente menor dose (Lopes. 1992).

Devido ao aumento da resisténcia aos antimicrobianos, as inimeras vantagens de
farmacos melhorados e a necessidade de modelos animais alternativos, o uso do embrido de
galinha pode ser 1til para testes com nanoformulagdes. No entanto, embora se use o embrido
de galinha com frequéncia para varios objetivos, a exploracdo da via de inoculag¢do ainda ¢
incipiente (Ahmad et al., 2016).

O grupo de pesquisadores coordenado pela orientadora desse projeto desenvolveu uma
formulacao hibrida da NOR com pectina e lipossomas (PCT@LIP/NOR), uma nanoestrutura
que encapsula a NOR e a protege da degradagao até chegar a area de atuacdo, aumentando assim
apoténcia e tempo de agdo do fa&rmaco (RIBEIRO et al., 2020). Essa nanoformulacdo foi testada
in vitro e em roedores e os trabalhos mostraram uma formulacdo com caracteristicas superiores
a norfloxacina (Paula et al., 2020).

Este trabalho foi instigado pelo fato de o grupo do laboratério ser referéncia em
pesquisas com embrides de galinha e possuir uma nanoformulagdo comprovadamente
supramolecular comparada ao farmaco comercial. Assim, o objetivo deste trabalho ¢ a
realizacdo do teste de toxicidade da NOR comercial e o seu hibrido PCT@LIP/NOR em
embrides de galinha como modelo animal entregues por diferentes vias e em diferentes

concentragoes, ¢ avaliar a interferéncia da via e do farmaco sobre os embrides.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Sobre a toxicidade e 0 embrido da galinha

Os métodos atuais para avalia¢ao de toxicidade focam na melhor utilizacdo dos animais,
diminuindo a quantidade demandada por estudo. Em sua maior parte, sdo utilizados
camundongos por serem facilmente, criados, manipulados e por serem relativamente baratos,
além de ter um perfil metabolico hepatico razoavelmente similar aos dos humanos. Manter um
padrdo na utilizagdo das linhagens dos animais favorece a coleta de dados e a utilizagao desses
para estudos posteriores (NRC, 2004).

Em testes de toxicidade varias categorias sao usadas para a classificacdo de toxidade
com base na exposicdo: aguda, subaguda, subcronica e cronica. Para que a toxidade seja
avaliada de acordo com essa classificagdo, se observa o tempo de contato, sendo a dose a aguda
alcangada em uma unica dose, ¢ as demais em doses repetidas em periodos de meses ou anos.
A via de exposi¢ao também deve ser considerada quando se trata de toxicidade podendo ser
oral, inalatdria ou topica (Morris-Schaffer; McCoy, 2020).

Comparativamente, a utilizacdo dos EG em relacdo aos modelos de mamiferos
tradicionais se mostra amplamente vantajoso, como em relagdo ao baixo custo, tempo de
maturacao menor ¢ a facilidade de aceitagcao em comités de ética. Como a taxa reprodutiva das
galinhas ¢ maior que a de mamiferos sua utilizagdo pode conter mais quantidade de individuos
€ com uma reposicao mais rapida. A aquisicao de ovos fecundados também ¢ menos onerosa
que a manutencao de criagdes de mamiferos para testes constantes. Além disso, os embrides de
galinha sdo mais facilmente manipulados que mamiferos despendendo menos tempo de manejo
e técnicas mais simples de aplicagdes (Ribeiro ef al., 2022).

De acordo com a maturidade do desenvolvimento, o embrido de galinha € divididos em
3 estagios: 1) incubagdo, o inicial até 7 dias de incubacao (DDI); 2) intermediario de 8-14 DDI;
3) final que ¢ de 15 a 21 DDI (Moran, 2007). O desenvolvimento dos EG corresponde a 21
dias e durante o primeiro dia os vasos sanguineos extraembrionarios passam a ser visiveis no
saco vitelinico proximo das 23-24 horas de incubagdo (HI). Batimentos cardiacos detectaveis
em 33-38 HI, circulagdo entre 51-56 HI. O alantoide se desenvolve em 3 DDI e nesse mesmo
periodo o &mnio envolve o embrido. Com 6-7 DDI ocorre a fusdo do alantoide com o corion e
se forma a membrana corioalantoide (CAM) e passam a ser visiveis. Isso possibilita o inicio de
muitos testes a partir do 7 DDE (Hamburger; Hamilto, 1992; Sheng 2010).

Ha diferentes vias de inoculacdo em embrides de galinha. Tais vias sio muito exploradas



em testes com vacinas nestes modelos bioldgicos. No entanto ndo ha trabalhos que apresentem
diferenca entre vias para farmacos ou nanoformula¢des. Devido a estrutura do embrido, ¢
possivel que a aplicacdo do farmaco em diferentes vias no EG pode simular as vias de
inoculagdo ou tratamento em animais nascidos. As principais vias para a aplicagdo sao a gema,
membrana corioalantoide (CAM), alantoide (AL), membrana da casca (MC), amnio (AM) e
saco vitelinico (SV) (Ribeiro et al., 2022).

No embrido de galinha, o AL esta em contato com a CAM (Gabrielli; Accili, 2010),
entdo medicamentos de via subcutanea ou intramuscular poderiam ser aplicados nessas vias.
A dilui¢do da droga pode atingir vasos da CAM e do SV atingindo os embrides. A inoculagdo
pelo AM pode simular a administracdo de remédios de via oral, porque o embrido ingere o
contetido do &mnio durante seu desenvolvimento (Moran, 2007). O SV esté diretamente ligado
ao intestino, e a medida que o embrido se desenvolve ele absorve a gema (Willems et al., 2019),
assim o SV provavelmente deve ser a melhor via para teste de drogas de absor¢ao intestinal. A
CAM tem um alto nimero de vasos sanguineos (REIZIS, 2005), possibilita o acesso da droga
direto com os vasos sanguineos, sendo assim essencial para drogas de administracdo parenteral

(Ribeiro et al., 2022).

2.2 Sobre a norfloxacina

A norfloxacina ¢ da classe das quinolonas, que faz parte de um grupo de antimicrobianos
de largo espectro, sendo utilizada no tratamento de infec¢des causadas por bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas, também agindo com outros micro-organismos como a Chlamydia.
As quinolonas estdo relacionados com o 4cido nalidixico, farmaco sintetizado a partir da
cloroquina em 1962 (Lopes, 1992).

O 4cido 1-etil-6-fluor-1,4-dihidro-7-(1-piperazinil)-4- oxoquinolona-3-carboxilico que
¢ a NOR, ¢ um po6 cristalino com coloracdo branca ou amarelo-palida, higroscopica,
ligeiramente soluvel em agua, ligeiramente solivel em acetona e em alcool e soluvel em N-
dimetilformamida. Fotossensivel, a norfloxacina deve ser armazenada em um recipiente
fechado, protegido da luz (British Pharmacopoeia, 1998).

A NOR ¢ uma quinolona flourada (flouroquinolonas), esses agentes inibem a
topoisomerase Il uma girasse bacteriana, a enzima que produz a super-helicoidizagao negativa
do DNA que permite a transcri¢ao ou replicacdo. As fluoroquinolonas ao serem administradas,
se acumula em diversos tecidos principalmente nos rins, prostata e pulmdes, ndo atravessa a

barreira hematoencefalica e tem uma eliminag¢do parcialmente pelo metabolismo hepatico.



Antidcidos de aluminio e magnésio interferem a absor¢ao das quinolonas (Ritter ef al., 2016).

Embora de amplo espectro, A NOR ¢ uma molécula de baixa solubilidade em agua e
baixa biodisponibilidade em humanos e em animais em administragao oral, o que pode limitar
sua atuagao antimicrobiana (Dong et al., 2011). Uma das maneiras de melhorar farmacos como
a NOR ¢ a inser¢ao de novas terapias com a utilizagdo de fA&rmacos nanoestruturados, com o
objetivo de melhorar a atividade antimicrobiana dos antibidticos tradicionais (Paula et al.,
2020).

A PCT@LIP/NOR ¢ uma nanoformulag¢ao hibrida de lipossomo e pectina que apresenta
uma estabilidade fisico-quimica por 180 dias de armazenamento, propriedades estruturais
desejaveis, que prolongaram o perfil de liberagdo da NOR por 11 horas (9 horas a mais que a
NOR comercial) e aumenta a capacidade antimicrobiana contra cepas bacterianas

multirrestentes (Ribeiro et al., 2020).



3 METODOLOGIA

O experimento foi conduzido no Laboratério de Incubagdo de Aves (LIAVE) da
Universidade Federal de Uberlandia, Campus Umuarama, Uberlandia/MG. Foram utilizados
ovos de embrionados Gallus gallus (Hy-Line) com 11 dias de incubagao (DDI). Os ovos foram
incubados em incubadora artificial (Premium ecologica®) a 37°C e 55-60% de umidade e
girados automaticamente a cada duas horas.

Esse trabalho foi aprovado pelo CEUA protocolo n°008/21

Para esse estudo, foi utilizado um total de 182 embrides de galinha. Foram testadas
quatro vias de inoculagdo, sendo elas membrana da casca (MC), membrana corioalantoide
(CAM), amnio (AM) e alantoide (AL) e dois farmacos, NOR ¢ PEC@LUV/NOR em 3
diferentes dilui¢des (50ug/EG, 25ug/EG e 12,5ug/EG). Para cada grupo, foram utilizados 6
EG, a exce¢do dos grupos da via &mnio, uma vez que essa via apresenta menor chance de erro,
tendo-se optado pela utilizacdo de 8 embrides. Paralelamente, foram utilizados controles
negativos para cada via sem a presenga do farmaco ou da nanoformulac¢do. Dessa forma, havia
um total de 28 grupos.

Para a aplicacdo na MC foi feita uma perfuragdo na casca sobre a cdmara de ar (CA) e
com uma agulha de inje¢do, a aplicagdo na CA do ovo (Gebhardt e van Logten, 1968). Para a
CAM, foi aberta uma janela no topo do ovo ¢ a MC foi cuidadosamente removida, deixando
exposta a CAM para a aplicagdo (Zhu et al., 2014). Para AM, realizou-se uma perfuragao
centro-lateral guiada com ovoscopio no sentido do embrido, tomando cuidado para ndo perfurar.
Exclusivamente para o AM, devido a dificuldade dessa via, usamos um corante azul alimenticio
indécuo para termos certeza que a inoculagdo foi correta. Para o AL fizemos uma perfuragao
logo abaixo do limite da CA e introduziremos a agulha perpendicularmente para realizar a
aplicacdo (Fonseca et al., 2021).

Os ovos foram entdo incubados e observados diariamente para avaliagao da mortalidade
e embriodiagnostico dos EG que vierem a obito. No 17 DDI, os EG sobreviventes foram
eutanasiados e foi realizada a pesagem dos embrides sem os anexos € o embriodiagnoéstico.

Para analise dos dados, foi coletado o nimero de mortos ¢ a mortalidade foi calculada
em percentagem. Foi realizada estatistica descritiva para andlise. Para avalia¢do do peso, foi
realizado um ajuste para o peso inicial dos ovos de 50 gramas. Isso porque hd uma
desuniformidade no peso dos ovos. Assim, os ovos foram pesados aos 11 DDI e os embrides
aos 17 DDI. Para calculo do peso ajustado, foi usada a seguinte formula: (50 X peso do embrido

sem anexos aos 17 DDI)/peso do ovo aos 11 dias de incubagdo. Apds o ajuste foi realizado o
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teste da normalidade e o teste da ANOVA seguido pelo teste de Tukey, considerando a
diferenga de média entre as vias para NOR e para PEC@LUV/NOR separadamente. Também
foi usada ANOVA entre NOR e PEC@LUV/NOR dentro da mesma via. Foi considerado um
nivel de significancia de 95% (p<0,05), usando o programa GraphPad Prism 9.02.
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4 RESULTADOS

Nas inoculagdes na MC, nao ocorreu nenhuma mortalidade em nenhumas das
formulacdes e concentracao dos farmacos (Figura 1). Para a via CAM, houve mortalidade de
33.3% (1/3) para as doses de NOR e PEC na concentracdo de 50ug/EG. Ocorreu mortalidade
de 16,67% (1/6) nessa via para a dose de 25ug/EG apenas para a PEC. As demais inoculagdes
dessa via ndo apresentaram mortalidade. Para a via AL, apenas a PEC apresentou mortalidade.
Para a concentra¢do de 50ug/EG, houve 16,67% (1/6) de mortalidade e para 25ug/EG houve
33,33% (1/3), ndo apresentando mortalidade na concentracdo de 12,5ug/EG. A via AM
apresentou uma mortalidade de 12,5% nas duas formulagdes NOR e PEC na concentragdo
50ug/EG. Na concentragao de 25ug/EG, apenas a PEC apresentou mortalidade de 25%(1/4),
enquanto na concentracdo de 12,5ug/EG a NOR apresentou 25%(1/4) de mortalidade e a PEC
12,5%(1/8).

Figura 1. Percentual de mortalidade dos embrides inoculados com Norfloxacina (NOR) e PEC/LUV@NOR (PEC) em trés
diferentes doses (50ug/EG, 25ug/EG, 12,5ug/EG), pelas vias membrana da casca (MC), membrana corioalantoide (CAM),
alantoide (AL) e amnio (AM). EG: Embrido de Galinha. As linhas pontilhadas azuis deparam as diferentes vias

35,00

25,00 E :
20,00 IE
15,00 E:
10,00

0.00 | |

NOR MC PEC MC NOR CAM PEC CAM NOR AL PEC AL NOR AM PEC AM

(=]

m50ug/EG m25ug/EG m12,5mg/EG =NC

Fonte: Autoria Propria, 2023.

Quando foi avaliado o peso dos embrides inoculados com 50ug/EG, foi detectada uma
diferenca relevante comparando o antibiotico e sua nanoformulacao no grupo inoculado na

CAM (Tabela 1). Dentro das outras vias, ndo foram encontradas diferencas (Tabela 1). Nao
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houve diferenca estatistica no peso do embrido entre as diferentes vias para embrides inoculados

com NOR ou a PEC.

Tabela 1. Média de peso dos embrides (aos 17 DDI) inoculados com 50ug/EG de norfloxacina (NOR) e PEC@LUV/NOR
(PEC) nas vias membrana da casca (MC), membrana corioalantoide (CAM), alantoide (AL) e amnio (AM). Em paréntese é o
valor +/- o desvio padrfo.

MC CAM AL AM
PEC NOR CN PEC NOR CN PEC  NOR CN PEC NOR CN
24,09 24,71 25,62 22,38 25,66 25,12 2426 25,62 25,12 23,76 24,01 25,40

2,000 (1,36) (1,09 (1,100  (062)b  (091)b  (0,86) (1,02) (1,71) (0,95 (1,82) (179

Fonte: Autoria Propria, 2023.
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5 DISCUSSAO

Como nao houve mortalidade na MC trabalha-se na hipétese da ndo ou pouca
permeabilidade da droga nessa membrana. A MC ¢ responsavel pela troca de oxigénio com a
CAM (Gabrielli; Accili, 2010), e ¢ formada por duas camadas, interna e externa, com 0s poros
com 12,6nm e 0,53nm respectivamente (Kutchai; Steen, 1971). A estrutura da NOR ¢ detectada
entre 228-334nm ¢ da sua forma hibrida, a PEC, entre 253-425nm (Ribeiro et al, 2020), se
mostrando uma dificil permeabilidade nessa membrana.

A via CAM apresentou uma mortalidade de 33,3% na dose de 50ug/EG para as duas
formulagdes, pois essa via ¢ extremamente vascularizada e responsavel pela reabsor¢ao de agua
e eletrolitos (Gabrielli; Accili, 2010), sendo uma via muito estudada (Ribeiro et al., 2022), para
a simulagdo de uma via parenteral, ou topica de muito sucesso. Assim, provavelmente, uma
maior absor¢do dos farmacos expOs os embrides a uma maior lesdo. Também ¢é notavel a
diferenca de peso dos embrides para a exposicdo as diferentes formulagdes; os embrides
inoculados com a PEC tiveram um peso menor com relacdo aos inoculados com a NOR,
provavelmente devido a maior estabilidade e perfil de liberagcdo da PEC@LIP/NOR. Farmacos
melhorados por nanobiotecnologia sdo mais potentes, apresentam meia vida maior e assim uma
menor dose ou um maior intervalo entre doses ¢ recomendado (Ribeiro et al., 2020).

A via AL se apresenta uma via interessante por estar em contato direto com a CAM,
assim tendo a capacidade reabsor¢do de agua e eletrdlitos; porém como AL armazena as
excretas do embrido (Fisher; Eakin, 1957) o fluido presente diminui a concentracdo dos
farmacos a serem reabsorvidos. Essa caracteristica pode explicar o porqué ndo houve 6bitos
para a aplicacdo da NOR, mas houve para sua forma hibrida PEC nas concentragdes de
50ug/EG e 12,5ug/EG. No entanto, ndo houve diferenca no peso do embrido entre PEC e NOR
por essa via.

A via AM apresentou uma mortalidade variada para cada uma das aplicacdes entre
12,50% e 25%. As mortalidades provavelmente aconteceram porque o AM, além de ser uma
protecao fisica, ¢ responsavel primariamente pela nutricdo do embrido junto com a gema. Com
o desenvolvimento do embrido, ele passa a ser digerido de forma oral e absorvido pelo pequeno

intestino do embrido, assim causando uma absorc¢ao parcial de seu contetido (Moran, 2007).
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6 CONCLUSAO

Com esse estudo, foi possivel evidenciar que, na via de inoculagdo CAM, que ¢ a via de
acesso direto aos vasos sanguineos, a PEC@LIP/NOR foi mais potente quando comparada a
NOR. Ja na via de inoculacio MC, evidenciou-se uma perda de farmaco, uma vez que a
permeabilidade da membrana ¢ reduzida por esta via, prejudicando a concentragdo final dos

principios ativos administrados nos tecidos-alvo.
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